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Aptameerit ovat yksijuosteisia DNA- ja RNA-molekyylejd, joilla on kyky sitoutua Ilujasti
kohteeseensa. Sitoutumisominaisuuksiensa vuoksi aptameerit ovat kiinnostava kohde erilaisiin
ladkekehityksen sovelluksiin. Aptameerit valmistetaan SELEX-menetelmdlla ja niiden

ominaisuuksia voidaan muokata monin eri tavoin.

LA-ICP-MS-kuvantaminen (eng. Laser inductively coupled plasma mass spectrometry) on
menetelmi, jolla voidaan kuvantaa alkuaineiden jakautumista kiinteissid néytteissd. Menetelmissa
niytettd késitellddn korkeaenergiselld laserséteelld. Laser irrottaa niytteestd hiukkasia, jotka
kuljetetaan eteenpdin ionisoitavaksi ICP:lle ja siitd eteenpdin analysoitavaksi MS-laitteistolle.
Analyysin  pohjalta  voidaan =~ muodostaa  korkearesoluutioisia  karttoja  nédytteen

alkuainekoostumuksista.

Tédmin tyon tarkoituksena oli valmistaa organoelohopealeimattu aptameeri ja soveltaa sitd LA-ICP-
MS-kuvantamisessa. Aptameeriksi valikoitui tunnettu aptameeri, jonka kohteena on sydpésolun
pintaproteiinit. Organoelohopealeima olisi mahdollista havaita LA-ICP-MS-menetelmaélld. Jos
tillainen leima olisi kiinnitettynd aptameeriin olisi mahdollista paikantaa aptameeri ja néin ollen

my0s aptameerin kohde.

Aptameerit  valmistettiin ~ kiintedn kantajan menetelmédlld automaattisella DNA/RNA-
syntetisaattorilla. Syntetisoituun aptameeriin konjugoitiin linkkerin vélitykselld organoelohopea-
aldehydi. Organoelohopea-aldehydin liittdmisessd hyddynnettiin vakiintunutta oksimaatioreaktiota.
Aptameerien HPLC-puhdistuksessa oli haasteita mutta oikeanlaisen kolonnin avulla puhdistus
onnistuttiin  suorittamaan. Aptameerit karakterisoitiin massaspektrometrisesti. Valmistetun
organoelohopea-aptameerin detektioraja mééritettiin LA-ICP-MS menetelmaélld kdyttden matriisina
hiiren aivokudosta. Mittausten perusteella todettiin, ettd jo 5 nM laimennoksella saadaan selkedsti

taustasta erottuva signaali elohopeasta.

Avainsanat: Oligonukleotidi, Aptameeri, Organoelohopea, LA-ICP-MS
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Lyhenneluettelo

DNA  Deoksiribonukleiinihappo

RNA  Ribonukleiinihappo

SELEX Engl. Selective expansion of ligands by exponential enrichment
PCR Polymeraasiketjureaktio

RT-PCR Kiinteinen polymeraasiketjureaktio

dNTP  Deoksinukleosiditrifosfaatti

FDA Yhdysvaltain elintarvike- ja ladkevirasto (Engl. Food and Drug Administration)
LNA Lukittu nukleiinihappo (Engl. Locked nucleic acid)

UNA Lukitsematon nukleiinihappo (Engl. Unlocked nucleic acid)
IMC Engl. Imaging mass cytometry

LA Laserablaatio

ICP-MS Induktiivisesti kytktetty plasma-massaspektrometria (Engl. Inductively coupled plasma
mass spectrometry)

TOF Lentoaika-analysaattori (Eng. time-of-flight)

MRI Magneettikuvaus (engl. Magnetic resonance imaging)

NMR  Ydinmagneettinen resonanssi (Engl. Nuclear magnetic resonance)
DCM  Dikloorimetaani

DMSO  Dimetyylisulfoksidi



1. Johdanto
1.1. Aptameerit

1.1.1. Maadritelma

Aptameerit ovat oligonukleotideja, kuten yksijuosteisia DNA ja RNA- molekyyleja. Aptameereilla
on kyky sitoutua tiettyyn kohteeseen korkealla affiniteetilla. Sitoutuminen perustuu aptameerin
rakenteeseen.  Oligonukleotidi  laskostuu  nukleiinihapposekvenssin =~ midrddmadn tiettyyn
kolmiulotteiseen muotoon, joka on komplementaarinen kohteen kanssa. Muodostunut toiminnallinen
aptameeri kiinnittyy kohteeseensa vetysidosten, sahkostaattisten vuorovaikutusten ja Van der Waalsin
voimien avulla. ! Sitoutumistapa riippuu siitd minkélainen ja minki kokoinen kohdemolekyyli on.
Aptameerin ollessa kohdettaan suurempi, se sitoutuu yleensd integroimalla kohteen rakenteeseensa.
Kohdemolekyylin ollessa aptameeria suurempi aptameeri puolestaan integroituu kohteen
rakenteeseen tai kiinnittyy sen pinnalle.?> Aptameerien sitoutumiskohteita ovat esimerkiksi erilaiset
proteiinit?, peptidit?, nukleotidit’, toksiinit®  ja  pienmolekyylit’. Monipuolisten
sitoutumisominaisuuksiensa ja spesifisyytensi vuoksi aptameerit ovat kiinnostava kohde esimerkiksi

lisikekehityksessa.!
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Kuva 1. Nukleiinihapposekvenssi laskostuu toiminnalliseksi aptameeriksi, joka sitoutuu kohteeseen

rakenteensa avulla.



1.1.2. SELEX

Aptameerit luodaan SELEX (eng. selective expansion of ligands by exponential enrichment) -
menetelmilld in vitro. SELEX on Ellingtonin ja Szostakin ® ja Tuerkin ja Goldin® 1990-luvulla
kehittimi menetelmd.!® SELEX luotiin iteratiiviseksi menetelmiksi, jonka avulla aptameereja
voitaisiin tunnistaa ja eristdé laajasta nukleiinihappojen joukosta. Aptameerit erotellaan niiden kyvyn
sitoutua haluttuun kohteeseen ja haluttujen biokemiallisten aktiivisuuksien perusteella. Perinteinen
SELEX koostuu sykleisti, joissa toistuu inkubaatio, sitoutuminen, erottelu ja monistus (Kuva 2).

Téssd luvussa esitelldén perinteinen SELEX seka siitd sovellettu solu-SELEX.

SELEX-menetelmi alkaa kombinatorisesta oligonukleotidisekvenssien kirjastosta, joka on luotu
tavanomaisella automaattisella oligonukleotidien synteesilld. Tyypillinen sekvenssi on pituudeltaan
20-40 nukleotidin mittainen ja eri oligonukleotideja kuuluu kirjastoon mnoin 10'2-10%,
Oligonukleotidisekvenssit inkuboidaan kohdemolekyylien kanssa. Osa sekvensseistd sitoutuu
kohteeseensa lujasti, osa heikommin ja osa jdd vapaiksi. Seuraavaksi sekvenssit, jotka sitoutuivat
heikosti tai ei ollenkaan, erotellaan kohteeseen sitoutuneista sekvensseistd. Kohteeseen sitoutuneet
sekvenssit eluoidaan ja monistetaan. Sekvenssien eluointi siséltdd yleensd vaiheen, jossa kohteeseen
sitoutuneet sekvenssit kuumennetaan noin 95-100°C:seen. Tédmid heikentdd vetysidoksien
voimakkuutta ja irrottaa sekvenssit kohteistaan.!! DNA-sekvenssit monistetaan PCR-tekniikalla
(polymeraasiketjureaktio) ja RNA-sekvenssit RT-PCR-tekniikalla (kdénteinen
polymeraasiketjureaktio). Monistetuista sekvensseistd voidaan muodostaa uusi sekvenssikirjasto ja
uusi SELEX-sykli voidaan aloittaa. Syklejé toistetaan yleensé noin 5-15 kertaa, jonka jilkeen koossa
on useita oligonukleotideja, jotka kykenevit sitoutumaan lujasti kohteeseensa. Tédssd vaiheessa
kirjaston nukleotidisekvenssit voidaan miérittdd ja sekvenssien sitoutumisaffiniteettia ja spesifisyytta
voidaan vertailla ja mitata tarkasti. SELEX:II4 pystytddn usein 10ytdiméédn aptameereja, joilla on
korkea affiniteetti kohteeseensa. Téllaisten aptameerien dissosiaatiovakio (Kp) sijoittuu mikro- ja

nanomolaariselle alueelle. !?
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Kuva 2. Perinteinen SELEX sykli. 1) Kohdemolekyylit inkuboidaan oligonukleotidisekvenssien
kanssa, ii) Sitoutumattomat oligonukleotidit erotetaan, iii) Sitoutuneet oligonukleotidit eluoidaan ja
iv) monistetaan ja v) sekvenssit madritetddn ja sykli voidaan toistaa. (Kuva piirretty mukaillen

artikkelista '°)

Aptameereja voidaan luoda myds solu-SELEX -menetelmélld. Solu-SELEX on periaatteeltaan
samanlainen kuin perinteinen SELEX mutta tissd tapauksessa aptameerin kohteena on kokonainen
solu. Solu-SELEX:ssd on kolme péévaihetta, jotka ovat esiteltyné kuvassa 3. Kohdesolut inkuboidaan
oligonukleotidikirjaston kanssa tietyn ajan ja tietyssd ldmpotilassa. Tdmén jilkeen aptameerit, jotka
eivit ole sitoutuneet kohteeseensa, poistetaan ja sitoutuneet aptameerit eluoidaan. Eluoidut aptameerit
monistetaan PCR-menetelmilld ja niitd kéytetddn seuraavalla kierroksella. Aptameerien
spesifisyyden lisddmiseksi menetelméssa kédytetdéin myos kohdetta sisdltiméattomid eli ns. negatiivisia
soluja. Negatiiviset solut inkuboidaan eluoitujen aptameerien kanssa ja sitoutumattomat sekvenssit
eristetddn ja monistetaan PCR-menetelmélld. Télla tavalla saadaan eroteltua aptameerien joukosta
pois sekvenssit, joilla on affiniteetti myds negatiivisiin soluihin. Tdméan vuoksi solu SELEX siséltda
usein positiivisen valikoiman kohdesolua vastaan ja negatiivisen valikoiman kohdesolun kaltaisia

soluja vastaan. '2
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Kuva 3. Solu-SELEX sykli. i) Kohdesolut inkuboidaan oligonukleotidisekvenssien kanssa, ii)
sitoutumattomat oligonukleotidit erotetaan, iii) sitoutuneet oligonukleotidit eluoidaan, iv)
negatiiviset solut inkuboidaan oligonukleotidien kanssa, v) sitoutumattomat sekvenssit eristetddn,
vi) sitoutumattomat sekvenssit monistetaan, vii) Sykli toistetaan. (Kuva piirretty mukaillen

artikkelista'*)

Solun pinta on monimutkainen ja sisdltdd paljon erilaisia molekyylejd. Néin ollen solu-SELEX:lla
kyetddn eristimdén aptameereja monia erilaisia solussa sijaitsevia kohteita vastaan. Solun pinnalla
olevat molekyylit ovat ns. natiivitilassa ja omaavat luonnollisen konformaation. Solu-SELEX:issd
kohdemolekyylii ei tarvitse puhdistaa, joka on menetelmén etu. Solu-SELEX:n etuna on my®és, ettd
alempaa tietoa kohteen rakenteesta ei tarvita. Tadméin ominaisuuden vuoksi solu-SELEX on
kiinnostava menetelmé aptameerien tuottamiseen. Télld tavoin olisi mahdollista 10ytdd aptameereja,
jotka voisivat tunnistaa ja sitoutua erilaisiin solupopulaatioihin. Téllaisia tutkittuja kohteita ovat
esimerkiksi lymfaattinen leukemia'®>, maksasydpisolut!é, pienisoluinen  keuhkosyopi'’,

mahasydpésolut'® ja dendriittisolut!'®. 1

1.1.3. Edut ja rajoitteet

Aptameereilld on useita erilaisia etuja, jotka mahdollistavat niiden kdyton laajasti erilaisissa
sovelluksissa. Aptameereja vertaillaan usein vasta-aineisiin ja Kkyseistd aihetta kisitelldén

myO6hemmin luvussa 1.1.5. Aptameerien etuja on esimerkiksi niiden pieni 6-30 kDa:n koko, mikéa



mahdollistaa helpon pddsyn esimerkiksi sisdlle kudokseen. Aptameereja voidaan kdyttdd uudestaan
ja ne ovat kestivié erilaisissa olosuhteissa. Aptameerien valmistus on myos edullista esimerkiksi
luvussa 1.1.5 esiteltdviin vasta-aineisiin verrattuna ja niitd voidaan muokata kemiallisesti monin eri

tavoin.?°

Aptameerit ovat kuitenkin alttiita nopealle nukleaasivélitteiselle hajoamiselle. Modifioimattomat
aptameerit eivit selvid sellaisenaan pitkid aikoja vaan endo-ja eksonukleaasit hydrolysoivat ne
nopeasti.! Esimerkiksi erdfin tunnetun DNA-aptameerin, jonka kohteen on trombiini-entsyymi,
puoliintumisajan on todettu olevan vain noin 108 sekuntia in vivo.?! Keratinosyyttien kasvua
tunnistava RNA-aptameeri hajoaa puolestaan muutamassa sekunnissa ihmisen seerumissa. 2> My®s
lampéotillalla on todettu olevan merkittiva vaikutus aptameerien sitoutumistehokkuudelle ja niiden
hajoamiselle.?>! Aptameerit ovat myds alttiita poistumaan verenkierrosta munuaissuodatuksen

seurauksena. Pienen kokonsa vuoksi aptameerit erittyvit munuaisten kautta nopeasti.!

1.1.4. Modifiointi

Aptameerien diagnostista ja terapeuttista tehokkuutta voidaan parantaa erilaisilla strategioilla. Yksi
tillainen strategia on aptameerin nukleotidirakenteen modifioiminen. Modifioinnilla voidaan
vaikuttaa esimerkiksi aptameerien ldmpdstabiiliuteen, kohteen ulkopuoliseen sitoutumiseen ja
nukleaasivilitteiseen hajoamiseen. Modifioinnilla voidaan my0s parantaa vaativampiin kohteisiin

sitoutumista.'

Aptameereja voidaan muokata SELEX:n aikana lisdédmailld muokattuja deoksinukleosiditrifosfaatteja
(dANTP) syklin aikana tai vaihtoehtoisesti SELEX:n jdlkeen. SELEX:n jdlkeen aptameeriin voidaan
tehdd muokkauksia kdyttamalla kiintedn faasin oligonukleotidisynteesid. Muokkauksia voidaan tehda
kasvavaan oligonukleotidiketjuun lisddmalld modifioituja fosforamidiittirakennuspalikoita ketjun
sisdisiin kohtiin ja/tai 3'- ja 5'-pdihin.!

Muokkaamalla (deoksi-)riboosin sokeriyksikon 2’-asemaa tai fosfaattiryhmid, aptameerin
resistenssid nukleaasivilitteistd hajoamista vastaan voidaan parantaa. RNA:n 2’-hydroksiryhmén
korvaaminen fluoriatomilla (2°-F) tai metoksi- (2-OMe) tai aminoryhmadlld (2°-NH») parantaa
huomattavasti aptameerin kestavyyttd (Kuva 4.). Tunnettu aptameeri, jonka sokeriosaa on muokattu,
on Pegaptanib, joka on FDA:n hyviksymé oligonukleotidipohjainen lddke neovaskulaarisen ikdén

liittyvén silmidnpohjan rappeuman hoitoon.?’



Fosfaattiryhma voidaan modifioida fosforotioaatiksi korvaamalla happiatomi rikkiatomilla (Kuva 4.).
Témi modifikaatio suojaa nukleaasien katalysoimalta hajoamiselta ja parantaa huomattavasti
aptameerin puoliintumisaikaa seerumissa ja soluissa?*. Fosforotioaatin tiedetdin myds pidentivin
antisense-oligonukleotidipohjaisten lddkkeiden viipymistd verenkierrossa, silli se sitoutuu
epaspesifisesti plasman proteiineihin. Tdméa estdd niiden nopeaa erittymistd munuaisten kautta.
Kéytetyin menetelma hidastaa oligonukleotidien erittymista pois verenkierrosta, ja samalla parantaa
niiden puoliintumisaikaa, on konjugoida oligonukleotidiin suuria molekyylejad. Kun molekyylimassa

ylittdd 30-50 kDa:n rajan, munuaiset eivit kykene poistamaan niiti enéd yhti helposti. !
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Kuva 4. Modifioituja rakenteita nukleaasiresistenssin parantamiseksi. A = 2'metoksi-RNA, B =
2’amino-RNA, C= 2'fluori-RNA ja D = fosforotioaatti-DNA/RNA.

Edelld mainittujen modifiointien pohjalta nukleotidirunkoon on sovellettu monimutkaisempia niin
kutsuttuja toisen sukupolven” muutoksia. Téllaisia on esimerkiksi RNA:ta imitoiva lukittu
nukleiinihappo LNA (eng. locked nucleic acid, kuva 5.). LNA:n rakenteessa sokerin O2’-atomi on
liitetty sokerin C4’-hiileen metyleenilinkkerilld. Kyseisten rakenneyksikdiden sisdllyttdmisen
oligonukleotidiin on todettu parantavan oligonukleotidin ldmpd0stabiiliutta ja spesifisyyttd
komplementaarisille sekvensseille.”> UNA (eng. unlocked nucleic acid ) on yksi vaihtoehtoinen
kandidaatti aptameerien muokkaamiseen (kuva 5.). UNA on asyklinen RNA-analogi, josta puuttuu
C2’- ja C3’-hiilten vilinen sidos. Yksi kiinnostava aptameerin modifikaatio on Spiegelmer-
aptameerit (kuva 5).26 Ne koostuvat L-nukleotideistd, jotka ovat luonnollisten D-nukleotidien

peilikuvia.
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Kuva 5. Modifioituja rakenteita nukleaasiresistenssin parantamiseski. A=LNA, B=UNAjaC =

Spiegelmer.

1.1.5. Aptameerit vs. vasta-aineet

Aptameereja kuvataan monesti synteettisiksi vastineiksi vasta-aineille. Vasta-aineet ovat osa
elimiston puolustusjirjestelmid. Ne ovat immuunijirjestelmén tuottamia proteiineja, jotka sitoutuvat
toimintaa tai merkaten ne tuhottavaksi. Erilaisia vasta-aineita voidaan myods tuoda elimistoon
esimerkiksi rokotteiden avulla. Tyypillinen vasta- aineen rakenne on Y-kirjaimen muotoinen, jonka
kérkiosissa on kaksi identtistd antigeenid sitovaa kohtaa. Hantdosassa puolestaan on sitoutumiskohtia
komplementaarisille proteiineille sekd solun pintareseptoreille. Antigeenid sitovalla kohdalla on
uniikki rakenne, jonka vuoksi se kykenee sitoutumaan tiettyyn antigeeniin spesifisesti. Aptameerien
ja vasta-aineiden sitoutuminen ja sovelluskohteet muistuttavat toisiaan. Aptameereilld on kuitenkin

tiettyjd etuja minki vuoksi ne kykenevit kilpailemaan vasta-aineiden kiyton kanssa.?’

Aptameerit ovat yleisesti ottaen stabiilimpia kuin vasta-aineet ja niiden elinaika on myos pidempi.
Aptameerien valmistusprosessi on yksinkertainen ja edullinen verrattuna vasta-aineisiin.?®
Aptameerit ovat kooltaan noin kymmenesosan vasta-aineiden koosta. Tdmi edesauttaa niiden padsya
solujen sisi#in vasta-aineita paremmin.”® Aptameerien koko mahdollistaa my®&s niiden kiinnittymisen
kohteisiin, jotka ovat vasta-aineille liian pienid. My0s steeristen esteiden riski on ndin ollen

aptameereilla pienempi. !



Aptameerit syntetisoidaan kemiallisesti, joten niiden muokkaaminen on helpompaa kuin vasta-
aineiden. Esimerkiksi aptameerien sitoutumisominaisuuksia ja niiden stabiiliutta voidaan parannella.
Muutoksia voidaan tehdd aptameerein nukleotidiketjuun melkein mihin tahansa haluttuun kohtaan
niin kuin luvussa 1.1.4. kisiteltiin. * Vasta-aineita voidaan myds muokata kemiallisesti, mutta se on
kuitenkin selkedsti hankalampaa. My0s esimerkiksi leimoja ja linkkereitd voidaan kiinnittda

aptameerien nukleiinihappoketjuun niin, etti ne eivit hiiritse kohteeseen sitoutumista.”

Aptameerien toksisuus on matala ja ne eivit ole immunogeenisid vasta-aineiden tapaan. Aptameereja
voidaan my0s valmistaa in vitro -prosessilla kohteille, jotka ovat myrkyllisid. Aptameerien kaytto on

my®s monipuolisempaa, silli niiden kohdevalikoima on laajempi verrattuna vasta-aineisiin. 2

1.1.6. Sovellukset

Aptameereilla on paljon sekd diagnostisia ettd terapeuttisia sovelluskohteita. Aptameerien korkean
affiniteetin ja spesifisyyden vuoksi ne ovat ihanteellisia diagnostisiin sovelluksiin. Niilli on
potentiaalia korvaamaan vasta-aineita kliinisessd kéytossd. Vasta-aineiden tapaan aptameereja
voidaan hyoddyntdd niitd vastaavien kohteiden molekyylitunnistukseen. Niitd on onnistuttu
kiyttimddn patogeenien sekd eri sydpien tunnistukseen, ympériston saastumisen seurantaan ja
kantasolumarkkereina.?® Esimerkiksi metallileimattujen sydpisoluihin kohdennettujen aptameerien
soveltuvuutta ja sen mahdollisuuksia histologisen rakenteen karakterisointiin, kvantitointiin ja

kohteen paikantamiseen on tutkittu IMC-menetelmin (engl. Imaging mass cytometry).>

Aptameereja voidaan kéyttdd myos lddkeaneiden kuljetuksessa. Esimerkiksi kemoterapeuttisia
aineita voidaan kuljettaa aptameerien vilitykselli sydpisoluihin. 2° Terapeuttisia aptameereja eri
sairauksien hoitoon on paljon kliinisissa tutkimuksissa. Luvussa 1.1.4. mainittu Pegaptanib on FDA:n
hyviaksyma oligonukleotidipohjainen 1ddke neovaskulaarisen 1ikddn liittyvdn silménpohjan

2

rappeuman hoitoon 2. Muita terapeuttisia aptameereja ovat esimerkiksi AS1411, joka toimii

aptameerina nukleoliini proteiinille, jota esiintyy sydpisolujen pinnalla®! ja esimerkiksi NU172, joka
inhiboi trombiinia.
1.2. LA-ICP-MS

1.2.1. MaAdritelma



LA-ICP-MS (engl. Laser ablation-inductively coupled plasma-mass spectrometry) on analyyttinen
menetelmi, jolla voidaan kuvantaa alkuaineiden jakautumista kiinteissid néytteissd. Menetelmissé
ndytettd késitellddn korkeaenergiselld lasersiteelld. Laser irrottaa ndytteestd hiukkasia, jotka
kuljetetaan eteenpdin ionisoitavaksi ICP:lle ja siitd eteenpdin analysoitavaksi MS-laitteistolle.
Analyysin ~ pohjalta voidaan muodostaa korkearesoluutioisia karttoja ndytteen
alkuainekoostumuksista. Menetelmi mahdollistaa suoran monialkuaineanalyysin ja isotooppisuhteen
médrityksen suoraan kiintedstd ndytteestd. Se on eniten kdytetty menetelma metallien, puolimetallien
ja epametallien massaspektrometrisessa kuvantamisessa biologisista néytteistd. Téllaisia nidytteitd
ovat esimerkiksi kudokset ja elimet, joiden avaruudellinen resoluutio on yleensd mikrometrin

kokoluokkaa. *?

1.2.2. Laitteisto

Ensimmaéinen osa LA-ICP-MS -laitteistoa on ilmatiivis laserablaatiokammio, jossa niyte kasitelldan
laserilla. Menetelmé kayttdd fokusoitua lasersddettd poistamaan materiaalia kiintedn niytteen
pinnalta. Lasersdde pidetddn paikoillaan ja néytetasoa siirrellddn x-, y- ja z-suunnissa tarkoilla
litkkkeilld. Laser on yleensd syva UV-laser, esimerkiksi aallonpituudella 193 nm. Laserpisteen kokoa
voidaan sdatad halutun paikkaresoluution mukaan. Laserpisteen koko voi nykyaikaisilla laitteilla olla
jopa 1 um. Mitattavan ndytteen paksuus on yleensa 5-30 um. Laser skannaa ndytettd kohta kohdalta
ja irtoava materiaali kuljetetaan jatkuvalla argonvirralla ICP-laitteistoon. Argon-kaasun tilalla

voidaan hyddyntii myos jotakin muuta inerttii kaasua, kuten esimerkiksi heliumia. 32

Muodostuneita ioneja eristetddn jatkuvasti ionildhteeltd ja ne kuljetetaan massaspektrometrille, jossa
ne erotellaan niiden massa-varaussuhteen (m/z) mukaan. Massaspektrometrissd on yleensd joko
kvadrupoli-, kaksoisfokusoiva sektorikenttd- tai TOF-analysaattori. Kunkin ionin signaalin
intensiteetti korreloidaan vastaamaan niiden pitoisuutta. * LA-ICP-MS laitteiston kaaviokuva on

esitettynd kuvassa 6.

Térkedt parametrit, jotka LA-ICP-MS -menetelméé kéytettdessd tulee optimoida, ovat laserpisteen
koko, skannauksen nopeus ja toistotaajuus. Kyseiset parametrit vaikuttavat laserablaatioon ja niin

ollen koko mittauksen tehokkuuteen ja herkkyyteen.>?

Mittausten tarkkuus riippuu suoraan
kalibroinnista, standardisoinnista ja normalisoinnista. Biologisille naytteille ei yleensd ole
kaupallisesti saatavilla sertifioituja vertailustandardeja. Témén vuoksi pitdd hyddyntda laboratoriossa

valmistettuja matriisisovitettuja standardeja kalibrointia ja standardointia varten. LA-ICP-MS:n



kayttokohteet voidaan jakaa kolmeen eri kategoriaan. Silld voidaan kuvantaa, tehdé viivaskannausta
ja tehdd wvalittujen pisteiden mikropaikallista analyysid. Kun LA-ICP-MS:44 kiytetddn
kuvantamiseen, kuvien rekonstruointi analysoidun néytteen alkuainejakauman visualisoimiseksi on

tirked vaihe. T#hin tarkoitukseen on olemassa erilaisia ohjelmistotydkaluja.

Laser
lahde

MS

L E

ICP

Ar+
Maytevirta

Ar-virta

Kuva 6. LA-ICP-Laitteiston kaaviokuva (kuva mukailtu lihteesti*® ).

1.2.3. Hyoddyt ja rajoitteet

LA-ICP-MS -kuvantamisessa on useita ominaisuuksia, jotka ovat menetelmédn eduksi. Analyysi
tehdddn suoraan kiinteéstd ndytteesti, joka tuo LA-ICP-MS -kuvantamiseen useita hyotyjd. Téllaisia
hyotyja on esimerkiksi vdhdinen ndytteen kulutus, minimaalinen ndytteen kisittely, matala
kontaminaatioriski sekd polyatomisen intereferenssin vdheneminen kuivien plasmaolosuhteiden

vuoksi. Menetelmilld saadaan tarkkaa paikallista tietoa korkealla alkuaineherkkyydelld.**

Menetelmdlld pystytddn havaitsemaan myoOs kemiallisesti inerttejd aineita, kuten esimerkiksi
zirkoniumia, titaania ja uraania. Kiintedd nidytettd tarvitaan pieni mddrd verrattuna esimerkiksi
nesteméisen ndytteen analysointiin. Laserablaatio kuluttaa nédytettd myos vdhédn. Sekd spatiaalinen
analyysi ja laajempi joukkondytteenotto ovat mahdollisia. Menetelméd on myds monipuolinen, silld
ndytteessd hallitsevat alkuaineet sekd myds hivenalkuaineet voidaan analysoida. Eri isotooppien

suhdeanalyysi on myos mahdollinen.>
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LA-ICP-MS -kuvantamiseen liittyy myos rajoitteita, jotka vaikuttavat menetelmén hyodyntdmiseen.
Laserparametrit pitdd aina optimoida matriisityypin mukaan. Ongelmia aiheuttaa puute erilaisista
matriiseihin sopivista vertailumateriaaleista ja vakiintuneista ulkoisista kalibrointistandardeista.
Sopivan standardin I6ytdminen voi olla haastavaa ja aikaa vievéa ja lisdksi se voi lisdtd ndytteen
esikdsittelyd. Analysoitavaa ndytettd on myds mahdoton laimentaa analysoitavien alkuaineiden
médrin optimoimiseksi. Yksinkertaisten kalibrointimenetelmien hyddyntdminen ei ole kdytédnnollista
toisin kuin nestemdisten néytteiden analysoinnissa. Pitkdlld aikavélilld analyysiin saattaa tulla
herkkyyspoikkeamia johtuen ICP-MS -laitteisosta. Néytteen asettelu ja laserin fokusointi voi myos

olla hankalaa.??

Figg et al.*® osoittivat jo 1998, etti epidedustava niytteenotto saa alkunsa alkuainepartikkelien
kuljetuksesta ablaatiokammiosta ICP:lle ja niiden myShemmastd ionisoinnista plasmassa. Tédmin
pohjalta voidaan todeta, ettd laitteiston aerosolin kuljetusputkistot ja kuljetuksessa kéytettdva kaasu
vaikuttavat nédin ollen kuljetuksen tehokkuuteen ja saatavan signaalin profiiliin. ICP ei kykene
kasittelemain isoja partikkeleja riittdvasti. Isot partikkelit plasmassa voivat vaikuttaa eri alkuaineiden

vapautumisen tehokkuuteen ja niin ollen johtaa ei-stoikiometrisiin tuloksiin. 2

1.2.4. Sovellukset

LA-ICP-MS -kuvantamisella on paljon erilaisia sovelluskohteita esimerkiksi neurotieteissa,
ympéristdd saastuttavien kemikaalien tutkimuksessa, biologiassa ja metallomiikassa. Silld voidaan

tutkia myos esimerkiksi biomolekyyleji kiyttimilli metallileimattuja vasta-aineita.*

Syovén tutkimuksessa LA-ICP-MS -kuvantamista voidaan hyddyntdd neljilld osa-alueella. Ndma
osa-alueet ovat metallit ja niiden suhde taustalla oleviin patogeeneihin, biomarkkereiden 16ytaminen,
metallipitoisten kemoterapeuttisten aineiden tutkiminen ja kasvainten rajaaminen ja kerrostumisen
tutkiminen®*-? Siti on sovellettu myds kvantitatiivisten kuvien saamiseksi alueellisesti spesifisisti
alkuainejakaumista erilaisissa biologisten kudosten osissa, esimerkiksi hiirien aivoissa ja
munuaisissa.*> LA-ICP-MS:lla voidaan my®ds tutkia molekyyliominaisuuksia immunohistokemian
avulla, hyodyntden sopivaa alkuaineleimaa, jota voidaan kéyttdd kohdemolekyylin epdsuoraan

mittaamiseen. 32

LA-ICP-MS tarjoaa myds uusia ndkokulmia nanomateriaalien karakterisointiin ja toksikologiaan.

Kwvantitatiivista korkean resoluution dataa on saatu monista eri nanomateriaaleista kuten esimerkiksi
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kulta- 37 ja hopeananopartikkeleista **. LA-ICP-MS -kuvantamisella on myds mahdollista paljastaa
aikaisempia altistumistapahtumia, jonka perusteella voidaan tehdd johtopéitoksid esimerkiksi
ruokavaliosta ja lddkehoidosta. Akuutti ja krooninen altistuminen erilaisille aineille aiheuttaa yleensé
aineiden integroitumista kudoksiin. LA-ICP-MS -kuvantamisella aineiden kerddntyminen olisi
mahdollista havaita. Esimerkiksi gadoliniumin kerddntymista elimistoon useiden MRI-tutkimusten
jélkeen, joissa hyddynnettiin gadoliniumia siséltdvdd varjoainetta, on voitu kuvantaa LA-ICP-

MS:11a% 32

1.2.5. Organoelohopea alkuaineleimana

Erilaisilla leimoilla on keskeinen osa esimerkiksi kuvantamisessa, isotooppianalyyseissa ja erilaisten
biomolekyylien kvantitoinnissa. Leimalla on tirked rooli tehtdvéssd mittauksessa, joten oikeanlaisen
leiman valitseminen on mittauksen kannalta olennaista. Kéytetyn leiman tulee olla kemiallisesti
stabiili, jottei se hajoa tai reagoi ndytteen muiden komponenttien kanssa. Leiman tulee myos séilyttaa
ominaisuutensa kohteessa, jotta mittaus voidaan suorittaa luotettavin tuloksin. Leiman olisi hyvé olla
my0s sellainen, jota tutkittavassa nédytteessd on luontaisesti vdhin. Téalloin sen havaitseminen on
helppoa ja viltytddn ylimdardiseltd taustahdirioltd. Leiman tulisi olla my0s kdytettyyn menetelmiin
sopiva. Esimerksiksi LA-ICP-MS -menetelmdd hyddyntéessd leiman tulee olla sellainen, joka on
helposti ionisoitavissa kyseiselld menetelmilld. Hyvén leiman etu on myds helppo kiinnittdminen.
Jos leimaa hyddynnetdén biologisten néytteiden kanssa, on tdrkedd ottaa huomioon alkuaineen
yhteensopivuus néytteen kanssa. Alkuaineen massan tulisi myds olla sellainen, ettei se aiheuta

interferenssii niytteen muiden alkuaineiden kanssa hiiriten mittausta ja véiristien sen tuloksia.**!

Erilaisia metalleja on hyddynnetty leimoina. Koordinatiiviset metallikomlpeksit dissosioituvat
laimeissa olosuhteissa, joten niiden hyddyntdminen biologisissa sovelluksissa on hankalaa.
Metallikompleksien stabiiliutta voidaan kuitenkin parantaa muodostamalla niistd kelaatti.
Metallileimat, kuten lantanidiyhdisteet, aiheuttavat monesti steerisii esteitd.*” Organometallisten
yhdisteiden ominaisuudet puolestaan voisivat tehdd niistd hyvid kandidaatteja metallileimaksi.
Oligonukleotidejd, joihin on siséllytetty organometallisia katalyyttisid osia, on tutkittu.** Saman
kaltaista kemiaa voitaisiin hyddyntdd myds leimana. Organometallisten kompleksien ominaisuudet
mahdollistavat niiden kdyton leimoina joiden avulla oligonukleotideja voidaan kuvantaa tai niiden

sekundédrirakenteita voidaan selvittdd.*
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1.3.  Tyon tarkoitus

Taman tyon tarkoituksena oli syntetisoida organoelohopealeimattu aptameeri ja kokeilla, onnistuuko
sen kuvantaminen LA-ICP-MS -menetelmélld. Jos aptameeriin liittetty leima onnistuttaisiin
havaitsemaan, olisi mahdollista paikantaa sen sijoittuminen kudoksessa. Néin ollen olisi siis
mahdollista tietdd, missd aptameerin kohde sijaitsee. Talld tavoin olisi mahdollista paikantaa

esimerkiksi syOpésoluja kudoksesta.

Téssd tydssd aptameeriksi valikoitiin tunnettu oligonukleotidisekvenssi, jonka kohteena ovat tietyt
syOpdsolun pintaproteiinit. Aptameeri leimattiin organoelohopeayhdisteelld. Kyseisen yhdisteen
havaitseminen kudoksesta LA-ICP-MS -menetelmilld pitdisi teoriassa onnistua selkedsti, silld
normaaliolosuhteissa kudosten ei kuuluisi sisdltdd elohopean yhdisteitd. Kun sitoutunut ja leimattu
organoelohopea-aptameeri  onnistuttaisiin ~ paikantamaan, olisi mahdollista tietdd missd

kohdeproteiinit sijaitsevat.

Leimaksi valikoitiin organoelohopeayhdiste, joka on valmistettu aikaisemmin tutkimusprojekti 1:n
aikana. Leima liitettiin aptameeriin linkkerin véilitykselld, oksimaatioreaktiota hyddyntien.
Oksimaatio on vakiintunut reaktio ja sen avulla on aiemmin onnistuttu kiinnittimiin metalloituja
aldehydeji oligonukleotidiin.*?. Linkkerini hyddynnettiin tutkimusprojekti 1:ssi valmistettua amino-

oksilinkkeria.

TyOssd oli tarkoitus valmistaa kolme nukleiinihapposekvenssid, joista kaksi vastaisi haluttua
aptameeria ja yksi olisi sekvenssiltddn satunnainen. Satunnaiseen sekvenssiin ja toiseen
aptameerisekvenssiin liitettdisiin organoelohopealeima ja toinen aptameeri jétettdisiin ilman leimaa.
Ndin pystyttiisiin esimerkiksi vertailemaan, ovatko LA-ICP-MS menetelmélld mahdollisesti havaitut

signaalit niitd, mitd olisi tarkoituskin.

Tyon tarkoituksena oli selvittdd, onnistuuko tdlld tavoin funktionalisoitujen aptameerien

valmistaminen ja voisiko niitd kuvantaa LA-ICP-MS — menetelmalla.
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Kuva 7. Tyon tarkoituksena oli valmistaa organoelohopealla leimattu aptameeri. jonka kohteena on
syopdsolun pinnalla olevat proteiinit.Leiman avulla aptameeri ja ndin ollen my6s aptameerin kohde
voitaisiin paikantaa.
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2. Tulokset ja niiden tarkastelu

2.1.  3,5-Bis(asetoksimerkuri)-4-hydroksibentsaldehydin (2) synteesi

OH OH
a ACO—HgII Hg”\OAC

O~ "H O” H
1 2

Kaavio 1. 3,5-Bis(asetoksimerkuri)-4-hydroksibentsaldehydin (2) synteesi. a) HgOAc», EtOH,
H>0O, AcOH, refluksointi.

Projektissa aptameerin leimana hyddynnettiin organoelohopeayhdistettd. Kéytettyna yhdisteeni toimi
3,5-Bis(asetoksimerkuri)-4-hydroksibentsaldehydi (2), joka valmistettiin kaavion 1 mukaan. Saanto
2,61 g (47,8 %). Reaktio oli kidynnissd vain noin kuuden minuutin ajan, jonka jilkeen kirkas liuos
muuttui nopeasti sakeaksi ja keittopulloon alkoi saostua valkeaa sakkaa niin paljon, ettd
magneettisekoittaja ei endd jaksanut sekoittaa liuosta. Tamdn seurauksena keitos kuohui
keittopullosta yli ja osa tuotteesta levisi vetokaappiin ja meni hukkaan. Tuotteesta yritettiin tehda
NMR-néyte kloroformiin mutta tuote ei liuennut sithen. Nayte tehtiin DMSO:in, johon tuote liukeni
osittain. 'H NMR:n perusteella (Liite 1.) tuotteessa on havaittavissa liikaa vetyi ja niin ollen tuote
on mahdollisesti epdpuhdasta. Huonon liukenemisensa vuoksi eri liuottimiin tuotteen puhdistus olisi
todenndkdisesti hyvin hankalaa. Kokeiltuja livottimia olivat pyridiini, MeOH, MeCN, DCM ja
tolueeni. Tuote ei suuremmalla madrédlld (NMR-néytteeseen vaadittuun méédrdéan verrattuna) liuennut
endd DMSO:in ollenkaan. Liukoisuutta testattiin liuottamalla 6,4 mg tuotetta 2 noin 100 pl liuotinta.
Puhdistusyrityksen aikana tuotetta menisi todenndkdisesti paljon hukkaan, joten valmistettua 2,6-

Bis(asetoksimerkuri)-4-hydroksibentsaldehydii (2) ei yritetty puhdistaa.
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2.2.  2-syanoetyyli (2-((1,3-dioksoisoindolin-2-yyli)oksi)etyyli)
diisopropyylifosforamidiitin synteesi (5)

o O/\/CN
Crron == Qe == L1
0] o) 4&
3 4 5

Kaavio 2. Amino-oksilinkkerin synteesi. a) 2-bromietanoli, MeCN ja Et3N, 24 h, 20 °C; b) 2-
syanoetyyli-N,N-diisopropyylikloorifosforamidiittia, DCM ja EtsN1 h, 20 °C.

Projektissa kaytettiin amino-oksilinkkerid, jonka avulla organoelohopeayhdiste voitaisiin
konjugoida kiinni oligonukleotidiin. Fosforamidiitti (5) valmistettiin kaavion 2 mukaan. Saanto
0,3598 g (46,7 %). N-hydroksiftaali-imidid (3) liuotettiin asetonitriiliin, jonka jélkeen seokseen
lisdttiin trietyyliamiinia ja 2-bromietanolia. Seosta sekoitettiin huoneenlimmossd. Reaktion
etenemisté seurattiin ohutkerroskromatografialla. Kaiken kaikkiaan reaktio oli kéynnissa 24 h.
Reaktioliuos haihdutettiin kuiviin, jonka jilkeen se liuotettiin dikloorimetaaniin ja uutettiin
kyllaiselld natriumvetykarbonaatin vesiliuoksella. Saatu orgaaninen faasi haihdutettiin kuiviin.
Vilituote 4 puhdistettiin silikageelikromatografisesti ja karakterisoitiin NMR-spektrometrisesti.
Tuotteen todettiin olevan haluttua ja riittivan puhdasta fosfitylointiin. Fosfitylointi suoritettiin
mahdollisimman kuivissa olosuhteissa N2-atmosfdérissd. Mahdollisimman kuivien olosuhteiden
takaamiseksi tuote 4 haihdutettiin kolmesti tolueenista ennen reaktion suorittamista. Tolueenista
haihduttamisen jélkeen tuote 4 liuotettiin kuivaan dikloorimetaaniin. Liuokseen liséttiin
trietyyliamiinia ja 2-syanoetyyli-N,N-diisopropyylikloorifosforamidiitti. Reaktio suoritettiin
huoneenlimméssi ja se oli kilynnissi 1 h. *'P NMR spektristi (Liite 6) havaittiin siirtymé kohdassa
148.4 ppm, joten fosfitylointi todettiin onnistuneeksi. Tuote puhdistettiin

silikageelikromatografisesti ja karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti.

2.3.  Oligonukleotidisynteesit

Projektissa syntetisoidut olikonukleotidisekvenssit ovat esitettynd taulukossa 1. ON1 oli alkuperidisen

suunnitelman mukainen oligonukleotidi, joka vaihdettiin projektin edetessd oligonukleotidiin ON2.
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Myodhemmin esitellyissd konsentraatioméérityksissd (luku 2.4.) ON2x ja ON2x-Hg: -aptameerien
oligonukleotidisekvenssit ovat taulukossa 1 esitetyn ON2:n mukaiset ja ON3x -

oligonukleotidisekvenssi on taulukossa 1 esitellyn sekvenssi ON3:n mukainen.

Kaikki oligonukleotidisynteesit suoritettiin kiintedin kantajan menetelmilld automaattisella
DNA/RNA-syntetisaattorilla kayttden kaupallisesti saatavilla olevia DNA-

fosforamidiittirakenneyksikoita.

Taulukko 1. Projektissa syntetisoidut oligonukleotidisekvenssit

ON1 | ATA CCA GCT TAT TCA ATT GGA CAC GGC AAA GGG GTA TAG CCT ACC GGA
CCG TGA ACATGG AAT GGT GTG CTG CGT GGA GAT AGT AAG TGC AAT CT
ON2 | ATC CAC GAG TGA CGC AGC ACG AGC AAC ACA AAA GCT CCT TGG AAT AGT
CTA ATA CCG GAG CGA GAAAGC TGG ACA CGG TGG CTT AGT

ON3 | TCT ATG GCG GAC ACT CTA GGC GAC AGT TCG CGA GTC CGC GTG AAT CAG
AAT CAT CCT CTT CTT GTC AGG CCC GTAAAT AGT ATCACC

Kaikkien oligonukleotidien 5'-pddhidn kytkettiin ftaloyylisuojattu amino-oksirakenneyksikko 5.
Myds kyseinen kytkentd suoritettiin automaattisella DNA/RNA- syntetisaattorilla. Kytkennin
jélkeen ftaloyylisuoja poistettiin hydratsiinikisittelylld. Tdmén jidlkeen joko 4-hydroksibentsaldehydi
(1) tai 3,5-bis(asetoksimerkuri)-4-hydroksibentsaldehydi (2) liitettiin viipyméttd oksimaatioreaktiolla
oligonukleotidiin. Edelld kuvattu reaktio on esitetty kaaviossa 2 ja liitetyt yhdisteet kuvassa 7. Tdma
jilkeen oligonukleotidit irrotettiin kiinteédltd kantajalta ammoniakkikasittelylld. Oligonukleotidit
puhdistettiin -~ RP-HPLC:lla,  kvantitoitiin =~ UV-spektrofotometrisesti  ja  karakterisoitiin

massaspektrometrisesti.

OH OH
AcOHg AcOHg 0 o ~CN
CLp "<
0~ H 07 ™H o)
1 2 5

Kuva 7. Yhdisteiden 1, 2 ja 5 rakenteet.
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Kaavio 3. Oligonukleotidien ON2x ja ON2x-Hg: synteesi. a) HONNH; - H>O, pyridiini ja AcOH,
45 min, 20 °C; b) yhdiste 1 ja pyridiini, 2 h, 20 °C; c) yhdiste 2, pyridiini, 20 °C; d) NH3, H>O yo6n
yli, 20 °C.

ON1 oli alkuperdisen suunnitelman mukainen sekvenssi, joka yritettiin syntetisoida.
Oligonukleotidisekvenssi valmistettiin ja amino-oksilinkkeri (5) kytkettiin oligonukleotidiin.
Valmistettu tuote jaettiin kahteen osaan joista toiseen liitettiin oksimaatioreaktiolla yhdiste 1 ja
toiseen yhdiste 2. Nédin syntetisoitiin oligonukleotidit ON1x ja ON1x-Hg. Yhdisteen 2 liittiminen
oli haastavaa, silld se liukeni erittdin huonosti. Oligonukleotidi ON1x yritettiin puhdistaa ensin ja sen
HPLC-puhdistuksessa havaittiin heti ongelmia. Kromatogrammin perusteella ei kyetty havaitsemaan,
milloin oligonukleotidi oli kulkeutunut kolonnin ldpi. Oligonukleotidi jdi mahdollisesti kiinni

kolonniin tai vaihtoehtoisesti kulkeutui niin tasaisesti ulos, ettei sitd kyetty erottamaan.
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Kirjallisuudesta ei loytynyt vastaavaa esimerkkid, joka olisi tarjonnut apua ongelmaan.
Oligonukleotidin sulamisldmpd mitattiin. Mittauksen perusteella pdddyttiin yrittdimain HPLC-
puhdistusta uudestaan niin, ettd kolonni lammitettiin 60-asteiseksi. Télld tavoin kromatogrammiin
saatiin ndkyviin selkedmmin erottuva tuotepiikki tai -fraktio ja oletettu oligonukleotidi kyettiin
kerdamdiin talteen. ONx-Hg2 yritettiin myds puhdistaa HPLC:1la 1dmmittden kolonnia 60-asteiseksi.
Waters RDA-massaspektrometrilldi ei  kuitenkaan onnistuttu havaitsemaan tdysimittaista
oligonukleotidid kummasskaan tapauksessa. Oletettujen oligonukleotidien ON1x ja ONI1x-
Hg> massaspektrit mitattiin Orbitrap Fusion Lumos -massaspektrometrilld. ON1x-ndytteestd kyettiin
havaitsemaan massa 29751, odotetun tarkan massan ollessa 29753 (ON1x:n massaspektri liitteessa
9). ONIx-Hg: -ndytteestd ei télldkddn menetelmilld kyetty havaitsemaan tdysimittaista
oligonukleotidid. Vaikka massaspektrin perusteella ONI1x oletettavasti onnistui, péaadyttiin
vaihtamaan oligonukleotidisekvenssid hieman lyhyempéin. Tavoitteena oli my0s, ettd massaspektrit

saataisiin mitattua Waters RDA -massaspektrometrilla.

ON1 korvattiin oligonukleotidisekvenssilli ON2. Se syntetisoitiin ja sithen liitettiin amino-
oksilinkkeri (5) samalla tavalla kuin ON1:n tapauksessa. Valmistettu tuote jaettiin kahteen osaan
joista toiseen liitettiin oksimaatioreaktiolla yhdiste 1 ja toiseen yhdiste 2. Yhdisteen 2 liittdminen oli
yhté haastavaa kuin ensimmaiselld kerralla. HPLC-puhdistuksessa kolonni ldmmitettiin 60 asteiseksi
ja oletettu oligonukleotidi saatiin kerittyd talteen. Massaspektrometrilld ei kuitenkaan talldkaan
kertaa onnistuttu havaitsemaan tdysimittaista oligonukleotidia ON2x-Hg2. Spektrissd oli
mahdollisesti havaittavissa lyhyitd oligonukleotideja. On todenndkdistd, ettd oligonukleotidi hajosi

jossain vaiheessa késittelyd.

Yhdisteen 2 liittdminen oligonukleotidiin oli haasteellista suorittaa, joten on mahdollista, ettd
oligonukleotidi on vaurioitunut tissd kohtaa prosessia. Reaktio suoritettiin kahden ruiskun avulla
siten, ettd kantajaan sidottu oligonukleotidi pidettiin kolonnissa ja kolonnin 1ap1 huuhdeltiin ruiskujen
avulla yhdisteen 2 pyridiiniliuosta. Huonon liukoisuutensa vuoksi kasiteltidva liuos oli aika paksua,
minkd vuoksi kolonni tukkiutui helposti ja toinen ruiskuista myds irtosi késittelyn aikana. Reaktion
jdlkeen havaittiin myds, ettd kolonnin suodatin oli hieman rikkoutunut. HPLC-puhdistuksessa
kiytossd oli myos aluksi vddranlainen injektioruisku, jonka vuoksi mahdollista tuotetta on mennyt
todennekoisesti hukkaan. ON2x kyettiin kuitenkin havaitsemaan massaspektrometrilld. Yhdisteen 1
liittdminen oli helppoa, sill se liukeni liuottimeen hyvin tehden sen kisittelysti helpompaa verrattuna
yhdisteeseen 2. On siis todenndkoistd, ettd yhdisteen 2 elohopea-atomit aiheuttavat ongelmia
oligonukleotidin synteesissd. On kuitenkin my0s mahdollista, ettd elohopea vaikuttaa

oligonukleotidiketjun pysyvyyteen. Yhdiste 2 saattaa esimerkiksi asettua oligonukelotidiin tavalla,
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joka aiheuttaa jonkinlaista steeristd haittaa. Elohopeaioninen suuntautuminen oligonukleotidin
donoriatomeihin saattaa héiritd oligonukleotidin rakennetta ja mahdollisesti rikkoa sen. Seuraavissa
synteeseissd yhdiste 2 péétettiin suojata merkaptoetikkahapolla (Kaavio 4). Suojaamisella pyrittiin

sithen, ettd elohopeaionit eivit koordinoituisi suoraan oligonukleotidin donoriatomeihin.

O
OH OH o)
AcOHg AcOHg N s HO S—Hg" Hgll\s\)J\
OH
0" H 07 H
2 6 7

Kaavio 4. Yhdisteen 3 suojaus merkaptoetikkahapolla. a) pyridiini, 20 °C, 15 min.

Uusi erd oligonukleotidia ON2x-Hg2 syntetisoitiin muuten samalla tavalla kuin edelld mutta nyt
yhdisteen 2 tilalla kéytettiin merkaptoetikkahapolla késiteltyd versiota eli yhdistettd 7.
Merkaptoetikkahapon lisdyksen jialkeen oksimaatioreaktion suoritus oli helpompaa. Yhdiste 7 liukeni
liuottimeen ldhes kokonaan, joten sen kisittely oli nyt helpompaa aikaisempiin synteeseihin
verrattuna. Yhdiste 7 kannatti kuitenkin liuottaa juuri ennen reaktion suoritusta, silld pidemmaélla
ajalla liuokseen alkoi muodostua saostumaa, mikd teki siitd kayttokelvottoman. HPLC-
puhdistuksessa kiytettiin uutta bioinerttii BioZen™ oligo -kolonnia, joka osoittautui edeltijiinsi
Thermo ODS Hypersil-kolonnia paremmaksi. BioZen™ -kolonnin kiyttd johti selkeimpiin ja
siistimpiin RP-HPLC profiileihin verrattuna aiempaan. = HPLC-ajo helpottui huomattavasti
kolonninvaihdon myo6td. HPLC-profiileissa havaittiin  vahva signaali suunnilleen samalla
retentioajalla jokaisen aptameerin tapauksessa (Kuva 8). ON2x-Hgz:n ja ON3x-Hg2:n profiileissa

havaittiin myds heikompia signaaleja samoissa kohdissa.
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Kuva 8. RP-HPLC profiilit A: ON2x, B: ON2x-Hg: ja C: ON3x-Hg2

Kolonnin vaihtamisen jdlkeen massaspektrometrilli onnistuttiin havaitsemaan sekd ON2x ettd
ON2x-Hg: (Liitteet 10 ja 11). Projektin seuraavia vaiheita varten valmistettiin vield vertailun vuoksi
oligonukleotidi ON3x-Hg2. ON3xHg:2:n sekvenssi oli saman pituinen kuin ON2 mutta satunnainen.

Muuten ON3x-Hg: valmistettiin samalla tavalla kuin ON2x-Hgz. Myos ON3x-Hg: onnistuttiin

havaitsemaan massaspektrometrilld (Liite 12).

ON2x-Hg>:n massaspektrin signaaleja tutkiessa voidaan havaita, ettd saatu tuote on ilmeisesti seos
erilaisista versioista haluttua aptameeria. Kun spektrin intensiivisintd piikkid tutkii tarkemmin,
huomataan, ettd se jakautuu kolmeen osaan (kuva 9.). Ndiden kolmen osan m/z -arvot selittyisivét
silld, ettd tuoteseos koostuu halutusta aptameerista, jossa on kiinnittyneend kaksi elohopea-atomia,

versiosta, jossa on vain yksi elohopea-atomi, ja versiosta, jossa molemmat elohopea-atomit ovat

irronneet.

21



1600

1400

1200~

200

Intensity [Counts]

600

400+

2004

\ 1600

1400

97093139
7

1007.05530
‘

intensity [Counts]

104582089
I

- 123530584
—1294.47255 400

—1429.66807
[~1510.17591

1000 1250 1500 1750 2000 9

Observed mass [m/z]

1000

200+

‘ 92680683 \ \;
93610287 =
3 777*;%? O-N

OH
Hg
—0O-N~
‘944.339&5 \ zz‘ H
94525222
N OH
Hg = Hg”
o
& o
95265871 %LL—"O“”N H
93630395
0 o35 940 945 950 935 %0

Observed mass [m/z]

Kuva 9. ON2x-Hg: massaspektrissd havaitaan intensiivisimman piikin jakautuminen kolmeen osaan.

Tama selittyisi silld, ettd tuoteseos siséltdisi kolmea eri versiota halutusta aptameerista.

ON3x-Hg>:n massaspektrissd on havaittavissa sama edelld mainittu ilmid (liite 12) kuin ON2x-Hg2:n

tapauksessa. On mahdollista, ettd esimerkiksi merkaptoetikkahapon lisdys aiheuttaa sen, ettd
elohopea-atomit irtoavat halutuilta paikoiltaan. Seosten ei kuitenkaan pitdisi olla este sille, etteikod
leimattuja aptameereja voitaisi hyddyntdd projektin seuraavissa vaiheissa. Projetkin tarkoitus on

havaita LA-ICP-MS-menetelmilld organoelohopealeimattu aptameeri, joten silld ei pitdisi olla

merkitystd, onko aptameerissa kiinni yksi vai kaksi elohopea-atomia. Aptameerit, jossa elohopea-

atomit ovat irronneet kokonaan, todenndkodisesti kuitenkin laimentavat elohopeasta saatavaa

signaalia.

Taulukossa 2. on koottuna yhteen aptameerien, joiden kanssa projektissa edetddn, konsentraatiot ja

tilavuudet. Konsentraatiot laskettiin UV-absorbanssien avulla.

Taulukko 2. Aptameerikantaliuosten konsentraatiot ja tilavuudet.

Aptameeri C (uM) V (ul)
ON2x 13,7 500
ON2x-Hg: 38,8 500
ON3x-Hg: 259,2 500
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2.4.  LA-ICP-MS-detektiorajan maaritys

Oligonukelotideilla ON2x, ON2x-Hg: ja ON3x-Hg: testattiin, kuinka suuri pitoisuus
organoelohopealeimattua aptameeria vaaditaan, jotta se voidaan detektoida LA-ICP-MS:II4.
Jokaisesta oligonukleotidista tehtiin 10 pM liuos, josta tehtiin edelleen laimennokset 5 uM, 1 uM,
0,5 uM, 0,1 uM, 0,05 uM, 0,01 uM ja 0,005 uM. ON2x ei sisdltanyt detektoitavaa elohopeaa mutta
se pidettiin mukana mittauksissa vertailun vuoksi. Néytteend kaytettiin lasilevyjd, jotka sisdlsivét
hiiren aivokudosta. Jokaista laimennosta pipetoitiin niytteeseen. Kuvassa 10 on esitetty tulokset 5 ja
0,005 uM liuoksilla seki vertailun vuoksi pelkka tausta. Saatujen tulosten perusteella voidaan todeta,

ettd 5 uM laimennos antaa erittdin vahvan signaalin mutta jo 5 nM laimennoksella saadaan selkeésti

taustasta erottuva signaali elohopeasta.

ionization

ionization lonization
p 2500

gEEBgaEadlY
gHEBgaadly

background 5nM 5 KM

Kuva 10. Taustan, 0,005 uM laimennoksen ja 5 uM laimennoksen antamat signaalit. (Kuva:

Tuomas Lonnberg.)

3. Materiaalit ja menetelmét
3.1.  Yleiset menetelmét

Synteeseissd kéytettiin kaupallisia reagensseja ja liuottimia. Oligonukleotidisynteesit suoritettiin
AKTA Oligopilot plus -automaattisella DNA/RNA-syntetisaattorilla. Oligonukleotidit puhdistettiin
HPLC:lla kdyttden menetelmid A, B, C ja D (taulukko 3). UV-absorbanssit mitattiin Shimadzu UV-
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1900 UV-Vis spektrofotometrilld. Massaspektrit mitattiin Waters Rda -massaspektrometrilld sekd

ON1x:n tapauksessa myds Orbitrap fusion lumos -massaspektrometrilla.

Taulukko 3.

A

ACN 10 —» 60 % 25 min aikana, TEAA-puskuri (50 mM; pH = 7,0), 260 nm
detektioaallonpituus, Thermo ODS Hypersil-kolonni (250 x 10 mm, 5 um), virtausnopeus 3

ml / min. Kolonnia pidettiin 60 °C:ssa.

B |ACN 0 —» 60 % 25 min aikana, TEAA-puskuri (50 mM; pH = 7,0), 260 nm
detektioaallonpituus, Thermo ODS Hypersil-kolonni (250 x 10 mm, 5 pm), virtausnopeus 3
ml / min.

C |ACN 0 — 40 % 25 min aikana, TEAA-puskuri (50 mM; pH = 7,0), 260 nm
detektioaallonpituus, Thermo ODS Hypersil-kolonni (250 x 10 mm, 5 um), virtausnopeus 3
ml / min.

D | MeOH 20 — 80 % 25 min aikana, TEAA-puskuri (20 mM; pH = 7,0), 260 nm

detektioaallonpituus, BioZenTM oligo 00F-4790-E0-kolonni (150 x 4,6 mm, 2,6 pm),

virtausnopeus 0,5 ml /min.

3.2.  3,5-Bis(asetoksimerkuri)-4-hydroksibentsaldehydi (2)

4-hydroksibentsaldehydia (1; 1,0 g; 8,18 mmol) liuotettiin H>O:n (5 ml) ja EtOH:n (5 ml) seokseen.
HgOAc> (5,24 g; 16,4 mmol) livotettiin EtOH:n (40 ml), H>O:n (19,6 ml) ja AcOH:n (0,4 ml)

seokseen. Kun aldehydi ja HgOAc: olivat liuenneet, seokset yhdistettiin ja saatua seosta refluksoitiin

noin 6 min, jolloin kirkas liuos muuttui sakeaksi ja pulloon alkoi muodostua paljon sakkaa.

Refluksointi lopetettiin ja seoksen annettiin jadhtya. Jddhtynyt seos imusuodatettiin ja jidnnds pestiin
H,O:lla (20 ml), EtOH:1la (20 ml) ja Et,O:lla (20 ml). Saanto 2,61 g (47,8 %). '"H NMR-spektri
liitteessd 1 ja COSY liitteessd 2. 'H NMR 84 (500 MHz; DMSO-de): 7,97 (H, d, J= 6,32), 7,78 (2H,
s, H3 & H5), 1,94 (6H, s, CHz3).
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3.3.  2-(2-hydroksietoksi)isoindoline-1,3-dioni (4)

N-Hydroksiftaali-imidié (3; 2,02 g; 12,3 mmol) liuotettiin MeOH:iin (20 ml). Liuokseen liséttiin
Et3sN:a (3,40 ml; 24,6 mmol) ja 2-bromietanolia (2,60 ml; 36,8 mmol). Liuoksen annettiin sekoittua
huoneenlammossé 24 h. Reaktioita seurattiin TLC:114 eluenttina MeOH:n ja DCM:n seos (5:95,
v/v). Reaktioliuos haihdutettiin kuiviin, jonka jdlkeen jddnnos livotettiin DCM:iin (100 ml) ja
uutettiin kyllaiselld NaHCOz3:n vesiliuoksella (2 x 100 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na;SOs4:1la
ja haihdutettiin kuiviin. Raakatuote puhdistettiin silikageelikromatografisesti kéyttden eluenttina
MeOH:n ja DCM:n seosta (4:96, v/v). Saanto 1,18 g (46,3%). 'H NMR liitteessi 3. 'H NMR &y
(500 MHz; CDCls): 7,85 (4H, m, C¢H4(CO)2N), 4,33 (2H, t, ] = 4,3 Hz, NOCH.CH>), 3,83 (2H, t, J
=4,5 Hz, NOCH,CH>).

3.4. 2-syanoetyyli(2-((1,3-dioksoisoindolin-2-
yyli)oksi)etyyli)diisopropyylifosforamidiitti (5)

Yhdiste 4 (0,3931 g; 1,89 mmol) liuotettiin kuivaan tolueeniin ja liuos haihdutettiin kuiviin
pyorohaihduttajalla (3 x 10 ml). Haihdutusjdénnds liuotettiin kuivaan DCM:iin (10 ml). Liuokseen
liséttiin Et3N:a (1,3 ml; 9,45 mmol) ja 2-syanoetyyli-N,N-diisopropyylikloorifosforamidiittia (0,5
ml; 2,27 mmol). Reaktio suoritettiin N>-atmosfédarissa. Reaktioliuosta sekoitettiin huoneenlammossa
1 h, jonka jdlkeen se laimennettiin DCM:lla (100 ml) ja pestiin kerran kylldisellda NaHCOs:n
vesiliuoksella (100 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOaq:lla ja haihdutettiin kuiviin. Saatu tuote
puhdistettiin silikageelikromatografisesti eluenttina heksaanin, EtOAc:n ja Et3N:n seos (59:40:1,
v/v). Saanto 0,3598 g (46,7 %). 'H NMR-spektri liitteessi 4, COSY liitteessi 5, >'P NMR-spektri
liitteessd 6, 1°C NMR liitteessd 7 ja HSQC liitteessd 8. 'H NMR &y (500 MHz; CD3CN): 7,84 (4H,
m, CsHa(CO)2N), 4,36 (2H, m, NOCH2CH2OP), 3,97 (2H, m, NOCH2CH,OP), 3,79 (2H, m,
POCH2CH>CN), 3,56 (2H, m, NCHCH3), 2,65 (2H, m, POCH,CH,CN), 1,16 ja 1,13 (12H, d, J=
6,8, NCHCH3). '3C NMR &8¢ (126 MHz; CD3CN): 134,6 (CsHa(CO):N), 129,1 (CeHa(CO)2N),
123,1 (CsH4(CO)2N), 117,3 (CN), 77,7 (NOCH2CH,0P), 61,8 (NOCH2CH,0OP), 58,5
(POCH>CH,CN), 42,9 (NCHCH3), 23,85 (NCHCH3), 19,97 (POCH2CH>CN). *'P NMR 8p (202
MHz; CD3;CN): 148 4.

3.5. Oligonukleotidisynteesit

Projektissa syntetisoitiin kolme erilaista oligonukleotidia ON1, ON2 ja ON3 (taulukko 1.).
Oligonukleotidit syntetisoitiin automaattisella AKTA Oligopilot plus DNA/RNA-syntetisaattorilla.
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ONI1 ja ON2 syntetisoitiin kiyttimilld kiintedd kantajaa dT-CPG (33 umol g') ja ON3 kiyttimalli
kiintedii kantajaa dC-CPG (33 umol g'). Yhdiste 5 liitettiin oligonukleotidien 5 -piihin myds

syntetisaattorilla. Tdmaén jélkeen kiinteét kantajat kuivattiin paineilmalla.

Oligonukleotidien ON1, ON2 ja ON3 ftaloyylisuojat poistettiin késittelemilld kiinteitd kantajia
H>NNHz-H20:n, pyridiinin ja AcOH:n seoksella (1:32:8, v/v) 45 min. Seos valmistettiin juuri ennen
reaktion aloitusta ja pyridiini ja AcOH olivat tislattuja. Reaktio suoritettiin kahden muoviruiskun
avulla siten, ettd kantaja oli kolonnissa ruiskujen vilissd. Reaktion jdlkeen kiinteitd kantajia
huuhdeltiin pyridiinilla (3 ml). Seuraavaksi kantajaan sidottua oligonukleotidia ON1 késiteltiin 2 h
seoksella, joka sisdlsi joko 4-hydroksibentsaldehydid (1, 100 mg, 0,81 mmol) tai 3,5-
bis(asetoksimerkuri)-4-hydroksibentsaldehydid (2, 64 mg, 0,10 mmol) liuotettuna pyridiiniin (1 ml).
Kantajaan sidottua oligonukleotidia ON2 Kkésiteltiin 2 h seoksella, joka sisdlsi joko 4-
hydroksibentsaldehydia (1, 100 mg, 0,81 mmol) liuotettuna pyridiiniin (I ml) tai 3,5-
Bis(asetoksimerkuri)-4-hydroksibentsaldehydii (1,64 mg, 0,10 mmol) liuotettuna pyridiinin (1,5 ml)
ja merkaptoetikkahapon (13,9 ul) seokseen (7). Kantajaan sidottua oligonukleotidia ON3 késiteltiin
2 h 3,5-bis(asetoksimerkuri)-4-hydroksibentsaldehydilld (64 mg, 0,10 mmol), liuotettuna pyridiinin
(1,5 ml) ja merkaptoetikkahapon (13,9 pl) seokseen (5).

Reaktion jdlkeen kaikki kiintedt kantajat huuhdeltiin ensin pyridiinilld (3 ml) ja sitten MeCN:114 (10
ml) ja lopuksi kuivattiin paineilmalla. Oligonukleotidit irroitettiin kiintedltd kantajalta jattdmalla ne
reagoimaan yon yli 25 % ammoniakin vesiliuokseen 20 °C:een. Kantajalta irrotetut oligonukleotidit
kylmékuivattiin ja puhdistettiin RP-HPLC:lla. ON1x ja ON1x-Hg: puhdistettiin menetelmilld A,
ON2x ensin menetelmélld B ja sitten C ja ON2x-Hg2 ja ON3x-Hg2 menetelmélld D (taulukko 3).

3.6. LA-ICP-MS-detektiorajan méaritys

Detektioraja maddritettiin  oligonukelotideille ON2x, ON2x-Hgz ja ON3x-Hg:. Jokaisesta
oligonukleotidista tehtiin 10 uM liuos. Jokaisesta 10 uM liuoksesta tehtiin laimennokset 5 uM, 1
uM, 0,5 uM, 0,1 uM, 0,05 uM, 0,01 uM ja 0,005 uM. Kiytdssa oli kolme lasilevyé, jotka sisdlsivit
matriisina hiiren aivokudosta. Nayteliuoksia pipetoitiin lasilevylle, aivokudoksen paiille.
Ensimmadiselle levylle laitettiin kaikkia ON2x-Hgz-laimennoksia, toiselle levylle ON3x-Hg2:n 1, 0,5,
0,1, 0,05, 0,01 ja 0,005 uM laimennokset ja kolmannelle levylle ON3x-Hgz:n 5 ja 10 uM
laimennokset ja ON2x:n 10, 5, 1 ja 0,5 uM laimennokset.
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4. Johtopéitokset ja yhteenveto

Tyon tulosten perusteella voidaan todeta, ettd organoelohopea-aptameerien detektoiminen LA-ICP-
MS -menetelmélld on mahdollista. Tydssd todistettiin  myds, ettd 80-90 nt mittaisen
oligonukleotidisekvenssin syntetisoiminen onnistuu suhteellisen hyvin ja sitd pystytddn myds

jatkokasittelemadn oikeanlaisissa olosuhteissa.

Yhdisteen 2 liittdiminen on haastavaa menetelmalld, jota téssé tyOdssd kdytettiin. Menetelma on siind
mielessa kétevé, ettd tuotteen huuhteleminen ja kuivaaminen on helppoa tuotteen pysyessa kiinteédlla
kantajalla kolonnissa. Kolonni menee kuitenkin helposti tukkoon ja haluttua tuotetta saattaa tdsté
syystd syntyd paljon toivottua vdhemmaén, kun reaktioliuos ei péddse kulkemaan kolonnin lépi
kunnolla. Kolonni tai ruiskut saattavat myos rikkoutua helposti tyostettdessd organoelohopean
livosta, jolloin tuotetta menee myds helposti hukkaan. Tdma voisi olla helpompaa, jos 16ytyisi jokin

liuotin, johon yhdiste 2 liukenisi paremmin kuin pyridiiniin.

Projektin suurin ongelma oli oikeanlaisten HPLC-olosuhteiden 16ytdminen. Kunnollista
massaspektrometristi dataa saatiin vasta uuden kolonnin myd6td. Todenndkdisesti ensimméisend
syntetisoidut oligonukleotidit ON1x ja ON1x-Hg: pystyttdisiin nyt my0s havaitsemaan paremmin
massaspektrometrilld, jos HPLC-ajo suoritettaisiin BioZenTM oligo -kolonnilla. ON2 ja ON3 ovat
hieman lyhyempid sekvenssejd kuin ON1 mutta todennédkoisesti suurempi ongelma jélkimmaiisen
valmistuksessa oli nimenomaan oikeanlaisten HPLC-olosuhteiden puuttuminen eikd niinkdén
sekvenssin pituus. Ndiden aptameerien tapauksessa voitaisiin myos kokeilla merkaptoetikkahapolla

suojaamista, silld se auttoi ON2x-Hg2:n ja ON3x-Hg2:n tapauksessa.

Detektiorajamiirityksen perusteella voidaan todeta, ettd jo 0,005 uM elohopea-aptameeri voidaan
detektoida LA-ICP-MS-menetelmidd hyOdyntden. Sen perusteella voidaan myds todeta, ettd
mahdollinen seos, joka sisdltdd di- ja monomerkuroituja sekd kokonaan merkuroimattomia
aptameereja, ei haittaa signaalin saantia ainakaan tdssd tapauksessa. Voidaan myds todeta, ettd
seoksen aptameerit, jotka eivit sisélld elohopeaa enédé ollenkaan, eivét laimenna seosta merkittavésti
ainakaan tdssd tapauksessa. Néaytteessd, joka sisiltdisi oikeaa kohdeproteiinia voitaisiin havaita

paremmin merkuroimattomien aptameerien vaikutus.

Tulevaisuudessa olisi mielenkiintoista kokeilla menetelmdd kudosndytteelld, joka siséltéisi
aptameerin kohdeproteiineja. Tallin voitaisiin havaita 10ytddké aptameeri kohteensa ja
pystyttiisiinkd nidkeméédn selkedsti, minne se sijoittuu. Olisi mielenkiintoista tutkia lisdd, miten

aptameerin rakenne kestdisi ja voisiko elohopea mahdollisesti jollain tavalla hiiritd aptameerin
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sitoutumista kohteeseensa. Kohdeproteiinin l4snd ollessa, merkuroidun ja merkuroimattoman
aptameerin vilille syntyisi todenndkoéisesti kilpailua. Jos merkuroitu aptameeri olisi edelleen
seoksena, joka siséltiisi myds merkuroimatonta aptameeria, aiheuttaisko se mahdollisesti ongelmia.
Olisi kiinnostavaa tietdd 10ytdisivatkd esimerkiksi merkuroimattomat aptameerit nopeammin
kohteensa ja néin estdisivit merkuroituja kiinnittymaésta. Jos seos aiheuttaisi ongelmia, pystyttdisiinko
synteesid mahdollisesti parantamaan jotenkin niin, ettd valmis tuote sisdltdisi vain merkuroituja
aptameereja. Sopivammalla livottimella yhdisteelle 2 voitaisiin ainakin mahdollisesti parantaa
oksimaation suoritusta ja ndin maksimoida tuotteen saanto. Syntetisoidun organoelohopeayhdisteen
tiedetddn olevan myos hieman epidpuhdasta NMR:n perusteella, joten sen uudelleen syntetisoinnilla
voisi my0s olla vaikutusta.Yksi pohdittava nikdkulma on my0s organoelohopeayhdisteiden tiedetty
myrkyllisyys. Voiko mahdollisesti esimerkiksi kohdeproteiinia siséltdvin ndytteen kanssa vaadittava

organoelohopeayhdisteen konsentraatio olla sellainen etté, se on haitallinen kéytettdville kudokselle.

Projektissa kohdattiin useita ongelmia mutta kaikkiin 16ytyi lopulta jokin ratkaisu. Tulevaisuudessa
samankaltaisten oligonukleotidien syntetisointi on todenndkoisesti helpompaa tdmén tyon aikana
ilmenneiden ja ratkaistujen ongelmien tihden. Tyon tarkoitus oli syntetisoida organoelohopea-

aptameeri, joka voitaisiin havaita LA-ICP-MS-menetelméllé. Tédssé tavoitteessa onnistuttiin.
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6. Liitteet

Liite 1. 3,5-Bis(asetoksimerkuri)-4-hydroksibentsaldehydin 'H NMR-spektri.
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Liite 2. 3,5-Bis(asetoksimerkuri)-4-hydroksibentsaldehydin COSY.
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Liite 4. 2-syanoetyyli (2-((1,3-dioksoisoindolin-2-yyli)oksi)etyyli) diisopropyylifosforamidiitin(5) '"H NMR-
spektri.
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Liite 5. 2-syanoetyyli (2-((1,3-dioksoisoindolin-2-yyli)oksi)etyyli) diisopropyylifosforamidiitin (5)
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Liite 6. Liite 6. 2-syanoetyyli (2-((1,3-dioksoisoindolin-2-yyli)oksi)etyyli) diisopropyylifosforamidiitin(5)

3P NMR- spektri.

— AT

[ppm]



Liite 7. 2-syanoetyyli (2-((1,3-dioksoisoindolin-2-yyli)oksi)etyyli) diisopropyylifosforamidiitin (5) *C
NMR-spektri.

Liite 8. 2-syanoetyyli (2-((1,3-dioksoisoindolin-2-yyli)oksi)etyyli) diisopropyylifosforamidiitin(5) HSQC.
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Liite 9. Oligonukleotidin ON1X massaspektri Orbitrap fusion lumos massaspektrometrilla.
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Liite 10. Oligonukleotidin ON2x UV- ja massaspektri.
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Channel name: 1: TOF MSe (400-5000) -43V ESl- (TIC)
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Liite 11. Oligonukleotidin ON2x-Hg; UV- ja massaspektri.
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Item name: puhdas Hg-aptameeri 2
Channel name: 1: TOF MSe (400-5000) -43V ESI- (TIC)
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Liite 12. Oligonukleotidin ON3x-Hg, UV- ja massaspektri.

Item name: Hg-scramble 1
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