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Luonnossa reaktiot tapahtuvat hyvin matalissa konsentraatioissa reaktioliuosten
sisdltdessd jopa tuhansia reagensseja. Naitd reaktioita ohjaavat ja katalysoivat
makromolekyylit kuten DNA:t ja RNA:t. Tétd luonnon ldhestymistapaa reaktioiden
kontrollointiin on hyddynnetty myds synteettisessd kemiassa niin kutsutuissa DNA-
templatoiduissa reaktioissa. DNA-templatoiduissa reaktioissa reagensseina toimivat
templaatille komplementaariset nukleiinihappojuosteet, joiden pdihin on kiinnitetty
reaktiivisia ryhmid. DNA-templaatti ohjaa reagenssien liikettd Watson-Crickin
emdaspariperiaatteen mukaisesti. Templaatin hybridisoituessa nukleiinihappojen kanssa
reaktiiviset ryhmét asettuvat toistensa ldheisyyteen ja reagoivat siten tehokkaasti. DNA -
templatoitujen reaktioiden avulla reaktiot saadaan tapahtumaan sellaisissa olosuhteissa,
joissa tuotteiden muodostuminen jiisi perinteisin kemian keinoin olemattomaksi.

Nukleiinihappojen lisdksi DNA-templatoiduissa reaktioissa DNA-templaatin kanssa
hybridisoituvina juosteina on hyddynnetty myds esimerkiksi peptidinukleiinihappoja eli
PNA:ita. PNA:t ovat nukleiinihappojen kaltaisia synteettisid molekyylejd. Ne sisdltavit
perinteisten nukleiinihappojen tavoin puriini- ja pyrimidiiniemdksid, mutta
sokerifosfaattirungon sijaan niiden runko muistuttaa peptidien runkoa. Varauksettoman
runkonsa ansiosta PNA:t sitoutuvat voimakkaammin nukleiinihappojen kanssa kuin
vastaavat nukleiinihapot.

Tyo6n tarkoituksena oli tutkia DNA-templatoitua N-metoksioksatsolidiiniligaatiota DNA-
PNA-hybridirakenteessa. Koska PNA-DNA kaksoiskierteen pysyvyys on suurempi kuin
luonnollisen DNA-DNA-kaksoiskierteen, timéin odotetaan tehostavan DNA-
templatoitua ligaatiota ja mahdollistavan melko lyhyidenkin PNA-juosteiden kéyton
tehokkaan ligaation saavuttamiseksi. N-metoksioksatsolidiinin muodostuminen on pH-
riippuvainen reversiibeli reaktio, ja sitd on tutkittu aiemmin erilaisten nukleiinihappojen
sekd peptidien ja nukleiinihappojen valilli. Téssd tutkimuksessa onnistuttiin
syntetisoimaan ligaatioon tarvittavat PNA- ja DNA-reagenssit sekd tutkimaan ndiden
vélistd  N-metoksioksatsolidiiniligaatiota. N-metoksioksatsolidiinin ~ havaittiin
muodostuvan  hieman  happamissa olosuhteissa PNA-aldehydin  sekd  N-
metoksimodifioidun hiusneulamaisen DNA-templaatin vélille PNA-sekvenssin ollessa
viiden nukleotidin mittainen.

Avainsanat: N-metoksioksatsolidiiniligaatio, DNA-templatoitu reaktio,
peptidinukleiinihappo
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1. Johdanto

1.1. DNA-templatoidut reaktiot

Luonnossa reaktiot tapahtuvat hyvin matalissa konsentraatioissa sekd sellaisissa
liuoksissa, jotka siséltdvit valtavan miérdn reaktantteja. Jotta téllaisissa olosuhteissa
reaktioissa syntyisi haluttuja tuotteita, tai ettd reaktioita ylipddtddn tapahtuisi
merkittdvissd madrin, reaktioita tdytyy ohjata. Luonnossa reaktioiden ohjaaminen
tapahtuu erilaisten makromolekyylien avulla. Makromolekyylin voi toimia esimerkiksi
proteiini, joka katalysoi toisten molekyylien vilisié reaktioita. Toinen huomattavan tiarked
rooli reaktioiden ohjaamisessa on deoksiribonukleiinihapoilla (DNA). DNA-molekyylit
toimivat malleina eli DNA-templaatteina proteiinisynteesissid syntyville proteiineille.
DNA-templaatit ohjaavat proteiinien muodostusta transkriptio nimisesséd tapahtumassa,
jossa DNA toimii mallina muodostuvalle RNA-juosteelle. Tdstd RNA-juosteesta
muodostetaan proteiini translaatiossa. Proteiinisynteesissi nukleiinihappoon sisillytetty
koodi muutetaan rakenteeltaan erilaiseksi molekyyliksi, jolla on nukleiinihapoista eroavia
ominaisuuksia.

Kemiallisten reaktioiden kontrollointi on keskeinen haaste synteettisessd kemiassa.
Perinteisesti kemistit kontrolloivat reaktiivisuutta kdyttiméll4 pienmolekyylikatalyytteja
tai liuotinominaisuuksia, ldmpoétilaa ja reagenssien konsentraatiota muuttamalla.
Luonnon ldhestymistapaa reaktioiden hallintaan voidaan kuitenkin hyodyntdd myds
synteettisessd kemiassa DNA-templatoiduissa reaktioissa.! Kuten luonnossakin, ndissi
reaktioissa DNA toimii reaktioita spesifisesti sdételevdnd yksikkond. DNA-
templatoiduissa reaktioissa on kiytetty DNA:n kanssa reagoivina molekyyleind
perinteisid nukleiinihappoja DNA:ta ja RNA:ta seké esimerkiksi peptidinukleiinihappoja
(PNA).!

DNA-templatoitujen ~ reaktioiden  toimintaperiaate  nojaa  Watson-Crickin
emispariperiaatteeseen.! Sen mukaan nukleiinihappojen emikset pariutuvat toistensa
kanssa niin, ettd adeniini pariutuu aina tymiinin kanssa ja guaniini sytosiinin kanssa.
RNA:ssa tymiini korvautuu urasiililla, joka pariutuu adeniinin kanssa vastaavasti.
Tymiini tai urasiili muodostaa adeniinin kanssa kaksi vetysidosta, kun taas guaniinin ja
sytosiinin vélille muodostuu kolme vetysidosta. DNA-templatoiduissa reaktioissa
oligonukleotidien kyky tunnistaa eméksid mahdollistaa kemiallisten reaktioiden
ohjaamisen. DNA-templatoitujen reaktioiden reaktanttina toimii nukleiinihappojuoste,

jonka pédssd on yleensd linkkerilld kiinnitettynd jokin reaktiivinen ryhmd.! Taméi



reaktiivinen ryhmi reagoi toisen reaktiivisen ryhmén kanssa, joka voi olla kiinni joko
templaattina toimivassa nukleiinihapossa tai erillisessd nukleiinihapossa. Reaktioissa
DNA-templaatti ohjaa muiden nukleiinihappojen liikettd emdisten vuorovaikutusten
avulla, ja ohjaa nidin nukleiinihapoissa kiinni olevat reaktiiviset ryhmét toistensa
laheisyyteen kasvattaen niiden paikalliskonsentraatiota. Paikalliskonsentraation kasvu
mahdollistaa reaktiivisten ryhmien tehokkaan reagoimisen, minka ansiosta reaktionopeus
kasvaa. Lisdksi tdmd mahdollistaa DNA-templatoitujen reaktioiden suorittamisen
sellaisissa olosuhteissa, joissa reaktiotuotteiden muodostuminen ilman templaattia jéisi
heikoksi (= templatoimattoman taustareaktion eliminoiminen). Reaktiot suoritetaankin
usein matalissa konsentraatioissa, jolloin sivutuotteita ei pddse muodostumaan
merkittédvissid madrin.! Templaattien kdyttd mahdollistaa myds one pot -reaktiot, joissa
useat reaktiot tapahtuvat samanaikaisesti samassa reaktioliuoksessa.?
DNA-templatoituja reaktioita voidaan suorittaa kdyttden erilaisia templaatteja (kuva
1). Yksinkertaisin vaihtoehto on kdyttdd templaattia, jonka piéssd on reaktiivinen ryhma
sekd tdhén sitoutuvaa toista nukleiinihappoa, jonka pééssé on toinen reaktiivinen ryhma.
Reagoidessaan niméd kaksi juostetta pariutuvat keskenddn, jolloin reaktiiviset ryhmit
reagoivat. Templaattina toimiva juoste voi myds olla osittain itsensd kanssa
komplementaarinen, jolloin templaatti muodostaa hiusneulamaisen rakenteen
mennessddn osittain itsensd kanssa kaksoiskierteelle. Yksijuosteiseen osaan voi sitoutua
toinen nukleiinihappo, mikd mahdollistaa tdssdkin tapauksessa reaktiivisten ryhmien
reagoimisen. Kolmas vaihtoehto on kiayttdd DNA-templaattia, joka ei sisdlld reaktiivista
ryhméd. Tdhdn voi sitoutua kaksi tai useampaa nukleiinihappoa, joiden siséltimat

reaktiiviset ryhmit reagoivat toistensa kanssa. !
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Kuva 1 Erilaisia DNA-templaatteja

1.2. Nukleiinihappotemplatoitujen reaktioiden kehitys
Nukleiinihappotemplatoiduilla reaktioilla on pitkd historia, joka juontaa juurensa

3 Ensimmdisissa

prebioottiseen  kemiaan ja  eldmdn synnyn tutkimiseen.
nukleiinihappotemplatoitujen reaktioiden tutkimuksissa osoitettiin, ettd oligonukleotidi
pystyi toimimaan templaattina ligaatioreaktiossa, jossa sille komplementaariset
fosfodiesteraktivoidut nukleiinihappojuosteet muodostavat fosfodiesterisidoksen.*>
Naylor ja Gilham havaitsivat 1966 tutkimuksissaan poly-dA-templaatin ohjaavan
fosfodiesterisidoksen muodostumista karbodi-imidilla aktivoitujen dTe-
oligonukleotidien vilille.* Orgel tutkimusryhmineen sai samankaltaisia tuloksia, kun he
onnistuivat liittdma4n imidatsolilla aktivoituja adenosiinimonomeerejd toisiinsa kayttden
poly-rU-templaattia.” Tutkimukset osoittivat nukleiinihappojen voivan polymerisoitua
templaatin avustamana ilman entsyymié.

Ensimmadisistd luonnollista fosfodiesterisidoksen muodostumista jdljittelevistd
tutkimuksista templatoidut reaktiot ovat kehittyneet reaktioihin, joilla ei ole rakenteellista
samankaltaisuutta fosfodiesterisidoksiin. Tdméd on laajentanut DNA-templatoitujen
reaktioiden kayttdmahdollisuuksia. Ensimmaéinen reaktio,  joka erosi
fosfodiesterisidoksen muodostumisesta, suoritettiin liittimalld viisi PNA-dimeerid
toisiinsa amidiligaatiolla RNA-templaatin ohjaamana.® Tdssd Nielsenin ja Orgelin

prebioottista eldmdd mallintavassa tutkimuksessa osoitettiin informaation siirtyminen



RNA:sta muuhunkin materiaaliin kuin nukleiinihappoihin. Tutkimus oli merkittdva myds
templatoitujen reaktioiden kehityksen kannalta, silld se osoitti synteettisten molekyylien
polymerisoimisen templatoidusti mahdolliseksi.

DNA:n kéayttd reaktantteja ohjaavana molekyylind rajoittaa DNA-templatoiduissa
reaktioissa hyddynnettdvid molekyylejd, silld kéytettyjen molekyylien tulisi olla
yhdistettdvissi DNA:han. Tdmé rajoittaa huomattavasti DTS-reaktioiden avulla
saavutettavien molekyylien rakenteita ja niiden ominaisuuksia.! Tdmén vuoksi suurena
mielenkiintona on ollut kehittdd sellaisia DTS-reaktioita, joiden avulla voidaan
syntetisoida rakenteellisesti nukleiinihapoista eroavia molekyylejé.

Liu tutkimusryhmineen ovat onnistuneet laajentamaan DTS-reaktioita useisiin
molekyyleihin, jotka eroavat rungoltaan DNA:sta.” Aluksi he tutkivat konjugaattien
additio- ja substituutioreaktioita useilla erilaisilla nukleofiilisilld ja elektrofiilisilla
ryhmill4, ja havaitsivat ndiden toimivan tehokkaasti 60 nM konsentraatioissa. Vastaavasti
tuotteita ei muodostunut, kun DNA-sekvenssit eivdt olleet komplementaarisia.’
Tutkimukset osoittivat DTS-reaktioiden toimivan tehokkaasti ja sekvenssispesifisesti
myos silloin, kun reaktantit ja tuotteet eroavat rakenteellisesti nukleiinihapoista. Loydon
seurauksena DTS-reaktioita laajennettiin entisestiin monimuotoisempaan joukkoon
erilaisia reaktioita, esimerkiksi oksatsolidiinin muodostumiseen?® seké useisiin hiili-hiili-
sidosten muodostumisreaktioihin®. Erilaisten reaktiotyyppien lisiksi DNA-templatoituja
reaktioita on myds kehitetty toimivaksi monivaiheisissa molekyylien synteeseissé, joissa
templaatin ohjaamana syntyy usean reaktiovaiheen kautta erillinen pieni molekyyli'® tai

synteettinen polymeeri'"-12,

1.3. Peptidinukleiinihapot

Peptidinukleiinihapot ovat synteettisia DNA:n analogeja, jotka muistuttavat
rakenteeltaan sekd peptideji ettd nukleiinihappoja (kuva 2).!3 PNA:iden runko koostuu
peptidisidoksin toisiinsa liittyneistd N-(2-aminoetyyli)-glysiiniyksikoistd ja muistuttaa
siten peptidien runkoa. Runkoon on kiinnittynyt metyleenisillan ja karbonyyliryhmén
avulla nukleiinihapoista tuttuja puriini- ja pyrimidiinieméksid, mikd luo yhteyden
nukleiinihappoihin. Liséksi runko on suunniteltu mukailemaan DNA:n runkoa, ja rungon
sidosten mdard sekd vilimatka emdsten vililld vastaa DNA:ta. PNA:iden runko on
kuitenkin varaukseton toisin kuin negatiivisesti varautuneiden nukleiinihappojen sokeri-

fosfaattirunko.!3
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Kuva 2 Peptidi, PNA ja DNA'

Nukleoemisten ansiosta PNA:t kayttaytyvét nukleiinihappojen kaltaisesti ja voivat
sitoutua vetysidoksin komplementaaristen DNA- ja RNA-juosteiden kanssa Watson—
Crickin eméspariperiaatteen mukaisesti.!>!> Varauksettoman runkonsa ansiosta PNA:t
kuitenkin sitoutuvat komplementaarisiin nukleiinihappojuosteisiin voimakkaammin kuin
vastaavat DNA:t tai RNA:t muodostaen pysyvampia kaksoiskierteitd.!3 Esimerkiksi 15-
meerisen PNA/DNA- tai PNA/RNA-kaksoiskierteen sulamislampétila voi olla noin 70
°C, kun taas vastaavan DNA/DNA- tai DNA/RNA-kaksoiskierteen sulamislampdétila
vain 55 °C.'® Tdmid on seurausta peptidinukleiinihappojen elektrostaattisten
hylkimisvoimien puutteesta, joita esiintyy negatiivisesti varautuneiden nukleiinihappojen
vililld, sekd lisiksi PNA-rungon paremmasta joustavuudesta.'>!® Lisiksi PNA:t ovat
joissain tapauksissa komplementaarisuuden suhteen spesifisempid kuin vastaavat
nukleiinihapot, silld ei-komplementaarinen emis aiheuttaa suuremman destabiloivan
vaikutuksen PNA:ssa kuin nukleiinihapoissa.!>!® Peptidinukleiinihappojen etuihin
lukeutuu myo6s niiden resistiivisyys sekd nukleiinihappoja pilkkovia nukleaaseja ettd
proteiineja pilkkovia proteaaseja kohtaan, miké parantaa niiden biostabiilisuutta.'’

PNA:iden voimakkaampi affiniteetti DNA:ta kohtaan saa aikaan my0s sen, ettd
homopyrimidiini-PNA kykenee sitoutumaan komplementaariseen kaksijuosteiseen

DNA:han syrjayttden ei-komplementaarisen juosteen téltd osin. Tdmén ansiosta



peptidinukleiinihapot pystyvit muodostamaan PNA/DNA/PNA-kolmoiskierteita DNA:n
kanssa, kun toinen PNA-juoste sitoutuu Watson—Crickin eméispariperiaatteella
komplementaariseen juosteeseen ja toinen PNA sitoutuu tdhdn Hoogsteenin
eméspariutumisella. DNA:n ei-komplementaarinen juoste muodostaa téssa tapauksessa
pullistuman kolmoiskierteen vierelle siltid osin, kun se on syrjdytetty (kuva 3).'3!8 Liséksi
PNA:t pystyvit muodostamaan kaksoiskierteitd paralleelisesti sekd antiparalleelisesti kun
taas DNA:t pystyvdt muodostamaan néitd ainoastaan antiparalleeliseen suuntaan.

PNA:iden kohdalla antiparalleelinen orientaatio on kuitenkin pysyvampi.'3

PNA

\ J
[TTTT]

Kuva 3 PNA:n ja DNA:n muodostama tripleksi, jossa ylempi PNA on sitoutunut DNA:han Hoogsteenin
emdispariutumisella ja alempi PNA Watson—Crickin emdspariperiaatteen mukaisesti'*

1.3.1. Suolan vaikutus PNA:n ja DNA:n hyrbridisaatioon

DNA ja RNA juosteet ovat negatiivisesti varautuneita. Laskostuessaan kolmiulotteiseen
muotoonsa fosfaattien negatiiviset varaukset aiheuttavat repulsioita ndissd molekyyleissa,
mikd hankaloittaa nukleiinihappojen laskostumista. Repulsiota voidaan véhentda
positiivisesti varautuneiden ionien avulla, minkd vuoksi nukleiinihappojen toiminta on
riippuvaista kationien konsentraatiosta liuoksessa. Sekd monovalenttiset ettd divalenttiset
ionit stabiloivat tehokkaasti nukleiinihappoja sekd niiden kaksoiskierteitd.'®20
Peptidinukleiinihapot ovat varauksettomia, minkd vuoksi ndiden kohdalla suolalla ei ole
samanlaista vaikutusta pysyvyteen. Sen sijaan ettd kationit stabiloisivat PNA/DNA-
kaksoiskierrettd, on niiden havaittu destabiloivan niiti rakenteita.?'?* Suolan on havaittu
vaikuttavan etenkin kaksoiskierteen muodostumiseen hidastaen hybridisaatiota. Sen
sijaan kaksoiskierteen dissosiaatioon suolalla on mitdton vaikutus, ja nidin ollen suolan
destabiloivan vaikutuksen voidaan péételld olevan seurausta heikentyneestd

assosiaatiosta.?!



1.4. Peptidinukleiinihapot DNA-templatoiduissa reaktioissa

PNA:n hybridisaatio-ominaisuudet, yhdistettdvyys perinteiseen kiintedn kantajan
peptidisynteesiin sekd kombinatoriaaliseen kemiaan tekevdt PNA:sta houkuttelevan
vaihtoehdon nukleiinihappojen rinnalle kdytettiviksi DNA-templatoiduissa reaktioissa.
Tutkimukset DNA-templatoiduista PNA-oligomeereistd ovat osoittaneet, etti DNA-
templatoitujen reaktioiden avulla voidaan valmistaa synteettisid polymeerejd, jotka
vastaavat pituudeltaan luonnon biopolymeerejd, joilla on sitoutumis- tai
katalyyttiominaisuuksia?’.! DNA-templatoituja reaktioita voidaan hyoddyntid myos
PNA:iden ohjaamisessa, ja tillaisia sovelluksia on tutkittu kiytettdviksi esimerkiksi

diagnostiikassa®*, PNA:iden in vitro valinnassa'! sekd kombinatoriaalisissa

molekyylikirjastoissa pienten molekyylien tunnisteina®.

1.4.1. PNA:n templatoituja ligaatioreaktioita

Aiemmin tutkituissa PNA:n templatoiduissa reaktioissa ligaatioreaktioita PNA-
fragmenttien vililla on suoritettu eri tavoin. Ensimmaéisissd PNA:n DNA-templatoiduissa
reaktioissa PNA-fragmentteja oligomerisoitiin DNA-templaatilla kdyttden amidisidoksen
muodostumista (kuva 4).62° Reaktioissa saannot jdivit kuitenkin heikoiksi, ja PNA-
fragmentit pystyivit muodostamaan templaatille ei-komplementaarisia oligomeereji
johtaen ennustamattomiin tuoteseoksiin.

Pilottitutkimusten ongelmat ratkaistiin kdyttdimalld amidikytkennén sijaan pelkistavai
aminaatiota (kuva 4), jolla oli aiemmin saatu lupaavia tuloksia DNA-analogien?’
kanssa.”® Pelkistivdssd aminaatiossa PNA-aldehydi reagoi hiusneulamaisen 5’-
amiinimodifioifun DNA-templaatin kanssa NaCNBH3:n ldsndollessa. Tulokset osoittivat
reaktion aikaansaavan tehokkaan oligomerisaation PNA-aldehydeilld, silld reaktiossa
haluttua tuotetta muodostui yli 90 %:n saannolla. Ilman NaCNBH3:a tuotteita ei havaittu
muodostuvan.  Oligomerisaation havaittiin  olevan myds erittdin  regio- ja
sekvenssispesifinen, silld PNA-sekvenssin muodostus pyséhtyi heti, jos templaatissa tuli

vastaan PNA:lle ei-komplementaarinen emis.?®
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Kuva 4 Tutkittuja PNA:n templatoituja ligaatioreaktioita®

PNA:iden DNA-templatoiduissa ligaatioissa on myds hyOdynnetty esimerkiksi
kupari(I)katalysoitua sykloadditiota (CuAAC) (kuva 4).3° Kupari(I)katalysoidussa
sykloadditiossa  terminaalisen  atsidin  sisdltivi ~ PNA-oligomeeri  reagoi
alkyynimodifioidun PNA:n kanssa kuparisulfaatin ja askorbiinihapon ldsnéollessa
muodostaen triatsolin. Templaattina téssé reaktiossa kdytetddn erillistd templaattia. Kun
toisiinsa liitettdvdt PNA-sekvenssit olivat templaatin kanssa komplementaarisia
triatsoliligaation havaittiin tapahtuvan kvantitatiivisesti. Jos PNA:ssa oli yksikin ei-
komplementaarinen emdis, reaktio jdi vajaaksi. Tdysin sattumanvaraisen sekvenssin
kanssa tuotetta ei havaittu muodostuvan.*°

Neljas vaihtoehtoinen ligaatiotapa on natiivi kemiallinen ligaatio (NCL) (kuva 4).
NCL tapahtuu tiolinvaihtoreaktiona PNA-fragmenttien kysteiinikonjugaatin ja tioesterin
vililldi PNA-juosteiden hybridisoituessa DNA-templaatin kanssa.”* Templaattina
NCL:ssé on kéytetty sekd yksijuosteista synteettistd DNA:ta seké kaksijuosteista solusta
eristettyd DNA:ta. Tutkittaessa yksijuosteisen templaatin sekvenssin vaikutusta
ligaatiotuotteen muodostumiseen, havaittiin ligaation olevan hyvin sekvenssispesifinen.

Téysin komplementaarisen sekvenssin kanssa ligaatiotuotetta muodostui 70 % saannolla.



Kun komplementaarisessa templaatissa oli yksikin ei-komplementaarinen emis tai

templaattia ei ollut ollenkaan, muodostuneen ligaatiotuotteen mééari oli olematon.?*

1.4.2. Sovelluksia

PNA:ita DNA-templatoiduissa reaktioissa voidaan hyodyntidd esimerkiksi molekyylien
etsintddn evoluutiota muistuttavissa keinotekoisissa laboratorio-olosuhteissa. Naissé
etsintd perustuu mutaatioiden, valinnan ja lisddntymisen sykliin. Téllainen molekyylien
etsintdtapa on perinteisesti rajoittunut biologisiin koneistoihin liitettdviin molekyyleihin
eli nukleiinihappoihin ja proteiineihin. Viime vuosikymmenten aikana on kuitenkin
tutkittu  mahdollisuuksia  tuottaa nukleiinihappotemplatoidusti  synteettisid ja
sekvenssispesifisid polymeerejd, jolloin myds synteettiset molekyylit saataisiin
valjastettua osaksi edelld kuvattuja etsintidkoneistoja.!! Mikéli synteettiset polymeerit
kuten PNA:t saataisiin osaksi tédllaisia etsintdkoneistoja, voitaisiin ndiden joukosta 10ytda
molekyyleji, joilla olisi esimerkiksi terapeuttisia tai katalyyttisia ominaisuuksia.!' Kuten
esimerkiksi proteiinien kohdalla, myds synteettisten polymeerien kohdalla olisi tdrkeéa,
ettd polymeeri muodostuu virheettomaisti templaatin  ohjeistuksella.  Liséksi
muodostuneen polymeerin olisi kyettdvd irtautumaan templaatista, jotta se kykenisi
laskostumaan ja ottamaan siten sille ominaisen kolmiulotteisen rakenteensa.!!

Tdlla saralla on saatu aikaan lupaavia tuloksia, kun DNA-templatoitu PNA:n
oligomerisaatio onnistuttiin liittimdin osaksi synteettisten PNA:iden in vitro
valintasysteemid.!! Valintasysteemissi hiusneulamuotoiseen DNA-templaattiin liitetdin
PNA-fragmentteja pelkistavélld aminaatiolla. PNA:n polymerisaation jdlkeen PNA
syrjaytetidn DNA-templaatista polymeraasientsyymin avulla, joka auttaa uuden DNA-
juosteen rakentumisessa PNA:n tilalle. Vapautunut PNA-juoste pystyy siten
laskostumaan ja ottamaan kolmiulotteisen rakenteensa. Vapaiden PNA:iden joukosta
pystytddn valitsemaan haluttuja ominaisuuksia ilmentivd molekyyli, jota koodaava
DNA-sekvenssi sitten monistetaan. Monistettuthin DNA-sekvensseihin  voidaan
aiheuttaa mutaatioita, jotka sitten voidaan jélleen kdéntdd PNA:iksi DNA-templatoidulla
PNA:n polymerisaatiolla. Syklid voidaan jatkaa, kunnes on 16ytynyt molekyyli, joka on
haluttujen ominaisuuksien suhteen optimaalinen.!!

Samankaltaista sovellusta on my0s kehitetty PNA:han tai nukleiinihappoihin

liittyméttomien synteettisten monomeerien polymerisoimiseksi.!?

Tdssd tapauksessa
PNA:t toimivat siirtdja-RNA:n tavoin ja kuljettavat nithin kiinnitetyt synteettiset

monomeerit DNA-templaatin méidrddmiin jirjestykseen, mahdollistaen synteettisen



polymeerin valmistuksen DNA:n koodin mukaisesti.'> Synteettiset monomeerit
kiinnitetddn ohjaaviin PNA-fragmentteihin katkaistavilla disulfidi-linkkereilld. PNA:t
sitoutuvat templaattina toimivaan DNA:han eméspariperiaatteen mukaisesti ohjaten
synteettiset monomeerit toistensa ldheisyyteen, jolloin ne sitoutuvat toistensa kanssa
tehokkaasti kuparikatalysoidulla sykloadditiolla. Valmis polymeeri voidaan irrottaa
PNA:ista katkaistavien disulfidi-linkkereiden ansiosta.!?

PNA:ta voidaan lisdksi hyodyntidd kombinatoriaalisissa molekyylikirjastoissa pienten
molekyylien tunnisteina.?> PNA:iden avulla molekyylien joukosta voidaan valita DNA-
templatoidusti ne molekyylit, joilla on affiniteetti haluttua kohdemolekyylid vastaan.
Téméd voidaan suorittaa liittdmdlld pieniin molekyyleihin PNA-sekvenssi. PNA-
sekvenssit kiinnitetiin osaan molekyyleistd niiden N-terminuksesta ja osaan C-
terminuksesta. PNA-sekvenssit sitoutuvat templatoidusti DNA:han, jolloin PNA:iden
pdissd olevat molekyylit asettuvat vierekkdin. Kahden vierekkdisen molekyylin
affiniteettia voidaan tdmin jilkeen mitata haluttua kohdemolekyylid kohtaan altistamalla
erilaiset PNA/DNA-kompleksit kohdemolekyylille, joka on kiinnitetty esimerkiksi
magneettiseen kantajamateriaaliin. Sitoutuneet kompleksit voidaan poimia joukosta,
jonka jdlkeen DNA voidaan erottaa tdstd ja monistaa PCR:n avulla. Monistettujen DNA-
sekvenssien avulla molekyylikirjastosta voidaan poimia edelld valikoituneet molekyylit
PNA:iden hybridisaatiokykyé hyodyntden.?

PNA:n sekvenssispesifistd sitoutumista sekd korkeaa affiniteettia DN A:han voitaisiin
potentiaalisesti hyddyntdd myo6s esimerkiksi PCR:n avulla suoritettavassa
diagnostiikassa.”* Sovelluksessa hyodynnetiin PNA:han perustuvaa ligaatiokemiaa
(NCL) yhden emiksen mutaatioiden tunnistamisessa, ja analyysi voidaan suorittaa
kaksijuosteiseen DNA -templaattiin, mikd helpottaa analyysimetodin kdyttokelpoisuutta.
PNA:n sitoutuminen kaksijuosteiscen DNA:han onnistuu PNA:n péihin liitettdvien
apufragmenttien avulla, jotka estivdt DNA:ta palaamasta kaksoiskierteelle termaalisen
denaturaation jilkeen.”* Ongelmaksi nousi ligaatiotuotteen inhibitio, joka johtui
ligaatiotuotteen suuremmasta affiniteetista DNA:ta kohtaan verrattuna reaktantteihin
ennen ligaatiota.>! Ratkaisuksi tdhdn esitettiin isokysteiinin kdyttimistd kysteiinin sijaan
ligaatioreaktiossa tioesterin kanssa. Isokysteiinissd amino- ja tioliryhmét vaihtavat
keskenddn paikkoja verrattuna kysteiiniin. Tioesterin reagoidessa isokysteiinin kanssa
PNA:n pidketju pitenee 13 sigmasidokseen, jolloin ligaatiotuotteen affiniteetti

templaattia kohtaan pienenee verrattuna tioesteri-intermediaattiin ja tuotteen inhibitio
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vihenee.’! Ligaatiotuotteen uudelleensitoutuminen DNA -templaattien kanssa puolestaan

voidaan estdi kidyttimélld ligaatiotuotteen syklisaatiota.3?

1.5. N-metoksioksatsolidiiniligaatio

N-metoksioksatsolidiinin muodostuminen on dynaaminen pH-herkki tasapainoreaktio.?
Reaktio on reversiibeli hieman happamissa olosuhteissa, kun taas korkeammissa pH:issa
reaktiota ei tapahdu, ja néin ollen muodostunut rakenne pysyy stabiilina (kaavio 1). N-
metoksioksatsolidiinia voidaan siten pitdd hajoavana linkkerind, ja silld voisi olla
kiyttdomahdollisuuksia ~ esimerkiksi  lddkemolekyyleissd.’®>  Templatoitua  N-
metoksioksatsolidiinin  muodostumisreaktiota ~ voitaisiin ~ puolestaan  hyodyntida
esimerkiksi dynaamisissa itsestddn replikoituvissa systeemeissd sekd hybridisaatioon

perustuvissa nanokoneistoissa.>*

OMe
. NH reversiibeli . QMe
. @) reaktopH5 ~~N stabiili
I + >___ ]: " tuotepH 7
- OH H // O

Kaavio 1 N-metoksioksatsolidiinin muodostuminen

N-metoksioksatsolidiiniligaation suunnittelun pohjana kéytettiin neoglykosidien seké
oksatsolidiniien kemiaa.*3 Neoglykosylaatio on happokatalysoitu reaktio, joka tapahtuu
sokerin hemiasetaalin ja N-metyylialkoksiamiinin vililld, ja sitd on hyddynnetty erilaisten
hiilihydraattikonjugaattien syntetisoinnissa.>>3¢ Reaktio on ortogonaalinen ja sen rakenne
muistuttaa natiivia glykaanin rakennetta. Reaktion ongelmana on kuitenkin sen huono
tasapainovakio, joka on vesipitoisissa liuoksissa (pH < 6) alle 100 M. N-
metoksioksatsolidiinin tarkoituksena oli sdilyttdd neoglykosylaation pH profiili, mutta
parantaa  sen  tasapainosaantoa  hyodyntdmilldi  alkoksiamiinin  edistimaa
happokatalysoitua N, O-transasetalisaatiota  viisijdsenisen  oksatsolidiinirenkaan
muodostumiseen.

N-metoksioksatsolidiinin ~ muodostuminen  voidaan  pysdyttdd  nostamalla
reaktioliuoksen pH:ta. Tdmin ansiosta reaktiotuotteet voidaan eristid HPLC:n avulla
ilman huomattavaa tuotteiden hydrolysoitumista takaisin ldhtéaineiksi kéyttden

trietyyliammoniumasetaattipuskuria (50 mmol!, pH 7) vesipitoisessa asetonitriili
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gradientissa.>* N-metoksioksatsolidiiniligaation kayttokelpoisuutta lisdd se, ettd
reaktiiviset N-metoksimodifioidut oligonukleotidit sekd peptidialdehydit voidaan
syntetisoida automatisoidusti. Oligonukleotidien synteesissd N-metoksimodifioitu
uridiini voidaan liittdd kiinteddn kantajaan, jonka jilkeen loppusekvenssi voidaan
syntetisoida oligonukleotidisyntetisaattorilla. Aldehydipeptidit saadaan valmistettua
liittdmalla Fmoc-Gly-H aminomodifioituun ChemMatrixin kantajaan
oksatsolidiiniligaatiolla.’?

N-metoksioksatsolidiiniligaatiota on tutkittu aiemmin peptidien ja nukleiinihappojen

valilla’37

seki erilaisten oligonukleotidien vililla**. Ensimméisissi tutkimuksissa N-
metoksioksatsolidiinin muodostumista tutkittiin pienimolekyylisilla malleilla 2’-deoksi-
2’-(N-metoksiamino)uridiinin sekd pienten aldehydien kanssa. Reaktiot suoritettiin
pH:issa 4,5 ja 6 kiyttien 5 mmol L-! konsentraatioita sekd aldehydeille ettd uridiinille.
Reaktion havaittiin kéyttdytyvin kuten neoglykosylaatio ja reaktio nopeutui mitd
happamampaa pH:ta kdytettiin. Sen sijaan tasapainovakio kasvoi huomattavasti (K = 0,4
— 9,0 x10° M), Jokaisessa reaktiossa muodostui dynaaminen tasapainotila
ligaatiotuotteen R- ja S-isomeerien vilille. Tutkimuksissa havaittiin myos, ettd
reaktionopeutta ja tasapainovakiota pystyttiin sddtdimaan kayttdmalla erilaisia aldehydeja.
Nopeimmin reaktio tapahtui alifaattisten esteettomien aldehydien kanssa, joilla reaktion
puoliintumisaika oli noin 10 minuuttia pH:n ollessa neljd. Suurin tasapainovakio oli
puolestaan N-Bz-glysiinialdehydilld (9038 M™'). Optimoiduissa olosuhteissa liuottimen
vaihdon ja LiCl:n lisdyksen jdlkeen N-Bz-glysiinialdehydin reaktiossa tuotetta muodostui
yli 98 % saaannolla 15 minuutissa.* Ligaatiotuotteiden havaittiin hajoavan vain
marginaalisen vdhidn pH 7:ssd, minkd vuoksi ligaatiota voidaan pitdd kiytdnnossi
stabiilina. Erilaisilla aldehydeilld havaittiin olevan myds vaikutusta hajoamisnopeuteen,
minkd ansiosta konjugaattien pysyvyyttd voidaan sddtdd kuhunkin tarkoitukseen

sopivaksi.®3

Hyodyntden N-Bz-glysiinialdehydille optimoituja reaktio-olosuhteita,
tutkittiin - N-metoksimodifioitujen oligonukleotidien sekd peptidialdehydien vilistd
ligaatiota. Tuotteena saatiin haluttuja ON-peptidikonjugaatteja 12—41 % saannolla.
Myo6hemmin N-metoksioksatsolidiiniligaation tutkimuksia laajennettiin
monimuotoisempaan joukkoon erilaisia konjugaatteja.’’ Tutkimuksissa
peptidialdehydeihin sekd yhteen aldehydimodifioituun PNA:han liitettiin $-Ala-H-téhde.
Namé kojugoitiin N-metoksioksatsolidiinilla erilaisiin terapeuttisesti relevantteihin

oligonukleotidifosforotioaatteihin sekd yhteen DNA-aptameeriin.’’ Ligaatiotuotteiden

hajoamista tutkittiin lievdsti happamissa olosuhteissa, ja reaktion puoliintumisaikojen
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havaittiin olevan samaa luokkaa kuin sellaisilla happolabiileilla linkkereilld, jotka ovat
talli  hetkelld kidytdssd vasta-aine-lidkekonjugaateissa.’’” Tdmid puoltaa N-
metoksioksatsolidiinin ~ kdyttodmahdollisuuksia  1ddkemolekyylien  linkkereissé.
Tutkimuksissa havaittiin myds [3-Ala-H-tdhteen nopeuttavan ligaatiotuotteen hajoamista
verrattuna aiemmin tutkittuun Gly-H-tdhteeseen.>33” Pienilla modifikaatioilla pystytédédn
siis vaikuttamaan huomattavasti ligaation hydrolyysinopeuksiin, ja voidaan olettaa, etti
muillakin samankaltaisilla modifikaatioilla pystyttdisiin sddtimain hajoamisnopeuksia
haluttuun suuntaan.’’

N-metoksioksatsolidiinin muodostumista on tutkittu myds DNA-templatoiduissa
reaktiossa.>* DNA-templaatti kiihdytti N-metoksioksatsolidiinin muodostumista
huomattavasti sekd kasvatti tasapainovakiota verrattuna ligaatioreaktioon ilman DNA -
templaattia (taulukko 1). Reaktionopeuden kiihtymistd havaittiin jopa lyhyilld neljan
nukleotidin mittaisilla templaateilla. Ligaatio osoittautui myds tdssa tapauksessa erittdin
pH herkéksi ja muodostuneet tuotteet olivat pysyvid pH:n ollessa neutraali.’* Seki
templatoitu ettd templatoimaton reaktio suoritettiin NaCl (0,1 M) sisdltdvissa
puskuroidussa (pH 5) reaktioliuoksessa. Kummassakin reaktiossa toisena reagenssina
kaytettiin aldehydimodifioitua oligonukleotidia (5 uM). Ei-templatoidussa reaktiossa
kiytettiin reagenssina N-metoksimodifioitua uridiinia (0,5 mM) ja templatoidussa
reaktiossa N-metoksimodifioitua oligonukleotidia (5 uM), joka oli neljdn nukleotidin

osalta komplementaarinen templaatin kanssa.

Taulukko 1 Erot templatoidun ja templatoimattoman reaktion vdlilld

templaatin ilman

kanssa templaattia
puoliintumisaika (h) 16,2+1,1 91+16
tasapainosaanto (%) 48+1,1 55+3

tasapainovakio (M?) 3,6+0,7x105  2,5% 0,3 x10°

1.6. Tyon tarkoitus

Tyon  tarkoituksena  oli  tutkia ~ DNA-templatoitua  pH-riippuvaista  N-
metoksioksatsolidiiniligaatiota DNA-PNA-hybridirakenteessa. PNA-DNA-
kaksoiskierteen pysyvyys on suurempi kuin luonnollisen DNA-DNA -kaksoiskierteen. '
Témin odotetaan tehostavan DNA-templatoitua ligaatiota ja mahdollistavan melko

lyhyidenkin PNA-juosteiden kayton tehokkaan ligaation saavuttamiseksi. Mikaéli
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hypoteesi pitdd paikkaansa, kyseistd ligaatiota on tarkoitus laajentaa useamman
komponentin viliseen hybridisaation kontrolloimaan polymerisaatioon. Hypoteesin
todentamiseksi tutkielmassa valmistettiin aldehydimodifioitu PNA (PNA-CHO) ja tille
komplementaarinen hiusneulamainen 2’-(N-metoksiamino)-2’-deoksiuridiini-modifioitu
DNA-juoste (HpNOMe), Lisidksi tyossd tutkittiin kyseisen PNA- ja DNA-juosteen vilisti
DNA-templatoitua N-metoksioksatsolidiiniligaatiota (Kaavio 2).

éHOH?J‘OMe \ﬁ:ro
1
e
Lo

Kaavio 2 N-metoksioksatsolidiinin muodostuminen

2. Tulokset ja niiden tarkastelu

Téssd osiossa on esitelty tyon tulokset. Synteesejd tarkastellaan tarkemmin osiossa

Kokeelliset menetelmiit.

2.1. PNA-aldehydiprekursori

Synteesit (Kaavio 3) aloitettiin valmistamalla PNA-ketjuun liitettdvi aldehydiprekursori
8, joka on muutettavissa vapaaksi aldehydiksi PNA-synteesin jilkeen.
Aldehydiprekursorin synteesi aloitettiin glysiinin metyyliesterin HCl-suolan (2)
alkylaatiolla 5-bromopenteenin (1) kanssa. Reaktiossa kaytettiin eméksend K>CO:ia.

Synteesid jatkettiin ilman kromatografista puhdistusta. N-alkyloituneeseen glysiiniin 3
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tehtiin amidikytkentd tymiinietikkahapon (4) kanssa. Kytkentdreagenssina kéytetiin
BOP:ia ja eméksend toimi DIPEA. Haluttu tuote 5 saatiin 43 %:n saannolla
(kokonaissaanto kahden reaktiovaiheen jdlkeen). Synteesin kolmannessa vaiheessa
rakenneyksikon 5 kaksoissidos hapetettiin dioliksi 6 kdyttden osmiumtetroksidia (65 %).
Tédmén jilkeen dioli suojattiin isopropylideenisuojauksella 7 (55 %) ja metyyliesteri

hydrolysoitiin kaliumhydroksidin vesiliuoksella halutuksi lopputuotteeksi 8 (67 %).
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Kaavio 3 Aldehydiprekursorin synteesikaavio

2.2. Aldehydimodifioitu PNA
2.2.1. PNA-synteesi

Peptidinukleiinihappojen peptidirungon vuoksi PNA:ita voidaan syntetisoida samalla
tavalla kuin peptidejd. Yleinen ja kiyttokelpoinen tapa syntetisoida nditd on
automatisoidusti  kiintedin kantajan menetelmédlld  kiyttien = Fmoc-suojausta.
Syntetisoinnin jdlkeen PNA:t irrotetaan kantajalta kéyttden yleensd TFA:ta, jonka jilkeen
ne puhdistetaan HPLC:n avulla.’®

Téssd tutkimuksessa peptidinukleiinihapot syntetisoitiin automatisoidusti kéyttien
CEM Liberty Blue peptidisyntetisaattoria. Alun perin tarkoituksena oli syntetisoida 10-
meerinen PNA-sekvenssi, mutta syntetisaattorin ongelmien ja rajoitetun aikataulun takia
paddyttiin valmistamaan tetrameerinen sekvenssi, jota kiytettiin tutkimuksissa.
Synteesissa kdytettiin 10 mikromoolin skaalaa ja rakenneyksikkdind kaupallisia Fmoc-
suojattuja PNA-monomeerejd. Kantajana synteesissd kaytettiin kiintedd ChemMatrix-

kantajaa, jossa oli Rink-linkkeri, aktivaattorina PyBOP:ia ja emiksend DIPEAa.
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Synteesin jidlkeen PNA-sekvenssi 9 (H-CCAT-C) jitettiin kiinni kantajaan seuraavaa

manuaalikytkentdé varten.

2.2.2. Aldehydiprekursorin manuaalikytkenti kantajalla

Aldehydiprekursori 8  liitettiin =~ PNA-sekvenssin 9  aminoterminukseen
manuaalikytkennalla kiintedlld kantajalla (Kaavio 4). Kantajaan liitetyn PNA:n (4 umol)
annettiin reagoida huoneenldmmdssi aldehydiprekursorin (20 pmol) kanssa tunnin ajan.
Livottimena reaktiossa kaytettiin DMF:ia, aktivaattorina PyBOP:ia ja emiksenéd
DIPEA:a. Kytkenndn jdlkeen sekvenssi 10 irrotettiin kantajalta TFA/anisoli/vesi-
seoksella (85/10/5). Tamidn happokésittelyn tarkoituksena oli myos irrottaa
aldehydiprekursorin diolin asetaalisuojaus vilituotteen 11 saamiseksi. Happokasittelyn
jéilkeen kantaja suodatettiin ja tuote saostetiin eetteristd. Kiinted tuote liuotettiin 0,1 %
TFA vesi-asetonitriililiuokseen (50:50) ja puhdistettiin HPLC:n avulla. Puhdistetun
tuotteen 11 ainemdidrd (0,13 umol) maéritettiin UV-spektrometrilld, jonka perusteella
tuotteen saanto oli 3,2 %. Tuote todettiin oikeaksi massaspektrometrin avulla. Reaktiot

esitetty Kaavio 4.

2.2.1. Hapetus aldehydiksi

PNA-sekvenssin padn dioli hapetettiin aldehydiksi natriumperjodaattiliuoksella (Kaavio
4). Reaktio suoritettiin vesiliuoksessa kéyttiden fosfaattipuskuria (pH 7). Kun reaktio oli
edennyt loppuun, reaktio keskeytettiin natriumsulfiitilla. Tuoteseos puhdistettiin
HPLC:II4. Noin puolesta tuotteen méaérastd mitattiin ainemdard UV-spektrometrilla, ja

tuotetta 12 saatiin arvioidusti 65 % saannolla.

o o]

8 \ﬁj\NH 9 NH
| PyBOP | 10
A i o

N0 N DIPEA
#\O Kfo o HoN— @ #\O Kfo o
O\)\/\/N\)J\OH O\)\/\/N\)J\H/ *Q

o (o]
TFA NH NH
anisoli \f:/&o 1 hapetus ‘ N/go 12
OH Kfo o} 0 Kfo o
HO\/I\/\/N N HJ\/\/N\)J\H/
H

Kaavio 4 Aldehydiprekursorin manuaalikytkentd PNA-sekvenssiin kiintedlld kantajalla ja diolin hapetus
aldehydiksi
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2.3. Hiusneulamainen UN°™¢-modifioitu DNA

Ligaatioreaktiota varten valmistettiin hiusneulamainen DNA -sekvenssi, jonka 3’-pédédssa
oli 2’-(N-metoksiamino)-2’-deoksi uridiini (HpNOMe, kuva 5). Tahdn kiytettiin
laboratoriossa aikaisemmin valmistettua 2’-(N-metoksiamino)-2’-deoksi uridiini-
modifioitua kantajaa 14 (kuva 6). DNA syntetisoitiin 1 mikromoolin skaalalla kéyttden
automatisoitua DNA/RNA-syntetisaattoria. Rakenneyksikkoind kéytettiin kaupallisia
fosforamidiittirakenneyksikoit. Oligonukleotidi irrotettiin kantajalta
ammoniakkikéasittelylld, minka jélkeen se puhdistettiin HPLC:n avulla. Puhdistettu tuote

karakterisoitiin massaspektrometrilla.

Syntetisoidun DNA:n sekvenssi: 5’-TTA AGC ATG GAA GCG CTA GCG CU-3’

OH HN
“OMe

Kuva 5 Hiusneulamainen DNA, jonka pddssd on 2’-(N-metoksiamino)-2 -deoksiuridiini-modifikaatio.

0
14 | NH
DMTrO N o
)
o
OAc
N
Meo”
0

Kuva 6 2°-(N-metoksiamino)-2 -deoksiuridiinin sisdltivd kantaja

2.4. DNA-templatoitu N-metoksioksatsolidiiniligaatio

N-metoksioksatsolidiiniligaatiossa hiusneulamainen DNA reagoi modifioidusta UNOMe-
paastddn PNA:n aldehydipddn kanssa muodostaen N-metoksioksatsolidiinin. Toisilleen
komplementaariset DNA- ja PNA-juosteet saavat aikaan paikalliskonsentraation kasvun,

mika kithdytti4 reaktion nopeutta ja kasvattaa my0Oskin reaktion tasapainovakiota. DNA-

17



templaattiefektin kasvaessa reaktio voi myds muuttua bimolekulaarisesta reaktiosta
molekyylinsisdiseksi. Talloin reaktio ei ole endd riippuvainen ldhtoaineiden
konsentraatiosta vaan hybridisaation voimakkuudesta.

Ligaatiotutkimukset aloitettiin neljédlld testireaktiolla, joissa kussakin hiusneula-
DNA:n HpNOMe konsentraatio oli 10 umol L. Kolmessa ensimméisessa testissé tutkittiin
PNA:n PNA-CHO médrin vaikutusta ligaatiotuotteen L(Hp-PNA) muodostumiseen.
Ko. testeissd kéytettiin 5 umol L' (0,5 ekv., Reaktio 1), 10 umol L' (1.0 ekv., Reaktio
2)ja 20 umol L' (2.0 ekv., Reaktio 3) PNA-CHO:ta. Kukin niistd reaktioista suoritettiin
pH 5.0 puskuriliuoksessa. Neljinnessi testireaktiossa (Reaktio 4) tutkittiin Mg?"-ionin
vaikutusta ligaatioon. Reaktiossa sekd HpNOMe:n ja PNA-CHO:n pitoisuus oli 10 umol
L' (vrt. Testi 2) ja se suoritettiin pH 5.0 puskuriliuoksessa, joka sisdlsi 100 mM
magnesiumkloridia.

Kustakin reaktiosta otettiin ndytteet vuorokauden jilkeen. Reaktiot sammutettiin
neutraloimalla reaktioliuos, jonka jilkeen néytteet ajettiin HPLC:lld. Referensseiksi
HPLC:lld ajettiin myds niytteet HpN®Me:sta seki PNA-CHO:sta yksindin. HPLC-
grammeista havaittiin, ettd kussakin reaktiossa oli muodostunut tuotetta (kuva 7). Tuote
karakterisoitiin massaspektrometrisesti, jonka perusteella se oli odotettu ligaatiotuote
L(Hp-PNA). Lisdksi havaittiin, ettdi Mg?" tehosti ligaatiota. Reaktio 4 tuotti
ligaatiotuotetta enemman kuin Reaktio 3, jossa kiaytettiin kaksinkertaista PNA-CHO:n
konsentraatiota. Reaktiossa 4 ligaatiotuotetta muodostui 39 % ja reaktiossa 3 36 %.

Vastaavasti reaktiossa 2 tuotetta muodostui 28 %.

i
&

DNA
|dhtdaine

Reaktio 1 Reaktio 2 Reaktio 3 Reaktio 4, MgCl,:n kanssa

Kuva 7 Ligaatiotuotteen muodostuminen ja MgCl:n vaikutus reaktionopeuteen

Niiden testireaktioiden perusteella reaktionopeutta péétettiin tutkia reaktiolla, jossa
reaktioliuoksessa oli mukana magnesiumkloridia (Reaktio 5). Reaktiota seurattiin kahden

tunnin vilein HPLC:114, ja tuotetta muodostui seuraavien grammien mukaisesti (kuva 8).
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Tuotteen muodostumisesta piirrettiin kuvaaja ajan funktiona kayttien HPLC-mittauksista
saatuja pinta-aloja. Kuvaajasta saatiin reaktion puoliintumisajaksi 8,3 + 3,1 tuntia ja
tuotteen saannoksi tasapainossa 41,2 + 5,0 %. Reaktion tasapainovakioksi laskettiin 2,65

x105 ML,

127711
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Kuvaaja 1 Tuotteen muodostuminen ajan funktiona
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3. Johtopiitokset ja yhteenveto

Ty06ssd onnistuttiin valmistamaan PN A -aldehydiprekursori noin 10 % kokonaissaannolla.
Lisdksi aldehydiprekursori onnistuttiin liittdméddn automatisoidusti syntetisoituun 4-
meeriseen PNA-sekvenssiin kiintedlld kantajalla. PNA irrotettiin kantajalta diolina ja se
hapetettiin aldehydiksi 65 % saannolla. PNA-CHO onnistuttiin liittimaan HpNOM¢:een
(5 uM) N-metoksioksatsolidiiniligaatiolla hieman happamissa olosuhteissa (pH 5).
HPLC-ajoista saatujen pinta-alojen perusteella tuotetta L(Hp-PNA) onnistuttiin
valmistamaan enimmillddn 43 % saannolla viikon reagoinnin jilkeen magnesiumkloridin
lasndollessa reaktioliuoksessa. Saaduista tuloksista piirretyn kéyrén perusteella reaktion
puoliintumisaika olisi 8,3 &+ 3,1 tuntia ja tuotteen saanto tasapainotilassa 41,2 = 5,0 %.
HPLC-mittausten perusteella reaktion tasapainovakioksi laskettiin 2,65-10%> M~1.
Luotettavampien tulosten saamiseksi reaktiota olisi kuitenkin tdytynyt seurata tthedmmin
yhden ja kuuden pdivéin vililld sekd tarvittaessa vield téitdkin pidempéddn. Aikarajan
puitteissa  tdmd  e1  kuitenkaan  ollut =~ mahdollista. Verrattuna ~ N-
metoksioksatsolidiiniligaation aiempiin  tutkimuksiin  oligonukleotidien  vililla,
tasapainovakion arvo ja tasapainosaanto on kuitenkin samaa luokkaa. Puoliintumisaikaa
verrattaessa reaktio PNA:n ja DNA:n vililld olisi hieman nopeampi (8,3 + 3,1 h) kuin
oligonukleotidien vélilld (16,2 + 1,1 h), mutta epavarmojen tulosten perusteella tisti ei
juurikaan voida vetdé johtopadatoksia.

Yhden péivin reagoinnin jélkeen ilman magnesiumkloridia tuotetta saatiin 28 % ja
magnesiumkloridin kanssa 39 %. Ligaatiotutkimusten perusteella MgCl siis tehostaisi N-
metoksioksatsolidiiniligaatiota PNA:n ja DNA:n vélilld ainakin lyhyelld aikavélilla.
Aiempien tutkimusten perusteella suolan lisddmiselld reaktioliuokseen ei kuitenkaan
pitdisi olla PNA:n ja DNA:n hybridisaatiota tehostavia vaikutuksia, vaan pdinvastoin
hybridisaatiota destabiloiva vaikutus. Sen sijaan oligonukleotidien hybridisaatioon
suolalla on stabiloiva vaikutus. Téssa tapauksessa reaktiota ohjaava templaatti on viiden
nukleotidin matkalta itsensd kanssa komplimentaarinen ja siihen liittyvd PNA saman
mittainen. Niin ollen voitaisiin paitelld, ettd MgCl liuoksessa mahdollisesti tehostaisi
hiusneulamaisen templaatin laskostumista kaksoiskierteelle ja ndin ollen tehostaisi myds
PNA-aldehydin reaktiota DNA:n kanssa. Luotettavampien tulosten saamiseksi olisi
kuitenkin tutkittava tarkemmin myds ligaatioreaktiota PNA:n ja DNA:n vililld ilman
MgClin ldsndoloa reaktioliuoksessa. Kaiken kaikkiaan ligaatioreaktio onnistui

kohtalaisella saannolla kaytettidessd viiden nukleotidin mittaista PNA-sekvenssid, ja ndin
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ollen sitd voitaisiin tutkia useamman komponentin vilisessd hybridisaation

kontrolloimassa polymerisaatiossa.

4. Kokeelliset menetelmit

4.1. Yleiset menetelmiit

Synteeseissd kaytettiin kaupallisia reagensseja ja liuottimia, ja livottimet kuivattiin
tarvittaessa molekyyliseuloilla. NMR-spektrien mittaamiseen kéytettiin Bruker 500 MHz
Avance III-NMR-spektrometrid, ja massaspektrit mitattiin Bruker ESI-micrOTOF-Q-
massaspektrometrilld. Reaktioiden etenemistd seurattiin ohutlevykromatografisesti sekd
HPLC-MS:114 (Agilent 6120). UV-spektrofotometrisissd mittauksissa kéytettiin Jenway

Genova Nano -laitetta.

4.2. PNA-aldehydiprekursori

4.2.1. Alkylaatio ja asylaatio

Glysiinin metyyliesterin HCl-suola 2 (3,0 g, 0,024 mol) ja kaliumkarbonaatti (6,6 g, 0,048
mol) livotettiin kuivaan asetonitriiliin, jonka jdlkeen seosta sekoitettiin tunti typpikaasun
alla. Joukkoon liséttiin tipoittain sekoituksessa typpikaasussa 5-bromopenteenid 1 (2,8
ml, 0,024 mol). Reaktiota seurattiin ohutlevykromatografisesti  eluenttina
etyyliasetaatti/heksaani (4:6, v/v). Tuote 3 ei ollut UV-aktiivinen, joten téplét saatiin
nédkyviin kastamalla TLC-levy ninhydriiniliuokseen ja laimmittdmalld 1dmpopuhaltimella.
Neljan pdivén jilkeen reaktio oli edennyt riittdvésti, jolloin reaktioseos suodatettiin ja
liuotin haihdutettiin pois pydrohaihduttimella. Haihdutusjdadnnos livotettiin DMF:44n
(120 ml), ja tdstd liuoksesta otettiin puolet (60 ml, 12 mmol) seuraavaan reaktioon.
Liuokseen lisdttiin tdssd jdrjestyksessd tymiinietikkahappoa 4 (2,4 g, 13,2 mmol),
DIPEA:a (4,2 ml, 24 mmol) ja BOP:ia (5,8 g, 13,2 mmol). Reaktioliuosta sekoitettiin
noin 48 tuntia. Reaktion etenemisti seurattiin LC-MS:n avulla. Reaktioseos suodatettiin
ja sakkaa huuhdeltin DMF:1l14, jonka jdlkeen suodos haihdutettiin kuiviin.
Haihdutusjddnnds liuotettiin etyyliasetaattiin (150 ml), ja tdtd pestim 10 %
monokaliumfosfaatilla (35 ml), kylldiselld NaHCOs:1la (35 ml) ja vedelld (2 x 35 ml).
Tuotetta takaisinuutettiin vesifaaseista etyyliasetaatilla, kunnes sitd ei endd juurikaan
havaittu TLC:114. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja kuivattiin natriumsulfaatilla, jonka

jilkeen liuos suodatettiin  ja  haihdutettiin = kuiviin. Tuote  puhdistettiin
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silikageelikromatografisesti eluenttina metanoli/dikloorimetaani (5:95, v/v). Tuote
karakterisoitiin NMR:n ja MS:n avulla. Tuotetta 5 saatiin 1,66 g (saanto 43 %). ESI*-MS:
m/z 324,1507 [M+H]", 346,1368 [M+Na]*, 362,1087 [M+K]". Laskettu: 324,1561
[M+H]", 346,1379 [M+Na]", 362,1118 [M+K]". '"H NMR (500 MHz, CD30D): ¢ 7.1 (t,
J=20Hz, 1H), 5.8 (m, 1H), 5.0 (m, 2H), 4.5 (s, 2H), 3.7 (m, 2H), 3.6 (s, 3H), 3.1 (m, 2H),
2.1 (m, 2H), 1.9 (m, 3H), 1.8 (m, 2H). 3C NMR (125 MHz, CD30D): ¢ 169, 166, 163,
151,141, 136, 116, 111, 55, 52, 48, 43, 37, 31, 12

4.2.2. Hapetus

Yhdiste 5 (1,66 g, 5,14 mmol) liuotettiin vesi/asetonitriili (1:8, v/v) -liuokseen (95 ml).
Joukkoon lisdttiin N-metyylimorfoliini-N-oksidia (1,2 g, 10,28 mmol) ja tert-butanoliin
livotettua osmiumtetroksidia (2,5 m-%, 2,62 ml, 0,1964 mmol) Reaktioliuosta sekoitettiin
yon yli. Reaktio pysédytettiin lisdédmélld joukkoon Na2S20s-livosta (0,2 M, 41 ml), jonka
jilkeen reaktioseos haihdutettiin kuiviin pyordhaihduttimella. Tuote puhdistettiin
silikageelikromatografisesti (vesi/asetonitriili, 10:90, v/v). Tuotetta 6 saatiin 1,2 g (saanto
65 %), ja se karakterisoitiin MS ja NMR avulla. ESI"-MS: m/z 358,1657 [M+H]",
380,1477 [M+Na]", 396,1226 [M+K]". Laskettu: 358,1616 [M+H]", 380,1434 [M+Na]",
396,1173 [M+K]". '"H NMR (500 MHz, D;0): 6 7.3 (d, J=21 Hz, 1H), 4.7 (s, 2H), 4.1 (s,
2H), 3.7 (s, 3H), 3.5 (m, 5H), 1.8 (s, 3H), 1.5 (m, 4H). *C NMR (125 MHz, D-0): o 171,
169, 167, 152, 143, 110, 65, 64, 53, 49, 48, 43, 29, 23, 11

4.2.3. Diolin suojaus

Yhdiste 6 (1,2 g, 3,36 mmol) liuotettiin kuivaan asetoniin (12 ml). Liuokseen lisdttiin p-
tolueenisulfonihappoa (84 mg, 0,44 mmol) sekd 2,2-dimetoksipropaania (2,90 ml, 23,3
mmol). Reaktion etenemistd seurattiin ohutlevykerroskromatografisesti, ja tunnin
kuluttua 14htéaine oli reagoinut. Reaktio pysdytettiin lisddmilld reaktioseokseen
natriummetoksidin metanoliliuosta niin, ettd liuoksen pH oli neutraali. Neutraloitu
reaktioseos  haihdutettiin ~ kuiviin  ja  puhdistettiin  silikageelikromatografisesti
(metanoli/dikloorimetaani, 5:95, v/v). Tuotetta 7 saatiin 0,73 g (saanto 55 %), ja se
karakterisoitiin MS ja NMR avulla. ESI*-MS: m/z398,1927 [M+H]", 420,1795 [M+Na]*,
436,1525 [M+K]". Laskettu: 398,1929 [M+H]*, 420,1747 [M+Na]", 436,1486 [M+K]".
'H NMR (500 MHz, CDCI3): 6 8.6 (d, J=37 Hz, 1H), 7.0 (d, J=15 Hz, 1H), 4.6 (s, 2H),
4.4 (s, 2H), 4.0 (m, 3H), 3.7 (d, J=37 Hz, 3H), 3.4 (m, 2H), 1.9 (s, 3H), 1.7 (m, 2H), 1.5
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(m, 2H), 1.3 (d, J=5 Hz, 3H). 5C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 169, 167, 163, 151, 141,
110, 109, 75, 69, 53, 49, 48, 47, 30, 27, 26, 13

4.2.4. Hydrolyysi

Yhdiste 7 (0,73 g, 1,84 mmol) liuotettiin dioksaaniin (49 ml). Kaliumhydroksidi (0,29 g)
livotettiin veteen (2,8 ml), ja tdima liséttiin dioksaanin joukkoon. Reaktioseoksen annettiin
reagoida yon yli, jonka jdlkeen reaktioseos neutraloitiin pyridiinihydrokloridilla (0,7044
g). Neutraloinnin jédlkeen reaktioseos haihdutettiin kuiviin pydréhaihduttimella. Tuote
puhdistettiin silikageelikromatografisesti (vesi/asetonitriili/pyridiini, 10:90:0,2, vA/Wv).
Tuotetta 8 saatiin 0,79 g (saanto 111 %), joka sisélsi epdpuhtautena HMPA:ta 0,31 g.
Tuote karakterisoitiin MS:n ja NMR:n avulla. Pieni osa tuotteesta puhdistettiin HPLC:11a
puhtaan NMR-spektrin saamiseksi. ESI"-MS: m/z406,1673 [M+Na]", 422,1398 [M+K]".
Laskettu: 406,1591 [M+Na]*, 422,1330 [M+K]". 'H NMR (500 MHz, D,O): ¢ 7.3 (d,
J=14 Hz, 1H), 4.5 (s, 2H), 4.1 (m, 2H), 3.6 (m, 1H), 3.3 (m, 2H), 1.8 (s, 3H), 1.6 (m, 2H),
1.5 (m, 2H), 1.2 (t, J=7 Hz, 6H). C NMR (125 MHz, D.0): 6 169, 168, 167, 152, 143,
110, 109, 71, 68, 65, 49, 48, 30, 25, 23, 11

4.3. Aldehydimodifioitu PNA
4.3.1. PNA-synteesi

ﬁx<>x
Y O

L N/\/N\)LN/\/N\)J\ /\/N\)L @

Kuva 9 PNA-sekvenssi kiinni kantajalla

Syntetisaattorilla valmistettiin neljameerinen PNA-sekvenssi (NH2-CCAT-COOH).
Rakenneyksikkoind kiytettiin Fmoc-suojattuja kaupallisia monomeerejé ja kantajana H
rink amidia. Aktivaattorina synteesissd kaytettiin PyBOP:ia ja emédksend DIPEAa.
Synteesid varten valmistettiin kunkin eméksen rakennepalikasta liuokset (0,08 M)
DMF:dan. DMF:44an valmistettiin liuokset myos PyBOP:ista (0,05 M) ja DIPEA:sta (0,2
M). Lisdksi valmistettiin CAP-liuos, joka sisélsi 2 % etikkahappoanhydridia ja se
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livotettiin DMF:n ja pyridiinin seokseen (1:1, v/v). Aminoterminuksen suojauksen
poistoa varten valmistettiin liuos, joka sisdlsi 20 % piperidiinia DMF:ssd. Kiintedd
kantajaa otettiin synteesiin 10 umol (0,02 g). PNA-ketjun automatisoidun synteesin
jélkeen pieni osa valmistetusta PNA:sta irrotettiin kantajalta, ja synteesin onnistuminen
varmistettiin ajamalla tdstd HPLC kiyttden Aeris PEPTIDE XB-CI18 (250 x 10 mm, 5
um) kolonnia. Eluentteina kéytettiin vettd ja asetonitriilid, jotka sisdlsivdt 0,1 % TFA:ta.
Gradientissa asetonitriilin maardd kasvatettiin nollasta prosentista 25 prosenttiin 25

minuutissa. Virtausnopeutena kiytettiin 2,5 ml min-! ja detektioaallonpituutena 260 nm.

4.3.2. Aldehydiprekursorin manuaalikytkenti kantajalla

Kantajaan sidottu PNA 9 (4 umol) turvotettiin kdyttien DMF:44. PNA-rakenneyksikko 8
(11,24 mg epédpuhdasta seosta, josta rakenneyksikon osuus oli 6,8 mg, 18 umol)
livotettiin DMF:dé4n (200 pl). Lisdksi valmistettiin PyBOP:ista (0,01 g, 20 umol) 0,1 M
liuos DMF:d4n (200 pl). PyBOP-liuoksen joukkoon liséttiin DIPEA (7 pl, 40 pmol),
jonka jélkeen seos pipetoitiin rakenneyksikon siséltdvddn liuokseen. Tdmédn jdlkeen
rakenneyksikon, PyBOP:in ja DIPEA:n seos lisittiin kantajan joukkoon Eppendorf-
putkeen, ja ndiden annettiin reagoida tunnin ajan. Tdmén jélkeen reaktioseos suodatettiin
imussa lasisintterin  l&pi. Sakkaa huuhdeltin DMF:Il4, metanolilla seka
dikloorimetaanilla. Dikloorimetaanihuuhtelun jidlkeen sakka siirrettiin Eppendorf-
putkessa kuivumaan eksikaattoriin yon yli. PNA-sekvenssi irrotettiin kantajalta
TFA/anisoli/vesi -seoksella (85:10:5, v//v). Seos liséttiin kuivuneen kantajan joukkoon,
ja timdn annettiin reagoida kahden tunnin ajan. Reaktioliuos suodatettiin
imusuodatuksella lasisintterin 1ldpi Falcon-putkeen. Suodos pipetoitiin tipoittain
jadkylmén eetterin joukkoon, jolloin tuote sakkautui. Seosta fuugattiin 15 minuuttia,
jonka jilkeen eetteri kaadettiin pois sakan pééltd. Sakka kuivattiin varovasti
typpikaasulla, jonka jdlkeen se liuotettiin 0,1 % TFA:ta sisdltivdn vesi-asetonitriili
(50:50, v/v) -liuoksen (500 pl) joukkoon. Tuote puhdistettiin HPLC:Il4. Eluentteina
kéytettiin vettd ja asetonitriilia, jotka sisdlsivét 0,1 % TFA:ta. Gradientissa asetonitriilin
madrdd kasvatettiin nollasta prosentista 25 prosenttiin 25 minuutissa. Puhdistuksessa
kéytettiin Aeris PEPTIDE XB-C18 (250 x 10 mm, 5 pm) kolonnia, virtausnopeutena 2,5
ml min! ja detektioaallonpituutena 260 nm. Tuote karakterisoitiin kéyttden
massaspektrometrid (ESI*-MS: m/z 1386,6423 [M+H]", laskettu: 1386,3492 [M+H]").

Tuotteen absorbanssi mitattiin UV-spektrofotometrilla kdyttden aallonpituutena 260 nm,
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valotien pituutena 0,5 mm ja molaarisena absorptiokertoimena 46280 L - mol™! - cm™2,

Tamén perusteella tuotteen maariksi laskettiin 0,13 pmol (saanto 3,2 %).

4.3.3. Hapetus aldehydiksi

Yhdiste 11 (0,07 umol) liuotettiin veteen (100 pl). Vesiliuoksen joukkoon lisdttiin 20 pl
fosfaattipuskuria (1 M, pH 7), jonka jilkeen puskuroituun liuokseen lisdttiin 120 ul
natriumperjodaattiliuvosta (50 mM). Reaktion etenemistd seurattiin HPLC:n avulla.
Tunnin kuluttua reaktio oli lopussa, ja se sammutettiin natriumsulfiittiliuoksella (0,89 M,
22,5 pul). Reaktioseos puhdistettiin HPLC:lla kdyttden 0,1 % TFA-eluentteja sekd Aeris
PEPTIDE XB-C18 (250 x 10 mm, 5 pum) kolonnia. Puhdistuksessa asetonitriilin maara
nostettiin nollasta prosentista sataan minuutissa, ja sitd pidettiin sadassa, kunnes tuote oli
eluoitunut. Tuote kylmidkuivattiin varovaisesti vahtien, ettei se pyori kuivana
kylmékuivurissa. Noin puolikkaasta tuotteen méérdstd mitattiin absorbanssi UV-
spektrofotometrilld. Tdméan osan ainemaéra oli absorbanssista laskettuna 0,03 pmol, joten

tuotetta saatiin vahintdan 50 %:n saannolla.

4.4. Hiusneulamainen UN°Me_modifioitu DNA

Hiusneulamainen UNOMe-modifioitu DNA (HpNOMe, kuva 11) syntetisoitiin 1 pmoolin
skaalalla kédyttden automatisoitua DNA/RNA-syntetisaattoria. Rakenneyksikkodina
kéytettiin kaupallisia fosforamidiittirakenneyksikditéd ja kantajana LCAA-CPG-kantaja,
johon oli liitetty 2’-deoksi-2’-N-metoksiuridiini (kuva 10).

o

NH

DMTrO N ¢}

OAc

MeO
(6]

Kuva 10 2'-deoksi-2'-N-metoksimodifioitu uridiini liitettynd kantajaan

Synteesin jdlkeen DNA:t irrotettiin kantajistaan liuottamalla ne 25 prosenttiseen
ammoniakin vesiliuokseen (1 ml), ja timén annettiin reagoida 55°C:ssa yon yli. Reaktion
jilkeen ammoniakkiliuos pipetoitiin sakan pdilta keittopulloon. Sakkaa huuhdeltiin vield

vedelld, joka liséttiin ammoniakkiliuoksen joukkoon. Ammoniakkiliuos haihdutettiin
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kuiviin pydrohaihduttimella. DNA-ketju puhdistettiin HPLC:n avulla kayttéen oligo-RP-
kolonnia. Eluentteina kiytettiin 50 mM TEA-puskuroitua vettd sekd 50 mM TEA
puskuroitua veden ja asetonitriilin seosta (1:1, v/v). Gradientissa vesi/asetonitriili-seoksen
pitoisuutta kasvatettiin 10 %:sta 70 %:iin 20 minuutissa. Virtausnopeutena kéytettiin 2,5
ml min' ja detektioaallonpituutena 260 nm. Pédpiikki kerittiin talteen ja se
kylmikuivattiin. Haihdutettu tuote liuotettiin 500 pl:aan vettd. Vesiliuoksesta selvitettiin
UV-spektrofotometrin avulla absorbanssi, josta laskettiin saannoksi tuotteelle 0,14 pumol
(14 %). Tuote karakterisoitiin massaspektrometrin avulla. (ESI"-MS: m/z 1778,8 [M-
4H]* (havaittu), 1778,9 [M-4H]* (laskettu)).

'0) | NH
] I
5’| TTAAGCATGGAAGCGCTAGCGC —T—O N o
OH 0
HN
OH ~OMe

Kuva 11 UNMe_modifioitu DNA

4.5. DNA-templatoitu N-metoksioksatsolidiiniligaatio

Reaktion toimivuutta kokeiltiin aluksi neljéll erilaisella testireaktiolla, jotka suoritettiin
pH 5 puskuriliuoksessa (reaktiot 1-4, taulukko 2). Kustakin reaktiosta otettiin seuraavana
aamuna  ndytteet (15 ul),  jotka  sammutettiin  neutralisoimalla  ne
natriumhydroksidiliuoksella (0,4 M, 0,95 ul). Naytteet laimennettiin 100 pl:aan vedelld,
ja ne ajettiin HPLC:l14, jonka perusteella saannot laskettiin. Testireaktioiden tulosten
perusteella reaktionopeutta tutkittiin reaktiosta 5 (taulukko 2), jonka puskuriliuos sisélsi
magnesiumkloridia. Reaktioseos valmistettiin uudelleen isommalla skaalalla. Reaktiosta
otettiin niytteitd (15 pl) kahden tunnin vélein, sekd seuraavana aamuna. Naytteiden
reaktiot sammutettiin lisidméalld kunkin joukkoon 1,35 pl natriumhydroksidiliuosta (0,4
M). Kukin nédyte laimennettiin 100 pl:aan vedelld, jonka jilkeen ne ajettiin HPLC:1l4.
Eluentteina HPLC-ajoissa kéytettiin asetonitriilid sekd 50 mM TEAA-puskuria.
Gradientissa asetonitriilin pitoisuus nostettiin viidestd prosentista kahteenkymmeneen 20
minuutissa. Virtausnopeutena kiytettiin 1,0 ml min-!, detektioaallonpituutena 260 nm ja
kolonnina C18, 250 x 4.6 mm, 5 um. Oletettu tuotepiikki eristettiin, ja se karakterisoitiin
massaspektrometrisesti. ESI-MS: m/z 2112,4 [M-4H]*, 1689,9 [M-5H]> laskettu:
2112,7 [M-4H]*, 1690,0 [M-5H]"".
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Taulukko 2 Reaktiot 1-5

Hp-DNA Reaktio- MgCl puskuri- Reaktion
PNA (ekv.) . .
(nmol) tilavuus (ul) liuoksessa saanto (%)
Reaktio 1 0,25 0,5 50 ei 16
Reaktio 2 0,25 1,0 50 ei 28
Reaktio 3 0,25 2,0 50 ei 36
Reaktio 4 0,25 1,0 50 kylla 39
Reaktio 5 1,50 1,0 300 kylla 43

HPLC-grammeista saatiin tuotteelle sekd ldhtdaineille pinta-alat, joiden perusteella
piirrettiin kuvaaja tuotteen muodostumisesta ajan funktiona. Verrattaessa tuotepiikin
pinta-alaa muiden piikkien pinta-aloihin tuotetta on muodostunut 43 % kun reaktio on
saavuttanut tasapainotilan. Tdmén avulla reaktiolle 5 DNA + PNA = tuote laskettiin

tasapainovakioksi 2,65+ 105 M~1,

494,4
494,4 + 308,8 + 58,8 + 40,3 + 98,0 + 155,6

Reaktion 5 saanto = 100 =42,7%

Tuotetta muodostunut: n(tuote) = 0,43 - 1,5 nmol = 0,645 nmol

0,645 nmol

— .10-6
300 ul =215-10""M

[tuote] =

DNA:ta ja PNA:ta jdljella:
n(DNA) = n(PNA) = 1,5 nmol — 0,645 nmol = 0,855 nmol

0,855 nmol B
[DNA] = [PNA] = ———=2,85-10"°M
300 ul

[tuote] 2,15 -107°M

= =2,65-10° M1
[DNA][PNA] 2,85-10°M-2,85-10"°M
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