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Biologisesti merkittdvien sekvenssien tunnistamiseen keskittyvien hybridisaatiokoettimien
kayttd terapeuttisissa ja diagnostisissa sovelluksissa asettaa useita vaatimuksia koettimen
rakenteelle. Hybridisaatiokoettimen pariutuessa luonnollisen vastinjuosteen kanssa, sen on
vahintddn jéljiteltdvd mittasuhteiltaan ja fysikokemiallisilta ominaisuuksiltaan luonnollista
juostetta. Hybridisaatiokoettimen pariutumista on kyettivd seuraamaan siten, ettd se erottuu
biologisesta taustastaan. Hybridisaatiokoettimella tavoitellaan usein korkeampaa affiniteettia
komplementaariseen juosteeseen. Metallit ovat osa nukleiinihappojen normaalia toimintaa ja
ylldpitdvat fysiologisissa olosuhteissa sen rakennetta. Metalli-ionien yhteensopivuutta onkin
hyodynnetty jo vuosikymmenten ajan luonnollisten nukleiinihappojen ominaisuuksien ja
toiminnallisuuden muokkaamiseen. Metallit muodostavat nukleiinihappojen kanssa
koordinaatiosidoksia- ja komplekseja, jotka ovat usein liian labiileja laimeissa ja
vihdmetallisissa olosuhteissa. Metalli-ionien kovalenttinen sitoutuminen
hybridisaatiokoettimessa olevaan nukleotidianalogiin tarjoaa merkittdvan edun pysyvyydessa
koordinaatiosidoksiin verrattuna. Erityisesti elohopeaionin kovalenttinen sitoutuminen
nukleotidianalogiin on tuottanut potentiaalisia hybridisaatiokoettimia vihametallisiin ja
laimeisiin liuoksiin, joilla on korkea affiniteetti ja selektiivisyys komplementaarisiin
vastinjuosteisiin. Tdssd pro gradu -tutkimusprojektissa valmistettiin oligonukleotidi, jonka
tarkoituksena oli toimia lineaarisena metallivilitteisend koettimena. Hybridisaation
lahiympériston tutkimista varten koetin leimattiin trifluorimetyyliryhméll, joka mahdollisti '°F
NMR-spektroskopian kdyton. Koetin koostui 11 nukleotidin pituisesta juosteesta, jossa yksi
kanoninen = nukleotidi korvattiin ~ C-nukleotidianalogilla. C-nukleotidianalogissa
nukleoemédksend toimi aniliini, joka oli leimattu trifluorimetyyliryhmélld C2-hiilesta.
Nukleotidianalogin sijainti nukleiinihappoketjussa oli joko 3’-péddssd, 5° pddssd tai ketjun
keskelld. Viimeiseksi mainittua juostetta, jossa nukleosidianalogi sijaitsi ketjun keskella,
yritettiin merkuroida aniliinin C5 hiilestd siind onnistumatta. Turun Yliopiston bio-orgaaninen
tutkimusryhmé sai sittemmin ratkaistua merkurointiongelman ja juoste merkuroitiin

onnistuneesti.
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1 Johdanto

Nukleiinihapot kuuluvat eldmille valttdmattomiin biologisiin makromolekyyleihin. Téarkeimmét
nukleiinihapot ovat DNA eli deoksiribonukleiinihappo ja RNA eli ribonukleiinihappo. DNA:n
padasiallinen tehtdvd on toimia varastona perinndlliselle tiedolle ja vilittdd perimétietoa eteenpéin
tuleville sukupolville. RNA:n toiminnot ovat sen sijaan hyvinkin moninaiset. RNA osallistuu muun
muassa geenien ilmentdmiseen, proteiinisynteesiin ja geneettisen tiedon siitelemiseen, sekd moniin

muihin biologisiin prosesseihin.

Nukleiinihapot ovat polymeerejd, joiden yksikkorakenteita eli monomeereja kutsutaan
nukleotideiksi. Nukleotidit koostuvat sokeriosasta, fosfaattiosasta sekd emaésosasta. Nukleosidi on
nimitys  rakenteelle ilman  fosfaattiosaa. = Nukleotidit muodostavat nukleiinihappoja
fosfodiesterisidoksella, jossa sidos muodostuu sokeriosan 5’ hiilestd seuraavan nukleotidin
sokeriosan 3’ hiileen. Nukleiinihappojen emdsjérjestys ilmoitetaan 5’-pddstd 3’-pddhin. Eli
ensimmadisend olevan nukleotidin sokeriosan 5’-hiilessd on vapaa hydroksyyliryhméi ja vastaavasti
viimeisend olevan nukleotidin  sokeriosan  3’-hiilessd on vapaa hydroksyyliryhma.
Oligonukleotideilld viitataan nukleiinihappoketjuihin, jotka ovat lyhyitd. Oligo- -etuliiteelld
tarkoitetaan muutamaa (3—-10 kpl)!, mutta kiiytinndssi oligonukleotideilla voidaan viitatata myds
nukleiinihappoketjuihin, joissa on satoja peréattéisid nukleotideja. Kaksoiskierteissd juosteet asettuvat
tai rakentuvat kaksoiskierteisiksi rakenteiksi niin, ettd koodaava juoste ja vastinjuoste ovat
vastakkaissuuntaiset. Juosteet ovat siis rinnakkain siten, ettd koodaavan juosteen suunta on 5’23’ ja
vastinjuosteen suunta on 3’->5°. DNA esiintyy pddasiassa kaksoiskierteend, kun taas RNA

yksijuosteisena.

Nukleotidin sokeriosa on viisihiilinen pentoosisokeri, DNA:ssa 2’-deoksiriboosi ja RNA:ssa riboosi.
Pentoosisokeri madrittdd vahvasti toiminnallisen eron DNA:n ja RNA:n vililli. DNA:ssa
pentoosisokerin C2’-hiileen on kiinnittynyt vety, kun taas RNA:ssa tilalla on hydroksyyliryhma.
Hydroksyyliryhmd tekee RNA:sta merkittdvasti labiillimman kuin DNA, silldi C2’-
hydroksyyliryhmdn ldsndolo RNA:ssa mahdollistaa muun muassa ldhelldi olevien
fosfodiesterisidoksien pilkkoutumisen.>® Labiilius mahdollistaa RNA:n reaktiivisuuden ja sen
moninaiset tehtdvit, kun taas perintdtekijoiden sdilymiselle DNA:n siséltdiméin deoksiriboosin
stabiilimpi rakenne on eduksi. RNA:ssa C2’-hydroksyyliryhmd maédrittdid RNA:n muodostaman
kaksoiskierteen sekundaarirakenteen A-kierteeksi, kun taas pdfosin (fysiologisissa nesteissd) B-

kierteinen DNA voi esiintyd myds A, B, D tai Z-kierteiseni.*>



Fosfaattiosa vastaa isoilta osin DNA:n ja RNA:n fysikaalisista ominaisuuksista. Fosfaattiosa yhdessa
sokeriosan kanssa muodostaa nukleiinihappojen tukirungon. Nukleiinihappoketjussa sadnndllisesti
toistuva polyanionisuus on tdrkedssd asemassa useasta syystd. 1. Tukirangan toistuva varaus ohjaa
emasosien suuntautumista toisiaan kohden siten, ettd vetysidosten muodostuminen oikeaan kohtaan
olisi mahdollinen®. 3.Varaus estii kaksoiskierteitd poimuttumasta®’. 3. Tukirangan fysikaalinen
vaikutus rakenteeseen on niin merkittdvé, ettei pienet rakenteen muutokset, kuten emadsten
vaihtuminen tai muuttuminen estd DNA:n kahdentumista, mahdollistaen evolutiiviset muutokset®®~

10 4. Tukirangan varaukset lisddvit nukleiinihappojen vesiliukoisuutta.’

Emaésosat ovat typpipitoisia, tasomaisia heterosyklisid molekyylejd. Emédsosat luokitellaan kahteen
tyyppiin rengasrakenteiden méédrdn perusteella: pyrimidiinit koostuvat yhdestd renkaasta ja
puriineissa renkaita on kaksi. Pyrimidiinejd ovat tymiini (T, vain DNA:ssa), sytosiini (C), urasiili (U,
vain RNA:ssa) ja puriineja ovat guasiini (G) ja adeniini (A). Edelld mainittuja kutsutaan kanonisiksi
eméksiksi. Emisosat yhdistyvit sokeriosaan N-glykosidisidoksella siten, ettd pentoosisokerin
anomeerisestd hiilestd C1° on sidos joko pyrimidiinieméksen N1-typpeen tai puriinieméksen N9-
typpeen. Glykosidisidoksen stereokemialla on merkitystd. Luonnollisissa nukleiinihapoissa
glykosidisidos on aina B-sidos, jossa emisosa on samalla puolella sokeriosan tasoa kuin sokeriosan
5’ hiilen hydroksyyliryhmad. a-glykosidisidoksessa emésosa ja 5 hiilen hydroksyyliryhmé ovat eri
puolella tasoa. Keinotekoisissa nukleosideissa luonnollinen N-glykosidisidos korvataan usein C-
glykosidisidoksella, joka on vdhemmén labiili. Nukleiinihappoketjun vierekkdisten emésosien
pinoutumisella on merkittivi vaikutus DNA kaksoiskierteen stabiiliuteen'!. Pinoutumisen lisiksi
emésosat vuorovaikuttavat kaksoiskierteessd vastakkaisen juosteen eli komplementaarisen juosteen
kanssa my0s vetysidoksin. Vetysidoksia muodostuu kaksi kappaletta adeniinin ja tymiinin (RNA:ssa
urasiilin) vélille, sekd guaniinin ja sytosiinin vélille kolme kappaletta. Vetysidosten muodostumista

edelld mainittujen emisparien vilille kutsutaan Watson-Crick-pariutumiseksi.'

. 0 OH tai H

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



1.1.1 Vetysidos on merkittava kaksoiskierteen geometriaa yllapitava tekija

Vetysidoksen sidosenergia koostuu useista voimista (Ekokonais = Eelektrostaattinen T Epolarisaatio T Evarauksen
sito T Edispersioc +  Evaihtoenergia) ~ sidoksen muodostavien atomien ja niiden ympériston
yhteisvaikutuksesta, joista elektrostaattisilla voimilla on suurin vaikutus nukleoemaisten vilisissa
vetysidoksissa. Toisiaan ldhelld olevien vetysidosten sidosenergiat eivdt ole suoraan
yhteenlaskettavissa, silld vetysidokset muodostavat usein toisiinsa vaikuttavia verkostoja.
Yksittdisten vetysidoksien sidosenergiat nukleoemidksid vastaavissa vuorovaikutuksissa ovat
kuitenkin pddosin noin 1 kcal mol! suuruisia. Lineaarisuus on vetysidosten karakteristinen
geometrinen piirre ja sidoksen lineaarisuuden vuoksi vetysidoksella on merkittdvd, geometriaa
sddtelevi vaikutus.!>!* Vastakkaisten emisparien vililli olevien vetysidosten yhdessi pitivit voimat
ovat suhteellisen pienid. Alhaisilla sidosenergioilla on kuitenkin biologista merkitystd, silld se
mahdollistaa muun muassa kaksoiskierteisen DNA:n “hengittimisen” (engl. DNA breathing)!® eli
kaksoiskierteen avautumisen ja uudelleen pariutumisen. DNA:n “hengittiminen” mahdollistaa

DNA:n siséltdmin geneettisen informaation kiyttéonoton.
1.2 Watson-Crick pariutuminen

Watson-Crick-pariutumisessa pyrimidiini- ja puriiniemikset muodostavat vetysidosten vilitykselld
emdisparit. Muodostuvat emésparit lukkiutuvat 1dhes tasomaiseksi rakenteeksi suhteessa tukirankaan,
kuten tikkaiden porrasaskelmat!®. Guaniinin ja sytosiinin vilille muodostuu kolme vetysidosta ja

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

Watson-Crick-eméspariutumisessa DNA:n toiminnalliset ominaisuudet pysyviat muuttumattomina
sekvenssin eli emisjdrjestyksen vaihtelusta huolimatta, mahdollistaen perimdtiedon 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 esiintyvidt eméasparit DNA-
kaksoiskierteissd.!” Y114 mainittuihin ominaisuuksiin vaikuttaa useat tekijit, joista mainittakoon
kolme tirkedd piirrettd: 1. Watson-Crick-parit A-T/U ja G-C ovat mittasuhteiltaan lihes identtiset'®.
Parien mittasuhteiden samankaltaisuus auttaa pitdmdén tukirankaan kohdistuvia avaruudellisia
muutoksia mahdollisimman vihiisind emisjirjestyksen vaihtelusta huolimatta'®. 2. Watson-Crick-
pariutuminen pitdd emédkset avaruudellisesti suotuisassa asennossa emaspinoutumisen ndkokulmasta
(kuten vaaka-askelmat tikkaissa)'> 3. Watson-Crick-pariutumisessa tukirankaan kohdistuu vain
vihiistd kiertymisti.> Tarkat mittasuhteet ja pariutumissdinnot toimivat myds varmistuksena
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perimén eheydelle. Muutokset voivat kdynnistdd DNA:n tehokkaan korjauskoneiston™ ~~, apoptoosin

eli geneettisesti ohjelmoidun solukuoleman tai pyséyttii solusyklin.?**



1.2.1 Vaihtoehtoiset emaspariutumisen muodot

Nukleiinihapot ~ pariutuvat myds muilla tavoilla kuin Watson-Crick-pariutumisella® .
Vaihtoehtoiset pariutumismuodot tuottavat yleensd muita kolmiulotteisia rakenteita kuin
kaksoiskierteitd ja ndilld rakenteen muutoksilla on térked merkitys elididen nukleiinihappojen
toiminnassa, erityisesti RNA:ssa?®. Esimerkiksi Hoogsteen-emispareilla on geenien toiminnan

sddtelyssd korvaamaton rooli*3!.

Vallitseva emidspariutumisen muoto riippuu niin emadsjérjestyksestd kuin ympéroivistd olosuhteista,
eikd Watson-Crick-pariutuminen ole kaikissa olosuhteissa optimaalisin. Eméspariutumisen
pariutumismuotoon vaikuttavat intramolekulaariset vuorovaikutukset: vetysidokset emdsparien
valilld, viereisten emdisten pinoutumisvuorovaikutukset ja rakenteen muodostumiseen liittyva
entropian alenema. Ympdriston vaikuttavia tekijoitd ovat muun muassa liuoksen vastaionit ja

hydraatio.*?

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

1.3 Keinotekoinen pariutuminen

Keinotekoisissa nukleiinihapoissa yhteen tai useampaan nukleotidiin on lisdtty tai poistettu
kemiallisia ryhmid tai ne on kokonaan korvattu analogisilla molekyyleilld. Muunnelmat voivat

kohdistua fosfaattiosaan, sokeriosaan tai emdsosaan. Pariutumisen ndkokulmasta kiinnostuksen



kohde on yleensd emidsosa, sen ollessa médrittivad tekijd juosteiden komplementaarisuudessa ja

selektiivisyydessa.
1.3.1 Hybridisaatiokoetin

Hybridisaatiolla tarkoitetaan kahden yksijuosteisen nukleiinihapon pariutumista komplementaarisesti
kaksoiskierteeksi. Kun tutkitaan hybridisaatiota, yleenséd toinen juosteista on hybridisaatiokoetin.
Hybridisaatiokoetin voi olla luonnollinen tai keinotekoinen nukleiinihappoketju, johon on lisétty
jokin kemiallinen ryhma eli leima. Leimaus mahdollistaa kemiallisen ympariston muutoksen, kuten
pariutumisen, todentamisen. Kemiallinen leima voi olla esimerkiksi radioaktiivinen, fluoresoiva tai
siséltdd ~NMR-aktiivisia ytimid. Hybridisaatiotutkimuksilla ~voidaan tutkia juosteiden
komplementaarisuutta, selektiivisyyttd, kaksoiskierteen muotoa ja pysyvyyttd. Erityisesti
keinotekoisten nukleiinihappojen kohdalla molekyylitason muutoksien vaikutus kaksoiskierteeseen
tuo merkittdvad tietoa. Kaksoiskierteitd yhdessd pitdvit voimat ovat suhteellisen pienid, jotta
nukleiinihappojen purkautuminen tarvittaessa, esimerkiksi replikaatiota tai korjaamista varten, olisi
mahdollinen. Ympériston ldmpdétilan nosto aiheuttaa kaksoiskierteen purkautumisen, jota kutsutaan
tassd yhteydessd sulamiseksi. Siirtyméda kaksoiskierteesti erillisiksi juosteiksi voidaan seurata usealla
eri menetelmalla. Tallaisia menetelmid ovat UV-sulamislampomittaukset,
ympyradikroismispektroskopia (circular dichroism, CD), NMR-spektroskopia  ja

viskositeettitutkimus. '’
1.4 Metallit ja nukleiinihapot

Polyanionisen rakenteensa vuoksi DNA ja RNA esiintyvit aina yhdessé kationien eli positiivisesti
varautuneiden ionien kanssa. Kationeina fysiologisessa ympéristossd ovat polyamiinit sekd metalli-
ionit, pifasiassa Na', K*, Mg** ja Ca®".333* Tidmin lisiksi metalleilla on muita, DNA/RNA:n
toiminnalle vilttiméttomid funktioita.’>® 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 ndkokulmasta, ympériston tuomien metallien vaikutuksen
kartoittamiseksi kuin niiden kéyttimiseen nanoteknologisiin tarkoituksiin, muokaten luonnollisten

nukleiinihappojen ominaisuuksia.*>

1.4.1 HSAB-teoria

Metallit vuorovaikuttavat kaikkien nukleotidien osien kanssa (emis-, fosfaatti- ja sokeriosan).>33>41-
43 Kullekin metallille suosiollisin sitoutumiskohta riippuu useista tekijoistd, 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 pehmeistd hapoista ja
emdksistd). Teorian mukaan metallit (Lewis hapot) ja ligandit (Lewis emikset) ovat pehmeiti tai
kovia riippuen niiden taipumuksesta muodostaa ionisidoksia (kovat) tai kovalenttisia sidoksia

(pehmeiit).* ¢ Ligandilla tarkoitetaan keskusatomiin, yleensi metalliin, sitoutuneita ryhmis.
1.4.2 Metallivalitteisessa pariutumisessa vetysidokset korvataan metallisidoksilla

Metallivilitteisessd pariutumisessa emasten viliset vetysidokset N—H---O/N—C korvataan X—M—X
koordinaatiosidoksilla (X= maédrittelemiton atomi, M= metalli-ioni). Koordinaatiosidos on
kovalenttisen sidoksen erikoismuoto, joka eroaa kovalenttisesta sidoksesta muun muassa jaettujen
sidoselektronien alkuperin ja sidoksen rikkoutuessa syntyvien hajoamistuotteiden*’ perusteella.
Koordinaatiosidos voi olla sidosluonteeltaan hyvinkin kovalenttinen tai ioninen, riippuen
vuorovaikutuksessa  olevista atomeista*®.  Vetysidosten = korvaaminen metallivilitteisilli
koordinaatiosidoksilla nostaa emésten vilistd sidosenergiaa ja saattaa johtaa kaksoiskierteen

pysyvyyden merkittidviin kasvuun.*!

Koordinaatiosidokset muodostuvat padosin pyrimidiinien N3- ja puriinien N1 ja N7-typpiatomien
vilille.>? Niilla tyypillisilld, endosyklisten typpiatomien vilisilld koordinaatiosidoksilla, on kuitenkin
yksi merkittdvd rajoittava tekijd, nimittdin heikko pysyvyys laimeissa ja védhametallisissa

ympiristdissi kuten solun sisdisissi nesteissi.’!

1.5 Metallivalitteisen emaspariutumisen rajoitteet terapeuttisissa ja diagnostisissa

sovelluksissa

Metallivilitteistd emdspariutumista on tutkittu laajalti muun muassa nanoteknologisissa
sovelluksissa, metallisensoreina ja geneettisen koodiston laajentamisen niikdkulmasta.>”%>% Niissi
sovelluksissa nukleiinihappojen muokkaukset on voitu tehdd yhtd lailla molempiin pariutumisessa
osallisina oleviin eméksiin. Biologisesti merkittdvien sekvenssien tunnistamiseen keskittyvit
terapeuttiset ja diagnostiset sovellukset sen sijaan perustuvat keinotekoisen ja Iluonnollisen
nukleiinihapon hybridisaatioon, jolloin mahdollisuutta muokata vastinjuostetta ei ole. Lisdhaastetta

tuo koordinaatiokompleksien dissosiaatioalttius fysiologisissa nesteissi.>*

Nukleiinihapot  poistuvat elimistdstd nopeasti: nukleotideja poistuu  virtsan mukana,

muokkaamattomien nukleiinihappojen puoliintumisaika plasmassa vaihtelee muutamasta minuutista
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muutamaan tuntiin ja solun sisédlld ne pilkkoutuvat tehokkaasti nukleaasien toimesta
Nukleiinihappojen nopea poistuminen tai hajoaminen elimistossd johtaa usein riittiméattomiin

farmakologisiin vaikutuksiin. Jotta riittdvd vaste syntyy, nukleiinihappojen on séilytettdva



toiminnallisuutensa sithen asti, ettd kontakti luonnollisen vastinjuosteen kanssa on

mahdollinen.>%6%:63

1.5.1 Metallien koordinaatiogeometria

Metallivélitteisessd emdspariutumisessa, jossa vastinjuoste on luonnollinen nukleiinihappo,
mahdollisten koordinaatiorakenteiden mairé on rajallinen. Lineaarinen, kolmikulmainen tasomainen
tai kolmikulmainen pyramidi, nelikulmainen tasomainen ja oktaedri ovat koordinaatiorakenteita,

jotka on onnistuttu liittimé#in nukleiinihappojen kaksoiskierteeseen. >4 7

Vetysidoksilla on keskeinen, geometriaa sditelevd rooli nukleoemésten orientaatiossa: emédsten on
oltava tasomaisia, pééllekkéisid ja tietyssd kulmassa toisiinsa nidhden, jotta eméspinoutuminen on
mahdollista. Eméspinoutuminen on yksi tirkeimmistd kaksoiskierteen pysyvyyteen vaikuttavista
tekijoistd. Kun vetysidokset korvataan metallisidoksilla, metallisidoksien koordinaatiorakenne on

padosin vastuussa emisten orientaatiosta.

Optimaalinen metallien koordinaatiorakenne emaispariutumisessa joko jdljittelee vetysidosten
geometriaa tai ylldpitdd muutoin emésten suuntautumista toisiinsa nihden. Emésten orientaation
ylldpitdmisen lisdksi myds koko on rajoittava tekijd. Liikaa tilaa vievd koordinaatiorakenne saattaa
muuttaa kaksoiskierteen mittasuhteita, jolla voi olla vaikutuksia kaksoiskierteen fysikokemiallisiin
ominaisuuksiin ja mittasuhteiden viiristyma voi indusoida nukleiinihappoja korjaavia tai tuhoavia
tekijoitd terapeuttisessa kdytossd. Metallisidoksien tuoma sidosenergia kasvu ei yksinddn riitd

parantamaan kaksoiskierteen pysyvyytti, jos kaksoiskierteen rakenteen muutos on episuotuisa’’.

Teoriassa nelikulmainen tasomainen koordinaatiorakenne on ainoa kaksoiskierteeseen soveltuva
koordinaatiorakenne, joka lukitsisi molempien pariutuvien emaésten orientaation tasomaiseksi, mikéli
nukleotidianalogi ja vastinemds sitoutuisivat keskusmetallin kaksihampaisesti (ligandi, joka sitoutuu
keskusmetalliin kahdella eri sidoksella). Muut kaksoiskierteeseen soveltuvat koordinaatiorakenteet
mahdollistavat yhden tai useamman koordinaatiosidoksen rotaation. Koordinaatiosidosten rotaatiota
ja sitd kautta ligandien kiertymistd estdvid tekijoitd ovat myods ligandiin emédsten kanssa samassa

tasossa muodostuvat vetysidokset.
1.5.2 Organometallinen koordinaatiokompleksi

Organometallisessa kompleksissa on vdhintdén yksi sidos, jossa hiili on sitoutunut atomiin, jonka
elektronegatiivisuus on pienempi kuin hiilen. Elektronegatiivisuuseron takia sidos on polaarinen C”
%—M™. Sidoksen ioniluonne kasvaa elektronegatiivisuuseron mukana.*®’"’> Hiili muodostaa

kuitenkin useiden metallien kanssa sidoksia, jotka ovat luonteeltaan kovalenttisia.



Koordinaatiokomplekseihin verrattuna, jotka saavuttavat yleensd riittdvin korkean affiniteetin
vihdametallisissa ja laimeissa olosuhteissa vain kelatoitumisen (ligandi muodostaa enemmén kuin
yhden sidoksen keskusmetallin kanssa) kautta, organometallikompleksien etu on, ettd jopa yksi hiili—
metallisidos voi riittdd tarpeeksi pysyvian kompleksin saavuttamiseksi. Tdlloin metalli-ioni jaa

suurelta osin paljaaksi ja antaa niin enemmién vapautta lisivuorovaikutusten toteuttamiseen.>!
1.5.3 Metallointi

Nukleiinihappojen ja  metalli-ionien  viliset koordinaatiokompleksit saadaan kétevisti
itsejarjestymisen kautta, edellyttden, ettd nukleiinihapoilla on sopiva korkean affiniteetin
sitoutumispaikka ja metalli-ionit riittdvin labiileja kineettisesti. Tdmd on toimiva tapa
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yksinkertaisissa  tapauksissa ja lyhyilli nukleiinihapoilla. Monimutkaisemmissa ja

oligonukelotidiketjun pituuden kasvaessa todennikdisyys odottamattomille koordinaatiosidoksille

kuitenkin lisdéintyy.”!

Nukleiinithapon metallointi kovalenttisesti lukitsee” metallin valittuun
kohtaan.” %3 Organometallisen koordinaatiokompleksin haasteita ovat sen sijaan valmistus ja

puhdistus.>!

Organometallisen  koordinaatiokompleksin ~ valmistamisessa on kolme ldhestymistapaa.
Ensimmdinen, ja teoriassa helpoin ldhestymistapa on organometallisen kompleksin siséllyttiminen
yhdeksi  rakenneyksikoksi  perinteiseen  automaattisella  syntetisaattorilla  toteutettavaan
fosforiamidiittikytkentddn. Tédmid on onnistunut vain muutamalla  organometallisella
koordinaatiokompleksilla, joissa keskusmetallien koordinaatioluku on ollut tidynnd, kuten
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ferroseenilla®*® ja tetra-alkyylitinalla®.

Toinen vaihtoehto on post-synteettinen kovalenttinen metallaatio keinotekoisen nukleiinihapon
kanssa, jossa on valmiina reaktiivinen kohta. Taméd ldhestymistapa muistuttaa tyypillistd
koordinaatiokompleksin valmistusta. Talld 1dhestymistavalla on onnistuttu liittimaén elohopeaioni
Hg(Il) kovalenttisesti siten, ettd reaktiiviseksi kohdaksi on riittdnyt vain yksi elektronegatiivinen

endosyklinen hiiliatomi®’~!. Platinaryhmin metallien kovalenttinen liittiminen on vaatinut ohjaavan
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ligandin Haasteena on, ettd usein on kiytettdvd kymmenien ekvivalenttien ylimdéarda

metallisuoloja ja metalloidun nukleiinihapon puhdistaminen metallisuolasta ja reagoimattomista
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nukleiinihapoista vaatii useita kromatografisia puhdistuskertoja.”’ Huomattavaa on myos, ettd

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

hiiliin.%” Tistd syysti keinotekoisen nukleiinihapon sytosiinit ja urasiilit on korvattu 5-

metyylisytosiineilla ja tymiineilld, jotta merkurointi on saatu ohjattua haluttuun kohtaan. Lyhyilla



nukleiinihapoilla selektiivinen merkurointi edelld mainituilla muokkauksilla on onnistunut.3820-91.95-
98

Kolmantena vaihtoehtona on valmistaa koko nukleoemids metallikomplekseineen erillddn
nukleiinihaposta. Nukleiinithappo muokataan siten, ettd halutusta reaktiokohdasta 16ytyy uniikki
“kahva”, jonka kanssa nukleoemis muodostaa liitoksen esimerkiksi Michael-addition kautta.®1%
Tamén vaihtoehdon merkittivéni etuna on eri reaktio-olosuhteet nukleiinihapolle ja metalloidulle

nukleoemaikselle seké reaktiokohdan tarkka sédétely. Haittapuolena on tilaa vievét liitoskohdat.

1.6 Metallin valinta metallivalitteiseen emaspariutumiseen biologisesti

merkittavien sekvenssien tunnistamisessa

Organometallisia, nukleiinihappoihin kovalenttisesti sitoutuneita metalli-ioneja ovat tdhén mennessa

9

koboltti'” 1% rauta®, elohopea®®, palladium’™, platina''! ja tina8¢!12113,

Keinotekoisen
nukleiinihapon kiyttotarkoitus kuitenkin rajaa kédytettdvien metallien méadrds. Biologisesti
merkittdvien sekvenssien tunnistamiseen tarkoitettujen korkea-affiniteettisten nukleiinihappojen
sisdltimien organometallisten koordinaatiokompleksien tulee olla vdhintddnkin fysikokemiallisilta
ominaisuuksiltaan pysyvid fysiologisissa nesteissd, kuten plasmassa ja solun sisdisissd nesteissa,
koordinaatiokompleksi ei saa olla niin tilaa vievd ettd se védristdisi kaksoiskierteen avaruudellisia
mittasuhteita, sen tulee yllépitdd emadsten tasomaista orientaatiota tukirankaan ndhden seka
koordinaatiokompleksin siséltimén metalli-ionin tulee olla kykenevéinen pariutumaan (kineettisesti
riittdvén labiili), eli muodostamaan koordinaatiosidos véhintddn yhden biologisesti esiintyvian

nukleoemiksen kanssa.

Turun Yliopiston bio-orgaaninen tutkimusryhmd on tdlld hetkelli ainoa metallivilitteistd
pariutumista edelld mainituilla kriteereilld tutkiva ryhma. Tutkimusryhmén tutkimia metalli-ioneja
ovat olleet Hg(Il) ja Pd(II). Tutkimusryhmé on tutkinut kaikkien esiteltyjen nukleotidianalogien

hybridisaatiota samalla 11 eméksen pituisella sekvenssilld (Kuva 3).
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Kuva 3. Turun Yliopiston bio-orgaanisen tutkimusryhman kayttdma sekvenssi metallivalitteisen
emaspariutumisen tutkimiseen ja sen komplementaarinen juoste. X = nukleotidianalogi, Y= adeniini, sytosiini,
guaniini tai tymiini, M = kovalenttisesti nukleotidianalogiin sitoutunut metalli-ioni. *Elohopeavalitteisessa
pariutumisessa keinotekoisen nukleiinihapon sytosiinit on korvattu 5-metyylisytosiinilla.



1.7 Palladium

Palladium-ioni Pd(Il) tédyttdd teoriassa edellisen kappaleen kriteerit. Pd(II)-ioni muodostaa
koordinaatiogeometrialtaan pddosin nelikulmaisia tasomaisia koordinaatiorakenteita, jotka
soveltuvat kaksoiskierteen sisélle niin emdspinoutumisen kuin mittasuhteidensa ndkokulmasta,
mikili ligandit eivit ole liian tilaa vievit. >*!'* Pd(II)-ionin ja hiilen vilinen sidos on luonteeltaan
vahvasti kovalenttinen ja siten dissosiaatioalttius fysiologisissa nesteissd on vdhidinen. Pd(II) on
pehmed metalli, ja sen affiniteetti nukleoeméksiin on korkea, joten koordinaatiosidoksen

muodostuminen luonnollisen eméksen kanssa on todennikoinen.>!->*

Organometallisen palladiumkompleksin valmistaminen onnistuu post-synteettiselld metalloinnilla.
Ohjaavia ligandeja siséltédvit aromaattiset rengasrakenteet osallistuvat syklopalladointiin miedoissa

reaktio-olosuhteissa, joita nukleiinihapot kestivit.>!93:190
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Kuva 4. Turun  Yliopiston  bio-orgaanisessa  tutkimusryhmassd  tutkitut = organometalliset
palladiumkompleksit.93.115

Palladiumvilitteinen metallipariutuminen ja sen tutkiminen on osoittautunut kuitenkin haasteellisiksi
(kuva 4). Pd(I)-valitteisten emésparien muutokset ldmpoétilan vaikutuksesta ovat monimutkaisia ja
hitaita, miké vaikuttaa sulamiskéyrien tulkintaan ja tekee UV-sulamisldmpdmittauksista vihemmaén
luotettavia.’! UV-sulamislimpdmittaukset perustuvat nukleiinihappojen “hengittimiseen”, eli
kaksoiskierteiden aukeamiseen ja uudelleensulkeutumiseen. Luonnollisten nukleiinihappojen
kaksoiskierteet avautuvat ja sulkeutuvat nopeasti (DNA:n “hengittdminen”, kappale 1.1.1) ja
yksivaiheisesti (kiinni— auki—kiinni) ldmpdtilan noustessa ja laskiessa. Pd(II)-vélitteisen emédsparin
sisdltdvat kaksoiskierteet aukeavat sen sijaan monivaiheisesti (esimerkiksi, kiinni—osittain
auki—kokonaan auki—osittain kiinni—kiinni) ja usein kaksoiskierteen purkautumisen ja uudelleen
sulkeutumisen vélilld on havaittu hystereesid, eli muutoksen hitautta ja kaksoiskierteen aukeamisen
ja  uudelleensulkeutumisen  sulamiskidyrien  merkittivid  eroavuutta.’>!'6!17 UV
sulamislimpétilamittauksia on yritetty korvata FRET-analyyseilld'!” (FRET = engl. fluorescent
resonance energy transfer, fluoresenssi-resonanssi-energiansiirto) ja 'NMR spektroskopialla'!®

keskinkertaisin tuloksin.!



Tutkimusmetodien haasteiden lisdksi tutkittujen palladiumkompleksien havaittiin olevan
kaksoiskierteiden péissd stabiloivia ja keskelld epistabiloivia. Tadmd on tyypillistd
koordinaatiokomplekseilla, jotka eivit tiysin sovi geometrialtaan kaksoiskierteen sisdin.!'!'®!!?
Parhaimmillaan  kaksoiskierteiden  sulamisldimmot  nousivat  ldhelle  muokkaamattomia

kaksoiskierteitd.>!
1.8 Elohopea

Elohopeaioni Hg(I) muodostaa padosin koordinaatiokemialtaan lineaarisia koordinaatiorakenteita.
Se on HSAB-teorian mukaan pehmed metalli ja Pd(II):n tavoin silld on korkea affiniteetti
nukleoemiksiin ja se kykenee muodostamaan hiilen kanssa koordinaatiosidoksia, jotka ovat
luonteeltaan vahvasti kovalenttisia. Keinotekoisten nukleiinihappojen metallointi onnistuu post-

synteettisesti (kts. kappale 1.5.3).

Ensimmdinen ja tutkituin metallivdlitteinen eméspari oli Hg(Il)-ionin vakauttama T:T
vadrinpariutuma, jossa Hg(Il) muodosti metallisillan tymiinien N3-atomeihin, muodostaen
N3-Hg!"-N3 koordinaatiokompleksin. Koordinaatiokompleksi nosti merkittivisti vidrinpariutuman
sisdltivan kaksoiskierteen pysyvyyttd, sekd osoittautui mukailevan Watson-Crick-emisparin

mittasuhteita'?’12,

1.8.1 5-merkurisytosiini

Koska Hg(II) sitoutuu kovalenttisesti miedoissa olosuhteissa sytosiinien ja urasiilien C5-atomeihin®’,
S-merkurisytosiini oli luonteva ensimméiinen ehdokas organometallisen metallivélitteisen
emispariutumisen tutkimiseen Turun Yliopiston bio-orgaanisessa tutkimusryhmissid. 5-
merkurisytosiinissa kompleksoituva Hg(Il)-ioni ei sijaitse emédksen Watson-Crick-laidalla, vaan
emdspariutuminen edellyttdd sytosiinin glykosidisidoksen C1’—NI1 rotaatiota siten, ettd emiksen
asento muuttuu anti-asennosta syn-asentoon (kuva 5).3% Anti-asennossa Watson-Crick laita on kohti
vastakkaista eméstd ja emés on pddosin tyontynyt kohti kaksoiskierteen keskustaa. Syn-asennossa
Watson-Crick-laita on kohti tukirankaa. Luonnollisissa eméksissd anti- ja syn-asennot ovat
matalaenergisimmaét orientaatiot eméiksille, anti-asennon ollessa kaikkien neljdn emiksen kohdalla

energeettisesti edullisin.’



syn

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

Taten tutkittavalla emésanalogilla on “kahdet kasvot” jotka olivat kykeneviisid muodostamaan
emdsparin. S-merkurisytosiinin havaittiin pariutuvan vahvasti deprotonoituvien tymiinin ja guaniinin
kanssa, kun taas adeniinin ja sytosiinin kanssa pariutuminen oli heikompaa kuin yhdenkdin
luonnollisen eméksen muodostaman vaérinpariutuman. Hybridisaatiokoetimella, jonka pariutuminen
perustuisi S-merkurisytosiinin muodostamaan metallivélitteiseen emédspariin, kyettéisiin erottamaan
UV-sulamislampdtilamittauksilla guaniini adeniinista ja sytosiini tymiinistd, mutta ei adeniinia

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

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

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

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



Pyrimidiinieméksien suurempi taipumus anti-asentoon perustuu osin siithen, ettd sym-asennossa
nimenomaan happi on episuotuisassa kontaktissa 5’-fosfaattiryhmédn kanssa. Pyrimidiiniien ollessa
syn-asennossa happiatomi on para-asemassa C5-hiileen (merkuroituvaan hiileen) nihden’. N-
glykosidisidoksen vaihtaminen C-glykosidisidokseen vihentdd glykosidisidoksen labiiliutta.'?®
Tymiinin rengasrakenteen vaihto aniliinin helpottaa substituenttien synteesid ja niiden vaikutusten

hallintaa merkurointia ohjaavina ryhmina (kuva 7).

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

3-fluori-6-metyylianiliinissa on myds yksi merkittava lisdys, nimittdin fluori C3-hiilessd. Deaktivoiva
fluoriryhma C3-hiilessd ja aktivoiva aminoryhmi C1-hiilessd vahvistavat toistensa ortho-ohjaavaa
vaikutusta C2-hiilen merkurointiin (taulukko 1). Fluoriryhmé on pééasiassa para-asemaan ohjaava,
mutta metyyliryhmé C6-hiilessa estdd merkuroitumisen para-asemaan. Ohjaavan vaikutuksen liséksi
fluoriryhmi toimii my®ds leima-aineena '’F-NMR-spektroskopiassa. Fluorileima mahdollistaa
metallivélitteisen pariutumisen sekundaarirakenteen ja atomitason seurannan aniliinissa, joka ei

sisilld endosyklisii, °N-leimaukseen soveltuvia typpiatomeja.

Taulukko 1. Eri substituenttien vaikutuksia aromaattisen renkaan elektrofiiliseen subsituutioon.

Elektronegatiivinen vaikutus Ryhma/yhdiste = Aktivaatio Suunta
elektronien luovutus konjugaation kautta aniliinin -NH2 vahvasti ortho, para
aktivoiva
elektronien luovutus induktiivisesti alkyyli aktivoiva ortho, para,
vahdisemmassa maarin
meta
elektronien luovutus konjugaatiolla ja -F deaktivoiva para, vahdisemmassa
elektronien vetaminen induktiivisesti maarin ortho
elektronien vetaminen induktiivisesti -CFs deaktivoiva meta
elektronien luovutus konjugaation kautta -NRz vahvasti ortho, para
aktivoiva

3-fluori-2-merkuri-6-metyylianiliinin metallivélitteinen pariutuminen nosti kaksoiskierteiden
sulamisldmpotiloja kaikkien kanonisten vastinemdsten kohdalla, erityisesti tymiinin, verrattuna
merkuroitumattomaan nukleotidianalogiin. Guaniinin ja tymiinin kohdalla metallivilitteisen

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



Sulamislampdtilat erottuivat toisistaan véhintddn 6 celsiusasteella, mahdollistaen kanonisten emésten
luotettavan erotuskyvyn UV-sulamisldmpdtilamittauksilla. Saadut sulamisldmpdtilat olivat
suuruusjérjestyksessi A<C<G<T. Vastinemikset kyettiin erottamaan toisistaan myds '°’F NMR-
spektroskooppisesti. '’F NMR-spektroskopialla kyettiin timin lisiksi todentamaan Hg(II)-ionin

dissosiaatio.”
1.8.3 Molekulaarinen majakkakoetin

Molekulaarisen majakkakoettimen toiminta perustuu rakenteeseen, joka muistuttaa hiuspinnia.
Rakenteessa on silmukka, varsi ja varren pédédssd fluorofori ja fluoresenssin sammutin. Silmukka
sisdltdd koetinosan, johon kohdesekvenssi pariutuu komplementaarisesti. Kohdesekvenssin
pariutuessa hybrisaatiokoettimen kanssa, varsiosan kaksoiskierre purkaantuu (kuva 9). Koetinosan
hybridisaation on oltava voimakkaampaa kuin varsiosaa yhdessd pitdvien voimien, jotta rakenne
suoristuisi. Hiuspinnirakenteen avautuessa varsiosan 5’-paityyn kovalenttisesti kiinnitetty fluorofori
poistuu 3’-pddtyyn kovalenttisesti kiinnitetystd fluoresenssin sammuttajan vuorovaikutuksesta ja

fluoroforin fluoresenssi voidaan havaita.'?’

kohdesekvenssi

+
hybridi

Koetinosa—__, [INENENENEREN

varsi
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Kuva 8. Karkea kuvitus molekulaarisen ‘“majakkakoettimen” toimintaperiaatteesta. Kohdesekvenssi
hybridisoituu silmukassa olevaan hybridisaatiokoettimeen ja hybridisaation vaikutuksesta hiuspinni-rakenne
purkautuu. Purkautumisen yhteydesséd fluorofori ja fluoresenssin sammutin joutuvat erilleen toisistaan ja

fluoroforin fluoresenssi voidaan havaita.

Koska 3-fluori-2-merkuri-6-aniliini ~ osoittautui  erotuskyvyltdédn erinomaiseksi niin UV-
sulamislimpétilamittauksissa  kuin '"F NMR spektroskopiassa, nukleotidianalogia testattiin
onnistuneesti myds FRET-1lmi66n (FRET = engl. fluorescent resonance energy transfer, fluoresenssi-
resonanssi-energiansiirto) pohjautuvassa molekulaarisessa “majakkakoettimessa” (engl. molecular
beacon). 3-fluori-2-merkuri-6-aniliinin metallivélitteiselld pariutumisella kyettiin erottamaan kaikki

vastinemékset toisistaan, fluoresenssien intensiteetit olivat suuruusjirjestyksessd: A<CKT<G.



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

kohdalla.®®

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

merkuri-6-fenyylikarbatsoli

Sytosiiniin ja aniliinin perustuvien nukleotidianalogien lisdksi tutkimusryhmd on tutkinut
elohopeavilitteistd pariutumista karbatsolipohjaisilla nukleotidianalogeilla. 1,8-dimerkuri-6-
fenyylikarbatsoli®®, 1-merkuri-6-fenyylikarbatsoli ja 8-merkuri-6-fenyylikarbatsolin®’ pariutumista

tutkittiin aiemmin (kts. kappale 1.6) mainitulla sekvensseilla.

Hg” Hgll

|_|g|| Hg”

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

Karbatsolien metallaatio toteutettiin post-synteettisesti. Karbatsolien sisédltimd aminoryhmi on
vahvasti ortho- ja para-ohjaava. Neljastd mahdollisesta ortho-asemasta kaksi on sitoutuneita toisiinsa
ja kaksi vapaana. Para-asemien merkurointi on estetty fenyyliryhmélld C6-hiilestd ja C3-hiilestéd
lahtevd C-glykosidisidos estdd 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 edelld mainittua, merkuroitua karbatsolia,

joten valittu tapa oli toimiva.

Karbatsolien muodostamien metallivilitteisten kaksoiskierteiden UV-sulamisldmpétilat noudattivat
aiempien merkuroitujen nukleotidianalogien suuruusjérjestysti A<C<G<T. Adeniinin ja sytosiinin
kohdalla kaksoiskierteiden sulamislampdétilat vastasivat aiemmin tutkittujen nukleotidianalogien
tuloksia, mutta erityisesti guaniinin ja tymiinin kohdalla sulamisldmpdtilat olivat hieman alempia. 1-
merkuri-6-fenyylikarbatsolin metallivélitteinen pariutuminen kanonisten vastinemisten kanssa johti

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



Karbatsolien metallivilitteinen 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

04) tymiinin endosyklisen N3-typen sijaan.

Témi sitoutumistapa on erityisen suosiollinen harvinaisten luonnollisten emaisten, 2- ja 4-
tiopyrimidiinien ndkdkulmasta, jossa pyrimidiinemdksen C2- tai C4-hiilessd on tioliryhma.
Pehmeilld elohopeaionilla on hyvin vahva affiniteetti rikkiin. Tutkimusryhméd tutki kaikkien
karbatsolien metallivilitteistd pariutumista 2- ja 4-tiolitymiineihin. Jokaisen metallivilitteisen
kaksoiskierteen sulamislampotila nousi véhintdén 75 celsiusasteeseen, ja ne osoittivat hyvin suurta
termodynaamista pysyvyyttd metalloitujen karbatsolinukleotidianalogien ja tiopyrimidiinien vélilla.
Dimerkuroidulla karbatsolilla kyettiin erottamaan tiotymiinit luonnollisista vastineméksistd, ja
molemmilla monomerkuroiduilla karbatsoleilla kyettiin erottamaan 2- ja 4-tiopyrimidiinit toisistaan.
I-merkuri-6-fenyylikarbatsolin erotuskyky niin luonnollisten vastinjuosteiden kuin tiotymiinien

kohdalla oli vaikuttavinta.

NH
e
O Hg N />—N />—N
J\p ng/o ng/o
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A B C

Kuva 10. Karbatsolien pariutuminen oli DFT-optimoinnin mukaan aniliinipohjaisista nukleotidianalogeista
poikkeavaa®/8. A) 1,8-dimerkuri-6-fenyylikarbatsolin elohopeavalitteinen pariutuminen tymiiniin, jos se
noudattaisi aiemmin tutkittuja nukleotidianalogeja B) 1,8-dimerkuri-6-fenyylikarbatsolin pariutuminen
elohopeavalitteisesti tymiiniin DFT-optimoinnin mukaan® C) 1,8-dimerkuri-6-fenyylikarbatsolin pariutuminen
elohopeavalitteisesti 4-tiotymiiniin®”.

Tionukleosideilla on harvinaisuudestaan huolimatta useita biologisesti merkittivii tehtivid'?%13 ja

niiden puuttumisella on yhteyksid useisiin sairauksiin'3’"'*. Tionukleosidien harvinaisuuden ja
merkityksen vuoksi karbatsolit tarjoavat potentiaalisen vaihtoehdon niiden tunnistamiseen

biologisesti merkittidvistd sekvensseista.
1.9 Metallivalitteisen hybridisaation analysointi termodynaamisin menetelmin

Hybridisaatiota voidaan tutkia useilla, toisiaan tdydentdvilli menetelmilld. Useat toisistaan

riippumattomat tutkimustavat ovat vélttdméttomid luotettavan lopputuloksen saamiseksi.



Termodynamiikan avulla voidaan tutkia rakenteellisia muutoksia, kuten pariutumista tai
poimuttumista. Gibbsin energia, entropia, entalpia ja lampokapasiteetti muuttuvat, ja niidden muutosta
voidaan mitata'#>!%6 Koettimien hybridisaatiota tutkiessa yleisimmit kiytetyt analyysit ovat UV-
sulamisldmpotilamittaukset sekd kalorimetriset menetelmdt: DSC-kalorimetria (Differential
Scanning Calorimetry) ja ITC-kalorimetria (Isothermal Titration Calorimetry).'*146 Kaksoiskierteen

kierteisyyttd voidaan tutkia CD-spektroskopialla (Circular Dichroism eli ympyridikroismi).!#7:148
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
“hengittdmistd”. Kaksoiskierre absorboi UV-valoa eri tavalla kuin yksittdinen juoste ja absorboidun
valon mééran mittauksella voidaan saada tietoa esimerkiksi ldmpotilan vaikutuksesta kaksoiskierteen
denaturoitumiseen. Kun kaksoiskierre denaturoituu ldmpdtilan vaikutuksesta, sitd kutsutaan
sulamiseksi. Sulamisldmpétila 7, on arvo, jossa tutkittavassa linoksessa on puolet kaksoiskierrettd ja

puolet yksittéisid juosteita. Tm-arvoa kdytetddn usein vertailtaessa kaksoiskierteiden pysyvyyksid.

UV-sulamislampoétilamittauksilla ~ arvioidaan  pddasiassa  hybridisaatiossa ~ muodostuneen
kaksoiskierteen termodynaamista pysyvyyttd. Termodynaamista pysyvyyttd voidaan mitata
mittaamalla vapaan energian erotus lopputuotteen (kuten kaksoiskierteen) ja alkutuotteiden valilla
(yksittdiset juosteet). Termodynaamisia suureita ei voida mitata suoraan, mutta niidden muutosta voi.
Termodynaamisia suureita ovat Gibbsin energia G, entalpia H, lampdkapasiteetti Cp, ja entropia S.

UV-sulamislampdétilamittauksien perusteella voidaan laskea AG, AH ja AS Van’t Hoffin yhtdlon
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avulla. . Lampdkapasiteetti AC, mitataan luotettavasti vain kalorimetrisella mittauksella
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 sisdenergioita tietyssd paineessa ja tilavuudessa. Entalpian muutos AH
kuvaa reaktion ldmpdsisdltod; esimerkiksi sidosten rikkoutuminen vaatii energiaa ja sidosten
muodostuminen vapauttaa sitd. Energiaa vaativat reaktiot (endotermiset) tuottavat positiivisen arvon,
ja energiaa vapauttavat (eksotermiset) reaktiot tuottavat negatiivisen entalpian muutoksen AH.
Entropia ilmaisee epdjéirjestyksen madrda, ja sithen vaikuttavat geometriaa vahvasti sdételevien
sidosten tai vuorovaikutuksien miédrda (jaykkd rakenne tuottaa negatiivisemman arvon kuin

joustava).!31132



Gibbsin energian muutos, AGkok koostuu useasta osatekijdstd, jotka voidaan nukleiinihappojen

kohdalla jakaa useaan eri ldhteeseen.!>?
AGrok = AGyons + AGe + AGpo; + AGy, + AG,_; + AGy + AGy + AGsigokser + AGey (1)

AGrons kuvaa kaksoiskierteen ja yksittdisten juosteiden konformaatioiden eroja, kuten rotameerien
kiertymisen estymistd (pdfosin entropinen); AGc kuvaa Coulombin lakia (pidosin entalpinen); AGpos
kuvaa polyelektrolyyttistd vaikutusta (pddosin entropinen); AGq) kuvaa hydraation vaikutusta
(entropinen); AG¢) kuvaa rotaation ja etenemisliikkeen vapautta (entropinen); AGw) van der Waals;
AG) vetysidoksia (entalpinen); AGgsidoksety kuvaavat sidosten pituuksien ja sidoskulmien vaikutusta

(entalpinen); AG el kuvaa sihkdisid vuorovaikutuksia, kuten polarisaatiota (entalpinen).'>?

UV-spektroskooppista tutkimusta voidaan myds vahvistaa leimaamalla tutkittava molekyyli
fluoresoivilla leima-aineilla, jolloin tutkittavaa molekyylid tarvitaan huomattavasti vihemmin'>.
UV-sulamisldmpomittauksissa yleisoletuksena on, ettd reaktio etenee yksivaiheisena, eli
kaksoiskierre denaturoituu suoraan yksittdisiksi juosteiksi. Oletuksen soveltuvuutta voidaan testata
kalorimetrisella mittauksella, DSC-kalorimetrilld (Differential scanning calorimetry). Mikili DSC-
kalorimetriselld mittauksella saatu entalpian AHca arvo on yhtd suuri kuin sulamiskdyréstd Van’t
Hoffin yhtdlon avulla laskettu entalpia AHvn, oletusta yksivaiheisuudesta voidaan kdyttdd ja yhtédlo
on luotettava. Mikdli AHvu < AHca, reaktioon sisédltyy mahdollisesti myds huomioon otettavia
vilivaiheita.'*® Oletus yksivaiheisuudesta sopii parhaiten kaksoiskierteille, joiden pituus on alle 12
emisparia!>

ndytemadrit (2,5-250 uM)'#°,

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

1.9.2 Ympyradikroismispektroskopia (CD)

Ympyridikroismispektroskopiassa (CD eli circular dichroism) kiraaliset molekyylit ovat
vuorovaikutuksessa pyoOrdpolaroituneen elektromagneettisen sdteilyn kanssa. Oikea- ja
vasenkierteinen pyordpolaroitunut valo absorboituu kiraalisiin molekyyleihin eri tavoin, ja titi eroa
kutsutaan ympyridikroismiksi.'’  Ympyridikroismispektroskopialla voidaan seurata
nukleiinihappojen, kuten DNA:n ja RNA:n rakenteen muutoksia alati muuttuvissa olosuhteissa
(muun muassa suolapitoisuus, ldmpotila). Koska ympyradikroismispektroskopialla voidaan mitata
sekundaarirakenteen muutoksia lampdtilan muuttuessa, silld voidaan my0s tutkia kaksoiskierteiden
sulamislampojé. Sulamislampdtila perustuu talloin kierteisyyden hévidmiseen.
Ympyradikroismispektroskopia on herkkd menetelmi, joka mahdollistaa jo hyvin pienten méirien
tutkimisen (DNA:n konsentraatiolla 20 pg/ml), mutta silld on mahdollista tutkia myds pitkid
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nukleiinihappoja'®’. Menetelma on halpa ja nopea, mikd on eduksi rutiininomaisessa reaktioiden ja



muutosten seurannassa. Metallivilitteisen pariutumisen seurannassa yksi mielenkiinnon kohde on,
muodostaako kaksoiskierre luonnollista vastaavan kierteen vai aiheuttaako metallivélitteinen
pariutuminen merkittdvia muutoksia kaksoiskierteen sekundaarirakenteeseen. B-muotoinen
kaksoiskierre on tyypillinen DNA:ssa ja A-muotoinen kaksoiskierre RNA:ssa seki RNA/DNA-
hybrideissd. Molemmilla on tunnistettavissa oleva, karakteristinen ympyradikroismispektri. A-
muotoinen kaksoiskierre antaa karakteristisen spektrin, jossa on vallitseva maksimi noin 260 nm:n
aaltopituudella, noin 7-12 M cm'in intensiteetilli sekd negatiivinen minimi noin 210 nm:n
kohdalla.'*” B-muotoinen kaksoiskierre antaa matalat (intensiteetti alle 5 M™! cm™) ja loivat minimit
ja maksimit negatiivisena 245 nm:n aallonpituudella ja positiivisena 260—-280 nm:n aallonpituudella

(Kuva 4).'47
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Kuva 4. CD-spektri. Kuvitteelliset, karakteristiset spektrit A-muotoiselle ja B-muotoiselle kaksoiskierteille.

1.10 Yleisimmat tutkimusmenetelmat metallivélitteisten makromolekyylien

atomitason seurantaan: NMR ja rontgenkristallografia

Ydinmagneettinen resonanssi (engl/. Nuclear Magnetic Resonance, NMR) ja rontgenkristallografia
(engl. X-ray crystallography) ovat olleet perinteisid tutkimusmetodeja makromolekyylien atomitason
rakenteiden ja niiden muutosten analysointiin ja seurantaan. Biomakromolekyylien rakenteiden
analysoinnissa yleisesti kdytetyt NMR-aktiiviset ytimet 'H, '’N sekd '’C kirsivit signaalien

taustakohinasta, '>N- ja '3C-ytimien kohdalla pitkisti mittausajoista ja 'H-ytimien kohdalla



biomakromolekyylien koon kasvaessa signaalien suuresta lukumédristi. 5615

Rontgenkristallografian suurimpana rajoitteena on biomakromolekyylien kiteytys. Oikeiden
kiteytysolosuhteiden I6ytdminen voi olla hyvin haastavaa ja joissain tapauksissa mahdotonta.
Rontgenkristallografialla ei myodskdin kyetd seuraamaan dynaamisia muutoksia, joissa vélivaiheet

voivat olla hyvin lyhytikéisia.>
1.10.1 Réntgenkristallografia

Rontgenkristallografian tarkoituksena on saada kolmiulotteinen rakennekuva molekyylistd
mahdollisimman luonnollisessa olomuodossa. Lopullinen rakennekuva muodostetaan saadun
diffraktiokuvion avulla laskennallisesti ja kristallografin tulkinnalla. Fourier’n sarjan laskemiseen
tarvitaan siteen aallonpituus, amplitudi ja vaihe. Aallonpituus on sama kuin ldhteneen séteen
aallonpituus. Kiteessd oleviin atomeihin osuva séteily diffraktoituu ja diffraktoituneista sdteisti
saadaan diffraktiokuvio, joista voidaan laskea intensiteetti. Intensiteetisti saadaan laskettua
amplitudi. Aallon vaihe sen sijaan jdi kokonaan havaitsematta ja tdtd kutsutaan
rontgenkristallografian vaiheongelmaksi. Vaiheongelmaa voidaan ratkaista useilla tavoilla. Kaikki
vaiheongelman ratkaisut ovat vain arvioita, joten lopullisen kuvan muodostamiseen tarvitaan

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

Makromolekyylien, kuten nukleiinihappojen ja proteiinien vaiheongelma on ollut pitkdin hankala
ratkaistava. Makromolekyylien kiteet ovat hauraita, joten rontgenséteiden aiheuttamat vahingot ovat
pitdneet kiteiden séteilytysajat hyvin lyhyend. Kryokristallografialla on saatu parannettua kiteiden
kestivyyttd siteilytyksen aikana.'®® Kehittynyt kryotekniikka ja vaihtuvaa rontgenaallonpituutta

tuottava synkrotroni ovat mahdollistaneet uusia menetelmia.

Kéytetyin menetelmd makromolekyylien tutkimiseen on télld hetkelli MAD (multiwavelength
anomalous diffraction).'®’ MAD-metodilla on saatu ratkaistua makromolekyylien vaiheongelma
anomaaliseen sirontaan kykenevien atomien avulla. Anomaaliseen sirontaan kykenevét atomit ovat
raskaita atomeita, joten vety, typpi ja happi eivét edistd anomaalista sirontaa. MAD-metodissa
sateilytetddan makromolekyylid vaihtuvan rontgenaallonpituuden synkrotronilla, jolloin saadaan
useita mittaussarjoja vaihtuvilla aallonpituuksilla. Naistd mittaussarjoista saadaan tarvittava maira
vaiheinformaatiota, ja elektronitiheyskartta voidaan ratkaista. Kun alkeiskopin elektronitiheydet on
kartoitettu, kristallografin on luotava malli, joka sopii elektronitiheyskarttaan tdydellisesti. Sidosten
pituuksien, kulmien, konformaatioiden ja etdisyyksien 1dhimpiin ryhmiin on vastattava vakiintuneita

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



Elohopeaa on kiytetty laajalti anomaalisen sironnan tuottavana ytimeni nukleiinihapoissa.'¢>!%* Kun
makromolekyyliin lisdtdén anomaalista sirontaa tuottava ydin, on tarkeda, ettd ydin sijoittuu kiteissa
aina suunnilleen samaan paikkaan, silli episddannollisyys voi heikentdid vaiheiden méidritystd.!6?

Kovalenttinen sitoutuminen tutkittavaan makromolekyylin palvelee tété tarvetta.

Rakennekuvaa varten molekyyli on kiteytettidva, silld yksittdinen molekyyli ei riitd diffraktoimaan
rontgenséddettd, vaan vasta usean alkeiskopin yhteisvaikutus saa aikaan detektoitavan
diffraktiokuvion. Saatu rakennekuva onkin téstd syystd kaikkien yksittdisten molekyylien
konformaatioiden ja  mahdollisten sidteilytysajan  aiheuttamien  muutoksien  summa.
Makromolekyylien kiteyttiminen on merkittdvad pullonkaula rontgenkristallografian kdyttimisessa,
eikd sen ratkaisemiseksi ole tullut varsinaista ldpimurtoa. Kiteyttdminen perustuu edelleen
kiteytysolosuhteiden etsimiselle yrityksen ja erehdyksen kautta. Makromolekyylien kiteyttimista
hankaloittaa se, ettd suurin osa makromolekyyleistd on kiteytettivd niiden eméliuoksessa, joka on

otettava huomioon kiteytysolosuhteita seuloessa.

Rontgenkristallografian kdyttd makromolekyylin rakenteen tutkimisessa olisi harkittava tarkkaan,
silld se vaatii hyvin kalliita laitteita ja tyomaarit ovat molekyylien valmistamisesta l14htien aikaa
vievid. Rontgenkristallografia on kuitenkin niin merkittivd menetelmi rakenteen tutkimiseen, ettd
sen kehittyminen my0s aiemmin hyvin haastavien, biologisesti merkittivien makromolekyylien
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osalta on télld hetkelld nopeaa , eikd uusimpia kehityssuuntia kdyda tdssa tutkielmassa lapi.

1.10.2 '®F NMR-spektroskopia

Biomakromolekyylin leimaaminen fluorilla mahdollistaa vaihtoehtoisen, NMR-aktiivisen °F-
ytimen kiytdn yleisesti kiytettyjen NMR-aktiiviset ytimien 'H, "N sekd 'C sijaan.
Biomakromolekyylit eivit sisdlld fluoria lainkaan ja fluorin 19-isotoopin herkkyys vastaa ldhes vedyn
1-isotoopin herkkyytt4.!®® °F NMR spektroskopia mahdollistaa jopa puhdistamattomien niytteiden

tutkimisen, joka tietyissi tapauksissa on edellytys natiivin olomuodon tutkimiselle'®.

Vaikka fluori on erittdin yleinen alkuaine erityisesti maankuoren mineraaleissa, sitd ei juurikaan
16ydy elidvisti organismeista tai niiden kiyttimistd ravinnosta.'®®!7" Tisti syystd, etenkin
terapeuttisessa ja diagnostisessa kdytossd, fluori ei kdrsi muualta ndytteistd tulevista signaaleista.
Fluorin ja hiilen vilinen yksinkertainen sidos on vahvasti kovalenttinen sidos'’! ja organofluori on
lihes reagoimaton biologisessa ympiristdssd.!>19171 19F on ainoa fluorin pysyvi isotooppi 100 %:n
esiintyvyydelld ja sen spin-kvanttiluku on 2. Fluorin gyromagneettinen suhde on korkea ja sen
herkkyys on 0,83 % vedyn herkkyydesta (taulukko 4). Korkea gyromagneettinen suhde tuo NMR-

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



ndytteen puhdistaminen ei ole valttdmétontd. Tdstd on erityistd hyotyd esimerkiksi

supramolekulaaristen tapahtumien seurannassa '¢°.

Taulukko 2172, NMR aktiivisten (spin %) ydinten ominaisuuksia.

Isotooppi Esiintyvyys Gyromagneettinen Suhteellinen herkkyys
x/% suhde suhteessa 'H

y/107 rad s T

H 99,99 26,752 1,00
F 100 25,181 0,83
e 1,07 6,728 1,70 x 104
5N 0,368 -2,713 3,84 x 10©
3p 100 10,839 6,65 x 102

Perinteiset NMR-aktiiviset ytimet, kuten 'H, *C ja N, kirsiviit biomakromolekyylien tutkimisessa
muun muassa signaalien piillekkdisyyksistd, taustakohinasta ja '>N-ytimen kohdalla sen heikosta
gyromagneettisesta suhteesta ja isotoopin alhaisesta esiintyvyydesti. '"F NMR-spektroskopia on

osoittautunut luotettavaksi tavaksi tutkia biomakromolekyylien rakennetta.!’*"!73

Biomakromolekyylien (esim. proteiinit, DNA, RNA) rakenne ja konformaatiodynamiikka ovat
tarkeitd niiden toiminnan ja vaikutustapojen ymmirtdmiselle. Suuren kokonsa vuoksi
biomakromolekyylien tutkiminen tavanomaisin '*C-, 'H- ja >N- tai 'H-HSQC NMR-tekniikoin on
hankalaa. Rontgenkristallografialla saadaan tarkka kuva rakenteesta, mutta dynaamisia muutoksia eri
ympiristdissd (esim. muuttuvassa limpétilassa) tai tapahtumaketjussa silld on vaikea seurata. '°F
NMR-mittauksin saadaan seké rakennetietoa ettd tietoa dynaamisista muutoksista, kuten kokonaisista

tapahtumaketjuista, joissa vilivaiheet saattavat olla suhteellisen lyhytikdisia!>®-16%176.177,

1.11 SNP-tunnistus elohopeavalitteisten hybridisaatiokoettimien potentiaalisena

sovelluskohteena

Korkea affiniteettiset, selektiiviset hybridisaatiokoettimet, kuten ylld esitellyt elohopeavilitteiset
hybridisaatiokoettimet, yhdistettynd molekulaariseen ”majakkakoettimeen” olisivat teoriassa erittdin
luotettava lddketieteellinen ja diagnostinen sovellus biologisesti merkittdvien sekvenssien
tunnistamisessa. Genotyypin eli tarkan emdésjéirjestyksen madrittiminen on olennaista perimén
monimuotoisuuden ja  siind  tapahtuvien variaatioiden vaikutusten = ymmaértdmiselle.
”Majakkakoettimien” rajoitteena ovat olleet G-T- ja S-T-véidrinpariutumiseen liittyvét véaarit
tulokset, sekii vaikeus tunnistaa yksittiisii nukleotideja sekvenssistd!’®!”, Turun yliopiston bio-

orgaanisen tutkimusryhmén tutkimustulokset termodynaamisesti hyvin pysyvien, korkea-



affiniteettisten  ja  selektiivisten  organometallisten  hybridisaatiokoettimien,  erityisesti
elohopeavilitteisten, yhdistiminen “majakkakoettimien” jo todistettuun toimivuuteen biologisessa
ympaéristossd voisi tuoda ratkaisun yksittdisten nukleotidien monimuotoisuuksien luotettavampaan

tunnistamiseen.

Snipit eli yhden nukleotidin monimuotoisuudet (engl. Single Nucleotide polymorphism, SNP) ovat
yleisin variaation muoto ihmisen genomissa. Suurin osa snipeisté ei aiheuta minkdénlaista muutosta
geenin ilmenemisessd, mutta osasta voi aiheutua vakavia sairauksia, kuten kystistd fibroosia.!3%!8!
Ihmisen genomissa snippejid on noin joka tuhannennessa emisparissa.!®>!*> Snippi méiritelldsin
yleisesti yhden nukleotidin variaationa, joka tapahtuu yli 1 %:ssa populaatiosta.'®* Vaikka snipit eivit

aiheuttaisi sairauksia, niilld voi olla vaikutusta ldékkeiden farmakokinetiikkaan ja niiden tutkimisella

voidaan piisti lihemmis personoituja lisikkeitd.!®

Metalli-ionit tarjoavat useita eri ldhestymistapoja snippien tunnistamiseen. Snippien tunnistaminen
metalli-ionien avulla voidaan luokitella kolmeen eri kategoriaan.®® Ensimmiisessi kategoriassa
metalli-ioni osallistuu emédspariutumiseen tutkittavan eméksen ja hybridisaatiokoettimen vililla.
Genotyypin miédritys perustuu hybridisaation affiniteetin mittaamiseen?®’-*3337%-186.187  Tojisessa
kategoriassa koettimen sisdltimad metallikompleksi tuottaa signaalin, joka on riippuvainen sen
vilittdmissi ldheisyydessid olevasta emiksesti’®!®® Kolmannessa kategoriassa metallikompleksi
toimii passiivisena merkkiaineena systeemissd, jossa snipin tunnistus perustuu yksinomaan WC-

pariutumiseen!%1%2,



2 Tulokset ja tulosten tarkastelu

Tdssd pro gradu -tutkimusprojektissa valmistettiin 2-trifluorimetyylianiliininukleotidi, joka
yhdistettiin fosforiamidiittistrategialla osaksi yhdentoista nukleotidin pituista oligonukleotidia
juosteen 3’-pddhan, juosteen keskelle ja 5’-padhdn. Nukleotidianalogi oli tarkoitus merkuroida post-
synteettisesti, mutta merkuroinnin hitauden ja puhdistusongelmien vuoksi siind ei téssd tydssd
onnistuttu. Turun Yliopiston bio-orgaaninen tutkimusryhmi sai sittemmin nukleotidianalogin

merkuroitua ja puhdistettua.

Fluori-leimana  nukleotidianalogissa  oli  trifluorimetyyliryhmda  C2-hiilessd ~ (kuva  8).
Trifluorimetyyliryhmé on vahvasti bentseenirenkaan elektronitiheyttd deaktivoiva ja elektrofiilisessa
aromaattisessa substituutiossa meta-ohjaava. Keskenddn kemiallisesti vastaavien fluoriatomien
lisiys voimistaa !°F-signaalia, verrattuna vain yhden fluoriatomin tuottamaan signaaliin.
Paikanvaihdon myo6ti fluorileima sijoittui kaksoiskierteessd pienen uurteen sijasta isoon uurteeseen.
Tutkimusryhma tutki merkuroidun koettimen hybridisaatioita komplempentaarisiin juosteisiin siten,

ettd vastinemiksend nukleosidianalogille vaihtelivat kanoniset emikset adeniini, tymiini, guaniini ja

sytosiini.
NH>
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Kuva 11. A) 2-trifluorimetyyli-6-merkurianiliini B) 2-trifluorimetyyli-6-merkuraniliinin elohopeavalitteinen
pariutuminen guaniinin kanssa.

Fosforiamidiittirakenneyksikon 12 valmistus aloitettiin 2-deoksi-a,-D-ribofuranoosista (1), jossa
anomeerinen hydroksyyliryhmai korvattiin helpommin ldhtevilld metoksiryhmalla.
Hydroksyyliryhmat hiilissd C5’ ja C3’ suojattiin fert-butyylidimetyylisilyylikloridilla (TBDMS-CI).
Metoksiryhmin eliminoinnin jdlkeen glykaalin O5’-TBDMS-suojaus poistettiin ja saatiin 3-O-(tert-
butyylidimetyylisilyyli)-1,2-didehydro-1,2-dideoksi-D-ribofuranoosia 5 8,7 % saannolla

lahtoaineeseen 1 ndhden (Kaavio 1).
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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-CI,
DCM, h.l.; ¢) 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) aminoryhma trifluoriasetyyliryhmélld 94 % saannolla (Kaavio 2).

NHz HM CF3

94 %

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) viélilla. Glykaalin § 3’-OH-ryhmén ollessa suojattuna palladiumkatalyytti reagoi glykaalin B-
puolelta, ja tuotteena saadaan B-anomeeria. C-glykosidin 8 saanto oli 27 % (B-anomeeri). Yhdisteen
8 (C3’-hillen TBDMS-suojaus poistettiin, ketoni pelkistettiin hydroksiryhméaksi ja 5'-OH
dimetoksitrityloitiin. Fosforiamidiittirakenneyksikkd 12 saatiin syntetisoitua lahes kvantitatiivisesti
kayttamalla 2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyylikloorifosforamidiittia fosfitylointireagenssina (Kaavio

3).
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Kaavio 3. Fosforiamidiittirakenneyksikén (12) valmistaminen; reagenssit ja olosuhteet: a) Pd((t-Bu)sP)2,
Cy2NMe, 44 h, 70 °C, Ar; b) EtsN - 3HF, THF, 0-25 °C, 20 min. ¢) STAB, H20/CH3CH20H, ACN/CH3COOH,
h.l., 10 min.; d) DMTrCI, Py, DCM, 5,5 h.; e) 2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyylikloorifosforamidiitti, EtsN, DCM,
1 h, Na.

Modifioidut oligonukleotidikoettimet valmistettiin muokkaamalla sekvenssid
C"GAGC™"C"C"TGGC™ siten, ettd S-metyylisytosiinit (C™) korvattiin  syntetisoidulla
fosforamidiittirakenneyksikolld 12 joko 5’-pééstd, keskelta tai 3’-paistd (Taulukko 2).

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

5’-CM"GAGC™XC"TGGC™-3’
5-Xm"GAGCMC"C"TGGCM-3’
5-C"GAGC"C"C"TGGX-3’




Oligonukleotidikoettimet valmistettiin automaattisella DNA/RNA-syntetisaattorilla
standardisoidulla fosforiamidiittikytkentdsyklilld. Fosforamidiitille 12 kéytettiin 300 sekuntiin
pidennettyd kytkentdaikaa, jolloin kytkentdsaanto oli hyvd. Modifioidut oligonukleotidikoettimet
irrotettiin kantajista ja suojaryhmisti tavanomaisella ammonolyysilld, puhdistettiin RP-HPLC:114 ja

karakterisoitiin massaspektrometrilld (ESI-TOF).
2.1.1 Yleiset menetelmat

Kiytetyt liuottimet olivat reagenssilaatuisia ja tarvittaessa kuivattuja 3A molekyyliseuloilla. HPLC:n
eluointipuskureiden valmistukseen kiytettiin tislattua trietyyliamiinia. Kaikki kaytetyt kemikaalit
olivat kaupallisesti saatavilla olevia ja ne kiytettiin sellaisenaan. NMR-spektrit mitattiin Bruker
Biospin 500 ja 600 MHz -spektrometreilld. Massaspektrit mitattiin Bruker Daltonics micrOTOF-Q

ESI massaspektrometrilla.

2.1.2 Metyyli-2-deoksi-a,B-D-ribofuranosidi (2)

2 syntetisoitiin kirjallisuuden mukaisesti'®?

. Metanolia (90 ml) jadhdytettiin jaddhauteessa 0 °C
lampotilaan. Asetyylikloridia (1,0 ml, 14,1 mmol, 0,4 ekv.) liséttiin ja seosta sekoitettiin
magneettisekoittimella 5 min. 2-Deoksiriboosia (1) (5,0 g, 37,3 mmol, 1 ekv.) lisdttiin liuokseen ja
liuosta sekoitettiin ~ magneettisekoittimella 70 min. Reaktioseos neutralointiin
natriumvetykarbonaatilla. NaHCOs3 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 jélkeen ribosidi 2 oli

kirkas kellertivi 6ljy. Oljyi ei puhdistettu. TLC (dikloorimetaani/metanoli, 9/1, v/v), Ry = 0,3.
2.1.3 Metyyli-3,5-bis-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)-2-deoksi-a,3-D-ribofuranosidi (3)

3 syntetisoitiin kirjallisuuden mukaisesti.'”> Metyyli-2’-deoksiribofuranosidi 2 (5,0 g, 37,3 mmol, 1
ekv.) livotettiin 90 ml:aan kuivaa dikloorimetaania. Imidatsoli (6,9 g, 101,7 mmol, 2,7 ekv.) lisittiin
liuokseen ja livos jddhdytettiin jddhauteessa 0 °C ldmpdtilaan. Tert-butyylidimetyylisilyylikloridia
(14,1 g, 93,6 mmol, 2,5 ekv.) liséttiin liuokseen. Liuoksesta tuli valkoinen ja samea. Liuos oli viisi
pdivdd magneettisekoituksessa huoneenldmmdssé. Liuos suodatettiin Celiten 1dpi ja sitd pestiin kaksi
kertaa vedelld (2 x 90 ml) ja kylldiselld natriumkloridin vesiliuoksella (90 ml). Orgaaninen faasi
kuivattiin natriumsulfaatilla. Uuton ja suodatuksen jélkeen liuos oli tdysin ldpindkyva ja viriton.
Ohutlevykromatografian perusteella reaktio ei ollut tapahtunut loppuun saakka, joten liuokseen
lisdttiin imidatsolia (3,4 g, 50,0 mmol, 1,3 ekv.) ja se jddhdytettiin jidhauteessa 0 °C lampdtilaan.

TBDMSCl-lisdyksen (7,1 g, 47,1 mmol, 1,3 ekv.) jédlkeen reaktioseos oli kolme péivda



magneettisekoituksessa huoneenlammossi. Liuos suodatettiin Celitelld ja suodos pestiin vedelld (2 x
90 ml) ja kylldiselld NaCl (aq.)-liuoksella (90 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla ja
haihdutettiin kuiviin. Tuote 3 puhdistettiin kahteen kertaan silikageelipylviskromatografisesti
(petrolieetteri/dietyylieetteri, 95/5 ja 97/3, v/v). Tuote jétettiin kuivumaan vakuumieksikaattoriin
fosforipentoksidin péélle kolmeksi pdivéksi. Tuotetta 3 saatiin 3,68 g (9,77 mmol, saanto yhdisteestd

1 laskien 26 %). TLC (petrolieetteri/dietyylieetteri, 95/5, v/v), Rr= 0,6.
2.1.4 3,5-Bis-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)-1,2-didehydro-1,2-dideoksi-D-ribofuranoosi (4)

4 syntetisoitiin kirjallisuuden mukaisesti.'**> Glykosidi 3 (3,7 g, 10,4 mmol, 1 ekv.) liuotettiin kuivaan
dikloorimetaaniin (30 ml) ja liuos jadhdytettiin jdéhauteessa 0 °C lampdétilaan. Liuokseen liséttiin 2,6-
lutidiinia (7,5 ml, 64,6 mmol, 6,2 ekv.) ja heti timén jalkeen TMSOTT (5,8 ml, 32,3 mmol, 3,1 ekv.).
Liuos sekoittui magneettisekoittimella huoneenldmmossa 10 min. Koko reaktio suoritettiin
typpikaasussa. Liuos oli kirkkaan keltainen. Raakatuote laimennettiin dikloorimetaanilla (50 ml) ja
linosta pestiin kaksi kertaa vedelld (30 ml) ja kerran kylldiselld natriumkloridin vesiliuoksella (30
ml). Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla ja haihdutettiin kuiviin. Haihduttamisen jélkeen
raakatuote oli keltainen 0Oljy, jonka sekaan oli muodostunut oranssia kiintedd sakkaa. Tuote
puhdistettiin kahteen kertaan silikageelipylviskromatografisesti (petrolieetteri/dietyylieetteri 80/20
sekd 99/1). Tuotetta 4 saatiin 1.97 g (5,72 mmol, 59 %). TLC (petrolieetteri/dietyylieetteri, 1/1, v/v),
R¢=0,6. "H-NMR (500 MHz, CDCls): § 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, HS5), 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-CHs); 0,03 (s, 12H, OTBDMS, Si-CH3); '*C-NMR (125 MHz, CDCls): §
ppm 148,67 (C1), 104,28 (C2), 89,31 (C3) 75,78 (C4), 63,07 (CS5), 25,82 (OTBDMS, Si-C-CHa),
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.'”> Glykaali 4 (300 mg, 0,88 mmol, lekv.) liuotettiin
kuivaan tetrahydrofuraaniin (8 ml) ja liuos jadhdytettiin jadhauteessa 0 °C ldmpoétilaan. Tetra-n-
butyyliammoniumfluoridia (TBAF, 1 M THF-liuos, 0,70 ml, 0,70 mmol, 0,8 ekv.) lisdttiin liuokseen
ja reaktioseoksen annettiin sekoittua magneettisekoittimella 0 °C ldmpotilassa 20 min. Liuos muuttui
lisddmisen jdlkeen hieman kellertdviksi ja kirkkaaksi. Reaktio pysdytettiin lisddmalla vettd (10 ml).
Reaktioseokseen lisdttiin heti veden lisdyksen jdlkeen dikloorimetaania (5 ml). Liuos muuttui
valkoiseksi ja sameaksi. Liuos laimennettiin 45 ml:1la dikloorimetaania ja sité pestiin vedelld (2 x 50

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



haihdutettiin kuiviin. Tuote puhdistettiin silikageelipylviskromatografisesti
(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. 'TH-NMR (500 MHz, CDCls): & ppm 6,46 (dd, J =
2,7,0,9 Hz, 1H, H1), 5,01 (t, /= 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, /= 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-CHs.

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-happoanhydridid
(TFAA, 1,3 ml, 9,20 mmol, 2 ekv.) lisdttiin liuokseen. Reaktioliuos oli ldpindkyvd ja haalean
vaaleanpunainen. Reaktiota seurattiin TLC:114, joka vérjéttiin ninhydriinilld. 1,5 h kuluttua reaktion
kéynnistdmisestd ldhtoainetta ei ollut endd jdljelld reaktioseoksessa. Reaktioseos jétettiin yon yli
huoneen 1&mpdon sekoittumaan magneettisekoittimella. Raakatuote pestiin kaksi kertaa kylldisella
natriumvetykarbonaatin vesiliuoksella (10 ml). Pesun aikana vapautui voimakkaasti kaasua ja
reaktioliuoksen véri muuttui vaaleanpunaisesta vérittdoméksi. Orgaaninen faasi kuivattiin
natriumsulfaatilla ja haihdutettiin kuiviin. Haihduttamisen jilkeen 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), Re (6) = 0,5, Re (7) = 0,7. HRMS (ESI-TOF) m/z laskettu CoH4FsNOI [M-H]™ 381,9169 havaittu
381,9155. 'TH-NMR (500 MHz, CDCls): & 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); *C-NMR (125 MHz, CDCl3): § ppm
155,09 (q, J = 38,2 Hz, C=0), 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); "F-NMR (470 MHz, CDCls): § ppm -60,74 (C2-CF3), -76,08 (O=C-CF3).

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

pentofuranosyylil-2-trifluorimetyylifenyylitrifluoriasetamidi (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 argonilmakehéssa (0,24 g, 0,47 mmol, 0,1 ekv.). Bis(tri-tert-
butyylifosfiini)palladium(0) lisittiin reaktioseokseen, ja timén jilkeen valittomisti Cy.NMe (0,84

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



magneettisekoittimella argonilmakehissd 70 °C lampotilassa 44 h. Reaktioseos puhdistettiin kahteen
kertaan  silikageelipylvaskromatografisesti  (etyyliasetaatti/heksaani,  25/75, v/v  ja
etyyliasetaatti/heksaani, 15-30 % etyyliasetaatti, v/v). Tuotetta 8 saatiin puhtaana [3-anomeerina
0,464 g (0,95 mmol, 27 %). TLC (etyyli-asetaatti/heksaani, 15/85, v/v), Rr=0,1. HRMS (ESI-TOF)
m/z laskettu C20HasFeNO4Si [M+Na]" 508,1355; havaittu 508,1338. "H-NMR (500 MHz, CDCl3): §
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, HY), 5,79 (dd, J = 3,9, 1,4 Hz, 1H, H1’), 4,85 (t, /= 1,6 Hz, 1H, H2’), 4,67 (ddd, J = 6,8,
3,7,2,0 Hz, 1H, H4’), 3,82 (d, /= 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); *C-NMR (125 MHz,
CDCI): 6 ppm 155,20 (q, J = 38,1 Hz, C=0), 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-
CHs3). YF-NMR (470 MHz, CDCls): § 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.) yhdistettd 8 liuotettiin kuivaan tetrahydrofuraaniin 0 °C ldmpdétilassa.
Trietyyliamiinitrihydrofluoria (EtsN - 3HF) liséttiin 0,8 ml (4,789 mmol, 5,01 ekv.) ja seoksen
annettiin sekoittua 20 min huoneenldmmossd. Liuos suodatettiin lyhyen silikageelipylvddn lapi
(etyyliasetaatti/heksaani, 90/10, v/v) ja puhdistettiin silikageelipylviskromatografisesti
(etyyliasetaatti/heksaani, 70/30, v/v). Tuotetta 9 saatiin 0,205 g (0,552 mmol, 58 %). HRMS (ESI-
TOF) m/z laskettu Ci4H1iFsNOs [M+Na]® 394,0490; havaittu 394,0461. 'H-NMR (500 MHz,
CDCl): 6 ppm 8,24 (s, 1H, NH), 8,21 (d, J=8,5 Hz, 1H, HS), 7,82 (d, /= 1,5 Hz, 1H, H3), 7,74 (dd,
J=38.,5, 1,6 Hz, 1H, H6), 5,30 (dd, /= 10,9, 6,0 Hz, 1H, H1"), 4,11 (t, /= 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): & ppm 212,40 (C3’), 155.25 (q, J = 38,1 Hz, C=0-CF3), 139,06 (C4),
132,18 (C1), 130,89 (C6), 125,10 (CS5), 124,36 (q, /= 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
(C57), 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.) yhdistettd 9 liuotettiin asetonitriilin ja etikkahapon seokseen (4 ml,
asetonitriili/etikkahappo, 1/1, v/v). Liuokseen liséttiin 0,372 g (1,754 mmol, 3 ekv.)
natriumtriasetoksiboorihydridia (NaBH(OAc)s, STAB). Reaktioseoksen annettiin sekoittua
huoneenlammossd magneettisekoittimella 10 min. Reaktion etenemistd seurattiin TLC:114. Reaktio
lopetettiin lisddmaélla reaktioseokseen veden ja etanolin seosta (2 ml, vesi/etanoli, 1/1, v/v). Tuote
puhdistettiin silikageelipylvdskromatografisesti (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 C14H1FsNO4 [M+Na]* 396,0646; havaittu 396,0631. 'H-NMR (500 MHz,
CDCl): 6 ppm 7,85 (d, /= 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 jaH5""), 2,28 (ddd, /= 13,0, 5,6, 1,5 Hz, 1H, H2"), 1,89 (ddd, J =
13,0, 10,4, 5,8 Hz, 1H, H2""); 3C-NMR (125 MHz, CDCl3): § ppm 156,66 (q, J = 37,6 Hz, O=C-
CF3), 144,05 (C3), 130,80 (C5), 130,71 (d, /= 2,0 Hz, C1), 129,85 (C6), 126,29 (q, /= 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’); ’F-NMR (470 MHz, CDCl5): & ppm
-61,37 (C2-CF3), -76,41 (O=C-CF3).

2.1.10N-(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.) ldhtoainetta 10 liuotettiin kuivaan pyridiiniin (10 ml) ja liuos
haihdutettiin kuiviin. Tdma toistettiin kahteen kertaan. Tuote liuotettiin lopuksi kuivaan pyridiiniin
(10 ml) ja reaktioseokseen lisittiin 4,4’-dimetoksitrityylikloridia (DMTrCl) 0,1638 g (0,486 mmol,
1,1 ekv.). Reaktioseos jdtettiin sekoittumaan magneettisekoittimella huoneenldmpdon 5,5 tunniksi.
Reaktioseosta vikevoitiin haihduttamalla ja vdkevoity reaktioseos laimennettiin dikloorimetaanilla
(80 ml). Orgaaninen liuos pestiin kylldiselld natriumvetykarbonaatin vesiliuoksella (100 ml),
kuivattiin =~ natriumsulfaatilla ~ ja  haihdutettiin =~ kuiviin.  Tuote 11  puhdistettiin
silikageelipylvidskromatografisesti (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 C3sH31FsNOg
[M+Na]* 698,1953; havaittu 698,1986. "H-NMR (500 MHz, CDCls): & ppm 8,48 (s, NH), 7,91 (d, J
= 8,4, 1H, HYS), 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, /=



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, HI"),
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""); 3C-NMR (125 MHz, CDCL): & ppm 158,54
(MeOPh-C4), 155,63 (q, J= 37,8 Hz, C=0-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 (CHs-OPh), 86,85
(C4%), 86,30 (Ar;C), 78,88 (C1°), 74,19 (C3°), 64,27 (C5°), 55,19 (CH3-OPh), 44,06 (C2’); "’F-NMR
(470 MHz, DMSO-de): & 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.) yhdistettd 11 liuotettiin kuivaan dikloorimetaaniin (1,3 ml).
Reaktioseokseen liséttiin kuivaa ja tislattua trietyyliamiinia (184 pl, 1,310 mmol, 5 ekv.) seki 2-
syanoetyyli-N,N-di-isopropyylikloorifosforamidiittia (64 pl, 0,288 mmol, 1,1 ekv.). Reaktioliuoksen
annettiin sekoittua magneettisekoittimella huoneenldimmossé 1 h. Y114 mainittu suoritus tehtiin typpi-
ilmakehéssd. Reaktioseos neutraloitiin lisddmélld kylldistd natriumvetykarbonaatin vesiliuosta (50
ml) jonka jidlkeen reaktioseos laimennettiin dikloorimetaanilla (50 ml). Orgaaninen faasi pestiin
kylldiselld 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 C4sHasFeN3O7P [M+Na]* 898,3032; havaittu 898,3054. '"H-NMR
(500 MHz, CDClIs, vallitseva diastereomeeri): d ppm 8.28 (s, 1H, NH), 8,06 (d, /= 8,6 Hz, 1H, HY),
7,84 (s, 1H, H3), 7,68 (d, J= 8,57 Hz, 1H, H6), 7,48 (d, /= 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 HY), 5,25 (dd, /= 10,3, 5,0 Hz, 1H, H1"), 4,57 (m, H3"), 4,32 (m, H4"), 3,93-3,80 (m,
1H, PO-CH»), 3,81 (s, 6H, PhO-CH3), 3,73 (t,J = 7,5 Hz, 1H, PO-CH>), 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-CHs3); 'H-NMR (500 MHz, CDCls,
vahdisempi diastereomeeri): 6 ppm 8.28 (s, 1H, NH), 8,06 (d, /= 8,6 Hz, 1H, HS), 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 HS), 7,24 (m, 1H, Ph-H3), 6,84 (d, J = 8,7 Hz, 4H, MeOPh-H3 ja HY),
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-
CH»), 3,82 (s, 6H, PhO-CHa), 3,73 (t, J= 7,5 Hz, 1H, PO-CH>»), 3,64 (m, 2H, iPr-CH), 3,45-3,23 (m,



2H, H5’ jaH5""), 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); *C-NMR (125 MHz, CDCl;, vallitseva
diastereomeeri): & 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-CH>»), 55,20 (PhO-CH3), 43,38 (t, J = 5,0 Hz, C2’),
43,19 (d, J= 17,0 Hz, iPr-CH), 24,62 (iPr-CH3), 20,40 (d, J= 7,0 Hz, NC-CHz); '*C-NMR (125 MHz,
CDCls, vdhdisempi diastereomeeri): 6 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-CH>), 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-CHz3), 20,22 (d, /= 7,0 Hz, NC-
CH>); ’F-NMR (470 MHz, CDCls, vallitseva diastereomeeri): & ppm -60,40 (C2-CF3), -76,01 (O=C-
CF3); "F-NMR (470 MHz, CDCl;, vihiisempi diastereomeeri), -60,42 (C2-CF3), -76,01 (O=C-CF3);
3'P.NMR (202 MHz, CDCl;, vallitseva diastereomeeri): § ppm 148,21; 3'P-NMR (202 MHz, CDCl;,

vihdisempi diastereomeeri): 6 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 kiytettiin kiintedd yleiskantajaa (Glen Unysupport). Suojaryhmien poisto ja
oligonukleotidien irroitus kiintedstd kantajasta toteutettiin tavanomaisella ammonolyysilla.
Oligonukleotidien annettiin seistdi ammoniakkiliuoksessa yon yli (16 h, 55 °C). Modifioidut
oligonukleotidit puhdistettiin semipreparatiivisella RP HPLC:l14, Clarity Oligo-RP C18 kolonnilla
(250 x 10 mm, 10 pum). Kolonnia eluoitiin lineaarisella gradientilla (5-35 % 30 min aikana)
asetonitriilid 0,1-molaarisessa trietyyliammoniumasetaatin vesiliuoksessa. Puhdistuksessa kaytettiin
3,0 ml min™! virtausnopeutta ja detektiossa 260 nm aallonpituutta. Oligonukleotidit haihdutettiin
kuiviin kylmékuivauksella. Puhdistetut oligonukleotidit karakterisoitiin massaspektrometrisesti ja
kvantitoitiin UV-spektrofotometrisesti (A = 260 nm). Molaarisen absorptiviteetin oletettiin olevan

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



ON1 saatiin 8,56 nmol, ON2 5,96 nmol ja ON3 7,88 nmol. MS (ESI-) m/z laskettu
C112H140F3N10063P10 [M-3H]? 1139,9; havaittu 1139,9 (ON1), 1139,9 (ON2) ja 1139,9 (ON3).

2.2 Johtopaatokset

Nukleotidianalogin synteesi sujui kokonaisuudessaan hyvin. Glykaalia 5 saatiin valitusta
lahtoaineesta 8,7 %:n saannolla, joka oli harmittavan vdhén. Yhdisteen 6 aminoryhmi suojattiin
trifluoriasetyyliryhméilld 94 %:n saannolla (Kaavio 2). Trifluoriasetyyliryhma irtosi merkittdvissa
madrin yhdisteen 11 dimetoksitrityloinnissa (Kaavio 3, osareaktio d). Yhdistettd 11 ilman
aminoryhmin suojausta saatiin merkittivd maird, 22 %:n saannolla. Glykaalin 5 ja aniliinin 7
yhdistdminen stereoselektiivisesti Heckin kytkenndlld antoi 27 %:n saannon B-anomeeria (Kaavio 3).
Palladiumin poistaminen reaktioseoksesta oli haastavaa ja siind todenndkoisesti menetettiin osa

yhdisteen 11 saannosta.

Modifioitujen oligonukleotidien synteesi automaattisella DNA/RNA-syntetisaattorilla onnistui.
Rakenneyksikkd 12 toimi hyvin osana synteesid. Rakenneyksikolle 12 kiytettiin 300 sekuntiin
pidennettyd kytkentdaikaa, mutta muuten valmistelut toteutettiin kuten kaupallisille
fosforiamidiittirakenneyksikoille. Modifioidun oligonukleotidin merkuroinnissa ongelmana oli

vihdinen saanto ja merkuroidun oligonukleotidin puhdistaminen.

Turun yliopiston bio-orgaaninen tutkimusryhma ratkaisi merkurointiongelman ja puhdistusongelmat
rajoittamalla merkurointiin kéytettdvdd reaktioaikaa ja lisddmélld reaktioliuokseen EDTA-liuosta.
Reaktioliuoksessa EDTA muodostaa kompleksiyhdisteen vapaiden elohopeaionien kanssa,
vihentden yliméddrin olevien elohopeaionien midrdd. EDTA-liuoksen lisdys helpotti myos

kromatografista puhdistusta RP-HPLC:1l4 ja merkuroitu oligonukleotidi saatiin puhdistettua.’!

2-trifluorimetyylianiliinin merkurointi osoittautui hitaaksi.”! Todenniikdisesti aminoryhmin
aktivoiva vaikutus ei riittinyt kompensoimaan trifluorimetyylin deaktivoivaa vaikutusta
elektrofiilisessé aromaattisessa substituutiossa elohopeaionin kanssa. Trifluorimetyyliryhma vaikutti
my6s merkittdvasti metallivélitteisen hybridisaation entalpian ja entropian arvoihin, jotka olivat
negatiivisemmat kuin merkuroimattoman analogin.”’ Tulos on poikkeava, silli elohopeavilitteisen
hybridisaation on aiemmin havaittu tuottavan positiivisempia entalpian ja entropian arvoja. Entalpian
arvon nousun on ajateltu johtuvan véhdisemmaéstd madrdstdi muodostuneita sidoksia verrattuna
Watson-Crick-eméspariutumiseen.  Emésparin =~ muodostuessa, elohopean  hydraattikuoren

vapautumisella liuokseen on ajateltu johtuvan entropian positiivisemmasta arvosta.3890:125.152



Mahdollisia selityksid negatiivisimmille arvoille on trifluorimetyyliryhmén ja viereisen
aminoryhmin vilille muodostunut vetysidos C—F---H-N, joka on harvinainen mutta mahdollinen'**
(vaikutus entalpiaan) sekd erityisesti pyrimidiinien kohdalla tilaa vievin trifluorimetyyliryhmén
rotaation estyminen tiiviimmdn emdispinoutumisen vaikutuksesta (vaikutus entropiaan). Mikaéli
viitteitd F-H-N-sidoksesta saataisiin, olisi se tieteellisesti merkittdvd, sillda F-H-N-sidoksen
olemassaolosta kiydiin edelleen keskustelua.'”>'® Lisdvarmuutta antaisi rontgenkristallografinen
tutkimus, jossa kovalenttisesti sitoutunut elohopeaioni on erinomainen anomaaliseen sirontaan

kykenevi ydin.

2-trifluorimetyyli-6-merkurianiliinin metallivélitteisen pariutumisen sulamisldmpdétilat T, vastasivat
suuruusjarjestykseltddn  (A<C<G<T) ldhes vastaavan rakenteen, 3-fluoro-2-merkuri-6-
metyylianiliinin, metallivilitteisti pariutumista, mutta olivat jirjestien hieman alempia.’®"!
Pariutumisjérjestys A<C<G<T on selitettivissd elohopeaionin mieltymykselld anionisiin ligandeihin
ja pyrimidiinien parempaan istuvuuteen kaksoiskierteessd.’! Tymiinin sulamislimpétilan lasku oli
merkittdvin, mikd johti vain 3 celsiusasteen eroon tymiinin ja guaniinin vililld, vdhentien
erotuskykyid tymiinin ja guaniinin vililli. "°F NMR-spektroskopialla onnistuttiin erottamaan
vastinemiksisti tymiini, guaniini ja sytosiini toisistaan, mutta adeniinin kohdalla 'F NMR-spektri
oli liian episelvi. Sulamislimpétiloista '°F NMR-spektroskopialla onnistuttiin saamaan tarkat arvot

vain tymiinin ja sytosiinin kohdalla. Guaniinin kohdalla kaksoiskierteen ja nukleotidianalogin

sisdltivin juosteen paillekkiiset signaalit estiviit sulamislimpétilan tulkinnan.”!

Merkuroidulla keinotekoisella yhdentoista nukleotidin pituisella nukleiinihapolla havaittiin olevan
taipumusta poimuttumiseen, kun se oli yksijuosteisessa muodossa. Metallivélitteinen pariutuminen
ei vaikuttanut CD-spektroskopisen analyysin perusteella kaksoiskierteen sekundaarirakenteeseen
vaan merkuroidut kaksoiskierteet siilyttivit DNA:lle ominaisen B-muodon. Fluorileimana
toimineella trifluorimetyyliryhmailld kyettiin todentamaan metallivilitteisen emédsparin muutoksia
mikromolaarisilla konsentraatioilla. '’F NMR-signaalien pinta-aloista lasketut sulamislimpétilat

vastasivat melko hyvin UV-sulamislimpétilojen arvoja.®!

Verrattuna tutkimusryhmén vastaaviin elohopeaionivilitteisiin nukleotidianalogeihin, erityisesti 3-
fluori-2-merkuri-6-metyylianiliiniin, 2-trifluorimetyyli-6-merkurianiliini ei valitettavasti tuonut
lisdarvoa biologisesti merkittdvien sekvenssien tunnistamiseen tarkoitettuna
hybridisaatiokoettimena, ainakaan kanonisten emésten kohdalla. 2-trifluorimetyylianiliinia siséltdvén
nukleiinihapon merkurointi oli haastavampaa ja se oli vaikeammin puhdistettavissa. 2-
trifluorimetyyli-6-merkurianiliinikoetimella kyettiin erottamaan kanonisten eméksien pyrimidiinit

puriineista, mutta erotuskyky ei riittdnyt kaikkien neljdn kanonisen emdiksen luotettavaan



erottamiseen toisistaan. Trifluorimetyyliryhmi osoittautui herkiksi leimaksi 'F NMR
spektroskopiassa, mutta vahvasti deaktivoivana aromaattisen renkaan substituenttina se hidasti
nukleotidianalogin merkuraatiota. Sulamislimpétilojen tutkimista '°F NMR:n avulla vaikeuttivat
epamadrdiset signaalit merkuroidun nukleotidianalogin pariutuessa adeniinin kanssa seké valitettavat

signaalin pdéllekkdisyydet guaniinin kohdalla.
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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 um); virtausnopeus = 3,0 ml min’'; lineaarinen gradientti (5-35 % 30
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