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2000-luvulla alkaneen lääkinnällisesti aktiivisten nukleiinihappojen 
biomolekyylikonjugaattien tutkimuksen myötä on noussut tarve erilaisille katkeaville 
linkkerirakenteille. Yleisesti nämä linkkerit jaetaan kahteen ryhmään: kemiallisesti 
hajoavat linkkerit ja entsymaattisesti hajoavat linkkerit. Kemiallisten linkkerien toiminta 
perustuu verenkierrossa pysyvään rakenteeseen, joka hajoaa kohdesolun tai kudoksen 
olosuhteissa ja seurauksena on kuljetettavan lääkeaineen vapautuminen. Esimerkkejä 
kemiallisesti hajoavista linkkerirakenteista ovat hydratsonit, jotka hajoavat happamissa 
olosuhteissa, ja disulfidit, jotka hajoavat pelkistävissä olosuhteissa. Tässä tutkimuksessa 
käytetty N-metoksioksatsolidiinilinkkeri on uusi pH-herkkä rakenne. Kuten hydratsonit, 
se on suhteellisen pysyvä neutraaleissa tai emäksisissä olosuhteissa. Happamissa 
olosuhteissa N-metoksioksatsolidiinit kuitenkin hajoavat hapon katalysoiman 
hydrolyysin kautta. 

G-kvadrupleksit (G4) ovat DNA:n sekundäärirakenteita, jotka muodostuvat genomin 
perättäisiä guaniineja sisältäviin alueisiin, kuten telomeereihin. G4-rakenteet ovat 
pinoutuneita, neljän guaniinin muodostamia ”kvartetteja”. G4-rakenteiden 
muodostuminen ja niiden pysyvyys on vahvasti sidoksissa K+-ionin konsentraatioon. 

G4-rakenteella, joka olisi dynaaminen, pH herkkä ja stabiili neutraaleissa oloissa, olisi 
potentiaalia toimia lääkekuljettimena, biosensorina tai nanoteknologiassa. Tämän 
tutkielman tarkoituksena oli tutkia G-kvadruplekseja muodostavan wtTel26 geenistä 
pilkottujen oligonukleotidien hybridisaation ajamaa N-metoksioksatsolidiiniligaatiota. 
Tutkimus aloitettiin valmistamalla päistään modifioidut oligonukleotidit, jotka pareittain 
muodostaisivat N-metoksioksatsolidiiniligaation kautta wtTel26 sekvenssin. 
Tutkimuksessa käytettiin kolmea eri mallia, joissa ligaation kohta olisi hybridisoituneen 
rakenteen eri silmukoissa. Alustavissa kokeissa todistettiin reaktion toimivuus, jonka 
jälkeen tutkittiin sen riippuvuutta K+-ionin konsentraatiosta. Reaktion muodostumisen 
nopeutta mitattiin pH:ssa 5, + 20 °C lämpötilassa. Syntyneet G-kvadrupleksit 
karakterisoitiin massaspektrometrisesti. Lisäksi niiden G-kvadrupleksinen laskostuminen 
todennettiin CD-spektroskopialla vertailemalla eristettyjen tuotteiden spektrejä puhtaan 
wtTel26 CD-spektriin. 
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Lyhenneluettelo 

6-FAM 6-carboxyfluorescein 

ACN  Asetonitriili 

ADC  Vasta-aine-lääkekonjugaatti 

BRCA1 Breast cancer type 1 susceptibility protein 

CD  Circular dicroism 

DCM  Dikloorimetaani 

DIPEA  Di-isopropyylietyyliamiini 

DMAP  4-dimetyyliaminopyridiini 

DMF  Dimetyyliformamidi 

DMSO  Dimetyylisulfoksidi 

DNA  Deoksiribonukleiinihappo 

dsDNA Kaksoiskierteinen deoksiribonukleiinihappo 

dT-CPG Tymidiini kiinteäkantaja 

ESI  Elektronisumu ionisaattori 

FDA  Food and Drug Administration 

FRET  Förster resonanssi energian siirto 

G4  G-kvadrupleksi 

G4BP  G-kvadrupleksiin sitoutuva proteiini 

H-DNA Kolmoiskierteinen deoksiribonukleiinihappo 

HPLC  Korkean erotuskyvyn nestekromatografia 

HPLC-MS Korkean erotuskyvyn nestekromatografi-massaspektrometri 

mQ  Tyypin 1 ultrapuhdas vesi 

NaCl  Natriumkloridi 

NGS  Next generation sequensing 

NMR  Ydinmagneettinen resonassi 

PTFE  Polytetrafluorieteeni 

PyBOP Bentsotriatsol-1-yylioksitripyrrolidinofosfoniumheksafluorifosfaatti 

Q-TOF  kvadropoli lentoaika-massaspektrometri 

RHPS4 3,11-difluoro-6,8,13-trimethyl-8H-quino[4,3,2,kl]acridinium 

methosulfate 

RNA  Ribonukleiinihappo 

RP-HPLC Korkean erotuskyvyn käänteisfaasinestekromatografia 

siRNA  Lyhyt häiritsevä RNA 
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SNA  Pallomainen nukleiinihappo 

Tald.  5´-asetaldehydi-tymidiini 

TBAF  Tetrabutyyliammoniumfluoridi 

TBDMS Tert-butyylidimetyylisilyylikloridi 

TBE  Tetrabromoetaani 

TEA  Trietyyliamiini 

TEAA  Trietyyliammoniumasetaatti 

TF  Translaatiotekijä 

TFO  Kolmoiskierteitä muodostava oligonukleotidi 

THF  Tetrahydrofuraani 

TLC  Ohutkerroskromatografia 

TMPyP4 TMPyP4, meso-5,10,15,20-Tetrakis-(N-methyl-4-pyridyl)porphine 

UNOMe  2´-deoksi-2´-(N-metoksiamiini)-uridiini 

UT  Uridiini-Tymidiini 

UTR  Ei-koodaava alue 

wtTel26 G-kvadrupleseja muodostava geeni 
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1. Johdanto 

1.1 Hoogsteen -emäspariutuvat DNA:n sekundäärirakenteet 

Deoksiribonukleiinihappo (DNA) on geneettisen informaation varasto, joka ohjaa 

kaikkien elämänmuotojen toimintaa. DNA perusrakenteessa Watson-Crick-emäsparit,  

A – T ja G – C ovat kahden deoksiriboosin välissä kietoutuneena kaksoiskierteeksi, B-

DNA:ksi. DNA on kuitenkin molekyylinä monimuotoinen ja se voi sisältää esimerkiksi 

hiusneuloja ja pullistumia. Tämän lisäksi DNA voi muodostaa korkeamman asteen 

sekundäärirakenteita hyödyntämällä Watson-Crick-emäsparien ulkopuolista 

vetysitoutumista. Tämä avaa uuden, laajemman käsityksen DNA:n rakenteesta ja siitä 

mihin kaikkeen se molekyylinä kykenee. Huomionarvoisia näiden poikkeavien 

sitoutumismallien joukossa ovat G-kvadrupleksit (G4)1, I-muotoinen DNA2 ja DNA:n 

kolmoiskierteet3. 

Näitä kaikkia edellä mainittuja rakenteita yhdistää se, että ne tapahtuvat 

Hoogsteen -emäspariutumisen kautta (Kuva 1.). Toisin kuin Watson-Crick -

emäspariutumisessa, jossa adenosiini ja tymidiini (tai uridiini RNA:ssa) sekä guaniini ja 

sytidiini muodostavat kaksi ja kolme vetysidosta, Hoogsteen -emäspariutumisessa 

käytetään puriiniemästen N7-typen puolta, joka ei normaalisti osallistu emästen väliseen 

sitoutumiseen.4 Toisen puolen käyttäminen mahdollistaa erilaisia sitoutumis- 

mahdollisuuksia, joita ei normaalissa Watson-Crick pariutumisessa ole. Esimerkiksi 

kahden guaniinin sitoutumisen G4-rakenteissa, jossa puriinin toisen puolen N7-typpi 

osallistuu sitoutumiseen tai kolmannen emäksen sitoutumista kolmoiskierteisessä 

DNA:ssa, jossa sama puriinin N7-typpi, toimii sidoksessa donorina. Rakenteesta riippuen 

tällainen sitoutuminen ei kuitenkaan usein ole pysyvää fysiologisissa olosuhteissa ja 

rakenteet ovat väliaikaisia. Kolmoiskierteen muodostuminen edellyttää esimerkiksi 

sytosiinin N3-typen protonoitumisen, joka tapahtuu vain lievästi happamissa 

olosuhteissa.5 
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Kuva 1. Vertailu yleisemmin tunnetun Watson-Crick -emäspariutumisen ja Hoogsteen  
-emäspariutumisen välillä. Hoogsteen -emäspariutuminen hyödyntää puriinin N7 typen puolta, 
joka ei normaalisti osallistu emästen väliseen sitoutumiseen. Hoogsteen -vetysitouminen 
edellyttää sytosiinin protonoitumista. Puriinin N7 on merkitty kuvan punaisella. 

I-muotoinen DNA muistuttaa G-kvadrupleksia. Rakenteena I-muotoinen DNA on 

lähimpänä G-kvadrupleksia oleva DNA:n sekundäärirakenne. Siinä paralleelit, paljon 

sytosiinia sisältävät sekvenssit, muodostavat pareittain interkaloituneen, I:n muotoisen 

rakenteen2 (Kuva 2.). Muodostuakseen, tämä rakenne vaatii lievästi happaman pH:n sillä 

rakenteen muodostamiseen osallistuvista sytosiineista toisen täytyy olla protonoituneessa 

tilassa (N3: pKa = 4.57).6,7,8 N3-typpien välistä löytyvä protoni on delokalisoitunut ja 

hyppii kahden typen välillä.9 G4-rakenteen tavoin, I-muotoinen DNA voi olla 

intramolekulaarinen, muodostaen silmukoita.8 Rakenne voi muodostua myös kahdesta eri 

juosteesta ollen intermolekulaarinen. G4-rakenteiden tavoin I-muotoinen DNA 

hyödyntää π-pinoutumista interkaloituneiden sytosiinien kasaamisessa. G4-rakenteesta 

poiketen, I-muotoinen DNA ei sisällä kationia joka stabiloi rakenteen, vaan se on korvattu 

hemiprotonoituneella N3-H-N3+-sidoksella.9  

I-muotoisen DNA:n olemassaolo pystyttiin havaitsemaan hiljattain in vivo, vasta-

aineella, joka kykenee sitoutumaan selektiivisesti tähän rakenteeseen.10 I-muotoinen 

DNA muistuttaa paitsi rakenteeltaan, myös ominaisuuksiltaan G-kvadrupleksia, 

osallistuen geenien ilmenemisen säätelyyn erilaisten proteiini- ja 

pienmolekyylivuorovaikutusten kautta.11–13 Käyttämällä samaa laskennallista mallia, 

joka tehtiin alunperin mahdollisten G4-rakenteiden etsimistä varten, I-muotoisen DNA:n 

mahdollisten paikkojen huomattiin keskittyvän lähinnä geenien promoottorien alueelle.14 

Tästä syystä I-muotoisen DNA:n käyttöä terapeuttisena kohteena on tutkittu, varsinkin 

koska moni näistä edellä mainituista kohdista liittyvät onkogeenisten geenien 



5 

hallitsemiseen.15 15 Paitsi, että I-muotoisen DNA:n rakenteella ja ominaisuuksilla on 

merkitystä in vivo, sitä voitaisiin hyödyntää myös esimerkiksi analytiikassa tai 

nanoteknologiassa. Sen konformaation muutos on nopea, reversiibeli ja pH-riippuvainen, 

täydellinen käytettäväksi esimerkiksi erilaisissa sensoreissa tai kytkimissä. 

Suoraviivaisin sovellutus on käyttää rakennetta pH-mittarina. Sytosiinia sisältävä 

oligonukleotidi on usein liitetty toiseen rakenteeseen konformaation muutoksen 

havaitsemiseksi esimerkiksi kultananopartikkeliin väriin perustuvissa menetelmissä16 tai 

elektrodiin elektrokemiallisessa anturissa.17 Solun sisäisessä in vivo analytiikassa on 

käytetty DNA-rakenteisiin perustuvaa nanolaitetta, jonka konformaation muutosta 

mitataan flueresenssilla.18 Konformaation muutos tuo fluoresenssin sammuttajan leiman 

lähelle, laskien mitattua fluoresenssia. Liu et. al.18 tutkivat tämän kaltaista sensoria. 

Heidän mallissa konformaation muutoksen todettiin tapahtuvan noin viidessä sekunnissa. 

He myös tutkivat konformaation muutoksen toistettavuutta. 30 syklin aikana signaalin 

maksimin vaihteluväli oli 3% eikä reaktiossa havaittu merkittävää signaalin alenemaa 

ensimmäisen ja viimeisen syklin välillä.  

 
Kuva 2. Kuva I-muotoisesta DNA:sta ja siinä esiintyvästä sytosiini-sytosiini Hoogsteen  
-emäsparista. Sytosiiniparin N3-typet ovat hemiprotonoituneessa tilassa, eli parista toisen 
sytosiinin typpi on protonoituneena sitoutumisen mahdollistamiseksi. Rakenteessa voi olla 
muitakin Hoogsteen -emäspareja, kuten rakenteen päädyissä olevat Tymiini-Tymiini parit (kelt-
kelt). 

DNA:n kolmoiskierteessä kaksoiskierteiseen DNA:han sitoutuu Hoogsteen  

-emäspariutumisen avulla kolmas juoste.3,19 Kuten aikaisemmin esitelty I-muotoinen 

DNA, kolmoiskierre voi olla joko intra- tai intermolekulaarinen (Kuva 3. A). 

Intramolekulaarista DNA:n kolmoiskierrettä tunnetaa kahta erilaista; ٭H-DNA ja H-

DNA. Rakenteet eroavat sitoutuvan kolmannen juosteen koostumuksessa, H-DNA:ssa 
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kolmas juoste koostuu pääasiassa pyrimidiiniemäksistä eli tymiinistä ja sytosiinista ja 

 H-DNA:ssa pääasiassa puriiniemäksistä eli guaniinista ja adeniinista.20 Rakenteiden٭

muodostumiseen tarvittavat olosuhteen myös eroavat. H-DNA vaatii hieman happamat 

olosuhteet, että homopyrimidiini juosteen adenosiiniemäs pääsee protonoitumaan, jolloin 

koko juoste taipuu taakse sitoutuen paralleelisti edeltävää puriini juosteeseen.21 ٭H-DNA 

muodostuu neutraaleissa olosuhteissa ja sitoutuva kolmas juoste on antiparalleelisti 

asettuneena. Rakennetta stabiloi Mg2+-ioni.22 Intermolekulaarisessa  kolmoiskierteessä 

kolmas juoste on irrallinen rakenne esimerkiksi kolmoiskierteitä muodostava 

oligonukleotidi (triplex forming oligonucleotide, TFO). Kolmannen juosteen 

sitoutuminen riippuu sen ja kohde DNA:n rakenteesta. Paljon pyrimidiiniemäksiä eli 

sytosiiniä ja tymiiniä sisältävä kolmas juoste sitoutuu paljon puriiniemästä sisältävään 

kaksoiskierteiseen DNA:han paralleelisti Hoogsteen-emäspariutumisella. Paljon 

puriiniemästä eli adeniinia ja guaniinia sisältävä kolmas juoste sitoutuu antiparalleelisti 

(Kuva 3. B).23 H-DNA:ssa kolmas DNA:n juoste sitoutuu olemassa olevan 

kaksoiskierteen leveään uraan. Alkuperäisen DNA molekyylin kiertyneisyys vaikuttaa 

kolmannen juosteen sitoutumiseen. DNA:n kolmoiskierre ja erityisesti H-DNA toimii 

useiden geenien ilmentämisen säätelijänä pääasiassa eukaryoottisissa soluissa, missä niitä 

löytyy eniten geenien promoottorien alueelta.24 

 
Kuva 3. A) Yllä intramolekulaarinen DNA:n kolmoiskierre, jossa peilikuvainen juoste on 
taittunut taakse ja sitoutunut kolmanneksi juosteeksi Hoogsteen -emäspareilla. Alla 
intermolekulaarinen, B-DNA:han sitoutunut kolmas juoste on erillinen molekyyli, kuten TFO.  
B) Esimerkit antiparalleelista H-DNA:sta, joka käyttää käänteistä Hoogsteen-pariutumista ja 
paralleelista H-DNA:sta, joka käyttää normaalia Hoogsteen pariutumista.  
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Kolmoiskierteiden tutkiminen oli aluksi 1990-luvulla kiivasta, johtuen sen kyvystä 

reguloida yksittäisten geenien ilmentymistä, kuten erityisesti syövissä keskeistä c-myc 

transkriptio faktoria.25 Kolmoiskierteiden muodostumiseen perustuvat ratkaisut eivät 

kuitenkaan ole päässeet esikliinisestä testivaiheesta eteenpäin.  Verrattuna I-muotoiseen 

DNA:han ja G4-rakenteisiin, joissa rakenteita muodostavien pienmolekyylien ja 

kohteena käyttävien entsyymien tunnistusmekanismit perustuvat sekvenssien 

homogeenisyydestä johtuen rakenteellisiin eroihin, TFO:n tunnistus perustuu sekvenssiin 

ja on täten paljon spesifisempi ja helpomi kohdentaa tiettyyn geeniin. Ongelmat TFO:n 

käyttöön lääkkeenä liittyvät enemmän oligonukleotidien yleisiin ongelmiin, kuten 

kohteeseen pääsyyn ja riittävän tehokkaaseen sitoutumiseen. Oligonukleotidit eivät 

esimerkiksi sellaisenaan pääse soluun, vaan ne tarvitsevat usein aktiivisen kuljettimen. 

Lisäksi guaniinipitoinen TFO voi herkästi muodostaa G-kvadrupleksin solussa.26 Vaikka 

TFO:n luoman tripleksin muodostuminen on hidasta, muodostuva tripleksi on 

suhteellisen pysyvä.27 Näistä haasteista huolimatta TFO:n potentiaali on suuri. 

Tässä tutkielmassa tullaan pääsääntöisesti keskittymään kolmanteen esimerkkiin 

Hoogsteen-pariutuvista DNA:n sekundäärirakenteista: G-kvadruplekseihin. I-muotoisen 

DNA:n ja H-DNA:n tavoin, G4-rakenteet ovat normaalista kaksoiskierteisestä DNA:sta 

muodostuva erityinen rakenne, joka hyödyntää Hoogsteen -emäspariutumista. Kuten I-

muotoinen DNA ja H-DNA, G4-rakenteet omaavat myös samanlaisia geneettiseen 

säätelyyn ja solusykliin liittyviä ominaisuuksia.  

1.2 G-kvadrupleksit 

Yksittäisten guanosiinimonofosfaattien taipumuksesta aggregoitua konsen- 

troidussa liuoksessa geeliksi on tiedetty jo yli sata vuotta.28 Tuolloin käsiteltiin vain 

yksittäisiä monofosfaatteja, joita löydettiin haimasta, eikä aggregoitumisen syytä tiedetty 

tarkemmin. Ensimmäinen julkaisu guaniinin muodostamasta heliksimäisestä rakenteesta 

tehtiin 50 vuotta myöhemmin optisilla mittausmenetelmillä ja 13 vuotta tämän jälkeen 

rakenteen nelisäikeisyys varmistettiin röntgendiffraktiolla ja tietokonemallinnuksella.1,29 

NMR-spektroskopian ja modernien tietokonemallien avulla on tunnistettu useita erilaisia 

G4-rakenteita, intramolekulaarisista intermolekulaarisiin ja multimeerisiin G4-

rakenteisiin asti (Kuva 4.).30,31 G4-rakenteen muodostuminen tarvitsee guaniinipitoisen 

sekvenssin ja kationin, jonka ympärille koordinoitua.  Kumpikaan näistä ei ole solussa 

harvinainen; kationina G4 käyttää monovalenttisia kationeita kuten kalium- tai natrium-

ioneja, joista ensimmäinen muodostaa noin 98% solun sisäisistä kationeista.32 Tästä 

syystä in vivo G4-rakenteet ovat käytännössä aina koordinoituneet kaliumin ympärille. 
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Litium-ionia on yleisesti käytetty kontrollina, joka ei juurikaan muodosta G4-rakenteita, 

mutta yhdessä natriumin tai kaliumin kanssa litium parantaa rakenteen muodostumista 

voimakkaamman DNA:n kondensoitumisen kautta.33 Aikaisemmat tietokone- 

mallinnukset löysivät ihmisen genomista noin 375 000 mahdollista kohtaa G4-

rakenteiden muodostumiselle.34,35 Nämä ovat kuitenkin vain arvioita, jotka on saatu 

laskemalla. Uudemmat tutkimukset, joissa on käytetty uuden sukupolven sekvensointia 

(next generation sequensing, NGS), löydettiin 715 000 mahdollista kohtaa.36 Suuri määrä 

uusista kohdista koostui epätavallisen pitkiä silmukoita omaavista G4-rakenteista, joita 

laskennallinen malli ei kyenny huomioimaan.37 Tämä ei kuitenkaan tarkoita, että kaikissa 

näissä kohdissa olisi riittävät olosuhteet G4-rakenteiden muodostamiselle, tai 

muodostuva G4-rakenne olisi riittävän stabiili pysyäkseen kasassa. Tarkka tieto G4-

rakenteiden oikeasta määrästä in vivo on käytännössä mahdotonta tietää, koska 

mahdollisia rakenteita on yksinkertaisesti liikaa ja niiden havaitseminen 

komiuloitteisessa muodossa on vaikeaa. Lisäksi G4-rakenteet ovat väliaikaisia ja 

muodostuvat vain tiettyjen prosessien aikana.38,39  

 
Kuva 4. Erilaisia mahdollisia G4-rakenteita. A) Kaksi esimerkkiä intramolekulaarisesta G-
kvadrupleksista. B) Kaksi hybridi-tyypin G-kvadrupleksia. Tutkimuksessa käytetty wtTel26 
muodostaa päätuotteena hybridi-2-tyypin G4-rakenteita (oikealla). Rakenteet ovat tasapainossa, 
jonka liikkumiseen voi vaikuttaa esimerkiksi olosuhteet tai rakenteessa käytetyn kationin tyyppi. 
C) Intramolekulaarisia G-kvadruplekseja. 

G4-rakenteet ovat monimutkaisia rakenteita joiden topologiaan vaikuttavat monet 

eri asiat kuten sekvenssi, kationi, muodostuuko se yhdestä vai monesta eri 

nukleotidinauhasta ja rakennetta ympäröivät olosuhteet.40 Perusrakenteena G4 koostuu 

päällekkäin kasautuneista guaniinin kvarteteista, näitä yhdistävistä silmukoista sekä 

rakenteen keskellä olevasta kationista.41 G4-rakenteiden muodostumisen Gibbsin 

vapaaenergia on kuitenkin negatiivinen, joten nämä rakenteet voivat muodostua 

spontaanisti.42  Guaniinien kvartetteja pitää olla päällekkäin vähintään kolme tai 

enemmän, ja välissä olevien silmukoiden pituus vähintään kaksi nukleotidia, mutta 
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silmukka voi olla useita kymmeniä nukleotidejä pitkä. Silmukan pituus korreloi 

käänteisesti G4-rakenteen pysyvyyden kanssa, kestäen jopa 21 nukleotidiä pitkiä 

silmukoita, mutta yleisesti hyvin pitkät silmukat tai useampi pitkä silmukka heikentävät 

huomattavasti rakenteen pysyvyyttä.43 Yleisin G4-rakenne on kolme kvartettia, 

yhdistettynä kolmen nukleotidin silmukalla. Kvartettien määrän ja silmukoiden 

pituuksien lisäksi G4-rakenteet voivat muodostua kahdesta, komesta tai neljästä eri 

nukleotidinauhasta. Näitä rakenteita kutsutaan intramolekulaarisiksi G-

kvadruplekseiksi31,44. Lisäksi kaikki edellä mainitut intra- ja intermolekulaariset G-

kvadrupleksit voivat keskenään muodostaa multimeerisiä rakenteita.30 Toisin sanoen 

erilaisten mahdollisien rakenteiden määrä on valtava.  

G4-rakenteen kationi on tärkein osa rakenteen muodostamista. Ilman sitä kvartetit 

eivät koordinoidu, eikä rakennetta muodostu. Kationi myös joissain tapauksissa ohjaa 

mihin kolmiuloitteiseen muotoon G4 päätyy. Kationi on koordinoituneena rakenteen 

keskellä, kahden kvartetin välissä. Solun sisällä vallitsevien olosuhteiden takia tämä 

kationi on käytännössä aina kalium-ioni. Tämä ei kuitenkaan tarkoita etteivät erilaiset 

kationit, joita ei ole saatavilla solussa, jopa divalentit kationit, sopisi. Näistä eksoottisista 

monovalenttisista kationeista rubidium, cesium, tallium ja ammoniumioni45 ovat G4-

rakenteita stabiloivia. Vastaavasti divalenteista kationeista strontium, barium ja lyijy46 

omaavat edellä mainittuja kationeja vastaavat ominaisuudet. Kationien välillä on 

kuitenkin eroja stabiloivan vaikutuksen vahvuudessa (Sr2+ > Ba2+ > Ca2+ > Mg2+ > K+ > 

Rb+ > Na+ > Cs+).  Monilla kationeilla on myös G4-rakenteita häiritseviä vaikutuksia. 

Mangaani, koboltti ja nikkeli destabiloivat G-4 rakenteita jo pienissä määrissä ja tietyissä 

olosuhteissa ne voivat jopa estää rakenteiden muodostumisen kokonaan.47 Hyvä 

esimerkki kationin vaikutuksesta G4:n rakenteeseen on tässäkin tutkimuksessa käytetty 

ihmisen telomeerinen DNA. Se muodostaa kaksi hyvin erilaista rakennetta: korimaisen 

G-kvadrupleksin natrium-ionin läsnäollessa ja hybridi-tyypin kvadrupleksin kalium-

ionin toimiessa kationina.48,49,50  

DNA-sekvensointi ja vasta-ainetutkimuksissa on huomattu, etteivät mahdolliset 

G4-rakenteita muodostavat alueet ole sattumanvaraisesti pitkin genomia, vaan keskittyvät 

erityisesti geenien promoottorialueisiin, DNA:n ei-koodaviin alueisiin (untranslated 

region, UTR) ja genomien päätyihin, telomeereihin.35,51 Tämä tiettyille alueille 

keskittyminen ja G4-rakenteiden esiintymisen in vivo, viittaavat siihen, että G-

kvaduplekseilla on vaikutus solun kasvuun ja geenien ilmentämisen prosesseihin, kuten 

DNA:n replikaatioon, transkriptioon ja muihin DNA- ja RNA-proteiini-

vuorovaikutuksiin.52–56. Vaikka G4-rakenteet ovatkin stabiileja rakenteita, eivät ne voi 
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muodostua spontaanisti kaksoiskierteiseen DNA:han ilman apua. Yksijuosteista DNA:ta 

löytyy kahdesta paikasta,  telomeereistä ja hetkellisesti DNA:n replikaation, transkription, 

tai korjauksen aikana. Tällöin normaalit Watson-Crick emäsparit rikkoutuvat ja sopiva 

yksijuosteinen DNA:n pätkä voi DNA-hiusneulan sijaan muodostaa G4-rakenteen 

Hoogsteen -emäspariutumisen kautta.  DNA:n lisäksi G4-rakenteita voi muodostus myös 

RNA:han, jossa ne myös toimivat eri proteiinien kohteina ja DNA:n G4-rakenteiden 

tapaan ne voivat säädellä geneettisiä prosesseja, kuten translaation tehokkuutta.57,58 RNA 

G4-rakenteista ei pitkään ollut varmaa näyttöä in vivo ja useat tutkimukset väittivät, ettei 

G4-rakenteita muodostuisi RNA:han.59 RNA sekvenssoinnin kehittymisen myötä on 

kuitenkin saatu varmaa tietoa siitä, että RNA sisältää G4-rakenteita.60 Koska G4-

rakenteet ovat sekä DNA:ssa että RNA:ssa huomattavasti pysyvämpiä kuin hiusneulat, 

täytyy niiden muodostumista myös jotenkin hallita ja rajoittaa.61 

G-kvadruplekseihin sitoutuvien proteiinien tutkimus on vielä hyvin tuore ala, 

mutta useiden proteiinien on huomattu kontrolloivan G-kadrupleksien muodostumista ja 

hajoamista. Nämä proteiinit on yhdistetty esimerkiksi neurologisiin sairauksiin, kuten 

amyotrofiseen lateraalikleroosiin (ALS)62–64 ja frontotemporaaliseen dementiaan 

(FTD)63,64, sekä degeneretiivisiin sairauksiin kuten nivelreumaan65 ja jälkeenjääneisyyttä 

aiheuttava Fragile-X (FraX)66,67 geneettiseen häiriöön, jonka aiheuttaa mRNA:n G4-

rakenteet, jotka hiljentävät tärkeiden proteiinien translaatiota. Tästä tautien laajasta 

kirjosta johtuen G4-rakenteisiin sitoutuvat proteiinit (G4BP, G4 binding protein) ovatkin 

yksi mielenkiintoinen kohde uusille lääkeaineille ja hoidoille. Nämä proteiinit jaetaan 

kahteen eri ryhmään niiden toiminnan perusteella: G4-rakenteita muodostaviin 

proteiineihin ja G4-rakenteisiin sitoutuviin proteiineihin. Proteiinit kuten helikaasit68,69, 

nukleolinit70–72 ja saperonit73 säätelevät  kvadrupleksien muodostumista ja hajoitusta, 

jottei stabiili G4-rakenne häiritsisi muita DNA:han tai RNA:han sitoutuvia proteiineja ja 

niiden toimintaa. G4-rakenteisiin sitoutuvat proteiinit taas käyttävät jo muodostunutta 

kvadrupleksia sitoutumiskohteena vaikuttaen esimerkiksi DNA-replikaatioon tai RNA:n 

translaatioon.74,75 Nämä proteiinit toimivat usein biologisia prosesseja ohjaavina 

proteiineina, kuten transkriptiotekijänä (transcription factor, TF) tai BRCA1 (Breast 

cancer type 1 susceptibility protein), joka ohjaa DNA:n korjausta.76 Näiden proteiinien 

kohteentunnistamisen mekanismien selvittäminen on erittäin tärkeää, jos G4BP halutaan 

hyödyntää lääkkeiden kohteena. Näiden vuorovaikutusten selvittäminen on kuitenkin 

osoittautunut vaikeaksi, koska toisin kuin monilla muilla proteiineilla, joiden kohde on 

pysyvä ja helposti ennustettava, G4BP:n kohde voi olla joko normaalissa B-DNA 

muodossa, tai G4-rakenteena. Tämä G4-rakenteen luontainen väliaikaisuus vaikeuttaa 
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vuorovaikutusten tutkimista in vivo. Lisäksi G4-rakenteiden muodostumista in vivo on 

vaikea ennustaa.  Kuten aikaisemmin mainittu, erilaisten G4-rakenteiden kirjo on myös 

suuri ja ne ovat hyvin dynaamisia. Lisäksi erona muihin DNA:han ja RNA:han sitoutuviin 

proteiineihin, joiden kohteentunnistus perustuu tiettyy sekvenssiin, G4-rakenteiden 

sekvenssi on hyvin homogeeninen, jolloin kohteentunnistus perustuu enemmän G4-

rakenteen kolmiulotteiseen muotoon, vaikeuttaen niihin sitoutuvien proteiinien 

vuorovaikutuksen selvitystä.77 Muita ongelmia ovat muun muassa proteiinien 

selektiivisyys ja erilaisten G4-rakenteiden erottelun spesifisyys toisistaan eli miten G4-

proteiini erottaa halutun G4-rakenteen. Yhdessä kaikki edellä mainitut seikat, kuten G4-

rakenteiden väliaikaisuus ja niihin vuorovaikuttavien entsyymien mekanismi, 

selektiivisyys ja spesifisyys, tekevät G4-rakenteista erittäin monimuotoisia ja proteiini 

vuorovaikutuksista vaikeita tutkia. 

G4-proteiinien vuorovaikutusten havaitsemiseen ja karakterisointiin voidaan 

käyttää spektroskooppisia menetelmiä, kuten NMR-spektroskopiaa tai röntgen- 

kristallografiaa.78 Tarkempaan G4-G4BP-vuorovaikutusten mittaamiseen käytetään 

usein monimutkaisempaa ja työläämpää menetelmää, kuten kromatiinien 

immunosaostusta (ChlP).79 G4BP-vuorovaikutusten tutkiminen suuren läpimenon 

seulonnalla (high throughput screening, HTS) on vielä puutteellista. Useat eri menetelmät 

kuten Försterin resonanssienergiansiirto (FRET) ovat tehokkaita, mutta ovat rajoittuneet 

käyttöön in vitro.80 Kun taas in vivo HTS menetelmät, kuten ChIP, eivät kykene 

tunnistamaan, oliko sitoutumiskohta G4-muodossa vai normaalina kaksoiskierteenä.79 

Tämä tarkoittaa että G4-G4BP-vuorovaikutusten tutkimisessa täytyy tukeutua moniin 

erilaisiin menetelmiin ja rakennekirjaston luominen on työlästä. 

Kuten on aikaisemmin jo todettu, G-kvadrupleksit ovat rakenteina ainutlaatuisia 

ja hyvin monimuotoisia. Tämä sama malli jatkuu myös G4-rakenteisiin sitoutuvien 

ligandien osalta. G4 ligandit ovat joukko pienmolekyylejä, joiden rakenteelliset 

ominaisuudet mahdollistavat niiden spesifin vuorovaikutuksen G-kvadrupleksien kanssa 

normaalin DNA:n kaksoiskierteen sijaan.81 G4-rakenteiden merkitys monien geneettisten 

toimintojen hallinnassa, sekä niiden yhteys moniin erilaisiin sairauksiin on herättänyt 

mielenkiintoa G4-rakenteisiin ligatoituvien pienmolekyylien käytöstä hoitona tai apuna 

diagnostiikassa.63,64,67,82 Näitä pienmolekyylejä on tunnistettu tuhansia ja löydetyistä 

rakenteista on luotu tietokanta (www.G4ldb.com). Näitä pienmolekyylejä yhdistää 

yleisesti kolme päärakennetta, jotka mahdollistavat interaktion G4-rakenteiden kanssa: 

aromaattiset rengasrakenteet, positiiviset varaukset sekä useita vetysidoksia muodostavia 

ryhmiä, kuten fluori, amiini ja ketoni (Kuva 5). Samasta ligandista ei välttämättä löydy 

http://www.g4ldb.com/
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kaikkia kolmea osarakenteita, mutta useat sisältävät kaikkia kolmea. Aromaattiset 

rakenteet, joko yksittäiset bentseenirenkaat tai suuremmat konjugoituneet rakenteet, 

mahdollistavat samantyyppisen π-pinoutumisen jolla G4-rakenteen kvartetit 

kasautuvat.83 π-π-interaktiot ovat yleisiä biomolekyylien välillä. Aromaattiset rakenteet 

tekevät yhdisteestä lipofiilisemman, parantaen erilaisten kalvojen, kuten soluseinämän tai 

veri-aivoesteen, läpäisevyyttä. Aromaattiset rakenteet kuitenkin sitoutuvat tehokkaasti 

verenkierrossa oleviin proteiineihin, mahdollisesti heikentäen aineen pääsyä tarkoitettuun 

kohteeseen. Positiiviset varaukset mahdollistavat pienmolekyylin interaktiot DNA- tai 

RNA-nauhan fosfaattien kanssa sekä mahdollistavat G-kvadrupleksia stabiloivan 

kationin korvaamisen. Positiivisesti varautuneet molekyylit omaavat korkean affiniteetin 

negatiivisesti varautuneisiin rakenteisiin, kuten solukalvoon ja proteiineihin. Tämä 

affiniteetti johtaa samoihin ongelmiin kuin aromaattisilla yhdisteillä, mutta varaukselliset 

molekyylit eivät läpäise veri-aivoestettä, tai muita kalvoja yhtä tehokkaasti. Vetysidoksia 

muodostavat ryhmät vuorovaikuttavat erityisesti guaniiniemästen kanssa, vahvistaen 

sitoutumista.84 Nämä ligandit eivät kuitenkaan omaa suurta spesifisyyttä erilaisten G4-

rakenteiden välillä ja kykenevät muuttamaan G4-rakenteen topologiaa sitoutumisen 

vahvistamiseksi.85 G4-ligandien käyttöä terapeuttisina aineina voitaisiin tehostaa 

kehittämällä niille sopiva kuljetin, jolla saataisiin pienmolekyyli selektiivisemmin 

haluttuun kohteeseen. Kuljettimen käyttö vapauttaisi myös ligandien suunnittelua, kun 

rakenteen mahdollisia haittoja voitaisiin lieventää. 

 
Kuva 5. G4 ligandeja; TMPyP4 (A), Pidnarulex (B), RHSP4 (C) 

Kuljettamisen lisäksi G4-ligandien käytössä lääketieteessä on toinen, vaikeampi 

haaste: ligandien huono spesifisyys eri G4-rakenteiden välillä. Vaikka nämä ligandit 

omaavat hyvän selektiivisyyden G4-rakenteille, verrattaessa normaaliin B-DNA:n 

kaksoiskierteiseen, niiden spesifisyys erilaisten G4-rakenteiden välillä on huono.86 Tämä 

johtuu siitä, että G4-rakenteet ovat keskenään hyvin samanlaisia, joka vaikeuttaa 
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lääkeaineen kohdentamista tiettyyn geeniin muodostuvaan G4-rakenteen. Spesifisyyden 

puuttuminen taas voi johtaa vakaviin sivuvaikutuksiin. Tietyillä ligandeilla on havaittu 

olevan jonkin asteista selektiivisyyttä G4-rakenteeseen sitoutumisen kanssa, mutta tämä 

ei päde yleisesti kaikkiin ligandeihin.87 G4-rakenteen adaptiivisuus ja kyky muuttaa 

topologiaansa ligandille sopivammaksi aiheuttaa suuren haasteen näiden 

pienmolekyylien selektiivisyyden osalta. Juuri tämä adaptiivisuus vaikeuttaa vaikutuksen 

kohdentamista tiettyyn G4-rakenteseen, sillä toinen G4-rakenne muualla genomissa tai 

erillinen RNA:han muodostunut G4 voisi sitoa ligandin tarkoitetun kohteen sijaan.88 

Erona proteiineihin verrattaessa on toisaalta se, että pienmolekyylien tapauksessa 

vuorovaikutusten ja tehokkaiden rakenteiden selvittäminen on helpompaa, sillä 

pienmolekyyleillä on useita G4-ligandeille tarkoitettuja suureen läpimenoseulontaan 

perustuvia menetelmiä kuten interkalaattorin syrjäyttämiseen perustuva G4-FID (G4-

fluorescence intercalator displacement). G4-FID perustuu pienmolekyylin syrjäyttämän 

interkaloituvan aineen fluoresenssin hiljentämiseen.89 Lisäksi pienmolekyyleille on 

helpompi tehdä rakenne-reaktiivisuustutkimuksia ja sitä kautta luoda suuri kirjasto 

erilaisista rakenteiden osista.88 

Edellä mainittujen haasteiden takia vain yksi G4-ligandi, fluorokinoloni- 

johdannainen CX-3543 (Quarfloxin), on aikaisemmin edennyt faasi II tutkimus- 

vaiheeseen, mutta vedettiin pois tutkimuksen jälkeen heikosta imeytymisestä johtuneen 

huonon tehokkuuden takia.90  Tutkimusta on tämän jälkeen jatkettu paljon Quarfloxin-

johdannaisilla. Tällä hetkellä lupaavimmalta lääkkeeltä näyttää CX-5461 (Pidnarulex). 

Federal drug administration (FDA) myönsi Pidnarulexille ”Fast track designation” rinta- 

ja munasarjasyöpään onnistuneen faasi Ia testivaiheen jälkeen.91 Nopeutettu status 

myönnettiin tammikuussa 2022 ja faasi Ia tulokset julkaistiin Nature-lehdessä viisi 

kuukautta myöhemmin.92 Faasi I tutkimuksessa Pidnarulex aiheutti kohtalaisen 

syöpäsolujen vastaisen vasteen ilman merkittäviä sivuvaikutuksia tai yleistä 

solutoksisuutta.92 Faasi 1b tutkimukset ovat tällä hetkellä käynnissä ja niiden on 

suunniteltu valmistuvan kesäkuussa 2024. Pidnarulex toimii samalla tavalla kuin monet 

muutkin G4-ligandit, stabiloiden DNA replikaation aikana yksijuosteiseen nauhaan 

muodostuvan G4-rakenteen, pysäyttäen replikaation, aiheuttaen DNA:n rikkoutumisen ja 

solukuoleman. 
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1.3 Happolabiili linkkeri 

Tehokkaan lääkkeen kehittäminen tiettyä tautia vastaan on vasta ensimmäinen askel 

lääkekehityksessä. Tämän jälkeen täytyy kehittää tapa saada lääke haluttuun kohteeseen 

ja pitää mahdolliset sivuvaikutukset mahdollisimman lievinä. Tästä syystä herkät tai 

hyvin myrkylliset lääkeaineet ovat usein konjugoituneena toiseen rakenteeseen. Kaksi 

hyvää esimerkkiä näistä ovat terapeuttiset oligonukleotidit ja sytostaatit. Oligonukleotidit 

eivät sellaisenaan ole pitkäikäisiä verenkierrosa nukleaasien pilkkomisen takia.93 Tästä 

syystä niiden rakennetta pitää muokata esimerkiksi fosforotioaatiksi. Lisäksi niiden 

kuljetinominaisuuksien parantamiseksi käytetään nanopartikkeleita sekä kudospesifisiä 

ligandeja.  Sytostaatit ovat tehokkaita lääkkeitä, jotka tappavat tai herkistävät säteilylle 

nopeasti jakautuvia soluja, kuten syöpäsoluja. Ne eivät kuitenkaan ole kovin spesifisiä ja 

aiheuttavat paljon sivuvaikutuksia terveille soluille.94,95 Sytostaatit ovat myös 

annostukseltaan hyvin rajoitettuja niiden korkean toksisuuden takia.96 Ratkaisuna näihin 

ongelmiin on kehitetty vasta-aine-lääke-konjugaatteja (ADC-lääkkeitä), joissa 

terapeuttinen aine on liitetty vasta-aineeseen, joka ohjaa lääkeaineen kulkeutumista, 

vähentää ”off-target -vaikutuksia”, suojelee lääkeainetta estämällä pienmolekyyliin 

kohdistuvan metabolian ja parantaa soluunottoa.97,98 Tämä kuitenkin tuo esiin uuden 

ongelman; miten terapeuttinen aine saadaan ligatoitua riittävän pysyvästi 

keskusrakenteeseen, mutta vapautettua, kun se on saatu halutulle alueelle? 

Lääkeaineen ja sitä ohjaavan makromolekyylin välisellä linkkerillä tulisi olla 

kolme pääominaisuutta: sen tulisi olla stabiili verenkierrossa, hajota vain tietyissä 

olosuhteissa ja niiden tulisi toimia useiden erilaisten lääkeaineiden kanssa.99 Muita 

edullisia ominaisuuksia linkkerille ovat yksinkertainen synteesi, yksinkertainen ja 

automatisoitava ligaatio ja biohajoavat metaboliatuotteet.100 Verrattaessa pilkottavia ja 

pilkkoutumattomia linkkereitä, pilkkoutumattomien linkkereiden toiminta perustuu 

vasta-aineen hajoamiseen. Tämän takia lääkeaineen vapautumisen prosessi muuttaa 

lääkeaineen rakennetta, vaikuttaen samalla sen tehokkuuteen. Tämän lisäksi 

pilkkoutumattomien linkkereiden käyttö on rajoittunut vain tiettyihin, niille sopiviin 

lääkeaineisiin.101 Toisaalta pilkkoutuvat linkkerit toimivat monien erilaisten rakenteiden 

kanssa, eikä linkkerin rakenne vaikuta vapautuvan lääkeaineen tehokkuuteen. 

Happolabiilit linkkerit kuuluvat pilkkoutuviin linkkereihin. Yleisesti nämä 

rakenteet ovat stabiileja verenkierrossa (pH = 7.4 102), mutta hydrolysoituvat jo lievästi 

happamassa ympäristössä. Tämä happolabiilius hyödyntää lääkeaineen vapautuksessa 

solun aktiivista sisäänottoa, endosytoosia. Endosytoosin aikana pH laskee ensin 
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ensodomissa (pH = 5–6 103) ja endosomin muuttuessa lysosomiksi (pH = 4.8 104). Koska 

hydrolyysi perustuu puhtaasti vain ympäröiviin olosuhteisiin, on näillä linkkereillä 

ongelmia lähinnä spesifisyyden kanssa verrattaessa pilkkoutumattomiin linkkereihin105 

tai entsymaattisiin linkkereihin106. Tämä puhtaasti kemiallinen pilkkoutuminen voi 

tapahtua missä tahansa muuallakin kuin kohteessa. Ainoa vaatimus on hydrolyysiin 

tarvittavat olosuhteet. Entsymaattisesti pilkottava linkkeri voidan suunnitella toimimaan 

vain tietyllä entsyymillä, esimerkiksi kasvaimessa yli-ilmennetyllä entsyymillä, 

parantaen lääkeaineen vapautumisen tarkkuutta ja vähentäen sivuvaikutuksia. 

Käytetyimpiä esimerkkejä happolabiileista linkkereistä ovat hydratsonit107–109, 

oksiimit110,111 tai ortoesterit112,113. Viimeaikoina on kehitetty myös uusia linkkereitä, 

kuten dimetoksibenzaldehydiasetaali114 ja tässä tutkimuksessa käytetty N-metoksi-

oksatsolidiini (Kaavio 1.). 115–117  

 
Kaavio 1. N-metoksioksatsolidiinin muodostus. Reaktioon tarvitaan kolme osaa; aldehydi, 
sekundäärinen amiini sekä β-hydroksyyli. 

Oksatsolidiinien perusrakenne on heteroatominen viisijäseninen rengas, joka 

koostuu hiilestä, yhdestä typestä ja yhdestä hapesta. N-metoksioksatsolidiinissa on vielä 

lisänä metoksiryhmä kiinnitettynä renkaassa olevaan typpeen. Oksatsolidiinit syntyvät 

aminoetanolin ja aldehydin välisellä kondensaatioreaktiolla.115 Tästä muodostuu 

raseeminen seos oksatsolidiinin R- ja S-isomeerejä. N-metoksioksatsolidiinissa ainoa ero 

on, että α-aseman typpi ei ole primäärinen, vaan siinä on kiinni metoksiryhmä. Reaktion 

alku on samanlainen kuin neoglykosylaatiossa, kun α-nukleofiili hyökkää aldehydin 

karbonyylihiileen muodostaen hemiaminaali-välituotteen. Tämän jälkeen välituotteesta 

lohkeaa vesi. Oksatsilidiinissa β-hydroksyyliryhmä tekee muodostuneeseen 

imiiniumvälivaiheeseen molekyylin sisäisen nukleofiilisen hyökkäyksen. Tuloksena 

muodostuu tällöin R- ja S-isomeerien seos. N-metoksioksatsolidiinin muodostuminen on 

reversiibeli ja pH-riippuvainen reaktio.118 Johtuen α-nukleofiilisen oksiamiinin 

nukleofiilisuudesta ja alhaisemmasta emäksisyydestä, verrattuna amiineihin,  N-

metoksioksatsolidinit muodostuvat lievästi happamissa olosuhteissa (Kaavio 2.).118 
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Kaavio 2. Tutkimuksessä käytettyjen modifoitujen oligonukleotidien ligaatioreaktio. 

pH:n lisäksi lisäksi käytettävän aldehydin rakenne vaikuttaa reaktion nopeuteen.118 

Yksinkertaisissa pienmolekyyleillä tehdyissä kokeissa havaittiin reaktion suosivan 

erityisesti alifaattisia aldehydejä.118  Sama riippuvuus havaittiin myös oligonukleotidien 

ja polypeptidien välisessä konjugaatiossa.116 Yksi tapa suojata oligonukleotidissa oleva 

aldehydi on muodostaa siitä N-metoksioksatsolidiini, joka poistetaan ennen reaktiota in 

situ. Vertailemalla suojatun ja suojaamattoman aldehydimodifoidun oligonukelotidin 

ligaatiota huomattiin suojaamattoman oligonukleotidin ligatoituvan kuusi kertaa 

nopeammin kuin suojattu, mutta reaktio suojaamattomalla aldehydillä johti myös 

sivureaktioihin.119  Oligonukleotidien konjugointia N-metoksioksatsolidiinilla on 

aikaisemmin tutkittu DNA templatoidulla ligaatiolla käyttäen toisilleen 

komplementaarisia sekvenssejä jotka muodostivat hiusneulamaista DNA:ta (Kuva 6.).119 

Pienemmän DNA-hiusneulan ligaatiossa saavutettiin reaktion puoliväli 106 tunissa ja 

reaktion lopullinen saanto oli  53% (pH 5,0 ja 22°C, Kuva 6. A). Vastaavassa reaktiossa 

pidemmällä hiusneulamaisella oligonukleotidillä reaktion puoliväli saavutettiin vasta 118 

tunnin kohdalla ja saannoksi saatiin 49% (Kuva 6. B). Eli suuremmalla 

komplementaarisella rakenteella ei ollut merkitystä reaktionopeuden eikä reaktion 

tasapainon kannalta.119  

 
Kuva 6. Aho et. al.119 tutkimuksessa käytetyt oligonukleotidimallit. A Kahden suoran 
oligonukleotidin N-metoksioksatsolidiiniligaatio ja siitä seuraava pieni hiusneulamainen rakenne. 
B Suuremman hiusneulamaisen oligonukleotidin ja sille komplementaarisen juosteen ligaatio.  
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1.4 Työn tarkoitus 

Työn tarkoituksena oli tutkia G-kvadrupleksin itsejärjestäytymisen seurauksena 

tapahtuvaa N-metoksioksatsolidiiniligaatiota. Tutkimus aloitettiin selvittämällä 

tapahtuuko N-metoksioksatsolidiiniligaatio kahden oligonukleotidin välille G-

kvadrupleksin itsejärjestäytymisen seurauksena ja millaisia vaikutuksia reaktio-

olosuhteilla on reaktioon. Kun ligaatio todettiin toimivaksi, mitattiin reaktion nopeutta 

vaihtelevissa kaliumin konsentraatioissa. Lopuksi varmistettiin vielä, että rakenne on G-

kvadrupleksi vaikka sekvenssissä olisi N-metoksioksatsolidiinilinkkeri. Tutkimus- 

ryhmässämme on jo aikaisemmin tehty tutkimusta N-metoksioksatsolidiiniligaation 

käytöstä erilaisten biomolekyylien välissä, kuten oligonukleotidien ja polypeptidien118 

välissä sekä DNA-templatoidussa synteesissä.119 Tälle työlle tärkeimpänä esimerkkinä 

tutkimusryhmän aikaisemmasta tutkimuksesta on N-metoksioksatsolidiiniligaation 

tutkiminen pätkityn aptameerin itsejärjestäytymisen seurauksena.117 Siinä muodostettiin 

aptameeri kahdesta tai kolmesta oligonukleotidin pätkästä, joissa oli päädyssä N-metoksi- 

oksatsolidiiniligaatioon tarvittavat ryhmät, eli aldehydi ja N-metoksi-2-aminoetanoli 

(osana N-metoksi-2’-amino-2’-deoksiuridiinia). 

Tässä työssä käytettiin N-metoksioksatsolidiiniligaation kohteena G-

kvadrupleksia.  G-kvadrupleksit ovat paljon tutkittu kohde syöpätutkimuksessa, koska 

85% kaikista tunnistetuista syöpätyypeistä yli-ilmentää telomeraasia120, joka tuottaa 

tässäkin tutkimuksessa käytettyä G4-rakenteita muodostavaa sekvenssiä.121 Tähän 

työhön valittiin telomeraalinen G4-rakenne, koska sen tiedetään muodostavan 

päätuotteena hybridi-2 mallin G4-rakenteita. Tietyillä pienmolekyyleillä on havaitu 

olevan kyky luontaisesti sitoutua G4-rakenteisiin. Näitä pienmolekyylejä sanotaan G4-

ligandeiksi.  Nämä ovat molekyylejä, jotka luonnostaan sitoutuvat G4-rakenteisiin joko 

rakenteen pinnalle tai sen sisälle.122 Osalla näistä ligandeista on tunnistettu olevan 

terapeuttisia vaikutuksia erityyppisiin vaikeasti hoidettaviin syöpiin. Esimerkiksi RHPS4, 

joka herkistää säteilyresistantin glioblastooman ionisoivalle säteilylle123 tai TMPyP4, 

joka riittävän korkeissa pitoisuuksissa vähentää etäpesäkkeiden muodostumista ja 

aiheuttaa solukuolemaa.124 Näiden aineiden käyttö lääkkeenä on kuitenkin hyvin vaikeata 

ilman muokkauksia, sillä ne omaavat yleisesti huonot farmakokineettiset ominaisuudet. 

Esimerkiksi aikaisemmin mainittu Quarfloxin oli tehokas terapeuttinen aine, mutta se 

vedettiin tutkimuksista huonon imeytymisen takia. G4-rakenteet voisivat ratkaista 

tällaiset ongelmat ja toimia luontaisena kuljettimena näille aineille. Kuljettimena 

muokkaamaton G-kvadrupleksi on kuitenkin liian stabiili rakenne, eikä sen kuljettaman 

aineen vapautusta voitaisi hallita tehokkaasti. Tässä työssä rakenteeseen lisätty 
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happolabiili linkkeri mahdollistaisi G4-rakenteen selektiivisen pilkkomisen endosomissa, 

vapauttaen ligandit rakenteesta. G4-kompleksin voisi vastaavasti liittää vasta-aineeseen 

muodostaen ADC:n. Tämän ligaation ei tarvitsisi olla happolabiili, koska G4-rakenteen 

hajoaminen jo vapauttaisi lääkeaineen.  

Muita reversiibelin G4-rakenteen käyttökohteita voisivat olla kuvantaminen, 

biosensorit ja nanoteknologia. Sytosiinista koostuvan I-muotoisen DNA:n tapaan G4-

rakenteita voitaisiin käyttää kuvantamisessa. Tekniikka perustuu FRET-kuvantamisen ja 

ympäristön aikaansaamaan muutokseen rakenteessa. G4-rakenne, jonka päissä olevat 

fluorofori ja hiljentäjä tulisivat toistensa lähelle G4-rakenteen muodostuessa, hiljentäen 

signaalia.125 Tällä voitaisiin mitata esimerkiksi pH:ta, kun tiedettäisiin ympäristön 

kationikonsentraatio, tai kationin määrää tietyssä pH:ssa. Vastaavasti N-

metoksioksatsolidiininligaation reversiibeli luonne mahdollistaisi mittauksissa 

käytettävien aineiden uudelleenkäytön, mikäli ne on mahdollista erottaa analyytistä. 

Samalla periaatteella tällaista reversiibeliä ja herkkää reaktiota voitaisiin hyödyntää 

nanoteknologiassa liikkeen suorittamiseksi ulkoisen ärsykkeen seurauksena.18 Päistään 

toiseen rakenteeseen kiinnitetyt oligonukleotidit voisivat muodostaa G4-rakenteen ja tätä 

kautta vetää oligonukleotidin päät ja niihin kiinnitetyt rakenteet lähemmäs toisiaan. 

Reversiibeli reaktio mahdollistaisi myös rakenteen käyton pH:n ohjaamana 

molekyylimoottorina, missä syklinen pH:n muutoksen avulla voitaisiin saada aikaan 

jatkuvaa liikettä.125 
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2 Tulokset ja niiden tarkastelu 

2.1 Aldehydiprekursorin valmistus 

 
Kaavio 3. Tutkimuksessa käytetyn aldehydiprekursorin synteesikaavio. Lähtöaineet 2 ja 3 olivat 
aikaisemmin syntetisoituja. 

Tutkimus aloitettiin valmistamalla oligonukleotidisynteesiin soveltuva 

aldehydiprekursori (7) yllä olevan kaavion mukaisesti (Kaavio 3.). Lähtöaineena 

käytettiin aikaisemmin syntetisoituja 5´-asetaldehydi-3´-tert-butyylidimetyylisilyyli-

tymidiiniä (3126) sekä 2´-deoksi-2´-(N-metoksiamiini)-uridiinia (2127). Tymidiinin 5´-

aldehydi suojattiin muodostamalla N-metoksioksatsolidiinilla kondensoiden se 

nukleosidi 2:n kanssa. Muodostuneen tuotteen (4) saannoksi saatiin 58%. Seuraavaksi  

tuotteen 4 5´-hydroksyyliryhmä asetyloitiin, jotta viimeisessä vaiheessa fosfitylointi 

tapahtuisi selektiivisesti 3’-OH-ryhmään. Seuraavaksi välituotteen 5 3´-OH-ryhmässä 

ollut TBDMS-suojaryhmä poistettiin. Reaktiossa muodostui tuotetta 6 51%:n saannolla. 

Lopuksi yhdiste 6 fosfityloitiin, jolloin saatiin oligonukleotidisynteesissä toimiva 

fosforamidiitti 7. Tuote 6 liuotettiin kuivaan asetonitriiliin ja joukkoon lisättiin [(2-

syanoetyyli)-(N,N-di-isopropyyli)]klorofosforamidiittiä ja DIPEA:a. Reaktion 
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lopputuote 7 oli kellertävä öljy. Lopputuote karakterisoitiin NMR-spektroskopialla ja 

massaspektroskooppisesti ja sen saannoksi saatiin 55%. 

2.2 Oligonukleotidien synteesi 

 
Kuva 7. Oligonukleotidit ON1, ON2 ja ON3 valmistettiin automaattisella oligonukleo- 
tidisyntetisaattorilla käyttäen kinteää kantajaa 9. Oligonukleotidit ON4, ON5 ja ON6 
valmistettiin myös automaattisella oligonukleotidisyntetisaattorilla kaupallisesta kiinteästä 
kantajasta, jonka jälkeen oligonukleotidiin liitettiin manuaalisesti aldehydiprekursori 7. Tämän 
jälkeen kaikki oligonukleotidit irrotettiin kiinteästä kantajastaan väkevällä ammoniakin 
vesiliuoksella (55° C 18h). 

Oligonukleotidit ON1 - ON6 (Kuva 7.) syntetisoitiin käyttäen kaupallisia DNA-

fosforamidiittiyksiköitä, aldehydiprekursoria 7 ja kiinteää kantajaa 9 sekä kaupallista dT-

CPG kiinteää kantajaa. Oligonukleotidit ON1 – ON3 syntetisoitiin 1 μmol skaalassa, 

käyttäen kiinteää kantajaa 9 (Kuva 7.). Sekvenssin 5´-päähän liitettiin 6-

karboksyfluoreseeni-leima (6-FAM). Leiman liittämisessä käytettiin pidempää 

kytkentäaikaa nukleosideihin verrattuna paremman saannon saavuttamiseksi. 

Oligonukleotidien ON1, ON2 ja ON3 synteesien onnistuminen varmistettiin 

massaspektrometrisesti ja saannot määritettiin UV-spektrofotometrilla.  (ON1 = 10%, 

ON2 = 16% ja ON3 = 10%). 

Oligonukleotidit ON4, ON5 ja ON6 syntetisoitiin  1 μmol skaalassa käyttäen 

kaupallista dT-CPG kantajaa (Kuva 7.) sekä kaupallisia DNA-fosforamidiittiyksiköitä. 

Koska synteesiä jatkettiin vielä yhdellä manuaalisella liitännällä, automaattisen 

syntetisaattorin ohjelma päätettiin detritylaatioon. Synteesin jälkeen oligonukleotideihin 

liitettiin aldehydiprekursori 7 manuaalisesti. Valmiit oligonukleotidit irrotettiin 
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kantajasta väkevällä ammoniakin vesiliuoksella inkuboimalla liuoksia 55 °C:ssa 18 

tuntia. Raakatuotteet puhdistettiin RP-HPLC:llä. Oligonukleotidien ON4, ON5 ja ON6 

synteesien onnistuminen varmistettiin massaspektrometrisesti ja saannot mitattiin UV-

spektrofotometrilla. (ON4 = 2,6%, ON5 = 2,7% ja ON6 = 5,7%). 

Tutkimuksessa käytetty wtTel26-sekvenssin tiedetään muodostavan käytännössä 

pelkästään hybridi-2 mallin G4-rakenteita.128 Valmistetut oligonukleotidit edustivat osia 

wtTel26-sekvenssistä, joissa ligaation paikkaa vaihdeltiin Kuvan 8 mukaisesti. 

 
Kuva 8. Tutkimuksessa käytettiin DNA:n telomeereistä löytyvää geeniä wtTel26, koska tämän 
tiedetään pääasiassa muodostavan hybridi-2 -mallin G-kvadrupleksin.48 26 nukleotidiä pitkä 
sekvenssi katkaistiin kolmesta kohdasta ja katkaisukohtiin lisättiin aikaisemmin valmistetut 
muokatut nukleosidit, jolloin saatiin kolme eri mallia ja kuusi eri syntetisoitavaa oligonukleotidiä. 
Kaikki kolme mallia sisälsivät 6-FAM fluoroskeenileiman 5’-päässä.  

2.3 Kineettiset mallit 

Oligonukleotideistä ON1 – ON6 muodostui ligaatio kautta pareittain täysi wtTel26 

sekvenssi, joka hybridisoitui hybridi-2-malliseksi G4-rakenteeksi. Mallit L1, L2 ja L3 

olivat valittu niin, että ligaatiokohta osuisi hybridi-2 G4-rakenteen kolmeen eri 

silmukkaan. Mallien L1 ja L2 ligaatiokohta osui kauemmas kvarteteista, niitä yhdistäviin 

silmukoihin (Kuva 9.). Mallilla L3 ligaatiokohta ei ollut silmukassa, vaan kvartettien 

vieressä. Reaktioiden tasapainosta nähtiin, että ligaation kohdalla oli paljon vaikutusta 

lopputuotteen muodostumisen kannalta. Mallien L1 ja L2 ligaatioreaktioiden tasapaino 

olivat huomattavasti enemmän tuotteiden puolella, verrattuna malliin L3. Tämä viittaisi 

mallin L3  kvartettien vieressä olevan ligaatiokohdan olevan estynyt, vaikuttaen ligaation 

tehokkuuteen. 
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Kuva 9. Mallien L1, L2 ja L3 muodostamat hybridi-2 mallin G-kvadrupleksit ja niiden N-
metoksioksatsolidiinilinkkerin sijainti. Malleissa L1 ja L2 linkkeri sijoittuu G-kvadrupleksin 
looppiin, mutta mallissa L3 linkkeri sijaitsee pinoutuneiden guaniinien vieressä. Tämä sijainti 
heikentää ligaation muodostumista. 

2.4 Osoitusreaktiot 

Koska reaktion toimivuudesta ei ollut varmuutta, aloitettin G-kvadrupleksien 

muodostaminen kvalitatiivisilla reaktioilla. Kaikki reaktiot tehtiin suhteellisen laimeassa 

1 μM oligonukleotidien konsentraatiossa. Laimea konsentraatio valittiin ei-templatoidun 

reaktion välttämiseksi.117 Alustavissa reaktioissa oli tarkoitus myös tutkia, vaikuttavatko 

reaktion olosuhteet, kuten pH ja lämpötila, reaktion nopeuteen tai tasapainoon. 

Yhteen reaktioon laitettiin kahta oligonukleotidiä (kumpaakin 1 μM), KCl-vesiliuosta 

(100 mM) sekä pH 5 AcOH-liuosta. Tämän jälkeen reaktiota inkuboitiin 55 °C uunissa 

yön yli, jotta aldehydissä ollut N-metoksioksatsolidiinisuojaus saatiin purettua. 

Välittömästi aldehydin vapautuksen jälkeen varmistettiin, ettei ligaatiota ollut tässä 

kohtaa tapahtunut. Näytteisiin lisättiin tämän jälkeen puskurit (50 mM, pH 5.0). Reaktion 

tilavuus oli 250 μl. Reaktion etenemistä seurattiin denaturoivalla geelielektroforeesilla.  

Geeli elektroforeesia varten reaktioliuoksesta otettiin 5 μl näyte, jonka reaktio 

pysäytettiin lisäämällä emäksistä Novex TBE Urea 2x puskuria 7,5  μl. Geelistä otetut 

kuvat käsiteltiin ImageJ-ohjelmalla. Geelillä havaitaan  selkeä ligaatiotuotteiden L2 ja L3 

muodostuminen (Kuva 10.). Vertaamalla ligaatiotuotteen ja lähtöaineen täplien 

voimakkuutta toisiinsa saatiin reaktioista saantoprosentit.  Mallissa L1 oli toisessa tai 

molemmissa oligonukleotideissä jokin ongelma, eikä tuotetta tämän takia ollut 

muodostunut ollenkaan. Onnistuneen osoitusreaktion jälkeen syntetisoitiin ON1 
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uudestaan. Lisäksi ON2 – ON6 RP-HPLC puhdistus toistettiin ennen niiden käyttöä 

uudestaan. 

 
Kuva 10. Ensimmäinen onnistunut G-kvadrupleksin muodostumisen ajama N-
metoksioksatsolidiiniligaatio. 1 – 3 ovat referenssejä, jotka sisältävät pelkästään ON1, ON2 ja 
ON3. 4 – 7 ovat malli L1, 8 – 11 ovat malli L2 ja 12 – 15 malli L3. Reaktio olosuhteet on merkitty 
kuvaan jokaiselle näytteelle. Geelillä nähdään selkeä täplä malleissa L2 ja L3 punaisella 
ympyröitynä, joka edustaa kahta ligatoitunutta oligonukleotidiä. L1 muodosti tuotetta vain vähän 
kontaminoituneen oligonukleotidin takia. 

2.5 Kaliumionista riippuvainen reaktiokinetiikka 

Tutkimuksen ensimmäisen onnistuneen ligaation jälkeen siirryimme selvittämään 

reaktion riippuvuutta kalium-ionin konsentraatiosta. Hypoteesin mukaan N-

metoksioksatsolidiiniligaatio ei pääse tapahtuman ilman, että G-kvadrupleksi muodostuu 

edes osittain ensin ja G-kvadrupleksin muodostuminen on riippuvainen 

koordinoitumiseen vaadittavan keskuskationin konsentraatiosta. Ligaatiot suoritetiin 0; 

0,1; 1; 10 ja 100 mM kaliumionikonsentraatiossa (KCl), pH 5, 20 °C. Yhteen reaktioon 

tuli kahta oligonukleotidimallia (1μM), KCl-liuosta sekä pH 5 AcOH/AcOLi puskuria 

(50mM). Puskuroinnin jälkeen reaktion tilavuus oli 250 μL.  Tämän jälkeen reaktiota 

inkuboitiin 55 °C uunissa yön yli, jotta aldehydissä ollut N-metoksioksatsolidiinisuojaus 

saatiin purettua. Reaktioista otettiin 0 tunnin näytteet ja varmistettiin, ettei ligaatiotuotetta 

ollut muodostunut ennen kinetiikkamittausten aloitusta. 
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Reaktioseuranta toteutettiin 1 h, 6 h, 24 h, 96 h, 264 h ja 720 h aikapisteissä. Jo 

yhden tunnin näytteissä nähtiin tuotteen muodostuminen 100 mM kaliumionin 

konsentraatiossa ja 24 tunnin kohdalla kaikissa malleissa oli muodostunut tuotetta 100, 

10 ja 1 mM kaliumionin konsentraatioissa (Kuva 11.). Kuvat geeleistä käsiteltiin Image-

J-ohjelmalla, josta saatiin reaktioiden saannot (Kuva 12. ja Kuva 13.). Yksikään malli ei 

tuottanut tuotetta ilman K+-ionia. 0,1 mM K+-konsentraatiossa vain kaksi mallia kolmesta 

tuotti mitattavan määrän tuotetta. Sen lisäksi, että kationin konsentraatio tuotti eroja 

reaktioiden välille, myös ligaation kohdalla oli väliä reaktion tasapainon kannalta. 

Reaktioiden nopeudet olivat ensimmäisten tuntien aikana samanlaiset, mutta tasapaino 

suosi huomattavasti ligaatiokohtia, jotka asettuivat G-kvadrupleksin silmukoihin. Malli 

L1 erottui selkeästi parhaalla saantoprosentilla. Malleissa L1 ja L2 ligaation kohta oli 

silmukassa. Mallissa L1 ligaatioon käytetty pidempi oligonukleotidi pystyi 

koordinoitumaan kationin ympärille todennäköisesti enemmän kuin mallissa L2. Mallin 

L3 ligaation kohta ei ole silmukassa, vaan G-kvadrupleksin kvartettien välissä, joka 

saattaa häiritä kvartettien pinoutumista. 96 tunnin jälkeen reaktioiden onnistuminen 

varmennettiin HPLC-MS spektroskooppisesti. Kaikkien kolmen mallin 100 mM KCl 

reaktioiden tuotteet onnistuttiin karakterisoimaan massaspektrometrisesti. 

 
Kuva 11. G-kvadrupleksin K+-ionista riippuvan reaktiokinetiikan seurannassa käytetyt 
denaturoivat elektroforeesigeelit. Reaktioiden KCl pitoisuus nousee malleittain vasemmalta 
oikealle. Ligaatiotuotteen kohta on merkattu punaisella nuolella. 
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Kuva 12. N-metoksioksatsolidiiniligaation reaktiokinetiikka mitattuna vaihtelevissa kalium-ionin 
konsentraatioissa. Reaktiota seurattiin denaturoivalla geelielektroforeesilla. Reaktion saanto 
saatiin geelien kuvista käsittelemällä ne ImageJ -ohjelmalla. Reaktiosta nähdään selkeästi, ettei 
reaktiota havaittu 0h näytteissä, eikä ligaatiota tapahtunut ilman kationin läsnäoloa. 

 

 
Kuva 13. N-metoksioksatsolidiiniligaation mitattu reaktiokinetiikka 100 mM kalium-ionin 
konsentraatioissa. Vahvimmasta reaktioissa käytetystä kationin konsentraatiosta näkyy mallien 
L1, L2 ja L3 erot reaktion tasapainossa. 
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2.6 G-kvadrupleksin tuottaminen puhdistusta ja CD-mittauksia varten 

Jatkotutkimuksia varten reaktiotuotteet puhdistettiin HPLC:n avulla. Yhdisteiden 

puhdistus tavallisella RP C-18 kolonnia, ilman kolonniuunia, ei onnistunut (Kuva 14. A). 

Sen sijaan erityisesti oligonukleotidien erottelemiseen tarkoitettu Phenomenex Biozen 

oligo -kolonni (5 – 90%, 50 mM TEAA in MeOH / 50 mM TEAA in H2O, 20 min, 

Phenomenex 150 x 4,6 mm bioZen Oligo 2,6 μm, 60 °C) soveltui puhdistukseen hyvin 

(Kuva 14. B-D). Tällä menetelmällä onnistuimme erottelemaan reaktioliuoksesta 

lähtöaineena olleet oligonukleotidit sekä ligatoituneen tuotteen. Onnistuneen 

lopputuotteen puhdistamisen jälkeen käynnistettiin uudet reaktiot joiden tarkoituksena oli 

valmistaa riittävästi lopputuotetta jatkotutkimuksia varten. Reaktioliuoksen 

oligonukleotidien ja KCl:n pitoisuutta kasvatettiin 40 μM ja 1 M konsentraatioon.  

Reaktioiden annettiin reagoida kaksi viikkoa. Tänä aikana reaktioiden etenemistä 

seurattiin yllä mainitulla HPLC menetelmällä.    Kahden viikon jälkeen lopputuotteet 

eroteltiin reaktioliuoksesta viidessä eri injektiossa. Puhdistettuja lopputuotteita käytettiin 

jatkotutkimuksiin kuten CD-mittauksiin. 

 
Kuva 14. N-metoksioksatsolidiiniligaation lopputuotteiden puhdistukset. A) Normaalilla C18-
kolonnilla puhdistettu malli L1. B-C) Mallien L1, L2 ja L3 puhdistukset Phenomenex bioZen -
kolonnilla. Sininen on 260 nm ja punainen 495 nm aallonpituus. 
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2.7 CD-mittaukset 

CD-mittauksia varten valmistettin referenssiksi normaali wtTel26 ilman leimaa. 

Mittauksista piirretyt kuvaajat ovat kolmen mittauksen keskiarvoja, joista on poistettu 

taustan signaali (Kuva 15.). CD-mittaukset suoritettiin 10 mM 

natriumkakodylaattipuskurissa (pH 7,4; I = 0,1 M) jossa oli 100 mM KCl:ia ja mitattavaa 

oligonukleotidia n. 1 μM. L1 spektri on muodoltaan lähimpänä wetTel26 muodostaman 

hybridi-2 mallisen G4-rakenteen CD-spektriä.128 CD-spektrin maksimit, sekä käyrän 

yleinen muoto ovat samanlaiset kuin referenssiyhdisteellä. Kinetiikkamittauksissa 

heikoiten toiminut malli L3:n spektri on täysin erilainen verrattaessa referenssiin. Sen 

muoto ja CD-spektrin maksimikohta kohta muistuttavat enemmän paralleelia, kuin 

hybridi mallista G-kvadrupleksia.129 Malli L2 näyttäisi olevan yhdistelmä mallien L1 ja 

L3 spektreistä. Mallilta L2 löytyy hybridirakenteen maksimikohta aallompituudella 290 

nm sekä paralleelin G4-rakenteen maksimikohta aallonpituudella 265 nm. Vertailemalla 

10 °C lämpötilan spektrejä nähtiin ligaatiokohdan aiheuttamat erot rakenteissa parhaiten 

(Kuva 16.). 

 
Kuva 15. Referensssinä käytetyn wtTel26 ja mallien L1, L2 ja L3 mitatut CD-spektrit. Jokainen 
mittaus suoritettiin kolmesti ja kuvaajaan on piirretty mittausten keskiarvo, joista on poistettu 
taustan signaali. 
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Kuva 16. 10 °C lämpötilassa mitatut CD-spektrit. Kuvaajista nähdään selkeästi mallin L1 
samanlaisuus referenssin kanssa ja sillä on CD-spektrin maksimikohta noin aallonpituudella 295 
nm. Malli L3 CD-spektrin profiili on hyvin samanlainen paralleelin G4-rakenteen kanssa. Lisäksi 
260 nm maksimikohta on sama kuin paralleelilla G4-rakenteella. Malli L2 on yhdistelmä mallien 
L1 ja L3 CD-spektrien profiileista ja sillä on kaksi maksimikohtaa sekä aallonpituudella 260 nm 
että 295 nm. 

Spektreissä nähdään eroja myös eri rakenteiden pysyvyydessä lämpötilan 

noustessa. Referenssinä käytetty wtTel26 CD-spektrin maksimiarvo on lähes 

muuttumaton suuremmissa lämpötiloissa, kuin malleilla L1 – L3. Mallin L1 maksimi 

tippuu nopeiten ja jo 40 °C lämpötilassa sitä ei ole enää havaittavissa. Mallit L2 ja L3 

kestävät jopa 50 °C lämpötilaa, kuten myös wtTel26. Mielenkiintoisimpana malleista 

erottuu L2, jonka G4-rakenteiden muotojen tasapaino muuttuu lämpötilan noustessa. 

Aallonpituuden 295 nm maksimikohta on käytännössä kadonnut 40 °C lämpötilassa, 

mutta aallonpituuden 260 nm huippu erottuu vielä 50 °C lämpötilassa. Tämä sama ilmiö 

on havaittavissa myös mallilla L3, mutta heikompana. 



29 

3 Materiaalit ja menetelmät 

3.1 Yleiset menetelmät 

Synteeseissä käytettiin kaupallisia reagensseja ja liuottimia. Osa synteesien lähtöaineista 

oli aikaisemmin valmistettuja. Kuivattujen liuottimien vesipitoisuus tarkistettiin Karl 

Fischer-titraattorilla ennen niiden käyttöä synteesissä. NMR-spektrit mitattiin Bruker 

BioSpin 500 MHz NMR-spektrometrillä. Massaspektreistä tarkat massat mitattiin Bruker 

micrOTOF-Q -massaspektrometrillä ja reaktioiden jälkeiset epätarkat massat 

reaktioseurantaa mitattiin käyttäen Agilent 1260 HPLC, jossa massadetektorina Agilent 

6120. Oligonukleotidit syntetisoitiin käyttämällä ÄKTA oligopilot plus -automaattisella 

DNA/RNA syntetisaattorilla käytämällä kaupallisia nukleotidejä ja kiinteitä kantajia, 

ellei toisin mainita. Oligonukleotidien HPLC-puhdistuksissa käytettin semipreparatiivista 

Phenomenex-kolonnia (C-18, 250 × 10 mm, 5μm). 

3.2 2´-deoksi-2´-(N-metoksiamiini)-uridiini (2) 

 
Kaavio 4. Aikaisemmin valmistetun 5´-O-(4,4´-dimetoksitrityyli)-2´-deoksi-2´-(N-
metoksiamiini)-uridiinin 5´-suojaryhmän poisto lievällä happokäsittelyllä. 

 

Aldehydiprekursorin valmistus aloitettiin detrityloimalla aikaisemmin itse syntetisoitu 

5´-O-(4,4´-dimetoksitrityyli)-2´-deoksi-2´-(N-metoksiamiini)-uridiini 1 5% HCl-

liuoksella (1,1 ml), joka lisättiin reaktioliuokseen erissä 90 minuutin aikana. Reaktiota 

seurattiin TLC:llä. Reaktioliuos haihdutettiin kuiviin ja haihdutusjäännös liuotetiin mQ-

veteen (100 ml). Vesifaasia uutettiin dikloorimetaanilla (5 x 80 ml). Uuton onistuminen 

varmistettiin TLC:llä. Tuotteen karakterisointi suoritettiin käyttäen HPLC-MS, jossa 

positiivisella ionisaatiolla näkyi m/z 274,1 (tarkka  m/z 273,0961) joka sopi tuotteen 

massaan. Tuotetta saatiin 0,94 g (99%). Tuotteesta ei karakterisoitu tarkkaa massa tai 

NMR-spektriä. 
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3.3 N-metoksioksatsolidiini-UT-dimeeri (4) 

 
Kaavio 5.  Muokatun tymidiinin 5´-aldehydin suojaaminen muodostamalla N-
metoksioksatsolidiini aineen 2 kanssa. 

Lähtöaine 2 (0,32 g; 1,2 mmol) ja 5’-asetaldehydi-tymidiini 3 (0,53 g; 1,4 mmol) lisättiin 

samaan keittopulloon kuivassa asetonitriilissä ja liuos haihdutettiin kuiviin. 

Haihdutusjäännös liuotetiin AcOH:n ja DMSO:n (25/75, 2 ml) seokseen ja reaktion 

annettiin edetä 30 minuuttia 40°C:ssa. Reaktioseos jäähdytettiin ja reaktio pysäytettiin 

lisäämällä seokseen 25% ammoniakin vesiliuosta (2 ml) tipoittain, sekä tämän jälkeen 

mQ-vettä (20 ml). Reaktioliuos uutettiin EtOAc:lla (2 × 50 ml, 1 × 20 ml). Orgaanista 

faasia pestiin tämän jälkeen kylläisellä NaHCO3-vesiliukosella ( 25 ml) ja kylläisellä 

NaCl-vesiliuoksella (25 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na2SO4:lla, suodatettiin ja 

haihdutettiin kuiviin. Haihdutusjäännös puhdistettiin silikageelikromatografisesti 

käyttäen eluenttina MeOH:n, TEA:n ja DCM:n seosta (5:1:94, v/v). Tuotetta 4 saatiin 

0,46 g (58%). Tuote 4 karakterisoitiin NMR- (Liite 1 ja Liite 2) ja 

massaspektrometrisesti. 

HRMS (ESI): m/z 636,2706 [M-H]- (laskettu); m/z 636,2685 [M-H]- (havaittu) (3 ppm). 
1H-NMR δH (500 MHz, ACN-d3): 7,54 (1H, d, J = 8,1 Hz, U H6), 7,14 (1H, s, T H6) 

6,06 (1H, t, J = 6,7 Hz, H1´), 5,57 (1H, d, J = 8,2 Hz, U H5), 4,71 (1H, s, C2´-N-CH), 

4,55 (2H, dd, J = 7,4 Hz, H4´), 4,16 (2H, m, H3´), 3,68 – 3,58 (2H, m, H5´a/b), 3,37 (3H, 

s, NOMe), 2,06 (3H, m, H2´), 1,74 (3H, s, T C5-Me) 0,80 (9H, s, TBDMS). 

13C-NMR δC (125 MHz, ACN-d3): 163,3 (C4), 151,1 (C2), 141,9 (U C6), 136,4 (T C6), 

111,0 (T C5) 102,8 (U C5), 102,0 (C2´-N-C), 84,6 (C1´), 79,2 (C4´), 75,4 (C3´), 62,5 

(C5´), 61,3 (NOMe), 40,0 (C2´), 30,0 (Si-C), 25,7 (Si-C-Me), 12,1 (T C5-Me), 10,7 (Si-

Me). 
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3.4 N-metoksioksatsolidiini-UT-dimeerin 5’-asetylointi (5) 

 
Kaavio 6. N-metoksioksatsolidiinilla liitettyjen uridiinin ja tymidiinin 5´-hydroksyylin asetylointi 
viimeisen reaktion ohjaamista varten. 

Tuote 4 (0,43 g, 0,68 mmol) liuotetiin pyridiiniin (12 ml) ja joukkoon lisättiin Ac2O:ia 

(130 μl, 0,68 mmol) sekä kide DMAP:ia. Reaktiota seurattiin ohutkerros- 

kromatografisesti ja 60 minuutin kuluttua reaktio oli käynyt loppuun. Reaktioliuokseen 

lisättiin DIPEA:a (1 ml) ja se konsentroitiin pyöröhaihduttimessa. Konsentroituun 

reaktioliuokseen lisättiin EtOAc:ia (60 ml). Orgaanista faasia pestiin kylläisellä NaHCO3-

vesiliuoksella (2 × 30 ml) ja kylläisellä NaCl-vesiluoksella (1 × 30 ml). Orgaaninen faasi 

kuivattiin Na2SO4:lla ja haihdutettiin kuiviin. Välituotetta 5 saatiin 0,36 g (78%). 

Välituote karakterisoitiin käyttämällä HPLC-MS laitteistoa. 

MS (ESI): m/z 678,2812 [M-H]- (laskettu); m/z 678,1 [M-H]- (havaittu)  
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3.5 N-metoksioksatsolidiini-UT-dimeerin 3’-silyylin poisto (6) 

 
Kaavio 7. N-metoksioksatsolidiinilla liitettyjen uridiinin ja tymidiinin 3´-TBDMS suojaryhmän 
poisto. 

Välituote 5 liuotettiin kuivaan THF:iin (7 ml, 32 ppm H2O) ja lisättiin joukkon TBAF:ia 

(1M, THF) (0,96 ml). Reaktioliuosta lämmitettiin öljyhauteessa (55 °C) sekoittaen. 

Reaktiota seurattiin ohutkerroskromatografisesti ja 50 minuutin kuluttua lähtöaine oli 

kulunut loppuun. Reaktio lopetettiin haihduttamalla se kuiviin pyöröhaihduttimessa. 

Haihdutusjäännös liuotettiin mQ-veteen (20 ml) ja vettä titrattin NaClO4 liuoksella (0,8 

g, 2 ml H2O), kunnes valkoista sakkaa ei muodostunut. Liuos suodatettiin lasisintterissä, 

jonka jälkeen vielä varmistettiin titrauksen onnistuminen lisäämällä tippa NaClO4 liuosta. 

Liuos suodatettiin vielä PTFE suodattimen läpi (0,2 μm). Suodokseen liuotettiin NaCl:ia 

(9 g) ja vesifaasia uutettiin EtOAc:lla (4 × 80 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na2SO4:lla 

ja haihdutettiin kuiviin pyöröhaihduttimessa. Raakatuote puhdistettin 

silikageelikromatografisesti, käyttäen eluenttina metanolin, trietyyliamiinin ja 

dikloorimetaanin seosta (7:1:92, v/v). Tuotetta 6 saatiin 0,20 g (51%). Tuote 

karakterisoitiin NMR-spektroskooppisesti (Liite 3 ja Liite 4) ja massaspektrometrisesti.  

HRMS (ESI): m/z 564,1947 [M-H]- (laskettu); m/z 564,1929 [M-H]- (havaittu) ( 3 ppm). 
1H-NMR δH (500 MHz, ACN-d3): 7,56 (1H, d, J = 8,1 Hz, U H6), 7,31 (1H, d, J = 2,1 

Hz, T H6), 6,18 (2H, t, J = 6,6 Hz, H1´), 5,75 (1H, d, J = 8,2 Hz, U H5), 4,71 (1H, s, C2´-

N-CH) 4,64 (H2, dd, J = 7,4 Hz, H4´), 4,30 – 4,22 (2H, m, H5´a/b), 4,15 (1H, dd, J = 9,1 

Hz, H3´), 3,50 (3H, s, NOMe), 2,20 (3H, t, J = 6,9 Hz, 2H´), 2,04 (3H, s, Ac-Me) 1,86 

(3H, s, T C5-Me),  
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13C-NMR δC (125 MHz, ACN-d3): 171,0 (Ac-C), 164,4 (C4), 151,1 (C2), 141,8 (U C6), 

136,5 (T C6), 111,0 (T C5), 103,0 (U C5), 102,1 (C2´-N-C), 84,6 (C1´), 79,3 (C4´), 74,1 

(C3´), 64,6 (C5´), 61,3 (NO-Me), 39,5 (C2´), 20,6 (Ac-Me), 12,1 (T C5 Me). 

3.6 N-metoksioksatsolidiini-UT-dimeerin fosfitylointi (7) 

 
Kaavio 8. Viimeisessä vaiheessa N-metoksioksatsolidiinilla liitettyjen uridiinin ja tymidiinin 3´-
hydroksyylin fosfitylointi. 

Tuote 6 (0,11 g, 0,19 mmol) liuotettiin kuivaan asetonitriliin (1,6 ml; 38 ppm H2O). 

Reaktioliuokseen lisättiin DIPEA:a (0,45 mmol; 78 μl) ja [(2-syanoetyyli)-(N,N-di-

isopropyyli)]klorofosforamidiittiä (0,223 mmol; 50 μl) typpikaapissa. Reaktioastia 

suljettiin septumilla, johon oli kiinnitetty typellä täytetty pallo, jotta reaktioon pääsisi 

mahdollisimman vähän ilmankosteutta. Reaktiota seurattiin TLC:llä ja tunnin kuluttua 

reaktioseos konsentroitiin varovasti, ettei reaktioliuos pääsisi happamoitumaan. 

Keltainen öljymäinen haihdutusjäännös puhdistettiin silikageelikromatografisesti 

käyttäen eluenttina metanolin, trietyyliamiinin ja dikloorimetaanin seosta (4:1:95, v/v). 

Tuotetta 7 saatiin 78 mg (55%). Tuote karakterisoitiin NMR-spektroskooppisesti (Liite 5 

ja Liite 6) ja massaspektrometrisesti. HRMS (ESI): massassa näkyi vain hydrolyysituote, 

m/z 683,2072 [M+H]+ (laskettu); m/z 683,1989 [M+H]+ (havaittu) ( 12 ppm). 
1H-NMR δH (500 MHz, ACN-d3): 7,50 (1H, m, U H6), 7,28 (1H, s, T H6), 6,19 (2H, t, J 

= 6,8 Hz, H1´), 5,72 (1H, d, J =8,2 Hz, U H5), 4,71 (1H, s, C2´-N-CH), 4,63 (2H, q, J = 

, H4´) 4,36 - 4,23 (2H, m, H5´), 4,14 (2H, m, H3´) 3,50 (H3, s, NOMe), 2,31 (2H, m, P-

N-CH), 2,05 (H3, s, Ac-Me), 1,87 (3H, s, T C5-Me), 1,20 (6H, d, J =6,4 Hz, P-N-C-Me).  

13C-NMR δC (125 MHz, ACN-d3): 170,4 (Ac-C), 162,9 (C4), 150,4 (C2), 141,0 (U C6), 

135,8 (T C6), 118,6 (C≡N), 110,5 (T C5), 102,5 (U C5), 101,4 (C2´-N-C), 84,2 (C1´), 
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78,8 (C4´), 75,9 (C3´), 63,8 (C5´), 60,8 (NO-Me), 58,2 (P-O-C), 43,1 (P-N-C), 38,0 

(C2´), 23,8 (P-N-C-Me), 20,0 (C-C≡N), 19,9 (AcO-Me), 11,5 (T C5-Me). 

3.7 Oligonukleotidien synteesi 

3.7.1 2´-deoksi-2´-(N-metoksiamino)uridiinin immobilisointi kiinteään kantajaan 

 
Kaavio 9. Reaktiokaavio 2´-deoksi-2´-(N-metoksiamino)uridiinin immobilisointi kiinteään 
kantajaan. 

Kiinteä kantaja 9 valmistettiin käyttäen aikaisemmin julkaistua menetelmää115. LCAA-

CPG-kantaja (2 g) joukkoon lisättiin DMF:ään (2,6 ml) liuotettu 2´-deoksi-2´-(N-

metoksiamino)uridiininsukkinaatti (0,31 g). Joukkoon lisättiin DMF:ää kunnes kantaja 

oli suspensiossa. Seokseen lisättiin PyBOP:ia (0,24 g) ja DIPEA:a (140 μl). Reaktiota 

ravistettiin 24 h. Tämän jälkeen kantaja suodatettiin ja pestiin DMF:llä sekä 

dikloorimetaanilla. Kantajan reagoimattomat amino- ja hydroksyyliryhmät asetyloitiin 

käyttäen Cap A ja Cap B sekoitusta 1:1 (etikkahappoanhydridi/lutidine/1-metyyli-

imidatsoli/THF, 5:5:8:82, v/v/v/v) kymmenen minuutin ajan. Asetylointikäsittely 

toistettin vielä toisen kerran. Kantaja pestiin uudestaan DMF:llä ja DCM:llä sekä 

kuivattiin vakuumieksikaattorissa. Näyte kantajasta (10 mg) liuotettiin 3% 

dikloorietikka- 

happo/dikloorimetaaniliuokseen. Kantajaan sitoutuneen nukleosidin määrä määritettiin 

irronneen DMTr-kationin absorbanssista spektrofotometrisesti (Loading = 16 μmol/g).  
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3.7.2 Oligonukleotidien wtTel26-UNOMe synteesit 

 
Kaavio 10. Reaktiokaavio oligonukleotidien ON1, ON2 ja ON3 synteesistä automaattisella 
oligonukleotidisyntetisaattorilla. Punainen tähti on 6-FAM fluoreseenileimaa. 

Kaikki oligonukleotidit valmistettiin käyttämällä Äkta oligopilot plus automaattista 

DNA/RNA-syntetisaattoria 1 μmol skaalassa ja käyttäen kaupallisia 

fosforamidiittirakenneyksiköitä. Oligonukleotideissä ON1, ON2 ja ON3 käytettiin 

aikaisemmin valmistettua kiinteätä kantajaa 9. Oligonukleotiseissä ON4, ON5 ja ON6 

käytettiin kaupallista dT-CPG 1000 (loading = 36 μmol/g) kantajaa. Synteesissä 

kytkentäaikana fosforamidiittiyksiköillä oli 2 minuuttia ja 6-FAM leimalla 12 minuuttia. 

Oligonukleotidit irrotettiin kiinteästä kantaajasta ammoniakin väkevällä vesiliuoksella 

inkuboiden 55 °C:n lämpötilassa 18 tuntia. Ammoniakin väkevä vesiliuos haihdutettiin 

kuiviin ja haihdutusjäännös liuotettiin mQ-veteen.  Oligonukleotidit puhdistettiin RP-

HPLC:llä (5 – 25% ACN, 25 min, 50 mM TEAA-puskuri, pH 7,0) (Liite 16). 

Puhdistetuista oligonukleotideistä mitattiin massaspektrit (Liite 10, Liite 11 ja Liite 12). 
 

Oligonukleotidi Havaittu Laskettu Saanto [%] 

ON1 2719,47 2719,93 10 

ON2 4628,82 4629,16 16 

ON3 6537,06 6538,38 10 

Taulukko 1.  Itse valmistettua kiinteää kantajaa 9 käyttäen syntetisoitujen oligonukelotidien 
havaittu ja laskennallinen molekyylimassa sekä synteesien saannot. 
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3.7.3 Oligonukleotidien Tald.-wtTel26 synteesit 

 
Kaavio 11. Reaktiokaavio oligonukleotidien ON4, ON5 ja ON6 automaattisen 
oligonukleotidisynteesin jälkeisestä yhdisteen 6 manuaalisesta liitännästä. 

Oligonukleotideissä ON4, ON5 ja ON6 käytettiin kaupallista kantajaa dT-CPG 1000 

(loading = 36 μmol/g). Kytkentäaika oli 2 minuuttia. Synteesiohjelma päätettiin 

detritylaatioon. Synteesin jälkeen oligonukleotideihin liitettiin fosforamidiitti 7 

manuaalisesti. Kiinteää kantajaa punnittiin (ON4 11,4 mg; 0,41 μmol) (ON5 7,3 mg 0,25; 

μmol) (ON6 12,0 mg; 0,43 μmol) mikrosentrifuugiputkeen. Tuote 7 liuotettiin kuivaan 

asetonitriiliin siten, että siitä muodostui 0,4 M liuos. Tätä liuosta lisättiin kiinteän 

kantajan päälle (ON4 16 ekv; 6,4 μmol) (ON5 16 ekv; 4,2 μmol) (ON6 16 ekv; 5,8 μmol). 

Reaktioliuokseen lisättiin typpikaapissa 1H-tetrazolia (0,45 M; asetonitriilissä) (ON4 16 

ekv; 6,4 μmol) (ON5 16 ekv; 4,2 μmol) (ON6 16 ekv; 5,8 μmol) jonka jälkeen reaktioon 

lisättiin asetonitriiliä, kunnes kiinteä kantaja oli täysin peittynyt liuottimella. Kytkentöjen 

annettiin edetä kaksi tuntia huoneenlämmössä. Kiinteä kantaja huuhdeltiin imussa 

asetonitriilillä, jonka jälkeen fosfiittiesterit hapetettiin käsittelemällä kantajia jodi-

hapettimella (0,1 M THF/Pyridiini/H2O 78:20:2). Hapetusaikana oli 5 minuuttia. Tämän 

jälkeen kiinteä kantaja huuhdeltiin imussa asetonitriilillä ja dikloorimetaanilla ja se 

kuivattiin paineilmalla. Oligonukleotidit irrotettiin kiinteästä kantajasta ammoniakin 

väkevällä vesiliuoksella inkuboiden kantajia 55 °C:n lämpötilassa 18 tuntia. Ammoniakin 

väkevä vesiliuos suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin ja haihdutusjäännös liuotettiin mQ-

veteen. Oligonukleotidit puhdistettiin RP-HPLC:llä (5 – 25% ACN, 25 min, TEAA-

puskuri (50 mM, pH = 7,0))(Liite 17). Puhdistetuista oligonukleotideistä mitattiin 

massaspektrit (Liite 13, Liite 14 ja Liite 15). 
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Oligonukleotidi Havaittu (m/z) Laskettu (m/z) Saanto [%] 

ON4 2432,49 2434,72 2,6 

ON5 4341,79 4341,95 2,7 

ON6 6250,10 6251,18 5,7 

Taulukko 2. Kaupallista dT-CPG 1000 kiinteää kantajaa käyttäen syntetisoitujen 
oligonukelotidien havaittu ja laskennallinen molekyylimassa sekä synteesien saannot. 

3.8 G-kvadrupleksien reaktiot 

3.8.1 Kvalitatiiviset reaktiot 

Ensimmäisissä kokeissa oli tarkoitus osoittaa reaktion toimivuus ja tutkia vaikuttavatko 

olosuhteet (pH ja lämpötila) reaktion etenemiseen. Alustavia kokeita varten valittiin neljä 

eri reaktio-olosuhdetta (pH = 5,0; 20 °C; pH = 5,0; 4 °C; pH = 6,0; 20 °C ja pH = 6,0; 

4°C). Näistä olosuhteista ja kolmesta eri mallista saatiin 12 näytettä. Lisäksi valmistettiin 

kolme kontrollinäytettä. Yksi näyte sisälsi 1 μM kumpaakin oligonukleotidiä, 100 mM 

KCl, 50 mM puskuria (pH = 5,0; tai 6,0) sekä vettä niin, että reaktion tilavuus oli 250 μl. 

Reaktioihin lisättiin oligonukleotidit, KCl, vesi ja AcOH, pH 5. Reaktioita inkuboitiin 55 

°C uunissa yön yli aldehydin suojan irroittamiseksi. Seuraavana päivänä reaktioihin 

lisättiin puskurit oikean pH:n saavuttamiseksi ja mitattiin 0h näyte, jolla varmistettiin ettei 

ligaatioreaktioita ollut havaittavissa inkuboinnin jälkeen. Reaktioliuoksesta otettiin 5 μl 

näyte ja reaktio pysäytettiin lisäämällä Novex TBE Urea 2x puskuria 7,5  μl 

elektroforeesia varten. Reaktio pysähtyy kun se puskuroidaan selkeästi suuremmalla 

konsentraatiolla emäksistä puskuria. Reaktiota seurattiin denaturoivalla 

geelielektroforeesilla (15% TBE urea gel, 200 V, 45 mA, 50 min). Seuraava näyte 

mitattiin kahden viikon kuluttua reaktion aloittamisesta. Malleissa L2 ja L3 havaittiin 

ligaatiotuotetta. Mallissa L1 ei havaittu reaktiota. Tämä johtui todennäköisesti ON1 tai 

ON4 lähtöaineiden laadusta. 

3.8.2 K+-ionin konsentraatiosta riippuvat kinetiikkamittaukset 

Kalium-ionista riippuvan reaktiokinetiikan mittaamiseksi reaktiot oligonuk- 

leotidimalleille (L1, L2 ja L3) tehtiin viidessä eri K+-konsentraatiossa (0 mM, 0,1 mM, 

1 mM, 10 mM ja 100 mM). Reaktioita varten valmistettiin uusi puskuri 1M AcOH / 

AcOLi, pH 5. Ionivahvuus säädettiin litiumkloridilla (LiCl) I = 1 M. Kalium-ionille 

valmistettiin laimennossarja, jotta tilavuudet säilyivät samana kaikissa reaktioissa. 

Reaktioiden tilavuus oli 250 μl ja ne sisälsivät 1 μM kahta oligonukleotidiä, 0 - 100 mM 
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KCl, sekä 50 mM valmistettua AcOH / AcOLi, pH 5 puskuria. Reaktioihin lisättiin 

oligonukleotidit, KCl ja puskuri, jonka jälkeen reaktioita inkuboitiin 55 °C uunissa yön 

yli. Seuraavana päivänä mitattiin reaktioista 0h näygte. Reaktion etenemistä seurattiin 

denaturoivalla geeli elektroforeesilla (15% TBE urea gel, 200 V, 45 mA, 50 min). 

Reaktioseurannan aikapisteet olivat 0 h, 1 h, 6 h, 24 h, 96 h, 264 h ja 720 h. 

3.9 G-kvadrupleksin tuottaminen puhdistusta ja CD-mittauksia varten 

CD-mittauksia varten valmistettiin uusi erä ligatoituja G-kvadruplekseja. Reaktioiden 

tilavuus oli 100 μl, oligonukleotidien konsentraatio oli 40 μM, KCl:n 1 M ja puskuria 50 

mM. Reaktiotuotteet puhdistettiin RP-HPLC:n avulla. Tuotteiden puhdistuksessa 

jouduttiin käyttämään oligonukleotideille tarkoitettua Phenomenex bioZen -kolonnia, 

koska normaalilla C18-kolonnilla lähtöaineet ja tuote olivat päällekkäin (5 – 90%, 50 mM 

TEAA in MeOH / 50 mM TEAA in H2O, 20 min, Phenomenex 150 × 4,6 mm bioZen 

Oligo 2,6 μm, 60 °C). Reaktio pysäytettiin ennen seurantaa ja puhdistusta pH 8 puskurilla. 

Reaktiot puhdistettiin RP-HPLC:n avulla käyttäen yllä mainittua menetelmää. 

Puhdistettujen mallien saannot määritettiin spektrofotometrisesti. Saannot olivat olivat 

L1 = 23%, L2 = 15% ja L3 = 23%. 

3.10 CD-mittaukset 

Referenssiksi CD-mittauksia varten valmistetiin muokkaamaton wtTel26 sekvenssi. 

Referenssi sekä mallit L1 (1,2 μM), L2 (0,9 μM) ja L3 (1,35 μM) mitattiin 10 mM 

natriumkakodylaattipuskurissa (pH 7,4; I = 0,1 M)  jossa oli 100 mM KCl. Mittaukset 

tehtiin 10 °C välein alueella 10-90 °C. Jokainen lämpötila mitattiin kolme kertaa ja 

saaduista absorbanssiarvoista otettiin keskiarvo. Tausta mitattiin myös kolme kertaa ja 

tämän keskiarvo vähennettiin mittauksista. 
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4 Johtopäätökset ja yhteenveto 

Tutkimuksessa haluttiin valmistaa G4-rakenne kahdesta erillisestä oligonukleotidistä 

happolabiililla ligaatiolla. Tässä onnistuttiin. Mittaamalla reaktiokinetiikkaa 

vaihtelevissa kalium-konsentraatioissa todistettiin ligaation olevan riippuvainen  

saatavilla olevan kationin konsentraatiosta. Reaktiona G4-rakenteen muodostuminen on 

K+-konsentraatiosta riippuvainen, joten tämä tukee alkuperäistä hypoteesiä, että 

tapahtuakseen ligaatio tarvitsee ensin G4-rakenteen muodostumisen. Ilman kaliumionin 

läsnäoloa ligaatiota ei havaittu ollenkaan ja kaliumionin konsentraation kasvaessa 

ligaatiotuotteen määrä  kasvoi. Tämä johtuu joko siitä, että G4-rakenteen muodostuminen 

mahdollistaa N-metoksioksatsolidiiniligaation, tai G4-rakenteen muodostaminen 

vangitsee ligaatiotuotteet pysyvästi yhteen. Tästä datasta ei voi sanoa kumpi pitää 

paikkansa. 

Reaktion K+-riippuvuuden lisäksi, vertailemalla samassa konsentraatiossa tehtyjä 

reaktioita saimme tietoa myös ligaatiokohdan sijainnin merkityksestä reaktion 

tasapainoon. Käytetystä kolmesta mallista L1 muodostumisen tasapaino oli paljon 

enemmän tuotteiden puolella kuin malleilla L2 tai L3. G4-rakenteiden muodostuminen 

on nopea reaktio, mutta niiden kvartetit eivät muodostu yhdessä, vaan hybridisoituvat 

yksi ”kulma” kerrallaan. Tämä sopisi siihen, että G4-rakenne pääsee hybridisoitumaan 

pidemmälle malleissa L1 ja L3 kuin L2. Tällöin viimeinen pala voi liittyä rakenteeseen 

ilman, että sen tarvitsee taipua, tehostaen ligaatiota. Malli L3 on kuitenkin mallin L1 

peilikuva, jolloin sen pitäisi olla lähes yhtä tehokas, mitä se ei ollut ja jopa L2 oli 

huomattavasti tehokkaampi. Tämä ero tarkoittaisi, että ligaation kohta G4-rakenteen 

muodostumisessa vaikuttaisi reaktioon enemmän kuin rakenteen hybridisoitumisen aste. 

Erona mallien L1 ja L2, sekä L3 välillä oli ligaation kohtaa ympäröivät rakenteet, 

lopullisessa kolmiuloitteisessa muodossa. Käytetty sekvenssin wtTel26 muodostaa 

pääsääntöisesti hybridi-2-muodon G-kvadruplekseja.48 Hybridi-2 muodon G4 sisältää 

kvartettien väleissä kaksi normaalia silmukkaa, joissa sekvenssi kiertää kvartettien 

ulkopuolelta, seuraavaan guaniinitriplettiin, sekä yhden kvartettien vierestä menevän 

silmukan, joka kääntyy miltei 180° taakse päin päästäkseen seuraavaan triplettiin. 

Malleissa L1 ja L2 ligaatiokohta on juuri näissä kvartettien ulkopuolisissa silmukoissa, 

välttäen kvartettien aiheuttaman ahtauden. Mallissa L3 ligaation kohta on kvartetin 

vieressä. Steerisen ahtauden takia ligaation tasapaino on selkeästi vähemmän tuotteiden 

puolella verrattaessa kahteen muuhun malliin. 
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Tutkimuksen lopuksi ligaatiotuotteet karakterisoitiin CD-lämpötilamittauksilla. 

Mallien L1, L2 ja L3 CD-spektrejä verrattiin referenssiksi valmistetun 

muokkaamattoman wtTel26 CD-spektriin. Vaikka sekvenssissä oli keskellä N-

metoksioksatsolidiinilinkkeri fosfodiesterisidoksen tilalla, muodostivat kaikki kolme 

mallia G-kvadrupleksisen rakenteen. Muodostuneiden sekundaarirakenteiden välillä oli 

kuitenkin eroja. Malli L1 muodosti puhtaasti wtTel26 mallisen hybridi-2-mallisen G4-

rakenteen, kun taas L3 muistutti eniten paralleelia G4-rakennetta. Malli L2 oli paralleelin 

ja hybridi G4-rakenteen tasapaino. Tämä tasapaino muuttui paralleelin suuntaan 

korkeammassa lämpötilassa. Sama tasapaino oli havaittavissa myös mallilla L3, 

vaikkakin heikompana. Tämä viittaisi siihen, että ligaatiokohta vaikuttaa rakenteen 

sekundaarirakenteeseen. 

 Reaktion tutkiminen vain yhteen suuntaan jättää mahdolliselle jatkotutkimukselle 

selkeän suunnan rakenteen hajoamisen ja stabilisuuden tutkimisen osalta. Lisäksi 

erilaisten G4-ligandien vaikutus N-metoksioksatsolidiiniligatoituun G4-rakenteeseen on 

vielä täysin tutkimatta. Mikäli rakennetta haluttaisiin käyttää mahdollisena kuljettimena 

terapeuttisille G4-ligandeille, kuten porfyriiniselle TMPyP4:lle tai telomeraasi 

nihibiittori RHSP4:lle, tulisi löytää sopiva rakenne, joka olisi riittävän stabiili 

neutraaleissa olosuhteissa, mutta hajoaisi nopeasti happamassa pH:ssa. Tämä voi vaatia 

täysin erilaisen G4-rakenteen tässä työssä käytettyyn hybridi-2-muodon verrattuna. 

Toinen mahdollinen tutkimuksen suunta voisi olla ligatoidun G4-rakenteen käyttö pH-

herkkänä biosensorina kuvantamisessa tai nanoteknologiassa eräänlaisena pH:n 

ohjaamana ”moottorina”. 
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Haluaisin kiittää avovaimoani Mimosaa hienojen kuvaajien piirtämisestä ja henkisestä 

tukemisesta. Ilman sitä ei tästäkään gradusta olisi tullut yhtikäs mitään. Kiitos ja 

anteeksi! 

 

Ystävällisin terveisin 

Tuomas 
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6 Liitteet 

 

Liite 1. Tuotteen 4 H-NMR-spektri. 

 

Liite 2. Tuotteen 4 C-NMR-spektri. 
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Liite 3. Tuotteen 6 H-NMR-spektri. 

 

Liite 4. Tuotteen 6 C-NMR-spektri. 
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Liite 5. Tuotteen 7 H-NMR-spektri. 

 

Liite 6. Tuotteen 7 C-NMR-spektri. 
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Liite 7. Oligonukleotidimallin L1 massaspektri ja isotooppijakauma. 

 
Liite 8. Oligonukleotidimallin L2  massaspektri ja isotooppijakauma. 
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Liite 9. Oligonukleotidimallin L3 massaspektri ja isotooppijakauma. 

 
Liite 10. Oligonukleotidin ON1 massaspektri ja isotooppijakauma. 
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Liite 11. Oligonukleotidin ON2 massaspektri ja isotooppijakauma. 

 
Liite 12. Oligonukleotidin ON3 massaspektri ja isotooppijakauma. 
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Liite 13. Oligonukleotidin ON4 massaspektri ja isotooppijakauma.  

 
Liite 14. Oligonukleotidin ON5 massaspektri ja isotooppijakauma. 
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Liite 15. Oligonukleotidin ON6 massaspektri ja isotooppijakauma. 

 

 
Liite 16. Oligonukjleotidien ON1, ON2 ja ON3 nestekromatogrammit ennen puhdistusta 
ja puhdistuksen jälkeen. 
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Liite 17. Oligonukjleotidien ON4, ON5 ja ON6 nestekromatogrammit ennen puhdistusta 
ja puhdistuksen jälkeen. 

 
Liite 18. HPLC-MS laitteistolla analysoitu välituote 5. Kuvassa on HPLC-kromatogrammi selä 
negatiivisen ionisaation massaspektri. 

 


