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Nanoléédketiede hyddyntdd nanokoon rakenteiden kemiallisia seka fysikaalisia ominaisuuksia erilaisissa
sovellutuksissa. Nanorakenteiden muotoa, kokoa ja pinnan kemiaa voidaan hallita ja muokata tarkasti.
Nanosysteemeihin voidaan sisillyttdd komponentteja, joita voidaan hyddyntdd muun muassa geenien
kuljetukseen, lddkeannosteluun seki sairauksien hoitoon. Esimerkkejd nanokoon rakenteista ovat
pallonukleiinihapot (SNA:t), jotka voivat kuljettaa oligonukleotideja kohdesoluihin. Oligonukleotidien
kayttod rajoittaa niiden heikkoudet in vivo; nopea erittyminen ja huono stabiilisuus. Naméa heikkoudet
voidaan valttdd kehittdimalld nanokoon lddkeaineen kuljetusjirjestelmié, jotka hallitusti vapauttavat
ladkeainetta aiheuttaen mahdollisimman vdhén toksisuutta.

Pallonukleiinihapot koostuvat sopivasta ydinrakenteesta ja sen ympdérille kootusta tihedstd
oligonukleotidikuoresta. Pallonukleiinihappojen ydinrakenteen valinnalla on merkitystd sen
ominaisuuksiin sekéd kestdvyyteen. Ydinrakenteet voivat olla epdorgaanisia tai orgaanisia. On myos
mahdollista, ettd pallonukleiinihapon ydin on ontto. SNA-rakenteet omaavat monia hyodyllisid
ominaisuuksia verrattaessa lineaarisiin oligonukleotideihin, kuten alhaisemman sytotoksisuuden,
nukleaasiresistenssin, pienemmén immuunivasteen sekd tehokkaan soluunoton scavenger A-reseptorien
vilityksell.

Molekulaaristen pallonukleiinihappojen rakenne on tunnettu ja médéritelty, jolloin sen kokoa ja
oligonukleotidien lukumiédrdd voidaan sdddelld kontrolloidusti. Aikaisemmissa tutkimuksissa on
kaytetty 12-haaraista Cgo-fullereenia ydinrakenteena. Tassé tyOssa tutkitaan vaihtoehtoisten biohajovien
ja muokattavien ydinrakenteiden soveltuvuutta pallonukleiinihappojen valmistukseen. Ydinrakenteena
kiytetddn helposti saatavilla olevia ydinrakenteita: 4-haaraista ja 8-haaraista polyamidoamiini
(PAMAM) dendrimeerid sekd 8-haaraista silseskvioksaania. Ydinrakenteisiin kiinnitetdan atsidi-
modifioitu késivarsirakenne, jolloin oligonukleotidisekvenssi voidaan kiinnittdd rengasjénnityksen
ajamalla alkyyni-atsidi-sykloadditioreaktiolla (SPAAC). Synteesien jdlkeen lopullisena tavoitteena on
selvittdd ydinrakenteiden sekéd oligonukleotidien vaikutusta pallonukleiinihappojen soluunottoon in
vitro ja biodistribuution in vivo.

Oligonukleotidisynteesit onnistuivat hyvin ja ne saatiin karakterisoitua massaspektrometrisesti.
Onnistuneesti valmistettiin PAMAM G1-ydinrakenne SNA-synteesejé varten. POSS- sekd PAMAM G1
-ydinrakenteen monofunktionalisointi oligonukleotidilla onnistui, mutta ydinrakenteiden valmiita SNA-
tuotteita (24 oligonukleotidijuostetta/ydinrakenne) ei saatu valmistettua. Saadut tuotteet olivat seoksia,
joissa oligonukleotidiketjujen méérit vaihtelivat. Haaroitusrakenteen takia oligonukleotidikuori on
tiheimpi kuin yksittéisilld oligonukleotidijuosteilla, jolloin ydinrakenteeseen jéi vapaita haarakkeita
oligonukelotidikuoren suojaan. Monofunktionalisoinnissa 3-haaraisen oligonukleotidin korvaaminen
yhdella oligonukleotidijuosteella mahdollistanee tdysfunktionalisoidun SNA:n synteesin.

Avainsanat: Pallonukleiinihappo, SNA, PAMAM-dendrimeerit, polyoktaedrinen silseskvioksaani,
POSS, COSS
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1 Johdanto

1.1 Pallonukleiinihapot

Nanolddketiede on nanoteknologian lddketieteellinen sovellutus, joka hyodyntdd nanokoon
rakenteiden kemiallisia sekd fysikaalisia ominaisuuksia diagnostisiin sekd terapeuttisiin
tarkoituksiin.! Nanorakenteiden muotoa, kokoa ja pinnan kemiaa voidaan hallita ja muokata
tarkasti.> Lisdksi nanosysteemeihin voidaan sisillyttdi komponentteja, joita voidaan kiyttii
biolddketieteellisiin sovellutuksiin, kuten geenien kuljetukseen, lddkeannosteluun seka
sairauksien hoitoon.’ Nanoliikeainekuljettimina on tutkittu useita erilaisia rakenteita, kuten
liposomeja*,  hiilinanoputkia®>,  nanokristalleja,  polymeerisii ~ nanopartikkeleita,

kultananopartikkeleita seki dendrimeereji.®

Oligonukleotideja kdytetdin terapeuttisena aineena geneettisen tiedon siirtoon, kuljetukseen ja
muokkaamiseen geeniterapiassa ja virushoidossa.” Niiden kiyttdd kuitenkin rajoittaa niiden
heikkoudet systeemisessd annostelussa; nopea erittyminen ja huono pysyvyys. Tétd voidaan
parantaa kehittdmailld nanokoon lddkeaineen kuljetusjarjestelmia DNA:lla sekd RNA:lla, jotka
parantavat nukleiinihappojen biodistribuutiota ja mahdollisesti kohdentavat nukleiinihapon
haluttuun kudokseen. Nanokuljettimet voivat vaikuttaa suotuisasti immunogeenisuuteen ja

toksisuuteen.?

Pallonukleiinihapot (SNA, eng. spherical nucleic acids) ovat kolmiulotteisia nanokoon
kuljettimia ja helposti muokattavia rakenteita, joilla on useita etuja verrattuna lineaarisiin
oligonukleotideihin. Huolimatta pallonukleiinihappojen negatiivisesta pintavarauksesta,

padseviat ne solun sisdin nopeammin mitd lineaariset oligonukleotidit, scavenger A-

9

reseptorivilitteisen endosytoosin avulla.” Tdméin ominaisuuden ansiosta on mahdollista

kuljettaa suuria méiirid nukleiinihappoa soluihin ilman ulkoisia transfektioagensseja.'®!!

Lisiksi SNA:illa on pienempi synnynniisen immuunivasteen aktivointi'” ja korkeampi

sitoutumisaffiniteetti'® sekd ne pystyviit vastustamaan nukleaasin hajotusta paremmin'.

SNA:iden on todettu lipdiseviin jopa veri-aivoesteen lineaarisia oligonukleotideja paremmin. !>
Verrattaessa muihin geenin kuljetusjérjestelmiin SNA:1la on vihdinen immunogeenisuus toisin
kuin esimerkiksi liposomeilla.'®!” Niiden etujen ansiosta voidaan SNA:ta hyddyntii
geenieksperssion siditelyssi'®, kemoterapiassa'®, immunomodulaatiossa®® seki DNA:n ja

RNA:n havaitsemisessa in vitro*!** 23



SNA-rakenteilla on paljon potentiaalia toimia monissa ldédketieteellisissd sovellutuksissa.
Kuitenkin on tarpeellista tutkia SNA-rakenteen pysyvyyttd sekd solun ettd kudosten sisdlld kuin
myos elimissé. Lisdksi eri ytimien ja oligonukleotidien vaikutusta SNA-rakenteen pysyvyyteen
tulee tutkia tarkemmin. Kultananopartikkeli-SNA:iden (AuNP-SNA) on osoitettu lisddvin
DNA:n pysyvyyttd deoksiribonukleaasia vastaan. SNA:iden biodistribuutioon vaikuttavia
tekijoitd ei tunneta kovin hyvin. Tutkimukset keskittyvdt niiden muotoon ja kokoon, mutta
niiden lisdksi mahdollisia tutkimuksen kohteita voivat olla SNA ytimen vaikutus tiheyteen.
Lisdksi SNA:iden vuorovaikutusta immuunijirjestelmén kanssa ei ole havainnollistettu eika
kovin hyvin tunneta, miten nukleiinihapporyhmittyméit metabolisoituvat ja miten ne késitelldén

in vivo.8

1.1.1 Rakenne ja ominaisuudet

SNA-rakenne koostuu ydinrakenteesta sekd sithen  kiinnittyneistd muokatuista
oligonukleotidijuosteista, jotka muodostavat tiheéin oligonukleotidikuoren.>* Molekulaaristen
pallonukleiinihappojen rakenne on tarkoin kontrolloitavissa ja muunneltavissa toisin kuin
polydisperseilli SNA-rakenteilla, joissa oligonukleotidikuoren tiheydet vaihtelevat.?
Molekulaarisella SNA:1la ydinrakenne voi olla esimerkiksi Ceo (1), POSS (2) tai sukupolven 1

PAMAM-dendrimeeri (3) (Kuva 1).
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Kuva 1. Molekulaaristen SNA:iden ydinrakenteet: Cqo-fullereeni (1), POSS (2) ja PAMAM G1 (3).

Pallonukleiinihappojen kuoren oligonukleotidit, voivat olla yksi-, kaksi tai kolmejuosteisia
konjugaatteja. Valitut konjugaatit vaikuttavat SNA:n ominaisuuksiin. Rosi et al.
tutkimusryhmé on ensimmaéisend osoittanut kayttdmilld yksijuosteista DNA:ta, ettd SNA:t
péidsevit soluihin sisin ja voivat siidelld geenin ilmentymisti.'® SNA-rakenteissa on kiiytetty
myds kaksijuosteista DNA-?, siRNA-?° seki miRNA-konjugaatteja’’. Mirkin et al. ovat
osoittaneet, ettd muokkaamalla nukleiinihapposekvenssejd saadaan aikaan merkittdvd muutos

SNA:n pinnan proteiinikoronaan.?®



SNA:n ytimen ympdrilld oleva tihed kuori koostuu yleensd kolmesta toiminnallisesta osasta,
joita ovat kiinnitysosa ytimeen (késivarsi), vilikappale (eng. spacer) sekd hallittava
toiminnallinen sekvenssialue.?> Némid kolme osaa vaikuttavat oligonukleotidikonjugaatin
toimintaan ja niiden valinnalla voidaan vaikuttaa esimerkiksi SNA:n pysyvyyteen.® Ytimeen
kiinnittyva osa sitoutuu ytimeen joko kovalenttisella tai ei-kovalenttisella sidoksella ja sopiva
kiinnitysosa riippuu valitusta ytimestd. Esimerkiksi AuNP-ytimen kiinnitysosan yksittdinen
molekyyli on yleensd joko propyyli- tai heksyylitioliryhmad, joka liitetddn oligonukleotidiin
osana automatisoitua kiintein kantajan synteesid.?>°*° SNA-konjugaatin pysyvyytti voidaan
monitoroida, kun seurataan oligonukleotidien funktionalisointia ditiotreitolilla, eli
disulfidisidoksien pelkistijilld.’! Muita kiytettyjd kiinnitysosia epdorgaanisilla ytimilld ovat
amiinit ja karboksyylihapot seki kelaatit, joita voivat olla haarautuneet tiolirakenteet®? tai
sykliset disulfidirakenteet®'**. Orgaanisilla ytimilld kiinnitysosana voidaan kiyttii orgaanisia

ligandeja kuten tokoferolin osaa tai dibentsosyklo-oktyyniamiinia.®?

Toisen kuoren osan, vilikappaleen (eng. synthon), avulla hallittava toiminnallinen alue on
kauempana ytimen pinnasta (esimerkiksi AuNP-pinnasta). Vilikappale voi koostua PEG-

yksikoistd sekd myds oligonukleotidista: Tio tai Ajo.>*

Vilikappaleiden avulla ytimien
ympdrille saadaan alueita, jotka vdhentivét suolan aiheuttamaa aggregaatiota. Tdéméin ansiosta
on mahdollista parantaa SNA:n joustavuutta sekd pysyvyyttd ja lisdksi lisdtd konjugoitujen
oligonukleotidien tiheyden miirdd kuorella.>> Tutkimuksissa on osoitettu lisdéintyneen

PEGylaation pidentivin SNA:iden puoliintumisaikaa (T1/2) verenkierrossa hiirilli.*°

Kolmas osa on hallittava toiminnallinen sekvenssialue, joka voidaan muokata tarkoitusta varten
sopivaksi. Oligonukleotidien ryhmittyma SNA:n pinnalla méérittdé biologisen kéyttdytymisen,
kun SNA on vuorovaikutuksessa solujen ja elinten kanssa in vitro sekd in vivo.’’®
Sekvenssialue on aktiivinen alue, jota voidaan hyddyntdd emésparien muodostukseen muiden
juosteiden kanssa. Ytimen pinnalla olevien oligonukleotidien lukumédrd pystytddn
ennustamaan kaarevuuden, muodon ja vapaan pinta-alueen funktiona. Ulkokuori voi sisdltda
erilaisia konjugaatteja, esimerkiksi kuvantamisaineita (fluoreseiini, radioisotooppi '*F tai MRI-
varjoaineet) ja immunostimulantteja (antigeeni, vasta-aine tai tehosteaine CpG).®> SNA voi
koostua my0s kaksoiskierteisesti RNA:sta (siRNA), joka voi RNA-interferenssin kautta

vaikuttaa solujen jakautumiseen, kasvuun, erilaistumiseen ja apoptoosiin.*®

DNA ja RNA:iden lisdksi nukleiinihappoketjuun voidaan tehdd erilaisia muokkauksia, kuten

kéyttid neutraaleja oligonukleotidianalogeja: peptidinukleiinihappoja (PNA)*® tai morfolino-



oligonukleotideja (MPO)*. Neutraalien oligonukleotidianalogien etuna on vahvempi
hybridisaatio, erinomainen pysyvyys ja ne pariutuvat vahvemmin kuin negatiivisesti

varautuneet DNA-konjugaatit.*!

Muita muokattuja nukleiinihappoja ovat lukitut nukleiinihapot
(LNA), jotka nekin lisdsvit rakenteiden pysyvyyttd ja sitoutumisvoimakkuutta kohteisiin.®
Seferos et al. tutkimuksessa lisdttiin nelja LNA-eméstd sekvenssiin. Kun konjugaattien
kohteena oli surviviini geeni, saatiin geenin “knockdown”, eli geenin ilmentymisen

42 McKenzie et al. ovat

vihentyminen, kasvamaan 66,6 % A549-syopédkohdesoluissa.
osoittaneet, ettd AuNP-ytimeen kiinnittyneet LNA-konjugaatit voivat nostaa kaksoiskierteen

sulamislimpétilaa noin 3 °C yhti LNA-emisti kohden.®’
1.1.2 Ydinrakenteita

Ensimmadiset raportoidut pallonukleiinihapot syntetisoitiin vuonna 1996 Mirkin et al.
tutkimusryhmissi, jolloin SNA:n ytimeni kiytettiin kultananopartikkeleita (AuNP).?* Tdmén
jilkeen ydinrakenteena on kiytetty useita erilaisia rakenteita, epdorgaanisia, orgaanisia sekd
onttoja ytimid.® Ytimen valinnalla on merkitysti SNA:n ominaisuuksiin: kokoon, muotoon ja
biologiseen profiiliin.?® Ytimet jddvit usein soluun, kun taas oligonukleotidit poistetaan
vihitellen solusta.** Tisti syysti bioyhteensopivat ja biohajoavat ydinrakenteet ovat tirke#ssi

roolissa ydinrakenteen valinnassa ja kehityksessi.®

Ontto ydin saavutetaan syntetisoimalla ensin AuNP-ydinrakenteinen SNA, jonka jilkeen
ytimen ympdrille syntetisoidaan ristisilloitettu tihed kuori. AuNP-ytimen kulta liuotetaan
kaliumsyanidilla, jolloin tuotteena saadaan onttoytiminen SNA.* Ontto ydin voidaan valmistaa
myds piidioksidista*®. Ontot SNA-rakenteet omaavat samankaltaiset ominaisuudet kuin
muutkin SNA:t. Alhainen sytotoksisuus, resistanssi nukleaasia kohtaan sekd tehokas geenin
sadtely ovat tyypillisid kaikille SNA:ille. Lisdksi voidaan vélttdd ydinrakenteen

kontaminoituminen soluun.®

Onttojen ytimien lisdksi SNA:ssa voidaan kayttdd epdorgaanisia ytimid. Niitd ovat
kvanttipisteet (QD), rautaoksidi sekd jo mainitun kullan lisdksi muut jalometallinanopartikkelit:
hopea, palladium ja platina.*’ Ensimmiinen SNA syntetisoitiin paillystimilldi 13 nm
halkaisijaltaan oleva AuNP merkaptomodifioidulla DNA:1la. AuNP-ytimelliset SNA:t ovat
tutkituin SNA-ryhmad, jossa ytimeen on kiinnitetty Au-S-sidoksella alkyylitiolilla muokatut
oligonukleotidit.*** Kultananopartikkeleilla on eri etuja: niilli voidaan syntetisoida useita

erikokoisia hiukkasia.*® Lisiksi niihin liittyvi analytiikka on suoraviivaista.?
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Kullan lisdksi muilla nanohiukkasilla on ominaisuuksia, jotka wvaikuttavat SNA:han.
Esimerkiksi vesiliuoksessa hopeananopartikkelit hapettuvat helposti*’, jolloin yksihampaisista
alkyylitioleista on vaikea valmistaa pysyvid konjugaatteja.2> Téstd syysti AgNP-ytimellisissi
SNA:issa kdytetddn oligonukleotideja, joissa on useita syklisid disulfidiryhmii, jotka estdvit
hopean hapettumisen.’® Vaihtoehtoisesti AgNP-prismoja voidaan muokata paillystimailld ne
ensin silikakerroksella ja sitten muokkaamalla pintaa alkoksisilaanilla esimerkiksi
oktadekyylitrimetoksisilaanilla.>! Kadmiumselenidi kvanttipisteet valmistetaan
kolmivaiheisella menetelmaélla, jossa ligandin ja liuottimen vaihdon jilkeen suoritetaan lopuksi
inkubointi  alkyylitiolifunktionalisoitujen  oligonukleotidien kanssa.’>  Vaihtoehtoinen
menetelmd  on  kéyttdd  tiolireaktiiviseksi ~ muokattua  peptidikdsivarsirakennetta
kiinnitysryhménd, kun  polyhistidiini-reaktiivinen-peptidi  sitoutuu  kvanttipisteisiin
metalli—histidiini-vuorovaikutuksilla.”> Kuparivapaalla rengasjinnityksen ajamalla alkyyni-
atsidi-sykloadditiolla (SPAAC)** on valmistettu SNA, jonka ytimeni on kiytetty
superparamagneettista rautaoksidinanohiukkasta (SPION).>> Niiden konjugaattien DNA-

sitoutumiskiyttiytyminen on lihes identtisti riippumatta ytimen materiaalista.?

Epdorgaaniset rakenteet ovat yleisin valinta SNA:n ytimeksi. Niiden haittana ovat kuitenkin
mahdolliset pitkdaikaismyrkyllisyyshaitat silld ne kerddntyvét elimiin muun muassa maksaan
japernaan.>® Tistd syystd biohajoavilla ja bioyhteensopivilla ytimilld, esimerkiksi liposomeilla,

on potentiaalia bioldéketieteen sovellutuksiin. Orgaanisia ytimid ovat liposomien®’ liséksi

t58 t59

proteiinit™®, polymeerit>” sekd joukko muita molekyylejd. Liposomaalisten SNA:iden (LSNA)
synteesissd aluksi syntetisoidaan ydin lipidimonomeereistd, jonka pinnalle kiinnitetddn
nukleiinihappojohdannainen, jossa on hydrofobinen tokoferoli. LSNA:n lipidirakenneosat
madrittdvat  pysyvyyden, DNA-juosteiden = maksimiméédrdn  kuorella, soluunoton,

immuunivasteen in vitro sekd kerdéintymisen imusolmukkeisiin in vivo.>’.

Proteiinia, esimerkiksi B-galaktosidaasia, voidaan kiyttdd ytimend, kun siihen kiinnitetdén
kovalenttisesti  atsidikdsivarsirakenne. = Muokattuun  proteiiniytimeen  kiinnitetdin
kuparivapaalla klik-kemialla DNA-juosteita, jolloin saadaan tuotteena proteiini-SNA (pro-
SNA). Entsyymin soluunottoa parantaa kovalenttisesti tihed oligonukleotidikuori ja
synteeseissd voidaan kiyttii alhaisia entsyymipitoisuuksia (jopa 100 pM).>® Pro-SNA:sta ja
laktaattioksidaasi-ytimestd voidaan koota ristisilloitettuja nanohiukkasia, joilla on Pro-SNA:ta
tehokkaampi solujen kuljetus sekd parempi signaali-kohinasuhde, kun seurataan solunsiséista

laktaattia.®®
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SNA:n ydinrakenteena on onnistuttu kiyttdmédn myos DNA:ta. Ydinrakenne syntetisoidaan
DNA-osista rolling-circle replication -menetelmélld (RCR), jolloin saadaan nanokukka DNA-
rakenne.®' Vaihtoehtoisesti voidaan kiyttii DNA rolling-circle amplification —menetelmai
(RCA), jolloin saadaan kerdmdinen DNA muoto (DNA nanokerd, DC). Ytimen ympdrille
saadaan useita kopioita siRNA-duplekseista, kun ne kiinnittyvét kerdn ympérilla oleviin
komplementaarisiin sekvensseihin. Eméspariutumisen seurauksena saadaan siRNA-DC SNA-
rakenne. siRNA-DC-SNA otetaan soluun sisélle Scavenger A-reseptorivilitteisesti, jossa se
pilkotaan niin, ettd siRNA vapautuu ytimestd. Ydin mahdollistaa kohdennetun siRNA-

vilitteisen geenin hiljentdmisen.®?

Coo-fullereenia on kiytetty ydinrakenteena pallonukleiinihappojen —synteeseissd?>®.

Polyoktaedrinen silseskvioksaani (POSS) on vaihtoehtoinen ydinrakenne tille, silld se on
edullisempi sekd biohajoava. Kuitenkin Li et al. osoittivat Ceo-fullereeni SNA:lla olevan
parempi soluunotto sekd parempi nukleaasiresistenttisyys kuin vastaavalla POSS-SNA:lla,
koska 12-haaraisen Ceso-ytimen oligonukleotidi kuori on tiheimpi kuin 8-haaraisen POSS-

ytimen.??

Yleistermi silseskvioksaani kuvaa kaikkia rakenteita, joiden empiirinen kaava on RSiO32, jossa
R on esimerkiksi vety, alkyyli tai aryyli. Rakenne voi olla tikapuu-, osittainen hékki-, hikki (4)-
tai satunnainen rakenne. Silseskvioksaanin hikkirakenne (4) (Kuva 2), eli POSS (eng.
octahedral cubic silsesquioxane) tai toiselta nimeltdan COSS (eng. polyhedral oligomeric
silsesquioxane), on kolmiulotteinen nanorakenne (halkaisijaltaan 0,53 nm), jossa piiatomiin on
kovalenttisesti sitoutunut kolme happiatomia.®® POSS-nanorakenne on epiorgaaninen-
orgaaninen rakenne. Hékkirakenteen pinnan orgaanisten ryhmien ansiosta rakenne voidaan
tehdd yhteensopivaksi esimerkiksi polymeerien tai biologisten jérjestelmien kanssa. Ryhmét on

mahdollista suunnitella reaktiivisiksi tai ei-reaktiivisiksi.®
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Kuva 2. SNA:n ytimené kéytettdvé silseskvioksaanin hékkirakenne (4), jossa R voi olla H tai jokin
muu atomi.

Kaytetyn ydinmateriaalin muoto ja koko méadrittelevit maksimaalisen oligonukleotiditiheyden
SNA:n pinnalla.®® 10 nm halkaisijan kokoinen AuNP-ytimelld voi olla 3,5 kertaa enemmin
oligonukleotidijuosteita kuorella kuin saman pinta-alan tasaisella kultalevylld. Ytimen koko
méidrittid myds kaarevuuden, mitd pienempi ydin sen suurempi kaarevuus.®’ Lisiksi ytimilld
on siideltivid optisia ominaisuuksia seki kestivii katalyyttistd pysyvyyttd.5® Eri analyytteihin
sitoutuneet AuNP-ytimet luovat pintaplasmoniresonanssia (SRP) ja tehostavat ndin pinnan
Raman-sirontaa.%’ Tdma johtaa herkkiin biotunnistukseen ja signaalin lisiykseen, joita voidaan

hyddyntii bioldiketieteellisissd sovellutuksissa.®®7°

1.1.3 Pinnan tiheys

SNA-konjugaatteja voidaan hyodyntéi erilaisissa sovellutuksissa diagnostiikassa ja terapiassa.
Nanopartikkelien pinnalla olevien oligonukleotidien rakenteeseen ja tiheyteen vaikuttaa DNA-
nanopartikkelikonjugaatin pysyvyys sekd toiminta. Tédméin yhteyden vuoksi on tédrkedd
ymmartdd tekijat, jotka vaikuttavat konjugaattien muodostumiseen, jotta voidaan suunnitella
tarkoitukseensa optimoituja ja hyvin méaériteltyjd konjugaatteja. Tekijét, jotka vaikuttavat SNA-
konjugaatteihin ovat suolan konsentraatio synteesissd, kdytetyn nanopartikkelin koko seké

muoto, SNA:n pinnan lihettyvilld olevat emikset, ultradifinikisittely®* ja limmitys4.%

Ensimmaiset syntetisoidut Au-NP-kojugaatit olivat 13 nm pituisia Au-NP sitraattistabiloituja
konjugaatteja, joihin kiinnitettiin alkyylitiolilla lyhyitd oligonukleotideja esimerkiksi 3’-
propyylitioli-TACCGTTG-juosteita.?* Nimi muodostuneet SNA:t eiviit olleet pysyvid kuin
viikkojen ajan, koska DNA on negatiivisesti varautunut ja tilla menetelmailld ei pystytty SNA:n
kuorta pakata tihedsti. Tdmédn jilkeen kehitettiin menetelma, jossa valmistetaan suolauksen
avulla tiheiti ja pysyvimpid SNA-rakenteita.”” Tyypillisesti suolan konsentraatio liuoksessa on

noin 0,15 M — 1 M.? Kun reaktioliuoksen suolakonsentraatiota lisdtidin, saadaan aikaan
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vierekkiisten juosteiden vélisid hylkivid vuorovaikutuksia ja siten suurempia kuoren pinnan
oligonukleotiditiheyksid. Lopulta steeriset rajoitukset madrittivit maksimitiheyden
oligonukleotideille. Suolalla ikddnnyttamalld Au-NP-ytimen oligonukleotidien kuori on pysyvéa
Au-S-vuorovaikutusten ansiosta verrattuna heikompiin Au-sitraatin vuorovaikutuksiin.?
Ytimen kuorella olevien oligonukleotidien muodostama negatiivinen varaus antaa korkean
negatiivisen elektrokineettisen potentiaalin (alle 30 mV) kolloidisessa seoksessa, joka vdahentida
saostumista.”! Tdmin menetelmin kiyttd on osoittanut SNA:iden olevan pysyvid kuukausien
ajan erilaisissa pH-, livotin ja ionivahvuusolosuhteissa. Kuitenkin DNA:n dissosiaatiota on
my6s havaittu hieman huoneenlimmossi.'®’? Rakenteen pysyvyys on tirkedd, kun niiti
kaytetdan sovellutuksissa kuten solun sisdisessd geeninsditelyssa sekd

molekyylidiagnostiikassa in vitro.?®

Suurin DNA:n maksimipintatiheys riippuu siis ytimen koosta ja muodosta. Pallomaisilla
pienemmilld hiukkasilla, kuten AuNP, maksimipintatiheys on suurempi kuin suuremmilla
hiukkasilla sekd tasomaisilla hiukkasilla. Esimerkiksi 10 nm pallomaisilla AuNP-hiukkasilla
maksimitiheys on usein noin 2 x 10'3 oligoa/cm?, kun taas identtisissi olosuhteissa tasomaisilla
AuNP-hiukkasilla maksimitiheys on 5,8 x 10'? oligoa/cm®. Kuten aiemmin mainittu,
pienemmin ytimen ansiosta SNA-rakenteella on suurempi kaarevuuskulma, jolloin yksittdisen
juosteen ympdrilld on enemmain tilaa. Siitd syystd usein pienempdin ytimeen voi kiinnittyd
suhteessa suurempi mééra oligonukleotideja kuin suuremmalla ytimelld. Au-NP-ytimen koon
kasvaessa tdma vaikutus vdahenee. Kun halkaisija on > 200 nm, oligonukleotidin tiheys pinnalla

lihenee samaa kuin tasomaisella kultananopartikkelilla.®’

Lisdksi ytimen ldhelld olevat DNA-emékset vaikuttavat omalta osaltaan pintatiheyteen, koska
eméikset ovat vaihtelevissa médrin vuorovaikutuksessa hiukkasen, esimerkiksi kullan, pinnan
kanssa riippuen kiytetysti emiksestd.”> Vilikealueella, usein noin 10 nukleotidia/3 nm,
voidaan pinnan aktiivinen oligonukleotidisekvenssi saada kauemmas esimerkiksi positiivisesti
varautuneesta AuNP-ytimestd. Tdma antaa joustavuutta sitoutumisessa, joka vihentéé steerisia
esteitd. Esimerkiksi T1o vélikekappaleen kéytto 15 nm AuNP-ytimelld mahdollistaa suuremman
maksimitiheyden 38 pmol/cm?, kun taas adeniinilla se on 19 pmol/cm?. PEG vilikappaleen
kdytolldi maksimitiheys on 56 pmol/cm? koska se ja Au-hiukkaset ovat vihiisesti

vuorovaikutuksessa keskenddn.>*

Ytimen léhelld olevien DNA-emdsten valinnan lisdksi suuremman DNA-pintatiheyden

saamista edistdd suuri kaarevuuskulma. Kulma luo vapaamman tilan yksittdiselle juosteelle,
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jolloin on vihemmain steerisié esteitd ja elektronisia hylkimisrajoituksia. My0s suolapitoisuutta
nostamalla, korkeammalla lammolla seki ultradédnikasittelylld voidaan liséta oligonukleotidien

tiheyttéd pinnalla.
1.2 PAMAM-dendrimeerit

Polyamidoamiini- eli PAMAM-dendrimeerit ovat hyvin haaroittuneita synteettisid
makromolekyylejd, joiden rakenteet sekd koostumukset ovat hyvin maiiritellyt. PAMAM-
dendrimeerit ovat perdkkéisistd synteeseistd muodostuneita rakenteita. Sukupolven 1, eli GO
(5), PAMAM-dendrimeerista voidaan syntetisoida seuraavien sukupolvien rakenteita, G1 (6),
G2 (7), G3, jne.® (Kuva 3). Suurten sukupolvien rakenteet muistuttavat puuta, kun niiti
tarkastellaan 2-ulotteisesti.”* Dendrimeeri-sana koostuu kahdesta Kreikan kielen sanasta:
dendron, joka tarkoittaa puuta, sekii meros, joka tarkoittaa osaa.”” PAMAM-dendrimeereilla on
paljon hyddyllisid ominaisuuksia, joiden ansiosta ne ovat sopivia lddkeainekantajiksi soluihin
ja geenien sekdi geneettisen materiaalin’® kuljetusten sovelluksiin.”*”’ Lisiksi hyddyllisid

7478 pieni molekyylipaino,”’

ominaisuuksia ovat niiden nanometriluokan pieni koko, 2 — 10 nm
bioyhteensopivuus, vihdinen immunogeenisyys’® seki biohajoavuus®®. PAMAM-dendrimeerit
voivat vapauttaa liikeaineen hallitusti® sekii omaavat hyvin vihiisen epispesifisen proteiini

sitoutumisen veressa.®?
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Kuva 3. Sukupolvien GO (5), G1 (6) ja G2 (7) PAMAM-dendrimeerien rakenteet, synteesien
aloitusmolekyyli EDA.
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1.2.1 Rakenne ja ominaisuudet

Ensimméiset PAMAM-dendrimeerit syntetisoitiin  vuonna 1985 Tomalia et al.
tutkimusryhmissd, jolloin PAMAM-dendrimeerit nimettiin tihtisade polymeereiksi (eng.
Starburst polymers).! Nykydian “Starburst dendrimers™” ovat kaupallinen PAMAM-
dendrimeerien alaluokka, jossa synteesien keskuksena on tris-aminoetyleeni-imiini. Valittu

PAMAM:in keskusmolekyyli vaikuttaa sen pinnan varaustiheyteen.”*

PAMAM-dendrimeeri rakenne koostuu kolmesta komponentista, joita ovat ydin, eli aloittava
molekyyli, sukupolvien toistuvat haaroittuvat yksikot seké toiminnalliset ryhmét ulkokuorella.
PAMAM:en aloittava molekyyli, joka méérittdd miten seuraavat sukupolvet jakautuvat, voi olla
esimerkiksi ammoniakki tai etyleenidiamiini (EDA). Ammoniakissa on kolme ja EDA:ssa neljé
kiinnityskohtaa amidoamiineille. Primaariset amiiniryhmit (-NHz) ovat rakenteen pinnalla ja
yhteen voi kiinnitty aina kaksi haaraa lisdd.%? (Kuva 4) Tertidifriset amiiniryhmiit taas

sijaitsevat rakenteen sisilli haarautumiskohdissa.®’

Kuva 4. PAMAM-dendrimeerin yleinen rakenne: A) ydin, B) toistuva yksikkd, C) amiiniryhmi, josta
lahtee haaroitus, D) toiminnallinen ryhmé, E) yleinen rakenneosa, F) dendrimeerirakenne, ytimena
ammoniakki, G) dendrimeerirakenne, ytimend EDA. Mukailtu ldhteesta 2.

Sukupolvien mééri vaikuttaa dendrimeerin rakenteen muotoon, G1 — G4 sukupolvien rakenteet
ovat elliptisid ja taas G5 — G10 sukupolvien rakenteet ovat pallomaisia, silld tiheddan pakatut
haarat pakottavat dendrimeerin rakenteen pallomaiseksi. Sukupolvien miira vaikuttaa myos
molekyylipainoon, kokoon sekd pintaryhmien funktionaalisten ryhmien lukuméérdén, kuten
taulukosta 1 ilmenee. Sukupolven G7 ja sitd suurempien sukupolvien rakenteissa on steerinen
este, joka johtuu ahtaasta haaroitusrakenteesta, titi kutsutaan De Gennes dense packing effect-
ilmidksi. Ilmion vuoksi suurien sukupolvien (7 tai yli) haarautumisrakenteita syntetisoidaan
myds vajaina ja ndin ollen saanto vihenee.® Tisti syystd suurten sukupolvien PAMAM-

dendrimeeri rakenteiden synteeseissi on haasteita.®> PAMAM-dendrimeerien pienten ja suurten
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sukupolvien rakenteilla on keskenédédn eroavaisuuksia. Pienempien sukupolvien rakenteilla on
suurempi poolisuus ja ne vuorovaikuttavat proteiinien kanssa. Lisdksi sukupolven koon

kasvaessa kasvaa sen toksisuus in vitro.”

Taulukko 1. Sukupolvien 0 — 7 PAMAM-dendrimeerien molekyylipainot (ytimena kystamiini)
ja niiden hydrodynaamiset halkaisijat. Liséksi ydinrakenteiden, etyleenidiamiini, kystamiini
sekd ammoniakki, dendrimeerien NH>-ryhmien lukumééra rakenteiden ulkokuorella. Mukailtu
ldhteestd 4.

Sukupolvi NHz- ryhmien Molekyylipaino  Hydrodynaaminen = NHz-ryhmien lkm.

lkm. kuorella (kystamiini) halkaisija kuorella
(kystamiini ja (g/mol) (nm) (ammoniakki)
etyleenidiamii
ni)

0 4 609 1,5 3

1 8 1522 2,2 6

2 16 3 348 2,9 12

3 32 7001 3,6 24

4 64 14 307 4,5 48

5 128 28918 5,4 96

6 256 58 140 6,7 192

7 512 116 585 8,1 384

Dendrimeerien primédriset ja tertiddriset amiiniryhmit ovat dendrimeerin toiminnan kannalta
oleellisia. Priméériset amiiniryhmadt sijaitsevat PAMAM-dendrimeerin kuorella ja ne voivat
sitoutua DNA:n kanssa.® Lisiksi ne edistivit DNA:n soluunottoa.’* Tertid#riset amiiniryhmit
sijaitsevat PAMAM dendrimeerin sisdosissa ja ne toimivat ns. “protonisienind”, silld ne
vastaanottavat protoneja protoninluovuttajilta.®® Tertidriset ryhmit vaikuttavat endosomeissa,

jotka vapauttavat DNA:ta solulimaan.”

Sukupolven 5 ja suuremmilla PAMAM-dendrimeeri rakenteilla muodostuu sisdalueille tyhjid
hydrofobisia tiloja, joihin voidaan kapseloida erilaisia yhdisteitd tai niitd voidaan hyddyntdé
lddikeaineenkuljetukseen.  Tétd  ilmidtd  kutsutaan  “dendrimeeri laatikoksi™®’  tai
»yksimolekulaariseksi koteloinniksi”%®. PAMAM-dendrimeerien korkea liukoisuus, rakenne ja
kemiallisesti monipuolisten pintaryhmien suuri mdird ovat niiden etuja, joiden ansiosta ne

voivat toimia terapeuttisten aineiden kuljettimina.®
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PAMAM-dendrimeerien pinnan kemiaa voidaan muokata, jotta pinnan NHj-ryhmien ja
positiivisen varauksen aiheuttamaa toksisuutta voidaan vidhentdd. N&iin niistd saadaan
bioyhteensopivampia® ja turvallisempia liskeyhdisteiden kuljettimia. Yksi vaihtoehto on
neutralisoida positiivista varausta esimerkiksi PEGylaatiolla®!, asetylaatiolla®® tai peptidien
konjugoinnilla®. Pinnan negatiivista varausta voidaan lisiti esimerkiksi kiinnittimll4 pintaan
puolikkaiden sukupolvien dendrimeerirakenteita.”! Toksisuuden vihentimisen lisdksi
muokkauksilla voidaan my0s saada aikaan parempaa lddkeaineen kapselointia, liukoisuutta,

modifioitua ldikeaineen vapautumista, kohdentamista ja pysyvyytti.”*
1.2.2 Synteesireitit

Dendrimeerien synteesireittejd on nelji erilaista, joita ovat erisuuntiin hajautuva synteesi (eng.
divergent synthesis)’®, yhdistyvd synteesi (eng. convertegent synthesis)’®, hybridi
synteesireitti’” sekd klik-synteesi. Tomalia et al. julkaisivat erisuuntiin hajautuvan
synteesimentelmdn, joka on kaksivaiheinen synteesimenetelmd. Synteesimenetelmissd on
heikkouksia, silld sen sivutuotteet ovat rakenteellisesti samankaltaisia lopputuotteen kanssa,
jolloin puhdistus on hankalaa. Lisdksi siind tapahtuu epétoivottuja sivukasvutapahtumia.
Synteesi alkaa esimerkiksi EDA-molekyylistd, johon liitetddn Michaelin additiolla
metyyliakrylaatti ja sen jdlkeen vilituote amidoidaan EDA:lla. Tétd kahden-vaiheen
synteesimenetelmaa toistamalla voidaan kasvattaa PAMAM-dendrimeerin kokoa sukupolvesta
seuraavaan.®:%%5 Yhdistyvin synteesimenetelmin kehittiviit Hawker ja Frechet.”® Yhdistyvin
synteesin tuotteet on helpompi puhdistaa kuin hajautuvan synteesin, silld haarakkeet (eng.
dendron) ovat huomattavasti erilaisempia sivutuotteiden kanssa, jolloin puhdistukseen riittaa
lievit reaktio-olosuhteet. Lisédksi siind tapahtuu vihemmaén epédtoivottuja kasvutapahtumia, eli
osa haarakkeista jdd vajaiksi tai kasvavat liikaa, jolloin lopputuotteena saadaan parempi
monodispersio seos kuin hajautuvalla synteesilld. Synteesissd haarautuneen monomeerin
aktivoitu yksikkd kiinnitetddn toisen monomeerin funktionaalisen ryhmén kanssa. Naméi
muodostavat yhdessd dendrimeerin haarakkeen. Haarakkeen kokoa voidaan kasvattaa
liittdimallda monomeerejd toistuvasti péddhaarakkeeseen, kunnes saavutetaan haluttu
dendrimeerin koko. Haarakkeen aktivoituun yksikkdon kiinnitetddn ydin, jolloin tuotteena

saadaan valmis PAMAM-dendrimeeri.’®*® (Kaavio 1.)
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Kaavio 1. 1) Erisuuntiin hajautuva synteesi: Ydin (A, aloittava molekyyli, esimerkiksi EDA) reagoi
haarautuneen monomeerin (C, esimerkiksi metyyliakrylaatti) aktivoidun yksikon D kanssa, jolloin
viélituotteena saadaan puolikkaan sukupolven rakenne (E). Vilituote reagoi ytimen kanssa, jolloin
tuotteena saadaan ensimmadisen sukupolven dendrimeeri F. Korkeamman asteen dendrimeerit
syntetisoidaan toistamalla sama kaksivaiheinen-synteesi. B) kuorella oleva funktionaalinen ryhma, -
NHo. 2) Yhdistyvé synteesi: Haarautuneen monomeerin (C) aktivoitu yksikkd (D) kiinnitetddn toisen
monomeerin funktionaalisen ryhmén kanssa (B), jolloin saadaan dendrimeerin haarake (G). Jos
haarakkeen kokoa kasvatetaan toistetaan edellinen synteesivaihe tai haarakkeeseen liitetdin ydin (A),
jolloin tuotteena saadaan dendrimeeri (F). Mukailtu ldhteestd 8.

Kawaguchi et al. julkaisivat hybridimenetelmédn “kaksinkertainen eksponentiaalinen kasvu”
(eng. double exponential growth), joka yhdistid hajautuvan ja yhdistyvin synteesimenetelmaét.
Valmiin dendrimeerin sukupolvi kasvaa jokaisen aktivointi- ja kytkentdsynteesivaiheen
jélkeen, jonka seurauksena dendrimeerin koko kaksinkertaistuu. Dendrimeerin kasvattaminen
on nopeaa, mutta timd johtaa myOs steeriseen esteeseen, jonka seurauksena syntyy
epitiydellisii reaktioita ja korkean sukupolven synteesit eivit onnistu.”” Aluksi haarottuneiden
monomeerien  pintaryhmien suojaus poistetaan eri  synteesireiteilli, poistamalla
funktionaalisten ryhmien suojaryhmaét tai aktivoidun pdén suojaryhmét. Sitten monomeerit
kytketddn yhteen ja vilituotteena saadaan kaksoissuojattu ensimmadisen sukupolven
dendrimeerin haarake H. Dendrimeerin haarakkeesta voidaan syntetisoida suuremman
sukupolven haarake, poistamalla suojaryhmat (sininen) ja toistuvalla mononeerin kytkennalla.
Vaihtoehtoisesti haarake vélituote (H) voidaan kiinnittdd aloitusmolekyyliin (esimerkiksi
EDA), jonka jidlkeen suojaryhmit poistetaan ja tuotteena saadaan valmis PAMAM-

dendrimeeri.”® (Kaavio 2.)
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Kaavio 2. 3) Hybridi synteesimenetelma: Haaroittunut monomeeri (C) on suojattu suojaryhmilld A ja
E. Poistetaan suojaryhmit A ja E (F tai G synteesireitti) monomeereistd, jotka liitetdén yhteen, jolloin
saadaan kaksoissuojattu haarake vilituote (H). Vilituotteen kokoa voidaan kasvattaa poistamalla
suojaryhmé E ja liittdmalla aktivoitu monomeeri. Tai voidaan syntetisoida PAMAM-dendrimeeri (J),
kytkemélld ytimeen (I) ja poistamalla A-suojaryhmiét. B) kuorella oleva funktionaalinen ryhmé, -NHo,
D) aktivoitu yksikkd. Mukailtu lihteesté %,

My6s alkyynin ja atsidin Cu(I)-katalyyttistd sykloadditioreaktiota 1,2,3-triatsoliksi
("napsautus”-kemia), on hyodynnetty PAMAM-dendrimeerien synteesiin.
Kytkentéspesifisyys, lievdt reaktio-olosuhteet sekd kvantitatiivinen saanto ovat
synteesimenetelmin etuja.”® Lisiksi menetelmiin etuna on sen monipuolisuus. Silli voidaan
valmistaa sekii symmetrisid'® ettd episymmetrisid (eri sukupolvien haarakkeet yhdistetizin)!°!
PAMAM-dendrimeerejd. Synteesissd valmistetaan aluksi haarautunut alkyynimonomeeri, jossa
on alkyylikloridi aktivoidussa yksikdssd sekd funktionaaliset ryhmaét, jonka jilkeen
menetelmissd on kaksi reittid: hajautuva (1) ja yhdistyvé (2), joilla syntetisoidaan triatsoli-
PAMAM-dendrimeeri. Hajautuvassa reitissd monomeerin alkyylikloridi muutetaan atsidiksi,
johon kiinnitetddn trialkyyniydin, jolloin saadaan vilituotteena dendrimeeri. Tédmin
dendrimeerin kokoa voidaan kasvattaa funktionaalisten ryhmien toistuvalla reaktiolla (eng.
iterative synthesis) haarautuneeseen alkyyniin, jota seuraa atsidiosan napsautus-kytkenta,
jolloin tuotteena saadaan valmis triatsoli-dendrimeeri.”® Yhdistyviissi reitissd saadaan
vélituotteena dendrimeerin haarake, kun kiinnitetdin haarautunut alkyyni monomeerin
funktionaalisiin ryhmiin, jonka jidlkeen alkyyni reagoi atsidin kanssa. Haarakkeen kokoa
voidaan kasvattaa toistamalla tdma kaksiosainen vaihe, jolloin saadaan korkeamman asteen
dendrimeerin haarakkeita. Valmis dendrimeeri saadaan, kun haarakkeen alkyylikloridi

muunnetaan atsidiksi ja liitetd4n trialkyyniytimeen.”®19%19 (Kaavio 3)
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Kaavio 3. 1) Hajautuva synteesi reitti: monomeerin (A) aktivoituun yksikko (X) muutetaan atsidiksi,
johon liitetddn trialkyyniydin (B), saadaan vélituotteena dendrimeeri (D). Sitd seuraa funktionaalisten
ryhmien (R) toistuva reaktio sarja haarautuneeseen alkyyniin (C) ja atsidiosan napsautus-kytkenta,
jolloin tuotteena dendrimeeri (F). 2) Yhdistyvd synteesireitti: A:n funktionaalisiin ryhmiin (R)
kiinnitetdan haarautunut alkyyni (C), ja se reagoi atsidin kanssa, jolloin tuotteena haarake E. E:n kokoa
voidaan kasvattaa, toistamalla edelliset vaiheet. Tai aktivoitu yksikké X voidaan muuttaa atsidiksi ja

kiinnittdd trialkyyniytimeen (B), jolloin tuotteena saadaan valmis dendrimeeri (F). Mukailtu 1dhteesta
98

1.2.3 Sovellutukset

PAMAM-denrimeereilla on etuja, kun  niitd  hyodynnetdin  kohdennetun
ladkeaineenkuljettimina. PAMAM:it voivat suojata normaaleja soluja niille myrkyllisiltd
aineilta, védhentdd lddkeannoksen aiheuttamia sivuvaikutuksia sekd valttdd syopdsolujen
lasikeresistenssin.'® Lisiksi niiden etuja ovat kolmiulotteinen rakenne, pinnan funktionaalisten
ryhmien méird, hyvd vesiliukoisuus ja se, etti ne ovat monodispersioseoksena.”
Ladkemolekyylit voidaan kuljettaa PAMAM:illa kahdella tavalla, joko kapseloimalla ne
dendriittirakenteen sisdosien onkaloihin tai niin, ettd lddkeaine on vuorovaikutuksessa
sihkostaattisin  tai  kovalenttisin  sidoksin pinnan funktionaalisten ryhmien kanssa.!%
Esimerkiksi Behrooz et al. konjugoivat AS1411-aptameerin, joka wvalittiin MKN45
mahasydpésolujen kohdistamiseen, PAMAM-PEG:iin. ATP-PAMAM-PEG-ryhmi ladattiin

fluorourasiililla (F-5U) ja jérjestelmiin kiyttd paransi F-5U:n soluunottoa.!%

PAMAM-dendrimeeri on tutkimusten perusteella tehostanut lddkeaineen kuljettamista myos

muunlaisiin sydpdsoluihin, kuten rintasydpésoluihin'®”1% jotka ilmentivit HER2:ta. HER2
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(tai ERBB2) on ihmisen epidermaalinen kasvutekijd reseptori 2, joka edistdd joidenkin

109110 HER2-positiivinen rintasydpd levidid nopeammin ja on

syopdsolujen kasvua.
aggressiivisempi kuin HER2-negatiivinen (noin 20 % rintasydvisti on HER2-positiivisia)'!!.
Lisiksi HER2 rintasyopdd on vaikeampia hoitaa hormonihoidoilla.!'? Kulhari et al.
syntetisoivat sukupolven 4 PAMAM-dendrimeeriin trastutsumabia (Tz), kiyttdmilla MAL-
PEG-NHS (Maleimidi-poly(etyleeni)glykoli-N-hydroksibutaani-imidi) késivarsirakennetta.
Rakenteen toivottiin tehostavan dosetakselin kuljettamista HER2-positiiviseen rintasydpiin.!!3
Trastutsumabi on monoklomaalinen vasta-aine, joka tunnistaa HER2:ta.!'* Dosetakseli on
puolisynteettinen paklitakselin vastine, jota kéytetddn syoOpien hoidossa. Huolimatta
dosetakselin aktiivisesta kdytostd, silld on haittoja, kuten huono vesiliukoisuus, epéspesifinen
toksisuus sekdi huono biologinen hyétysuhde.!!'> Tutkimuksen perusteella apoptoottisten
solujen osuus kokonaisprosentista oli pelkilld dosetakselilla 16,5 %, kun taas dosetakseli-
PAMAM:illa 32,7 % ja dosetakseli-PAMAM-Tz:lla 42,6 %. PAMAM ja Tz paransivat

dotakselin kuljetusta kohdesoluihin huomattavasti.''?

PAMAM-dendrimeerien potentiaalia geenikuljettimina on tutkittu, silli ne kykenevit
muodostamaan pysyvii PAMAM-nukleiinihappo komplekseja''®, jotka estivit nukleaasin
toimintaa. Geenihoidossa nukleiinihappojen kuljetuksessa kohdesoluihin ja -kudoksiin
tarvitaan erikoisominaisuuksia kuljettimelta, silld nukleiinihappojen sokerirunkoa yhdistavisti
fosfaattiryhmisti johtuva negatiivinen varaus estid soluunottoa.® PAMAM-dendrimeerin ja
DNA:n  muodostava  kompleksi  pystyy sitoutumaan negatiivisiin  solukalvon
pintamolekyyleihin ja péddsee solun sisélle epéspesifisen endosytoosin kautta. Lysosomit

hajottavat kompleksin ja vapauttavat kohdeoligonukleotidin.!%*
1.3 Tyon tarkoitus

Tyossd tarkastellaan molekulaaristen PAMAM G1 (3)- ja POSS (2)—ydinrakenteiden
soveltuvuutta molekulaarisiin SNA-synteeseihin. Lisdksi SNA-synteesin sopivia olosuhteita
pyritddn optimoimaan, kontrolloimalla suolapitoisuutta oligonukleotidien liittdimiseen kédytetyn
rengasjdnnityksen ajaman alkyyni-atsidi-sykloaddition (SPAAC) aikana. Tydn tavoitteena on
syntetisoida valmiit SNA-rakenteet, joita voidaan kayttdd solukokeissa. Lopullisena tavoitteena
on tutkia eri ydinrakenteiden merkitystd SNA:n kiyttdytymisessd soluunotossa in vitro sekd
biodistribuutiossa in vivo. PAMAM ja POSS ovat bioyhteensopivia ydinrakenteita.
Ydinrakenteen bioyhteensopivuus ja biohajoavuus ovat etuna verrattuna ytimiin, jotka jaavit

solun sisdédn ja aiheuttavat toksisuutta. Tastd syystd tydssd on valittu pallonukleiinihappojen
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ydinrakenteiksi sukupolven 1 PAMAM-dendrimeeri sekd POSS-hékkirakenne (Kuva 5).
Tyossd wvalittu 15-meerin oligonukleotidisekvenssi: 5 -CTC-CAT-GGT-GCT-CAC-3’, on
antisense-sekvenssi ihmisen epidermaalisen kasvutekijareseptorin 2 (HER2 tai ERBB2)
mRNA :ta vastaan.?® Vastaavanlaista oligonukleotidisekvenssii on kiytetty SNA-synteeseissi
aikaisemmin. Li ef al. liittivat 18-meerisen antisense oligonukleotidin muokattuun POSS-
hikkirakenteeseen.?® Tissi tydssid liitetiddin oligonukleotidien ON2 3’-pdihin vilikappale ja
BCN-rakenne, kun taas Li et al. kdyttivét eri kdsivarsirakennetta (DBCO-TEG) ja muokkaukset

tehtiin 5’-padhin®.
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Kuva 5. Tyossd SNA:n ytimin kdytetyt molekulaariset ydinrakenteet: POSS (2) ja PAMAM G1 (3).

Ydinrakenteisiin; 2 ja 3, kiinnitetddn atsidi-modifioitu kisivarsirakenne, jolloin
oligonukleotidit saadaan kiinnittymédén SPAAC-ligaatiolla muokattuun ydinrakenteeseen.
TyOssd valmistetaan aminomuokattuja 3-haaraisia oligonukleotideja, joihin tehdéddn
bisyklononyyni (BCN)-modifikaatio. Liséksi valmistetaan 3-haaraisen oligonukleotidin yhté
juostetta vastaava juoste 5-CTC-CAT-GGT-GCT-CAC-3’. Haaroitusrakenteen ansiosta
valmiin SNA:n oligonukleotidikuori on tihed, silli BCN-modifikaatioon saadaan kiinnitettyd
haaroitusrakenteen ansiosta tihedmpi oligonukleotidikuori. POSS— ja PAMAM
Gl—ydinrakenteilla BCN-modifikaatioita on 8, mutta haaroitusrakenteen ansiosta

ydinrakenteisiin saataisiin kiinnittyméaan 24 oligonukleotidijuostetta.
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2 Tulokset ja niiden tarkastelu

Aminomuokatut oligonukleotidit ON1 ja ON3 syntetisoitiin kaupallisista rakenneyksikoistd
automatisoidulla DNA-syntetisaattorilla, puhdistettiin ja muutettiin post-synteettisesti BCN-
muokatuiksi oligonukleotideiksi ON2, ja ON4. ON2 ja ON4 kiinnitettiin atsidimuokattuihin
ydinrakenteisiin SPAAC-reaktiolla.% SNA -reaktioita seuratiin HPLC:lla  ja
geelielektroforeesilla. Massaspektrometrisesti saatiin karakterisoitua osa syntetisoiduista
rakenteista. Lisdksi tulosten tarkastelussa kasitellddan SNA-synteesin olosuhteiden optimointia

sddteleméalld NaCl-pitoisuutta liuoksessa.

2.1 Fosforotioaattioligonukleotidit
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Oligonukleotidin ON1 haaroitukseen kéytettiin vélikappaleena long trebler fosforamidiittia.

Kuva 6. Valmistetut fosforotioaattioligonukleotidit ON1, ON2, ON3 ja ON4.

Shchepinov et al. ovat kéyttineet samaa rakenneyksikkdd 3-haaraisten 15-meeristen
oligonukleotidien (eri sekvenssi) synteeseissi.!'” BCN:n post-synteettiseen liittimiseen
kaytettiin karbamaattikytkentdd. Oligonukleotidisynteesit onnistuivat hyvin ja ne saatiin

puhdistettua RP-HPLC-kromatografisesti ja karakterisoitua massaspektrometrisesti.

ON3 vilikappaleena kéytettiin tetraetyleeniglykolia, joka valmistettiin osana projektia.
Vilikappale kiinnitettiin kdytettyyn kantajaan manuaalisesti ja loput kytkenndistd tehtiin
automaattisella DNA/RNA-syntetisaattorilla. ON3:n 5 -pddhdn kiinnitetyn heksyyliamiinin
suojaryhmind oli MMT, jotta BCN saatiin kiinnitettyd selektiivisesti oligonukleotidin 3’-
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paddhdan. Lisdksi 5'-pddssd olevan aminomodifierin avulla voidaan myOhemmin leimata
oligonukleotidi solukokeita varten.!'® Tavoitteena oli monofunktionalisoida oligonukleotidi

ON4 muokattuun SNA-ytimeen, jolloin vain yksi juoste olisi leimattu.

Oligonukleotidin ON3 saanto oli melko heikko, koska suurin osa tuoteseoksesta oli
oligonukleotidia, josta puuttui 5'-MMT-suojaryhmd. Osittainen MMT:n irtoaminen tapahtui
siitd huolimatta, ettd kylmikuivauksessa kéytettiin di-natriumvetyfosfaatin vesilivosta (pH =
7,5), jotta liuosjdinne pysyisi emiksisend.!!” Haluttu tuote ON3 saatiin eristettyd ja siihen
liitettyd BCN-rakenne, jolloin saatiin oligonukleotidia ON4. RP-HPLC-puhdistusten jilkeen

oligonukleotidit karakterisoitiin massaspektrometrisesti.

2.2 Kasivarsirakenteen (11) synteesi
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Kaavio 4. Késivarsirakenteen synteesikaavio: trietyleeniglykolista (8) tuotteeksi (11). 1) p-
tolueenisulfonyylikloridi, TEA, DCM (Saanto 5 %). ii) NaN3;, DMF (Saanto 80 %). iii) CrOs, H>»SO4
(aq), asetoni.

SNA-synteesien ydinrakenteeseen  kiinnitettdvd  kédsivarsirakenne 11  syntetisoitiin
kolmivaiheisella synteesisarjalla. (Kaavio 4) Synteesissd sovellettiin jo julkaistua
menetelmii.!?* 12?2 Ensimmiisissi kahdessa synteesivaiheessa saatiin eristettyi vilituotteet 9 ja
10. Tosyloidun vilituotteen (9) saanto oli heikko (5 %), mutta tuotetta oli tarpeeksi seuraavaa
synteesid varten. Atsidoidun tuotteen (10) saanto oli hyva (80 %) ja tuote saatiin puhdistettua.
Tuotetta 11 ei saatu eristettyd tuoteseoksesta, joten PAMAM-ytimen synteesissd kaytettiin

kaupallista kédsivarsirakennetta.
2.3 SNA-synteesit

SNA-synteesit olivat kaksivaiheinen synteesimenetelmd, jossa aluksi liitettiin yksi
oligonukleotidi atsidimuokattuun ydinrakenteeseen SPAAC-reaktiolla DMSO-
vesiliuoksessa.®® Tamin jilkeen vapaisiin ytimen haarakkeisiin liitettiin loput oligonukleotidit.
Reaktio tehtiin vesiliuoksessa ja tietyilld NaCl-konsentraatioilla. Tuotteet HPLC-puhdistettiin

sekd karakterisoitiin massaspektrometrisesti ja geelielektroforeesilla.
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2.3.1 Synteesien suolapitoisuudet

Téssd tyOssd pyrittiin  optimoimaan SNA-synteesien olosuhteita koska ensimmadisessd
synteesissa ei saatu valmista POSS-SNA-rakennetta (2) (kuva 7). SNA-synteeseissd on kdytetty
aikaisemmissa tutkimuksissa eri NaCl-pitoisuuksia. Esimerkiksi Li ef al. syntetisoivat
onnistuneesti POSS-SNA:ta yksijuosteisilla HER2 antisense oligonukleotideilla, 1,5 M NaCl-
vesiliuoksessa.?® Gulumkar et al. kiyttivit Ceo-fullereenin SNA-synteeseissd myds 1,5 M NaCl-
vesiliuosta.®> Hurst et al. madrittivdt, ettd pallonukleiinihapon (AuNP-ydin ja
polyetyleeniglykoli-vilikappale) DNA:n maksimilukumaird kuorella saavutetaan noin 0,7 M
NaCl-konsentraatiolla.* Hill et al. tutkivat 20 nm halkaisijan AuNP-hiukkasen
oligonukleotidien maksimilatausmadrad kuorella 0,1 — 2 M NaCl-pitoisuuksilla. Heiddn
tulosten perusteella 1 M NaCl-pitoisuudella saavutettiin maksimilatausméird.%” Téssi tydssi
ensimmdinen SNA-synteesi tehtiin NaCl-pitoisuudella 0,75 M, mutta osa liuoksesta sakkasi
reaktioliuoksen pohjalle. NaCl-pitoisuuden muutoksen toivottiin parantavan liukoisuutta ja

keskusrakenteen funktionalisointia oligonukleotideilla.
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Kuva 7. SNA-taysfunktionalisointisynteesin (c(NaCl) = 0,75 M) geelielektroferogrammi sekd HPLC-
puhdistuksen kromatogrammi. A’, B’ ja C’ ovat tuoteseoksia, joissa on monofunktionalisointi tuotteen
lisdksi suurempia funktionalisointiasteiden rakenteita.

NaCl-pitoisuudella voidaan siidelld oligonukleotidien “latausmiiraa”.?>3* Tistd syystd SNA-
synteeseissd kiytettiin erilaisia NaCl-konsentraatioita ja reaktioiden etenemistd seurattiin
HPLC:1ld ja geelielektroforeesilla. Taulukossa 2 on kvalitatiivinen analyysi reaktioista eri
suolapitoisuuksilla ja eri ydinrakenteita kdyttden. Reaktioiden oletettiin olevan lopussa
kolmessa pdivassd huoneenldmmdossa. Liian pienilld NaCl-pitoisuuksilla reaktio ei kuitenkaan

edennyt kunnolla. Reaktiot 0,02 ja 0,1 M NaCl-pitoisuudessa eivit olleet edenneet kovin hyvin
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geelielektroferogrammin perusteella (Kuva 8). Tdmén jidlkeen NaCl-pitoisuus nostettiin 0,5 M
ja reaktiot HPLC-puhdistettiin 3 péivin jdlkeen. Reaktiot olivat edenneet, mutta lopullista
SNA-tuotetta ei saatu syntetisoitua ja eristettyd tuoteseoksesta. Ndiden synteesien perusteella
NaCl-konsentraation tulee olla vdhintddn 0,3 M. Lisdtutkimukset ovat tarpeen, jotta voidaan
madritelld onnistuisiko SNA-synteesi 0,3 M NaCl-konsentraatiolla, jos reaktioissa kéytetdén

yksijuosteista oligonukleotidia.

Taulukko 2. SNA-tdysfunktionalisointisynteesien NaCl-suolapitoisuudet. Synteesissd kdytetty
ydin sekd NaCl-pitoisuus reaktiossa. Lisdksi esitetty, jos reaktio HPLC-puhdistettiin kolmen
paivén jilkeen sekd mahdollinen tehty suolakonsentraation muutos. Synteesien etenemisti
seurattiin raakatuotteiden geelielektroforeesilla.

Ydin NaCl-konsentraatio HPLC-puhdistus Uusi NaCl-konsentraatio

M) M)

POSS (2) 0,02 el 0,5

POSS (2) 0,1 el 0,5

POSS (2) 0,3 kylla -

POSS (2) 0,75 kylla -

G1(3) 0,3 kylla -

G1(3) 0,3 kylla -

A B C

Kuva 8. Geelielektroferogrammi kolmen péivéin jélkeen, kolmelle raakatuoteseokselle. Eri NaCl-
konsentraatiot: A: 0,1 M-liuos; B: 0,3 M -liuos; C: 0,02 M -liuos. Vasemmalla DNA referenssi 100 —
1000 bp.
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2.3.2 POSS-ydinrakenteena
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Kaavio 5. POSS-ydinrakenteen (3) SNA-synteesi: oligonukleotidilla ON2 monofunktionalisoitu tuote
(12) ja taysfunktionalisoitu tuote (13).

POSS-hdkkirakennetta on aiemmin kéytetty Li ef al. tutkimisryhmdn SNA-synteesien
ydinrakenteena.® Kyseisessid tutkimuksessa kiytettiin myds samankaltaista HER2
oligonukleotidisekvenssid kuin tissd tydssd. Li et al. vertasivat Ceo-fullereeni- ja POSS-SNA-
rakenteiden eroja. Tutkimusten perusteella Ceo-fullereeniytimelliset SNA:t otetaan soluun
sisddn noin kaksi kertaa tehokkaammin kuin POSS-SNA:t. Tdméd oletettavasti johtui Ceo-
fullereenin  tihedmmastd oligonukleotidikuoresta. POSS-ytimeen oli kiinnitetty 8
oligonukleotidijuostetta.”’ Tidssd tydssi POSS-rakenteeseen yritettiin  kiinnittid 24
oligonukleotidijuostetta, jolloin oligonukleotidikuori olisi huomattavasti tihedmpi kuin
tutkimuksen Ceo-fullereenin®. Jos modifioituun POSS-rakenteeseen monofunktionalisoitaisiin
onnistuneesti ON4 ja sen jialkeen loput ON2 oligonukleotidit, ydinrakenteeseen olisi silti liitetty
22 oligonukleotidijuostetta. Télloin hypoteesina on, ettd POSS-rakenteen soluunotto tehostuisi

verrattuna ytimeen, jossa on kiinnitettynd 8 oligonukleotidijuostetta. Jatkotutkimuksen
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kohteena on ON4 oligonukleotidin hyddyntdminen ytimen ensimmadisen vaiheen

monofunktionalisoinnissa.

Tyossd kaytettiin  POSS-ydinrakennetta (2), joka oli jo valmistettu tutkimusryhmén
laboratoriossa. POSS-ydinrakenteen monofunktionalisointi onnistui 59 % saannolla ja tuote
(12) saatiin karakterisoitua massaspektrometrisesti. Homogeenista lopputuotetta ei kuitenkaan
saatu syntetisoitua, vaan tuloksena oli tuotteiden seos (Kaavio 5). Tuotetta 13 ei onnistuttu
syntetisoimaan luultavasti oligonukleotidikuoren ahtauden vuoksi. Vapaita haarakkeita

suojaavat jo kiinnittyneet oligonukleotidijuosteet.

Geelielektroforeesin perusteella ei voida karakterisoida SNA-rakenteita, mutta silli voidaan
arvioida niiden homogeenisuutta. Tavoitteena olisi, ettd HPLC-puhdistuksen fraktio olisi
homogeeninen, jolloin SNA-tuoterakenne olisi onnistuttu erottamaan muista rakenteista.
Lopullisen karakterisoinnin tulisi tapahtua massaspektrometrisesti tai SEC-MALS:illa

(kokoerottelukromatografia, johon on yhdistetty monikulmavalonsirontadetektori).

Kuvan 8 B-raakatuote HPLC-puhdistettiin ja kerdtyt fraktiot analysoitiin geelielektroforeesilla.
Kuvassa 9 on B-raakatuotteen HPLC-puhdistuksessa kerétyt fraktiot, joista D on mahdollisesti
mono- tai difunktionalisoitua tuotetta. E taas on kahden eri funktionalisointiasteen tuoteseos,
mahdollisesti mono- ja difunktionalisoitujen rakenteiden seos tai di- ja trifunktionalisoitua
tuoteseosta. F-fraktio sisdltdd suurempia funktionalisointiasteiden rakenteita, mahdollisesti 3-,
4- ja S-funktionalisoituja rakenteita tai jopa suurempia. Kuvan 9 F-fraktion
geelielektroferogrammi on hieman sumea, joten on vaikea méérittdd onko yhdessd kohdassa
useampia rakenteita. Koska F tuotefraktiota ei saatu karakterisoitua, ei voida olla varmoja, mika

on korkein funktionalisointiaste, joka saatiin aikaiseksi.
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Kuva 9. Geelielektroferogrammi POSS-SNA—synteesin HPLC-puhdistusten fraktioille. C on
raakatuote (aluksi ¢(NaCl) = 20 mM). A on raakatuote (aluksi ¢(NaCl) = 0,1 M). D — F ovat (c(NaCl)
= 0,3 M) HPLC-puhdistuksen fraktiot. G — I ovat C-reaktion HPLC-puhdistuksesta kerattyja fraktioita.
J ja K ovat A-reaktion HPLC-puhdistuksesta kerdttyja fraktioita. Vasemmalla DNA referenssi 100 —
1000 bp.
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Kuva 10. HPLC-puhdistusten fraktiot, joihin merkattu mitkéd kuvan 8 geelielektroferogrammin fraktiot
ovat mitdkin. Vasemmalla ¢(NaCl) = 20 mM (C) reaktio, keskelld ¢(NaCl) = 0,1 M (A) ja oikealla
c(NaCl) = 0,3 M (B).

Edelld esitetystd kuvassa 8 ovat raakatuotteet, A ja C, ennen NaCl-pitoisuuden muutosta ja
kuvassa 9 ovat raakatuotteet, A ja C, NaCl-lisdyksen jdlkeen. Tuloksia vertailemalla
huomataan, etteivit reaktiot olleet ehtineet edetd enempédd yhdessd piivéssd, joten niiden
annettiin olla huoneenldimmossa vield kolme péivdi. Kuvan 8 geelielektroferogrammin G — K-
fraktioita  vertailemalla voidaan huomata, ettd C-raakatuotteen keskusrakenteen
funktionalisointi oligonukleotideilla ei edennyt yhta pitkélle kuin A-raakatuotteen. Huolimatta
siitd, ettd molemmissa synteeseissd NaCl-konsentraatio nostettiin samaan (0,5 M) ja reaktioaika

oli sama. Kaikki HPLC-fraktiot G — I sisdltavit eri funktionalisointiasteiden seoksia, joita ei
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saatu erotettua eikd karakterisoitua. H, K ja F tuloksia vertaillessa, ndyttia siltd, ettd 0,3 M
NaCl:n pitoisuudessa reaktio eteni pisimmalle. Geelielektroferogrammin perusteella tuote olisi
vahintddn  S5-funktionalisoitu  rakenne, mutta mahdollisesti myds korkeamman
funktionalisointiasteen rakenne. Todentaminen vaatisi onnistuneen karakterisoinnin

massaspektrometrilla.

2.3.3 PAMAM G1 -ydinrakenteena
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Kaavio 6. PAMAM-ydinrakenteen (3) SNA-synteesi.

P 0—C-A-C-T-C-G-T-G-G-T-A-C-C-T-C

PAMAM-GI1-SNA:n synteesejd varten kédsivarsirakenne (11) liitettiin amidikytkennilla
kaupalliseen PAMAM Gl-dendrimeeriin (5). Ydinrakenne 3 saostettiin kylmésta
dietyylieetteristd ja puhdistettiin onnistuneesti HPLC:114 sekd karakterisoitiin massa- ja NMR-
spektrometrisesti. Saannoksi maédritettiin 2,5 % NMR-karakterisoinnilla 600 MHz Bruker-

laitteistolla. Heikosta saannosta huolimatta ydinrakennetta oli tarpeeksi SNA-synteesejd varten.
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Monofunktionalisointisynteesissa kdytettiin valmistettua ydinrakennetta (3) ja tuote 14 HPLC-
puhdistettiin. Monofunktionalisoidun tuotteen (14) saanto oli 29 %, mutta tuotetta ei onnistuttu
karakterisoimaan massaspektrometrisesti. Tuote (14) kéytettiin kuitenkin seuraavassa
reaktiossa. PAMAM G1-SNA—synteesissi ei saatu karakterisoitua haluttua 8 oligonukleotidilla
funktionalisoitua SNA-rakennetta (15). (Kaavio 6)

Kuvan 11 geelielektroferogrammin perusteella synteeseissd eristettiin  usean eri
funktionalisointiasteen tuoteseoksia. Jos HPLC-puhdistuksessa kerétty A-fraktio on mono-
sekd difunktionalisointi tuotteiden seos, silloin B-fraktio on mahdollisesti usean
funktionalisointiasteen tuoteseos. C-fraktion kohdalla ei ndy mitddn geelielektroferogrammilla.
B-fraktion tuoteseokselle toistettiin SPAAC-ligaatio oligonukleotidilla ON2 ja tuote HPLC-
puhdistettiin. Kuvan 11 D-F fraktiot ovat kyseisesti HPLC-puhdistuksesta kerétyt fraktiot. D-
fraktio  vaikuttaisi olevan pienen funktionalisointiasteen rakenne (mahdollisesti

monofunktionalisoitu tuote) ja E-fraktio kahden funktionalisointiasteen tuoteseosta

(esimerkiksi mono- sekd difunktionalisoitua SNA-rakennetta).

Kuva 11. Geelielektroferogrammi PAMAM G1-SNA-synteeseille. A, B ja C ovat synteesin (c(NaCl)
= 0,3 M) HPLC-puhdistuksen fraktioita. D, E ja F ovat uuden synteesin (B-fraktiosta uusi synteesi,
c¢(NaCl) = 0,3 M) HPLC-puhdistuksen fraktioita. B ja F ovat mahdollisesti eri
funktionalisointiasteiden tuoteseos. Vihreélld on ympyrdity B-piikin tuoteseoksen eri
funktionalisointiasteita ja punaisella on ympyroity F-fraktion tuoteseoksen eri funktionalisointiasteita.
Vasemmalla geelielektroferogrammissa nikyy DNA referenssi 100 — 1000 bp. Oikealla on merkattu
HPLC-puhdistusten fraktiot, jotka vastaavat geelielektroferogrammin néytteita.

Kuvan 11 perusteella B-fraktion tuoteseokselle tdysfunktionalisointi-synteesin toistaminen
lisdsi ydinrakenteeseen funktionalisoitujen oligonukleotidien madrdd. B-fraktion tuoteseos
sisdltdd useita eri funktionalisointiasteen rakenteita, mahdollisesti monofunktionalisoidun

lisdksi 2-, 3-, 4-, ja S-funktionalisoituja SNA-rakenteita. F-fraktiossa on niiden
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funktionalisointiasteiden lisdksi joko 6- ja 7-funktionalisoituja tai 7- ja 8-funktionalisoituja
SNA-rakenteita. HPLC-puhdistuksessa eri tuoterakenteita ei saatu toisistaan erotettua.
Ainoastaan pienen funktionalisointiasteen rakenne saatiin tuoteseoksesta erilleen. Kuitenkaan
massaspektrometrisesti tuotetta ei saatu karakterisoitua. Homogeenisen SNA-tuotteen
valmistamiseksi saattaisi auttaa yksijuosteisen oligonukleotidin kdyttd (esimerkiksi ON4)

monofunktionalisointisynteesissa.
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3 Kokeelliset menetelmat

3.1 Yleiset menetelmat

Massaspektrit mitattiin - Waters ACQUITY RDA —massaspektrometrilla. NMR-spektrit
mitattiin 500 MHz ja 600 MHz Bruker —laitteistoilla. Geelielektroforeesin mittauksessa
kiytettiin Novex 6 % TBE—geelid ja ajo-olosuhteina: 45 mA virtaa sekd 200 V jénnitetta.
Pallonukleiinihapot ja oligonukleotidit puhdistettiin RP-HPLC:114 kéyttden aallonpituutta 260
nm. Pallonukleiinihappojen synteeseissi sovellettiin aiemmin julkaistua protokollaa®’.
PAMAM-ydinrakenteet puhdistettiin =~ HPLC:llda kéayttden aallonpituutta 220 nm.
Pallonukleiinihappojen ja oligonukleotidien saannot maiéritettiin UV-spektrofotometrisesti
aallonpituudella 260 nm. SNA-synteesissd kéytetty POSS-ydinrakenne (2) oli jo valmistettu
tutkimusryhmén laboratoriossa. PAMAM-ydinrakenteiden synteeseissd kéytettiin kaupallista

2-[2-(2-atsidoetoksi)etoksi]etaanihappoa ja sukupolven 1 (5) dendrimeeria.

3.2 Oligonukleotidin ON2 synteesi
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Kaavio 7. ON1 oligonukleotidiin BCN-rakenteen kiinnitys karbamaattikytkennalla.

Oligonukleotidi (ON1) valmistettin AKTA oligopilot plus automaattisella DNA/RNA-
syntetisaattorilla kdyttden kaupallisia fosforamidiittirakenneyksikdité ja 3"-amino-modifier C7
CPG kantajaa. Oligonukleotidi ON1 irrotettiin kantajalta ammonolyysilld. ON1 puhdistettiin
RP-HPLC:114 (10 — 30 % 20 min, TEAA-puskuri (50 mM, pH = 7)) kéyttden Clarity Oligo-RP
(250 x 10 mm, 5 pm) kolonnia ja detektioaallonpituutta 260 nm. Tuotteen (ON1) saannoksi
madritettiin 0,38 pmol (19 %). Oligonukleotidiin ON1 kiinnitettiin BCN-rakenne. DIPEA (1
ul; 1500 nmol) lisdttiin DMSO:iin (28,9 pl) ja BCN-NHS (1,3 mg; 1500 nmol) lisdttiin
DMSO:iin (22,5 pl). Kylmékuivattuun oligonukleotidiin (100 nmol) liséttiin DIPEA:n ja BCN-
NHS:n DMSO-liuokset ja reaktion annettiin olla huoneenldmmdssd. Reaktion etenemisté
seurattiin RP-HPLC:114. Kolmen péivén jilkeen reaktioseos puhdistettiin RP-HPLC:114 (10 —
35 % 25 min, TEAA-puskuri (50 mM, pH = 7)) kéyttden Clarity Oligo-RP (250 x 10 mm, 5

um) kolonnia ja detektioaallonpituutta 260 nm. ON2 saannoksi méadritettiin 41 nmol (41 %).



34

ESI-MS: m/z 3034,93 [M-SH]* (havaittu) 3034,90 [M-SH]>" (laskettu). [Liite 1]
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Kuva 12. ON1 ja ON2 puhdistuksen HPLC-kromatogrammit.

3.3 Oligonukleotidin ON4 synteesi

3.3.1 Tetraetyleeniglykolin (16) tritylointi

OMe OMe

0
HO SO O oy (s eky) + O o ——> Q 0 OOy

: < S

OMe OMe
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Kaavio 8. Tetraetyleeniglykolin (16) tritylointi tuotteeksi 18, i: kuiva pyridiini.

Tetraetyleeniglykolia (16; 3,57 ml; 20,7 mmol) haihdutettiin kolmesti kuivasta pyridiinisté (3
x 10 ml). Témaén jélkeen se kuivattiin vakuumieksikkaattorissa ja liuotettiin kuivaan pyridiiniin
(15 ml). Reaktioliuokseen liséttiin pienissd erissi DMTrCl:ia (17; 1,00 g; 2,96 mmol) ja
reaktiota sekoitettiin yon yli huoneenldimmdssd. Reaktion etenemistd seurattiin TLC:lla,
ajoliuoksena oli metanolin ja DCM:n seos (5:95, v:v, 0,5 % TEA). Reaktio konsentroitiin ja
sithen liséttiin DCM (100 ml). Orgaaninen faasi pestiin kylldiselld NaHCOzs:1la (3 x 30 ml) ja
kylldiselld NaHCOs3:NaCl-liuoksella (20 ml; 1:3, v:v). Orgaaninen faasi kuivattiin NaxSOa4:lla,

suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuote puhdistettiin silikageelikromatografisesti,
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ajoliuoksena kiytettiin heksaani:etyyliasetaatti-seosta (1:9, v:v, 0,5 % TEA). Tuotteen 18

saannoksi madritettiin 818,5 mg (39,8 %).

'H-NMR 81(500 MHz, CDCls): 1,96 (1H, s); 3,15 (2H, t, J = 5,4 Hz); 3,51 (2H, t, J = 5,0 Hz);
3,62 (12H, m, J = 4,7 Hz); 3,70 (6H, s); 6,73 (4H, d, J= 8,9 Hz); 7,11 (1H, t, J= 7,0 Hz); 7,19
(2H, t, J=7,4 Hz); 7,26 (4H, m, J = 2,0 Hz); 7,38 (2H, d, J= 1,35 Hz). [Liite 2]

BC-NMR 8¢(500 MHz, CDCl3): 55,21; 61,91; 63,15; 70,44 — 70,78; 72,52; 85,96; 113,05;
126,66; 127,75; 128,23; 130,08; 136,35; 145,11; 158,40. [Liite 3]

ESI™-MS: m/z 534,30 [M+K]" (havaittu), 534,33 [M+K]" (laskettu). [Liite 4]

3.3.2 Valituotteen 18 fosfitylointi
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Kaavio 9. Tuotteen 18 fosfitylointi reaktio, kdyttden fosforamidiittia 19, i: tetratsolia, kuivaa
asetonitriilia.

Fosfitylointi tehtiin N»-ilmakehdssd, jossa vakuumieksikkaattorissa kuivattu 18 (418 umol,
0,21 g) livotettiin kuivaan ACN:iin (2 ml). Liuokseen liséttiin fosforamidiittia (19; 166,1 pl,
1,3 ekv) ja tetratsoli-liuosta (895 pul, 1 ekv, ¢ = 0,45 M ACN:ssd). Reaktion etenemisté seurattiin
TLC:lla (ajoliuos MeOH:TEA:DCM: 5:1:94, v:v:v). Reaktioon lisittiin 2 h jidlkeen tetratsolia
(90 pl, 0,1 ekv). 30 minuuttia tetratsolin lisdyksen jilkeen reaktioon lisdttiin fosforamidiittia
(19, 12,8 ul, 0,1 ekv). Reaktio pysdytettiin kylmalld kylldiselld NaHCOs:1la (10 ml) ja sen
jalkeen se huuhdeltiin erotussuppiloon kylmilld kylldiselld NaHCOs:lla (2 x 10 ml) ja
etyyliasetaatilla (3 x 10 ml). Tdmén jédlkeen etyyliasetaattifaasi otettiin talteen ja sitd pestiin
kylldiselld NaHCOs:1la (70 ml). Lopuksi vield yhdistetyt vesifaasit uutettiin etyyliasetaatilla (3
x 30 ml). Orgaaniset faasit yhdistettiin, kuivattiin Na;SOq:lla, suodatettiin ja haihdutettiin
kuiviin. Kuivattu tuoteseos puhdistettiin silikageelikromatografisesti, ajoliuoksena oli
petrolieetterin ja etyyliasetaatin seos (2:1, v:v, puskuri 1 % TEA). Tuotteen 20 saannoksi

madritettiin 148 mg (51 %).

'H-NMR 85(500 MHz, CDCls): 1,10 (12H, t, J = 6,9 Hz); 1,20 (4H, t, J = 6,9 Hz); 2,53 (1H,
m, J = 3,8 Hz); 2,67 (2H, m, J = 3,1 Hz); 3,15 H, t, J = 5,2 Hz); 3,59 (12H, m, J = 5,0 Hz);
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3,71 (6H, s); 6,74 (4H, d, J= 2,1 Hz); 7,11 (1H, t, J= 1,7 Hz); 7,19 (2H, t, J = 4,4 Hz); 7,26
(4H, m, J = 3,1 Hz); 7,38 (2H, d, J = 1,3 Hz). [Liite 5]

3IP-NMR 8p(500 MHz, CDCl;): 148,52 (a). [Liite 6].
ESI'MS: m/z 735,32 [M+K]" (havaittu), 735,45 [M+K]* (laskettu). [Liite 7]

3.3.3 ON4 synteesi
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Synteesissd kiytetystd kiintedstd kantajasta, 3 -amino-modifier C7 CPG:std (2 pmol, 58,8 mg),

Kuva 13. ON3 ja ON4 rakennekaavat.

poistettiin  dimetoksitrityyli AKTA  oligopilot plus automaattisella DNA/RNA-
syntetisaattorilla. Tamén jdlkeen kiintedn kantajan synteesi tehtiin typpi-ilmakehassi. Tuote 20
(40 pumol, 27,9 mg, 20 ekv) liuotettiin kuivaan ACN:iin (1 ml) ja joukkoon liséttiin tetratsoli-
ACN-liuos (44 umol, 97,8 pl, 22 ekv). Liuos liséttiin CPG:n joukkoon. Reaktiota sekoitettiin
kolonnin ldpi ja sen annettiin edetd tunnin ajan. Lopuksi kolonni huuhdeltiin kuivalla ACN:114
ja kuivattiin. Tdmén jdlkeen suoritettiin sulfurointi 3-fenyyli-1,2,4-ditiatzoliini-5-onilla
kuivassa ACN:ss, ja kolonni huuhdeltiin kuivalla ACN:1I4. Loput kytkenndisti tehtiin AKTA
oligopilot plus automaattisella DNA/RNA-syntetisaattorilla. ON3 puhdistettiin RP-HPLC:1l4
(5 — 95 % 30 min, TEAA-puskuri (50 mM, pH = 7)) kéyttien Clarity Oligo-RP (250 x 10 mm,
5 um) kolonnia ja detektioaallonpituutta 260 nm. Saannoksi maéritettiin 70 nmol (3,5 %). Sitten
ON3:een liitettiin BCN-rakenne. DIPEA (1 pl) lisdttiin DMSO:iin (30,2 pl) ja BCN-NHS (1,2
mg; 1,0 umol) liséttiin DMSO:iin (20,9 pl). Oligonukleotidin vesiliuokseen (69,6 nmol) liséttiin
DIPEA:n ja BCN-NHS:n DMSO-liuokset ja reaktion annettiin olla huoneenldmmossa.
Reaktion etenemistd seurattiin RP-HPLC:114. Kahden péivin jilkeen reaktioseos puhdistettiin

RP-HPLC:114 (5 — 95 % 30 min, TEAA-puskuri (50 mM, pH = 7)) kdyttden Clarity Oligo-RP
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(250 x 10 mm, 5 um) kolonnia ja detektioaallonpituutta 260 nm. ON4 saannoksi mééritettiin

0,90 nmol (1,3 %).
ON3: ESI'-MS: m/z 1895,48 [M-3H]* (havaittu), 1895,57 [M-3H]* (laskettu). [Liite 8]

ON4: ESI-MS: m/z 1954,17 [M-3H]* (havaittu), 1954,26 [M-3H]*" (laskettu). [Liite 9]
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Kuva 14. ON3 ja ON4 puhdistuksien HPLC-kromatogrammit.

3.4 Kasivarsirakenteen (11) synteesi
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Kaavio 10. Késivarsirakenteen 11 synteesi. i: p-tolueenisulfonyylikloridi, TEA, DCM. ii: NaN3;, DMF.
iii: CrOs, H2SO4 (aq), asetoni.

3.4.1 2-[2-(2-hydroksietoksi)etoksi]etyyli-4-metyylibentseenisulfonaatin (9) synteesi

Yhdiste 9 syntetisoitiin soveltaen aiemmin julkaistua protokollaa'?°. Trietyleeniglykoli (8; 1,78

ml; 13,3 mmol) liuotettiin kuivaan DCM:iin (4 ml). Seos jadhdytettiin jddvesihauteella ja sithen
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liséttiin trietyyliamiinia (0,69 ml; 4,0 mmol). Seokseen liséttiin tipoittain DCM:iin (1 ml)
livotettua p-tolueenisulfonyylikloridia (0,5 g; 2,7 mmol) ja tiputussuppilo huuhdeltiin kuivalla
DCM:lla (750 ul). Reaktiota seurattiin TLC:lla, ajoliuoksena oli etyyliasetaatin ja heksaanin
seos (1:1, v.v). Reaktiota sekoitettiin yon yli huoneenlimmdssa ja sithen lisdttiin seuraavana
pdivani p-tolueenisulfonyylikloridia (50 mg; 0,29 mmol). Reaktio pyséytettiin kahden tunnin
kuluttua lisddmailla seokseen vettd (10 ml) sekd DCM:ia (5 ml). Orgaaninen faasi pestiin vedelld
(10 ml) seka kylldiselld NaCl:lla (2 x 10 ml). Vesifaasit pestiin DCM:lla (10 ml). Orgaaniset
faasit yhdistettiin, kuivattiin Na>SOas:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuoteseos
kuivattiin -~ yon  yli = vakuumieksikkaattorissa. =~ Kuivattu  tuoteseos  puhdistettiin
silikageelikromatografisesti, ajoliuoksena oli metanolin ja DCM:n seos (1:99, v:v). Tuotetta 9

saatiin 0,22 g (5,3 %).

"H-NMR 8u(500 MHz, CDCls): 2,45 (3H, s); 3,58 (2H, t, J = 4,7 Hz); 3,61 (4H, s); 3,71 (4H,
t,J=4,6 Hz); 4,17 (2H, t, J=4,7 Hz); 5,31 (OH, s); 7,35 (2H, d, /= 8,1 Hz); 7,81 (2H, d, J =
8,2 Hz). [Liite 10]

BC-NMR §¢(500 MHz, CDCl3): 21,64; 61,74; 68,70; 69,18; 70,30; 70,77; 72,47; 127.97;
129,85; 132,94; 144,88. [Liite 11]

3.4.2 2-[2-(2-atsidoetoksi)etoksiletanolin (10) synteesi

Synteesissd ~ hyddynnettiin ~ jo  aiemmin  julkaistua  protokollaa'!.  2-[2-(2-
hydroksietoksi)etoksi]etyyli-4-metyylibentseenisulfonaatti (9; 0,52 g; 1,71 mmol) liuotettiin
DMF:iin (6,31 ml) ja seokseen lisdttiin NaNs:ia (0,22 g; 3,42 mol). Seosta ldammitettiin 50 °C
yon yli. Reaktion etenemistd seurattiin ohutlevykromatografisesti (ninhydriinivérjdys),
ajoliuoksena oli etyyliasetaatin ja heksaanin seos (2:1, v:v). Reaktio pysdytettiin lisddmalla
seokseen vettd (3,72 ml) ja sen annettiin jddhtyd huoneenldmpdon. Tuoteliuokseen liséttiin
DCM:ia (3 x 5,95 ml) ja orgaanista faasia pestiin vedelld (3 x 4,1 ml). Orgaaniset faasit pestiin
kyllaisellda NaCl:lla (10 ml), kuivattiin Na>SOa:1la, suodatettiin ja haithdutettiin kuiviin. Tuote

kuivattiin yon yli vakuumieksikkaattorissa. Tuotteen 10 saannoksi miéritettiin 0,24 g (80 %).

'H-NMR 81(500 MHz, CDCls): 3,41 (2H, t, J = 5,1 Hz); 3,62 (2H, t, J = 4,8 Hz); 3,69 (6H, d,
J=17,5Hz); 3,74 2H, t, J= 4,2 Hz); 5,31 (OH, s). [Liite 12]

BBC-NMR &¢(500 MHz, CDCl3): 50,66; 61,76; 70,04 — 79,66; 72,50. [Liite 13]
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3.4.3 2-[2-(2-atsidoetoksi)etoksiletaanihapon (11) synteesi

Synteesissi sovellettiin aiemmin julkaistua protokollaa'??. 2-[2-(2-atsidoetoksi)etoksi]etanoli
(10; 80,8 mg; 0,46 mmol) liuotettiin asetoniin (4,66 ml) ja livos jadhdytettiin jdédvesihauteella.
Seokseen lisittiin tipoittain Jonesin reagenssia (CrOs (1,38 mmol) liuotettiin  H>SOs-
vesiliuokseen (76,9 ul)) ja reaktiota sekoitettiin huoneenlammossd kaksi tuntia. Reaktio
lopetettiin lisddmalld siithen ensin propan-2-olia (200 pl) ja 15 min kuluttua siihen liséttiin vetta
(10 ml). Seoksesta konsentroitiin asetoni pois pyorohaihduttamalla. Taémaén jdlkeen jidnnokseen
liséttiin etyyliasetaattia (80 ml) ja orgaanista faasia pestiin 1 % HCl-vesiliuoksella (2 x 37 ml)
sekd kylldisella NaCl-liuoksella (40 ml). Orgaaniset faasit kuivattiin Na,SOj4:1la, suodatettiin ja
haihdutettiin kuiviin. Kuivattu tuoteseos puhdistettiin silikageelikromatografisesti, kdyttden
ajoliuoksena gradienttia: 0,5 — 4 % metanolia DCM:ssa. Tuoteseoksesta ei saatu eristettyd

tuotetta (11) ja osa tuotteesta hajosi vakuumieksikkaattorissa yon aikana.

3.5 PAMAM G1 -ydinrakenteen synteesi
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Kaavio 11. SNA ydinrakenteen G1 (3) synteesi. Reaktio-olosuhteet i: BOP (13,2 ekv), DIPEA (24
ekv) ja DMSO.

Synteesissd kaytettiin kaupallista kdsivarsirakennetta (11). PAMAM GI1 (5) —metanoli-liuos
kylmékuivattiin ja haihdutusjddnnds kuivattiin vakuumieksikkaattorissa. Kuivatun yhdisteen
(5; 34 mg; 24 pmol) joukkoon lisdttiin kuivaan DMSO:iin (50 pl) liuotettua yhdistettd 11 (54,1
mg; 285 umol; 12 ekv) ja kuivaan DMSO:iin (150 pl) liuotettua BOP:ia (139 mg; 314 pumol;
13 ekv). Kiytetyt mikrosentrifugiputket huuhdeltiin kuivalla DMSO:lla (25 ul). Liuokseen
lisattiin DIPEA:ia (99,4 ul; 24 ekv) ja reaktiota ravisteltiin yon yli huoneenldmmossd. Reaktio

konsentroitiin ja tuoteseokseen liséttiin TFA:ta (350 pl). Tuoteseos saostettiin kylmasté
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dietyylieetterissd kahdesti. Tuoteseos puhdistettiin HPLC:114 (20 — 45 % 25 min, 0,1 % TFA)
kayttden Aeris PEPTIDE XB-C18 (250 x 10 mm, 5 um) kolonnia ja detektioaallonpituutta 220
nm. Tuotefraktiot yhdistettiin ja kylmidkuivattin. PAMAM G1 ydinrakenteen (3) saanto
madritettiin NMR:114 kéyttiden sisdisend standardina tunnettua mééraa asetonitriilia. Saannoksi

madritettiin 590 nmol (2,5 %).

'H-NMR 81(600 MHz, D20O): 2,65 (24H, t, J = 6,1 Hz); 3,11 (12H, t, J = 6,4 Hz); 3,30 (56H,
m, J = 5,4 Hz); 3,44 (24H, t, J = 3,5 Hz); 3,55 (16H, t, J = 6,4 Hz); 3,68 (48H, s); 4,01 (20H,
s). [Liite 14]

ESI*-MS: m/z 1421,79 [M+Na]*" (havaittu), 1421,75 [M+Na]** (laskettu) [Liite 15].

3
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Kuva 15. PAMAM G1-ydinrakenteen (3) HPLC-kromatogrammi.
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3.6 SNA-synteesit

3.6.1 PAMAM G1 -ydinrakenne
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Kaavio 12. SNA-synteesi, kiyttden PAMAM G1 (3) -ydinrakennetta ja ON2:ia. i: ON2 (1 nmol),
DMSO. ii: ON2 (2 nmol), NaCl (0,3 M).

SNA:n monofunktionalisoinnissa ON2-vesiliuokseen (1 nmol; 1 pl) lisdttiin DMSO:ta (5,7 pl).
Lopuksi reaktioliuokseen lisdttiin PAMAM Gl-ydinrakenne-vesiliuosta (3; 3 nmol; 3 pl) ja
reaktion annettiin olla huoneenldmmdssé yon yli. Reaktioliuos puhdistettiin HPLC:11d (5 — 65
% 30 min, TEAA-puskuri (50 mM, pH = 7)) kédyttden ODS Hypersil (250 x 4,6 mm, Sum)
kolonnia ja detektioaallonpituutta 260 nm. Tuotteen 14 saannoksi mééritettiin 0,29 nmol (29
%). Taysfunktionalisointireaktiossa oligonukleotidin vesiliuokseen (ON2, 5,5 ul; 2 nmol)
lisattiin valmistettua monofunktionalisoitua PAMAM G1-ydinrakennetta vesiliuoksessa (3;
40,2 ul; 0,17 nmol). Lopuksi reaktioon lisdttiin NaCl-liuosta (3,3 ul, kantaliuos ¢ = 4,5 M) ja
reaktion annettiin olla kolme pdivdd huoneenlammdssa. Reaktio puhdistettiin HPLC:114 (5 — 45

% 30 min, TEAA-puskuri (50 mM, pH = 7)) kdyttden Aeris WIDEPORE XB-C18 (150 x 4,6
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mm, 3,6 um) kolonnia ja detektioaallonpituutta 260 nm. Tuotetta 15 ei saatu karakterisoitua

massaspektrometrisesti.
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Kuva 16. PAMAM G1-SNA:n monofunktionalisointi tuotteen (14) puhdistuksen HPLC-
kromatogrammi vasemmalla ja oikealla tdysfunktionalisointi tuotteen (15) puhdistuksen HPLC-
kromatogrammi.



3.6.2 POSS-ydinrakenne
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Kaavio 13. SNA synteesi, kdyttden POSS (2) -ydinrakennetta ja ON2:ia. i: ON2 (4 nmol), DMSO.

ON2 (7,2 nmol), NaCl (0,3 M).
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1i:

Monofunktionalisointireaktiossa ON2 -vesiliuokseen (4 nmol; 20 ul; 1 ekv) lisdttiin DMSO:ta

(76 wul). Lopuksi reaktioliuokseen lisittiin POSS-ydinrakenne-DMSO-liuosta (2; 20 nmol; 4

pl; 5 ekv) ja reaktion annettiin olla huoneenldmmdsséd yon yli. Reaktioliuos puhdistettiin

HPLC:114 (20 — 80 % 30 min, TEAA-puskuri (50 mM, pH = 7)) kdyttden ODS Hypersil (250 x

4,6 mm, Sum) kolonnia ja detektioaallonpituutta 260 nm. Tuotteen 12 saannoksi madritettiin

2,4 nmol (59 %). Taysfunktionalisointireaktiossa oligonukleotidi-vesiliuokseen (ON2, 19,7 ul;

7,2 nmol, 12 ekv) liséttiin valmistettua monofunktionalisoitua POSS-ydinrakennetta (2; 6,4 pl;

0,6 nmol). Lopuksi reaktioon liséttiin NaCl-livosta (5,5 pl, kantaliuos ¢ = 4,5 M) ja reaktion

annettiin olla kolme pdivdd huoneenldimmdssd. Reaktio puhdistettiin HPLC:11d (5 — 45 % 30

min, TEAA-puskuri (50 mM, pH = 7)) kéyttden Aeris WIDEPORE XB-C18 (150 x 4,6 mm,

3,6 um) kolonnia ja detektioaallonpituutta 260 nm. Tuotetta 13 ei saatu karakterisoitua

massaspektrometrisesti.
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Monofunktionalisoitu tuote 12: ESI-MS: 3486,68 [M-5H]>" (havaittu), 3486,67 [M-5H]>

(laskettu) [Liite 16].
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Kuva 17. Vasemmalla POSS-SNA:n monofunktionalisointi tuotteen (12) HPLC-kromatogrammi ja
oikealla tdysfunktionalisointi tuotteen HPLC-kromatogrammi.
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4 Johtopaatokset

Pallonukleiinihapoilla on lineaarisiin oligonukleotideihin verrattuna paljon hydodyllisid
ominaisuuksia. SNA-rakenteen ominaisuuksiin vaikuttavat sekd kuoren oligonukleotidit kuin
valittu ydinrakenne. Mahdollisia ydinrakenteita on paljon ja niilld on vaikutusta niin SNA:n
pysyvyyteen kuin oligonukleotidien maksimilatausmééradan kuorella. SNA-rakenteilla on
paljon potentiaalia toimia kuljettimina erilaisille l1d4dkeyhdisteille, koska ne ovat monipuolinen

rakenteiden joukko.

PAMAM GI1 (3) sekd POSS (2) —ydinrakenteet soveltuvat SNA:n ytimeksi, mutta niiden
vaikutuksista SNA:n biodistribuutioon ja soluunottoon voidaan todeta vasta in vitro ja in vivo -
tutkimuksissa. POSS-SNA- ja PAMAM-GI-SNA-rakenteet syntetisoitiin kolmihaaraisella
ON?2 oligonukleotidilla. Tihedn oligonukleotidikuoren vuoksi modifioituun ydinrakenteeseen
jéi vapaita késid, joihin oligonukleotidi ei kiinnittynyt. Reaktio-olosuhteiden optimoinnillakaan
el saatu syntetisoitua valmiita SNA-rakenteita, joilla on kahdeksaan ytimen haarakkeeseen
funktionalisoitu oligonukleotidit (ON2). PAMAM GO —ytimelld on kahdeksan haarakkeen
sijasta neljd haaraketta. Se olisi potentiaalinen SNA-ydin, jonka oligonukleotidikuori

mahdollisesti saataisiin tdytettya niin, ettei yhtdén ytimen haaraa jéisi vapaaksi.

Jatkotutkimuksen kohteena on monofunktionalisoida oligonukleotidi ON4 ytimeen, jotta
oligonukleotidikuorella olisi paremmin tilaa ON2 oligonukleotideille. Tavoitteena on
syntetisoida valmiit SNA:t, joilla ei ole vapaana yhtdkdin ytimen atsidimuokattua haaraketta.
Valmiiden SNA-synteesien jdlkeen lopullisena tavoitteena olisi selvittdd ydinrakenteiden seka

oligonukleotidien vaikutusta pallonukleiinihappojen soluunotossa seké biodistribuutiossa.
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Liite 3. DMTrTetraEG (18) tuotteen '3C-NMR.
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Liite 5. Fosfityloidun tuotteen 20 "H-NMR.
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Liite 8. Oligonukleotidin ON3 massaspektri.
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Liite 9. Oligonukleotidin ON4 massaspektri.
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Liite 10. 2-[2-(2-hydroksietoksi)etoksi]etyyli-4-metyylibentseenisulfonaatin (9)
TH-NMR.
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Liite 11. 2-[2-(2-hydroksietoksi)etoksi]etyyli-4-metyylibentseenisulfonaatin (9)
3C-NMR.
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Liite 12. 2-[2-(2-atsidoetoksi)etoksi]etanolin (10) "TH-NMR.
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Liite 13. 2-[2-(2-atsidoetoksi)etoksi]etanolin (10) 3C-NMR.
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Liite 14. PAMAM G1 ydinrakenteen (3) '"H-NMR.
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Liite 15. PAMAM G1 ydinrakenteen (3) massaspektri.

Item name: pamam
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Liite 16. POSS monofunktionalisointi tuotteen 12 massaspektri.

Item name: 11,5 Channel name: 1: Average Time 5.4668 min : TOF MSe (400-5000) -43V ESI...
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