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Geneettisten sairauksien hoito on haastavaa, koska niiden korjaaminen vaatisi solujen geenien
toiminnan muuttamista. Geenit ovat kuitenkin suojassa solun sisässä, missä ne säätelevät solun
toimintaa. Evoluution johdosta solu on kehittänyt monia suojamekanismeja estääkseen vieraiden
geenien sisäänpääsyn soluun, sillä pienetkin muutokset solun geeneissä ja toiminnassa voivat
johtaa solun kuolemaan. Yksi näistä suojamekanismeista on solukalvo, joka ei päästä mitä tahan-
sa lävitsensä. Se suojelee solua erityisesti vierasperäisiltä geeneiltä, jotka voisivat muuttaa solun
toimintaa. Geeninsiirto on tekniikka, jolla voidaan kuljettaa geenejä ja muita aineita solukalvon lä-
vitse solun sisään. Geeninsiirtomenetelmät voidaan jakaa biologisiin, fysikaalisiin ja kemiallisiin
menetelmiin. Tässä työssä keskitytään yhteen kemialliseen geeninsiirtotekniikkaan, pallonukleii-
nihappoihin.

Pallonukleiinihapot muodostuvat kahdesta komponentista: nanopartikkeliytimestä ja siihen si-
toutuneesta tiheästä oligonuklotidivaipasta. Ydin voi olla mikä tahansa nanopartikkeli, ja se mää-
rittää pallonukleiinihapon koon ja muodon. Pallonukleiinihappoja syntetisoidessa oligonukleotidejä
adsorboituu ytimen pinnalle itsestään vain hyvin vähän. Suolakäsittelyn ja ultraäänen avulla oligo-
nukleotidit sitoutuvat lähemmäksi toisiaan ytimen pinnalle, jolloin saadaan hyvin tiheä oligonukleo-
tidivaippa. Syntetisoinnin jälkeen pallonukleiinihappoja voidaan karakterisoida monilla eri mene-
telmillä, kuten DLS-menetelmällä, elektroforeesilla sekä spektrofotometrisillä mittauksilla. Pallo-
nukleiinihapot kulkeutuvat tehokkaasti solun sisään endosytoosilla tiheän oligonukleotidivaippan-
sa ansiosta. Solun sisässä pallonukleiinihapot poistuvat endosytoosissa syntyneestä endosomis-
ta ja oligonukleotidivaippa vapauttaa geenit ja muut funktionaaliset ryhmät solulimaan, jolloin ne
alkavat ilmentää itseään.

Vastaavien kemiallisten geeninsiirtomenetelmien vertailussa tärkeimmäksi ominaisuudeksi osoit-
tautui tehokas solusisäänotto. Vertailu osoitti, että pallonukleiinihapot pääsevät kaikkein tehok-
kaimmin solun sisään. Pallonukleiinihapoilla on runsaasti potentiaalia geeninsiirtomenetelmänä,
mutta asia vaatii vielä tutkimusta optimaalisen ytimen ja funktionaalisten ryhmien löytämiseksi.

Avainsanat: geeninsiirto, pallonukleiinihappo, nanopartikkeli, oligonukleotidi

Tämän julkaisun alkuperäisyys on tarkastettu Turnitin OriginalityCheck -ohjelmalla.
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ring)
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ds- kaksisäikeinen (engl. double-stranded)

LNP liposominanopartikkeli

LSNA liposomi pallonukleiinihappo

miRNA mikro-RNA

mRNA lähetti-RNA, (engl. messenger RNA)

NP nanopartikkeli

PAGE polyakryyli geeli elektroforeesi

RNA ribonukleiinihappo (engl. ribonucleic acid)

siRNA pieni häiritsevä RNA (engl. small interfering RNA)

SNA pallonukleiinihappo, (engl. spherical nucleic acid)

ss- yksisäikeinen (engl. single-stranded)

z zeta-potentiaali
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1. JOHDANTO

Geenien mutaatioista tai häiriöistä johtuvat sairaudet ovat olleet jo pitkään monen tietee-

nalan tutkimuksen kohteena. Uusia hoitoja ja diagnosointikeinoja kehitellään ja tutkitaan

jatkuvasti. Joidenkin sairauksien aiheuttajia voidaan tunnistaa jo suoraan geeneistä ja vir-

heellisten geenien vaimentamiseen tai korjaamiseen on keksitty myös keinoja. Esimerkki

yhdestä geenihäiriötilanteesta on mutaatio solun geenin kasvunsäätelyalueella. Tämä voi

johtaa hallitsemattomaan solukasvuun eli kasvaimeen, ja pahalaatuisessa tapauksessa

syöpään. Yksi tapa syövän kasvamisen estämiseksi olisi kuljettaa sairaaseen soluun gee-

ni, joka estäisi tai rajoittaisi solun virheellisen kasvualuetta säätelevän kohdan toimintaa,

jolloin myös kasvu pysähtyy tai hidastuu. Tähän liittyy kuitenkin useita haasteita, joista

yksi on "korjaavan"geenin kuljettaminen kohdesolujen luo ja sisään. Solukalvo ylläpitää

solun tasapainoa eli homeostasiaa. Solukalvon tehtävänä päästää haluttuja aineita si-

sään ja jättää muut aineet solun ulkopuolelle. Solu kokee kaikki ulkoiset geenit uhkana

sen toiminnalle, koska ne voisivat muuttaa sen toimintaa eli se pyrkii pitämään ne ulkona.

Geeninsiirto antaa vastauksia geenin kuljettamiseen liittyvään ongelmaan. [1, 2]

Geeninsiirrolla tarkoitetaan tekniikoita, joilla geenejä voidaan siirtää solun sisälle. Siirret-

tävät geenit voivat olla luonnollisia tai synteettisiä, ja ne ovat yleensä vieraita solun omille

geeneille. Geeninsiirtomenetelmät voidaan jakaa biologisiin, fyysisiin ja kemiallisiin me-

netelmiin. Biologiset menetelmät käyttävät yleensä luonnollisia biologisia kuljettimia, joita

ovat muun muassa virusvektorit ja bakteerit. Fyysiset menetelmät hyödyntävät erilaisia

fysikaalisia voimia perimän siirtämiseksi solun sisään. Esimerkiksi elektroporaatio hyö-

dyntää sähkövoimaa, mikroinjektiot hyödyntävät männän aiheuttaman paineen voimaa ja

geenipyssyllä kirjaimellisesti ammutaan geeni solun sisälle. Kemialliset menetelmät taas

hyödyntävät synteettisiä ja luonnollisia molekyylejä geenin siirtämiseksi solukalvon läpi.

Erilaisia kemiallisia menetelmiä ovat muun muassa liposomit, kalsiumfosfaatti ja erilaiset

nanopartikkelikuljettimet. [2]

Tässä työssä keskitytään yhteen kemialliseen geeninsiirtomenetelmään, pallonukleiini-

happoihin. Pallonukleiinihapot kuuluvat nanopartikkelikuljettimiin, sillä ne koostuvat na-

nopartikkeliytimestä ja siihen kiinnittyneestä tiheästä oligonukleotidivaipasta [3]. Pallo-

nukleiinihappoja on monia erilaisia, koska ytimet ja oligonukleotidivaipat voivat olla eri-

laisia, ja siten myös niiden ominaisuudet ja valmistusmenetelmät poikkeavat toisistaan.

Pallonukleiinihappojen on todettu kulkeutuvan tehokkaasti solun sisään ja niillä on hyvin
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pieni immuunivaste [4].

Työn tavoitteena on selvittää pallonukleiinihappojen rakennetta tarkemmin sekä miten nii-

tä valmistetaan, miten ne toimivat soluympäristössä ja kuinka merkittäviä ne ovat gee-

ninsiirtomenetelmänä. Työn toisessa luvussa käydään läpi pallonukleiinihappojen perus-

rakenne sekä niiden syntetisointi- ja karakterisointimenetelmät ja käyttökohteet. Kolman-

nessa luvussa käydään läpi miten pallonukleiinihapot pääsevät solun sisään ja miten ne

toimivat solun sisällä. Neljännessä luvussa pallonukleiinihappoa vertaillaan vastaaviin ke-

miallisiin geeninsiirtomenetelmiin. Työn viimeisessä luvussa kootaan työn johtopäätökset

ja pohditaan, onko pallonukleiinihapolla merkittävää potentiaalia geeninsiirtomenetelmä-

nä.
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2. PALLONUKLEIINIHAPOT

Tässä luvussa esitetään pallonukleiinihappojen rakenne, sekä miten niitä syntetisoidaan

ja karakterisoidaan. Lisäksi luvun lopussa käsitellään myös pallonukleiinihappojen käyt-

tökohteita.

2.1 Pallonukleiinihappojen rakenne

Pallonukleiinihapot (spherical nucleic acid, SNA) muodostuvat kahdesta komponentista:

(1) nanopartikkeli ytimestä, jonka ympärille on kiinnitetty (2) tiiviisti pakkautunut oligo-

nukleotidivaippa [5]. Kuvassa 2.1 on esitetty pallonukleiinihapon perusrakenne. Sisimpä-

nä kullan värisenä näkyy ydin ja sen ympärillä sini-kelta-vihreänä oligonukleotidivaippa.

Kuva 2.1. Pallonukleiinihapon perusrakenne. Ytimen ympärillä olevat oligonukleotidit
muodostuvat funktionaalisesta osasta (vihreä), väliosasta (keltainen) ja kiinnitysosasta
(sininen). Kuva muokattu lähteestä [3].

Ydin määrittelee suoraan pallonukleiinihapon muodon, koon, fysikaaliset ja kemialliset

ominaisuudet [3, 6]. Lisäksi ydin toimii rakennusalustana oligonukleotidivaipalle ja sen
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muoto ja koko vaikuttavat vaipan oligonukleotidien maksimitiheyteen. Pieni pallonmuotoi-

nen ydin mahdollistaa maksimaalisen oligonukleotidivaippatiheyden. Pienempi koko mah-

dollistaa suuremman kaarvuussäteen, jolloin oligonukleotidit pääsevät sitoutumaan yti-

meen lähemmäksi toisiaan. Tämä johtuu siitä, että oligonukleotidien funktionaalisilla osilla

on enemmän tilaa, jolloin hylkivät voimat ovat pienemmät. Palloimaisille 10 nm halkaisijal-

taan oleville kultananopartikkeliytimille mahtuu noin 2,0× 1013 oligonukleotidia/cm2, kun

saman pinta-alan omaavalle tasomaiselle ytimelle mahtuu noin 5,8×1012 oligonukleotidia/cm2.

[1, 3] Kuva 2.2 havainnollistaa kaarevuussäteen vaikutusta oligonukleotidien uloimpien

osien tilan lisääntymiseen.

Kuva 2.2. Ytimen kaarevuussäde. Suurempi kaarevuussäde mahdollistaa suuremman
tilan oligonukleotidien uloimmille osille. Kuva muokattu lähteestä [3]

Ydin voi olla mikä tahansa nanopartikkeli ja ne voidaan luokitella epäorgaanisiin ja orgaa-

nisiin ytimiin. Epäorgaaniset ytimet ovat hyvin laajasti käytettyjä nanopartikkeleita pallo-

nukleiinihappojen valmistuksessa. Yleisimpiä käytettyjä epäorgaanisia ytimiä ovat erilai-

set metalliytimet (muun muassa kulta, hopea, platina, alumiini, palladium, kupari, koboltti,

indium, nikkeli ja näiden erilaisia sekoituksia), metallioksidit ja erilaiset hiilivalmisteet (esi-

merkiksi fullereeni, nanoputket ja säikeet) [6, 7]. Näistä eniten lääketieteessä käytetty ja

tutkittu on kultananopartikkeli (AuNP). Chad Mirkin tutkimusryhmineen esitti ensimmäi-

sen pallonukleiinihapon vuonna 1996. Tämän pallonukleiinihapon ytimenä oli AuNP ja

vaipan oligonukleotidit olivat yksisäikeisiä DNA pätkiä [8]. Vaikka epäorgaanisia metal-

liytimiä käytetään edelleen laajasti pallonukleiinihappojen valmistuksessa, ne ovat usein

solulle myrkyllisiä eli sytotoksisia [9].

Tavoitteena olisi löytää ydin vaihtoehtoja, joilla olisi mahdollisimman minimaaliset haitta-

vaikutukset ihmiskehossa. Epäorgaanisten ytimien myrkyllisyysriskistä johtuen biohajoa-

via ja bioyhteensopivia orgaanisia ytimiä on myös kehitetty ja tutkittu. Erilaisia orgaanisia

ytimiä ovat muun muassa liposomit, misellit, proteiinit, polymeerit (esimerkiksi poly(laktidi-

ko-glykoli)happo eli PLGA [10]) sekä erilaiset makromolekyylit. [6] Kuvassa 2.3 on esitetty

eri ytimisiä pallonukleiinihappoja. Kuva havainnollistaa erilaisten ytimien vaikutukset pal-

lonukleiinihapon muotoon.
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Kuva 2.3. Eri ytimisiä pallonukleiinihappoja. Vasemmalta oikealle, ylhäältä alas edeten:
Kulta, Yleisiä ydintyyppejä, Miselli, Silikooni, keskellä pallonukleiinihappo, Liposomi, Sil-
loitettu polymeeri, Koordinaatio polymeeri, proteiini. Kuva muokattu lähteestä [5].

Taulukossa 2.1 on esitetty muutama esimerkki epäorgaanisten ja orgaanisten ytimien

eduista ja haasteita. Epäorgaanisia ytimiä yhdistää helppo syntetisointi, mutta ne ovat pit-

käkestoisessa altistuksessa sytotoksisia. Orgaaniset ytimet ovat bioyhteensopivia, mutta

ne eivät ole yhtä vakaita kuin epäorgaaniset ytimet.

Taulukko 2.1. Pallonukleiinihappoytimien etuja ja haasteita. Taulukko on muokattu läh-
teestä [6].

Ydintyyppi Edut Haasteet

Kulta Helppo syntetisoida, halkaisijaa helppo
säädellä, optiset ominaisuudet

Pitkäkestoisessa altistuk-
sessa sytotoksinen, pieni
immuunivaste

Hopea Antimikrobiaaliset ominaisuudet, säh-
könjohtaminen, optiset ominaisuudet

Pitkäkestoisessa altistuk-
sessa sytotoksinen, pieni
immuunivaste

Liposomi Helppo valmistaa, bioyhteensopivuus,
kemiallisesti helposti muokattavissa,
pystyy kuljettamaan suuria määriä lää-
keainetta

Huono liukoisuus, epäva-
kaa, hajoaa nopeasti

Proteiini Biohajoavuus ja bioyhteensopivuus, kul-
keutuu solunsisällä hyvin, monia eri syn-
tetisointi tapoja

Hidas valmistaa suuria mää-
riä, herkkä lämpötilamuutok-
sille

PLGA Biohajoavuus ja bioyhteensopivuus,
helppo valmistaa, käytössä kliinisesti
lääkeaine kuljettimena

Aggregoituminen endosy-
toosissa
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Oligonukleotidit voivat olla yksi- (single-stranded, etuliite ss-) tai kaksisäikeisiä (double-

stranded, etuliite ds-) DNA:ta tai RNA:ta. Ne muodostuvat kuvan 2.1 mukaisesti kolmesta

osasta: kiinnitysosasta, väliosasta ja funktionaalisesta osasta. Jokaisella osalla on tärkei-

tä ominaisuuksia pallonukleiinihapon toiminnan kannalta. Vaipan sisin osa on kiinnitysosa

ja sen tärkeimpänä funktiona on liittää oligonukleotidi ytimeen. Esimerkiksi oligonukleotidit

adsorboituvat AuNP:seen kiinni kemisorptiolla eli tällöin sidostyyppi niiden välillä on ko-

valenttinen S–Au-sidos [11]. Väliosan tarkoituksena on estää vierekkäisten oligonukleo-

tidien aggregaatiota. Oikeiden väliosien avulla voidaan parantaa vaipan joustavuutta, va-

kautta ja maksimaalista oligonukleotidi tiheyttä. [6] Mitä tiheämmin oligonukleotidit ovat

pakkautuneet, sitä enemmän soluun voidaan viedä geenejä ja muita funktionaalisia ryh-

miä. Ulkoisin osa oligonkleotideistä on funktionaalinen osa, johon voidaan liittää siirrettä-

viä geenejä ja muita funktionaalisia ryhmiä, joita ovat esimerkiksi väriaineet, sammuttimet,

solukohdennukseen tarvittavat ryhmät ja lääkeaineet. [3].

2.2 Pallonukleiinihappojen syntetisointi

Ytimenä käytettävä nanopartikkeli valmistellaan lisäämällä sen pinnalle tarvittavia kiin-

nikkeitä, joihin oligonukleotidin kiinnityosat voivat sitoutua. Syntetisointi menetelmät ovat

hieman erilaiset nanopartikkelista ja oligonukleotideista riippuen. Tässä alaluvussa esite-

tään esimerkkinä AuNP ja liposominanopartikkelista (LNP) valmistetun pallonukleiiniha-

pon syntetisointi menetelmät.

Yleensä AuNP:n pinnalle kiinnitetään sitraatti molekyylejä, johon oligonukleotidit liittyvät

alkyylitioli kiinnitysosallaan [3, 6]. Reaktio tehdään korkeakonsentraatioisessa natriumio-

niliuoksessa (0,15 M - 1,0 M), jotta maksimaalinen oligonukleotiditiheys voidaan saavut-

taa. Tämä siksi, että oligonukleotidit ovat negatiivisesti varautuneita eli ne eivät voi pak-

kautua lähelle toisiaan hylkivien elektrostaattisten voimien takia. Jos reaktio tapahtuisi

puhtaassa vesiliuoksessa, oligonukleotideja adsorboituisi vain vähän AuNP:n ympärille.

Tätä on havainnollistettu kuvan 2.4 ensimmäisessä vaiheessa (DNA adsorptio). Suolaliu-

oksessa positiivisesti varautuneet natriumionit varjostavat hylkivää vaikutusta, jolloin oli-

gonukleotidit sitoutuvat ytimeen tiheämmin. Kuvan 2.4 suolakäsittelyvaiheessa (engl. salt

aging) havainnollistetaan suolakäsittelyn vaikutusta oligonukleotidien adsorboitumismää-

rään. Suolakäsittely vaihe etenee loppuun saakka noin 12 tunnissa. [3] Suolakäsittelyn

lisäksi oligonukleotiditiheyden hallintaan voidaan myös hyödyntää nopeita alhaisen pH:n

menetelmiä, jäädytys-lauhdutus syklejä ja ultraääntä [6, 12].
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Kuva 2.4. Kultananopartikkeli pallonukleiinihapon syntetisointi. Kuva muokattu lähteestä
[3]

Liposomipallonukleiinihappojen (LSNA) syntetisoinnissa oligonukleotidit ankkuroidaan li-

posomin kaksoislipidikerrokseen hydrofobisilla komponenteilla esimerkiksi kolesterolilla.

Yleensä LSNA:n oligonukleotidien kiinnitysosana toimii α-tokoferoli (yksi E-vitamiinin muo-

doista). Kuva 2.5a havainnollistaa kuinka oligonukleotidit adsorboituvat liposomin kaksois-

lipidikerroksen pinnalle. Oligonukleotidin kiinnitysosaksi soveltuisivat myös monet muut

hydrofobiset komponentit, mutta α-tokoferoli (esitetty kuvassa 2.5b) on yleisimmin käytet-

ty, koska se on bioyhteensopiva ja halpa valmistaa. [13]

(a)

(b)

Kuva 2.5. (a) Liposomipallonukleiinihapon syntetisointi ja (b) α-tokoferolin kemiallinen
rakenne. Kuva 2.5a muokattu lähteestä [13].
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2.3 Pallonukleiinihappojen karakterisointi

Karakterisoinnin tarkoituksena on selvittää halutun lopputuotteen laatu ja määrä. Lop-

putuotteen laatu saadaan selville käyttämällä kvalitatiivisia analyysimenetelmiä ja mää-

rä vastaavasti käyttämällä kvantitatiivisia analyysimenetelmiä. Karakterisoinnissa selvite-

tään lopputuotteen fysikaalisia ja kemiallisia ominaisuuksia, joiden avulla voidaan teh-

dä johtopäätöksiä tuotteen saannosta. Tässä alaluvussa käsitellään vain fysikaalisten

ja kemiallisten ominaisuuksien karakterisointia. Pallonukleiinihappojen kuljettaman gee-

nin ilmentymistä käsitellään luvussa 3. Pallonukleiinihappoja karakterisoitaessa tutkitta-

via ominaisuuksia ovat stabiilius, koko, konsentraatio ja oligonukleotidivaipan tiheys [9].

Pallonukleiinihapot ovat hyvin negatiivisesti varautuneita tiheän oligonukleotidivaipan an-

siosta, jolloin liuoksessa olevat positiivisesti varautuneet ionit (yleensä Na+) sitoutuvat

kerrokseksi pallonukleiinihapon oligonukleotidien läheisyyteen. Tätä kerrosta kutsutaan

Sternin kerrokseksi. Sternin kerroksen päälle sitoutuu löyhästi toinen kerros negatiivises-

ti ja positiivisesti varautuneita ioneja. Sternin kerroksen ja löyhästi sitoutuneen ioni ker-

roksen kokonaisuutta kutsutaan sähköiseksi kaksoiskerrokseksi. Kun pallonukleiinihap-

po liikkuu, uloimman kerroksen löyhästi sitoutuneiden ionien ja liuoksessa olevien mui-

den ionien välille muodostuu potentiaali ero. Tätä elektrostaattista potentiaalia uloimman

kerroksen ja liuoksen ionien välillä kutsutaan zeta-potentiaaliksi z. Zeta-potentiaali an-

taa suuntaa antavan arvion partikkelin stabiiliudesta kolloidisessa dispersiossa. Tämän

ilmiön raja-arvoja on esitetty taulukossa 2.2. Mitä lähempänä partikkelin z arvo on 0 mV,

sitä epästabiilimpi se on.

Taulukko 2.2. Partikkelin stabiilius koilloidisessa dispersiossa zeta-potentiaalin (mV) mu-
kaan. [14]

Zeta-potentiaali (mV) Stabiilius

±0-10 Hyvin epästabiili

±10-20 Melko epästabiili

±20-30 Melko stabiili

yli/alle ±30 Hyvin stabiili

Zeta-potentiaalia voidaan mitata elektroforeettisen siirtymän UE avulla. [15] Elektroforee-

sissa tutkitaan partikkelin liikkumista liuoksen suhteen sähkökentän vaikutuksen alaise-

na. Geelielektroforeesissa partikkelit kulkevat agaroosi tai muussa vastaavassa geelissä.

Liikkeen määrä voidaan mitata suoraan geelistä. Kuvassa 2.6 on esitetty kultananopar-

tikkeli ja liposomi pallonukleiinihappojen elektroforeesi tulokset. [14, 15]
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Kuva 2.6. Geelielektroforeesi kultananopartikkeli (vasen) ja liposomi (oikea) pallonukleii-
nihapoille. ’+’-merkintä tarkoittaa eri aineen läsnäoloa sarakkeessa. Mittaus suoritettiin
vapaalle oligonukleotidille (lineaarinen), pallonukleiinihapolle (AuSNA ja LSNA) sekä pal-
lonukleiinihapon ja Aquaphor ihovoiteen sekoitukselle. Kuvan pallonukleiinihappoja käy-
tettiin ihon arpien tutkimuksessa ja niiden stabiiliutta testattiin Aquaphor ihovoiteesa. Ku-
va muokattu lähteestä [16].

Kun elektroforeettinen siirtymä tunnetaan, voidaan laskea zeta-potentiaali z Henryn funk-

tion avulla:

z =
UE3η

2εf(κa)
(2.1)

jossa η on geelin viskositeetti, ε on väliaineen permittiivisyys ja f(κa) on Henryn funk-

tio. Henryn funktion parametri κ kuvaa sähköisen kaksoiskerroksen paksuutta ja a pal-

lonukleiinihapon halkaisijaa. Kun sähköisen kaksoiskerroksen paksuus on huomattavas-

ti pienempi partikkelin halkaisijaan nähden ja liuoksen suolapitoisuus on suuri, voidaan

tehdä Smoluchowski approksimaatio f(κa) ≈ 1, 5. Kun taas sähköisen kaksoiskerrok-

sen paksuus on suurempi kuin partikkelin halkaisija ja liuoksen suolapitoisuus on pieni,

voidaan tehdä Hückelin approksimaatio f(κa) ≈ 1, 0. [14, 15] Kuvan 2.6 tuloksista kul-

tapallonukleiinihapon zeta-potentiaaliksi saatiin z(AuSNA)= −8, 8± 0, 5 mV ja liposomi-

pallonukleiinihapon zeta-potentiaaliksi z(LSNA)= −11, 6± 0, 8 mV.

Pallonukleiinihappojen koon karakterisointi on hankalaa, koska pallonukleiinihapot ovat

hyvin pieniä. Nanopartikkelien hydrodynaamista kokoa, eli kokoa vedessä, voidaan mitata

dynaamisella valonsirontamenetelmällä (DLS, dynamic light scattering). DLS-menetelmässä

nanopartikkelia sisältävää vesiliuosta valaistaan monokromaattisella valolla ja liuokses-

ta siroavan valon intensiteettiä mitataan tietyssä kulmassa. Sironneen valon intensiteetti

on aikariippuvainen mikrosekuntti skaalalla, koska nanopartikkelit liikkuvat satunnaisesti

liuoksessa. Tätä liikettä kutsutaan Brownin liikkeeksi. Mikrosekunti aikaskaalalla inten-

siteetti muutokset kuvaavat nanoapartikkelien diffuusionopeutta. Intensiteetti muutokset

mitataan autokorrelaation avulla, jossa intensiteetti mitataan ajassa t ja sitä verrataan it-

seensä ajassa t+ τ , jossa τ on korrelaatio viive. Tämä prosessi toistetaan eri τ arvoilla,

jolloin saadaan korrelaatiofunktio, joka voidaan esittää graafisesti.
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Kuva 2.7. Kokojakauma intensiteetin mukaan (a) ja korrelaatiokäyrä (b) kultananopartik-
kelille, joiden halkaisija on 30 nm. Muokattu lähteestä [15].

Korrelaatiofunktion vaimenemisesta voidaan laskea diffuusionopeus D yhtälöllä:

Γ = q2D (2.2)

jossa Γ on korrelaatiofunktion eksponentiaalinen vaimenemisnopeus ja q on siroutuneen

valon aaltovektorin normi. q riippuu sirontakulmasta ja valon aallonpituudesta. Pallonukleii-

nihapon pinnalle sitoutuneiden ionikerroksien takia havaittu hydrodynaaminen halkaisija

on pallonukleiinihapon todellista halkaisijaa suurempi. Kun D tiedetään, nanopartikkelin

dH voidaan laskea Stokes-Einstein yhtälöllä:

dH =
kT

3πηD
(2.3)

jossa k on Bolzmannin vakio, T on absoluuttinen lämpötila ja η on viskositeetti. Yhtä-

lön 2.3 dH kuvaa vastaavan teoreettisen kiinteän pallon halkaisijaa, joka diffundoituu sa-

malla nopeudella. [15] Liuoksessa olevien nanopartikkelien kokojakauma johtuu epätäy-

dellisestä syntetisoinnista ja luonnollisista rakenneosien värähtelyistä. Hydrodynaamista

halkaisijaa voidaan myös tulkita suoraan kokojakaumasta, mutta tarkkoja tuloksia varten

autokorrelaatio menetelmää täytyy käyttää. Kuvassa 2.8 on esitetty kultananopartikkeli ja
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liposomi pallonukleiinihappojen DLS-menetelmällä saadut kokojakaumat.

Kuva 2.8. Kulta (A) ja liposomi (B) pallonukleiinihappojen hydrodynaamisen säteen ka-
rakterisointi DLS-menetelmällä. Kultananopartikkelin halkaisija oli noin 13 nm ja liposo-
min halkaisija noin 45 nm. Liposomissa käytetyt lipidimonomeerit olivat 1,2-dioleoyyli-sn-
glysero-3-fosfokoliini (DOPC) Käytetyt oligonukleotidit olivat antisense-RNA:ta, jotka es-
tivät yhden ihon arpeutumista aiheuttavan proteiinin (TGF-β1) synteesin. Kuva muokattu
lähteestä [16].

Pallonukleiinihappojen konsentraatio ja oligonukleotidivaipan tiheys saadaan selville spekt-

rofotometrisillä mittauksilla. Pallonukleiinihapon konsentraatio liuoksessa saadaan selvil-

le absorbanssin avulla. Lambert-Beerin lain mukaan absorbanssi on suoraan verranol-

linen absorboivan aineen konsentraation kanssa. Tutkittavan aineen absorbanssia ver-

rataan puhtaan aineen kalibraatiokäyrään, jolloin tutkittavan aineen konsentraatio saa-

daan selville. Epäorgaanisilla metalliytimillä on niille ominaiset absorptiospektrit, jolloin

niiden karakterisointi on helppoa. Oligonukleotidivaipan tiheys saadaan selville vertaa-

malla ytimien konsentraatiota niihin kiinnitettyjen oligonukleotidien konsentraatioon. Yti-

mien konsentraatio on sama kuin pallonukleiinihappojen konsentraatio. Jotta oligonukleo-

tidien konsentraatio saadaan selville, ne täytyy irrottaa ytimestä. Esimerkiksi AuSNA:iden

tapauksessa oligonukleotidit voidaan irrottaa ytimestä ditiotreitolilla (DTT). Tämä voidaan

tehdään pienelle otokselle lopputuotteesta. Tämä menetelmä vaatii, että olikonukleoti-

deihin on alunperin liitetty jokin fluoresoiva osa. Puhtaille fluoresoiville oligonukleotideille

määritetään fluoresenssin kalibraatiokäyrä, johon tutkittavan näytteen fluoresenssia ver-

rataan ja näin olinukleotidien konsentraatio saadaan määritettyä. [12, 17] Kuvassa 2.9 on

esitetty kultananopartikkelin koon ja oligonukleotidin väliosan vaikutusta adsorboituvien

oligonukleotidien määrään. Lisäksi kuvassa havainnollistetaan ultraäänikäsittelyn vaiku-

tusta oligonukleotidien määrään. Polyetyleeniglykolilla (PEG) saatiin eniten DNA:ta per

partikkeli, tymiinillä toiseksi eniten ja adeniinilla vähiten. Ultraäänen käytöllä havaittiin

olevan posiitivinen vaikutus adsorboituvien oligonukleotidien määrään, kun käytössä on

adeniini tai tymiini väliosat. PEG:llä ultraääni ei keskimäärin vaikuta adsorboituvien oli-

gonukleotidien määrään. Ultraääni vähentää oligonukleotidien emästen vuorovaikutusta
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AuNP:n kanssa, jolloin oligonukleotidin kiinnitysosan alkyylitiolit pääsevät vapaammin si-

toutumaan AuNP:n pinnalle. [12]

Kuva 2.9. Oligonukleotidien adsorboitumismäärät erikokoisille kultananopartikkeleille.
Oligonukleotidien väliosana on 10 adeniinia (A10), 10 tymiiniä (T10) ja polyetyleeniglyko-
lia (PEG). Ultraäänen käytöllä saadaan keskimäärin tiheämpi oligonukleotidivaippa. Kuva
muokattu lähteestä [12].
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3. TOIMINTA SOLUSSA

Tässä luvussa esitetään kuinka pallonukleiinihapot pääsevät solun sisään ja miten ne toi-

mivat solun sisässä. Luvun lopussa käsitellään myös miten immuunipuolustus käsittelee

pallonukleiinihappoja ja selvitetään pallonukleiinihappojen myrkyllisyyttä.

3.1 Solun sisäänotto

Solukalvon ulko- ja sisäpuolen välillä vallitsee potentiaaliero, jota kutsutaan membraani-

potentiaaliksi. Membraanipotentiaali on solun toiminnan kannalta elintärkeä, sillä se mah-

dollistaa monen kalvoproteiinin toiminnan. Lisäksi se mahdollistaa hermo- ja lihassolujen

toiminnan. Normaalitilanteessa solun sisäpuoli on negatiivisesti varautunut solun ulko-

puoleen verrattuna. Membraanipotentiaali johtuu solukalvon pinnalla olevien ionipumppu-

jen ja -kanavien toiminnasta. Tämän potentiaalieron takia negatiivisesti varautuneet mole-

kyylit eivät normaalisti pääse passiivisesti solun sisään. Negatiivisesti varautuneet oligo-

nukleotidit tarvitsevat siis jonkinlaisen kuljettimen päästäkseen solut sisälle, sekä suojau-

tuakseen entsymaatiselta hajoamiselta ja immuunipuolustusjärjestelmältä. Mahdollisim-

man stabiilin järjestelmän saavuttamiseksi negatiivisen oligonukleotidin kuljettimeksi tar-

vitaan siis yleensä positiivisesti varautunut kuljetinjärjestelmä. Positiivisesti varautuneet

kuljetinjärjestelmät ovat yleensä sytotoksisia eli solulle myrkyllisiä [1].

Pallonukleiinihapot ovat hyvin negatiivisesti varautuneita tiheän oligonukleotidivaippansa

ansiosta [3]. On kuitenkin osoitettu, että pallonukleiinihapot pääsevät tehokkaasti solukal-

von läpi ilman erillistä kuljetinjärjestelmää [4]. Tämän on todistettu johtuvan oligonukleoti-

divaipan tiheydestä. Suurempi tiheys johtaa tehokkaampaan solu sisäänottoon [18]. Pal-

lonukleiinihapon olignukleotidit tarttuvat solukalvon pintaproteiiniin ja sen aktivoituessa

pallonukleiinihappo viedään solun sisään endosytoosilla. Tällöin pallonukleiinihappo on

solun sisässä solukalvosta kuroutuneen rakkulan, endosomin, sisässä. Kuvassa 3.1 on

esitetty endosytoosin eteneminen. Lopuksi solukalvon eri puolet yhdistyvät partikkelin si-

sältävän rakkulan yläpuolella. Kun solukalvo on taas kuroutunut kiinni, rakkulasta tulee

endosomi. [19]
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Kuva 3.1. Endosytoosin eteneminen. Kuva muokattu lähteestä [19].

3.2 Pallonukleiinihappojen toiminta solun sisässä

Pallonukleiinihapon siirtämät geenit eivät pysty toimimaan endosomin sisällä halutulla ta-

valla, joten sen täytyy päästä endosomista sytoplasmaan. Endosomista poistumiselle on

useita eri reittejä, joita on esitetty kuvassa 3.2. Pallonukleiinihapot hyödyntävät näistä (b)

osmoottisen paineen aiheuttamaa repeämistä ja (d) kalvon hajoittamista. Sytoplasmas-

sa pallonukleiinihapon oligonukleotidivaipan funktionaaliseen osaan liitetyt geenit ja muut

funktionaaliset ryhmät pääsevät vapaaksi solulimaan. [3, 20]

Kuva 3.2. Eri mekanismeja endosomista poistumiselle. (a) kalvofuusio, (b) osmoottisen
paineen aiheuttama repeäminen, (c) partikkelin turpoaminen ja (d) kalvon hajottaminen.
Kuva muokattu lähteestä [20].

Geeninsiirron toiminnan tavoitteet voidaan jakaa kolmeen osa-alueeseen, geenin hiljentä-

miseen, korvaamiseen (plasmidit ja virusvektorit) ja muokkaukseen (TALEN ja CRISPR)

[2]. Pallonukleiinihapoilla siirretyt geenit ovat yleensä hiljentäviä, koska geenin korvauk-

sessa ja muokkauksessa siirrettävät rakenteet ovat niin suuria, että niitä ei voi tehok-

kaasti siirtää pallonukleiinihappojen avulla. Hiljentävillä geeneillä voidaan estää virheelli-



15

sen geenin toiminta häiritsemällä sen lähetti-RNA:n (messenger RNA, mRNA) toimintaa.

Pallonukleiinihappoilla käytetään yleensä kahta eri hiljentävää geenityyppiä, mikro-RNA

(miRNA) ja pieni häiritsevä RNA (small interfering RNA, siRNA). miRNA sitoutuu kohde

mRNA:han ja estää sen toiminnan, kun taas siRNA sitoutuu kohde mRNA:han ja pilk-

koo sen pieniksi palasiksi. Hiljentävien geenien toiminnasta voidaan varmistua polyakryy-

li geeli elektroforeesi (PAGE) analyysin avulla. PAGE:n avulla voidaan erotella proteiineja

ja nukleiinihappoja. Kun tiedetään minkä geenin toimintaa halutaan rajoittaa, voidaan tar-

kastella solun tuottamien proteiinien määrää ennen pallonukleiinihappojen lisäämistä ja

lisäämisen jälkeen.

Kuten luvussa 2 on mainittu, siirrettävien geenien lisäksi oligonukleotidivaippaan pysty-

tään liittämään muitakin funktionaalisia ryhmiä. Väriaineilla voidaan seurata pallonukleii-

nihappojen kulkeutumista soluympäristössä. Tällöin voidaan selvittää kuinka paljon pallo-

nukleiinihappoja on kulkeutunut solun sisään ja varmistaa, että ne kulkeutuvat oikeaan so-

lutyypiin. Voidaan myös käyttää väriaineita, jotka fluoresoivat sitoutuessaan johonkin tiet-

tyyn aineeseen. Tällöin voidaan havaita onko solussa tiettyä ainetta. Väriaineet voidaan

havaita fluoresenssimikroskoopilla. Kuvassa 3.3 on esitetty kuinka vapaa oligonukleotidi

ei pääse solun sisään, mutta pallonukleiinihapolla kuljetettu sama oligonukleotidi pääsee.

Kuvasta huomaa solusisäänoton eron selkeästi. Cy5-väriaine fluoresoi solun sisässä ja

fluoresenssi voidaan havaita konfokaalimikroskoopin avulla. [21]

Kuva 3.3. Vapaana (a) ja pallonukleiinihapolla (b) kuljetettu Cy5-väriaineella leimatun yk-
sisäikeisen DNA:n solusisäänotto. Huomataan, että vapaa DNA ei kulkeudu solun sisälle
lainkaan. Punaisella esitetty Cy5:n fluoresenssi on kuvattu konfokaalimikroskoopilla. Ku-
va muokattu lähteestä [21].

3.3 Immuunivaste ja sytotoksisuus

Evoluutio on kehittänyt solujen puolustuskykyä ulkoisia uhkia vastaan, jotta eliöllä olisi

parempi mahdollisuus selvitä erilaisissa ympäristöissä. Geeninsiirron yksi suurimmista

haasteista onkin luoda keino viedä solulle vierasta geeniä riittävästi solun sisään ehjänä

ja ilman immuunivasteen laukaisua. Vapaat nukleiinihapot pilkotaan nukleaasientsyymin

toimesta hyvin nopeasti soluvälitilassa ja solulimassa. Siirrettävät geenit ovat yleensä
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synteettisiä ja siksi vapaana ne laukaisevat immuunivasteen, koska immuunipuolustus ei

tunnista niitä omiksi tuotoksiksi. [3]

Solut tarvitsevat toimiakseen normaalisti oikeanlaisen homeostaasin eli tasapainon. Ta-

sapainoon vaikuttaa monet tekijät, joista tärkeimmät ovat muun muassa lämpötila, pH

sekä ionien, ravintoaineiden ja jäteaineiden konsentraatiot. Sytotoksiset aineet horjutta-

vat homeostaasia yleensä jonkun edellä mainitun seikan kohdalta ja aiheuttavat solussa

reaktion, joka voi pahimmassa tapauksessa johtaa solun kuolemaan. Pallonukleiinihap-

pojen osalta suurin sytotoksisuusriski on ytimen materiaalissa. Esimerkiksi metallinano-

partikkeliytimillä on tapana kerääntyä soluun. Kationiset eli positiivisesti varautuneet kul-

jettimet taas horjuttaavat solukalvon membraanipotentiaalia ja ne ovat siksi sytotoksisia.

[22]
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4. VERTAILUA VASTAAVIEN KEMIALLISTEN

GEENINSIIRTOTEKNIIKOIDEN KANSSA

Tässä luvussa käsitellään lyhyesti muita kemiallisia geeninsiirtomenetelmiä. Käsiteltävät

menetelmät ovat kalsiumfosfaatti menetelmä, kationiset lipidi kuljettimet, liposomi kuljet-

timet ja polymeeri kuljettimet. Luvun lopussa vertaillaan niiden ja pallonukleiinihappojen

etuja ja haittoja.

4.1 Muut kemialliset geeninsiirtotekniikat

Kuva 4.1. Esimerkkejä kemiallisista lipidi ja polymeeri kuljettimista. Kuva muokattu läh-
teestä [23].

Kationiset lipidit muodostavat kompleksin DNA:n kanssa. Lipidin kationinen ryhmä sitou-
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tuu DNA:n fosfaatti ryhmään sähköisillä voimilla, jolloin lipidin hydrofobiset päät osoittavat

liuokseen. Lipidin kationinen ryhmä on yleensä amiiniryhmä. Erilaisten kationisten lipidien

kemialliset rakenteet on esitetty kuvassa 4.1. DNA-lipidi-komplekseissa lipidien kationiset

päät sitoutuvat DNA:han ja hydrofobiset hännät osoittavat poispäin DNA:sta liuokseen.

Eri kompleksien hydrofobiset päät hakeutuvat liuoksessa toisiaan vasten, jolloin komplek-

sit muodostavat suurempia rakenteita. Suuremmat rakenteet voivat muodostaa tasomai-

sen tai pylväsmäisen mallin (kuva 4.2). Tasomaisessa mallissa DNA:t ovat vierekkäin

liuoksessa ja lipidit ovat sitoutuneet tasomaisesti DNA rivin ympärille. Näiden DNA-lipidi-

kompleksien tasojen hydrofobiset hännät hakeutuvat toistensa läheisyyteen muodostaen

lipidikaksoiskerroksen. DNA tasoa kutsutaan vesikerrokseksi, koska DNA:t eivät voi va-

rauksensa takia asettua kovin lähelle toisiaan, jolloin DNA säikeiden väliin jää vettä. Pyl-

väsmallissa lipidit sitoutuvat yksittäisen DNA säikeen ympärille muodostaen pylväsmäi-

sen DNA-lipidi-kompleksin. Eri pylväiden hydrofobiset hännät hakeutuvat toistensa lähe-

risyyteen muodostaen pylväsmallin. Kationiset lipidikuljettimia on helppo valmistaa ja ne

yleensä eivät laukaise immuunivastetta, mutta suuret rakenteet ovat epävakaita ja positii-

visen varauksensa takia ne ovat pitkäaikaisella altistumisella sytotoksisia. [2, 23, 24]

Kuva 4.2. DNA-lipidi-kompleksi. Kationiset ryhmät sitoutuvat DNA:han ja hydrofobiset
hännät osoittavat poispäin DNA:sta liuokseen. Tällöin eri DNA-lipidi-kompleksien hydro-
fobiset hännät hakeutuvat toistensa läheisyyteen muodostaen suurempia rakenteita. Ku-
vassa δm on lipidikaksoiskerroksen paksuus, δw on vesikerroksen paksuus, dDNA on
DNA:iden keskikohtien etäisyys toisistaan ja a on pylväs yksiköiden keskikohtien etäi-
syys toistaan. Kuva muokattu lähteestä [24].
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Liposomit muodostuvat samoista komponenteista kuin edellä esitetyt kationiset lipidit,

mutta yksinkertaisen lipidikerroksen sijaan liposomit muodostuvat kaksinkertaisesta lipi-

dikerroksesta. Yksittäinen liposomi on pallomainen rakkula, jonka ulko- ja sisäpuolella on

hydrofiiliset päät liuosta vasten ja lipidikalvon sisäpuolella hydrofobiset hännät. Liposomin

sisälle voidaan asettaa useita DNA tai RNA pätkiä, joiden määrä rippuu paljolti liposomi

kuljettimen koosta. Liposomi kuljettimen rakenne on esitetty kuvassa 4.3. [13, 23]

Kuva 4.3. Liposomi kuljettimen rakenne. Kaksoiskerros muodostuu kationisista lipideistä
ja auttaja lipideistä. Rakkulan sisään voidaan asettaa siirrettävät geenit. Auttaja lipidien
avulla voidaan parantaa kohdennusta ja solusisäänottoa. Kuva muokattu lähteestä [25].

Polymeerikuljettimet ovat kationisia ja muodostuvat yleensä polyamideista eli pienistä pro-

teiineista (polyornitiini ja polylysiini), lineaarisista ja haarautuvista synteettisistä polymee-

reistä (polybreeni), polysakkaridi johdannaisista (kitosaani, syklodekstriini ja dextraani) ja

luonnollisista polymeereistä (kollageeni, histoni). Näitä yleensä liitetään vielä dendrimee-

reihin. Polymeerikuljettimia on siis paljon erilaisia, mutta ne ovat kaikki kationisia eli positii-

visesti varautuneita. Tästä seuraa, että ne ovat myös sytotoksisia suurilla konsentraatioilla

ja pitkäaikaisella altistumisella. Polymeerikuljettimet sitoutuvat vahvasti siirrettävän gee-

nin fosfaatti ryhmään kationisella ryhmällään, joka on amiiniryhmä. Sitoutumisvahvuus

riippuu siitä, ovatko polymeerin amiiniryhmät primäärisiä, sekundäärisiä vai tertiäärisiä.

[2, 23, 26] Esimerkiksi polylysiinillä on vain primäärisiä amiineja ja ne vapauttavat sidotun

geenin huonosti. Polyetyleenimiinissä on primäärisiä, sekundäärisiä ja tertiäärisiä amii-

neja ja se vapauttaa sidotun geenin helposti. Sitoutumisvahvuus määräytyy eri amiiniryh-

mien pKa-arvojen mukaan. Polymeerin ja DNA:n muodostamaa kompleksia kutsutaan

polypleksiksi (engl. polyplex). Polyplekseissä polymeerin amiinien ja siirrettävän geenin

fosfaatti-ryhmien suhde (N/P-suhde) on tärkeä. Polyplekseissä DNA:ta ja heti sen ympä-

rille sitoutunutta polymeerin kompleksia kutsutaan polypleksin ytimeksi. Ytimen ympärille

saturoitunutta polymeeria kutsutaan polypleksin kuoreksi. Kun N/P = 1, polymeeriä on

tarpeeksi vain ytimen muodostamiseen. Kun N/P > 1 muodostuu myös kuorta. Tehokkain

solusisäänotto on havaittu olevan selkeästi positiivisilla (N/P > 1) polyplekseillä. [26, 27]
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Polyplekseillä voidaan siis saada tehokas solusiäänotto, mutta haasteena voi olla geenin

vapauttaminen solun sisällä.

Kuva 4.4. DNA-polymeeri-kompleksin rakenne. Kuvassa siirrettävä geeni (sininen) on si-
toutunut polymeeriin. Siirrettävän geenin ja sen välittömässä läheisyydessä olevaa poly-
meerin osaa (johon geeni on sitoutunut) kutsutaan kompleksin ytimeksi (keltainen) ja sen
ympärillä olevaa saturoitunutta polymeerin osaa kompleksin kuoreksi (punainen).

Kalsiumfostaatti menetelmässä DNA:ta ja CaCl2 sekoitetaan fosfaattipuskuriin, jolloin saos-

tuu DNA kalsiumfosfaatti sakkaa, joka kulkeutuu solun sisään solusyönnillä eli fagosytoo-

silla. Kalsiumfosfaatti menetelmä on erittäin halpa, mutta solusisäänottoteho on erittäin

huono. Kalsiumfosfaatti menetelmä on hyvin vanhan aikainen. Sen tehottoman solusi-

säänoton takia se ei ole käytännöllinen nykyaikana, koska muut vaihtoehdot ovat huo-

mattavasti parempia. Kalsiumfosfaatti menetelmä on halpa, mutta se on käyttökelpoinen

lähinnä in vitro eli koeputkissa tai lasimaljoissa tehtävissä tutkimustöissä eikä niinkään in

vivo eli eliöissä tehtävissä kliinisissä tutkimuksissa.

4.2 Kemiallisten geeninsiirtomenetelmien vertailua

Tässä alaluvussa vertaillaan pallonukleiinihappoja muiden kemiallisten geeninsiirtome-

netelmien kanssa. Vertailussa keskitytään solusisäänottoon, syntetisointiin, stabiiliuteen,

sytotoksisuuteen ja immuunivasteeseen.

Tehokas solusisäänotto on geeninsiirrossa tärkein ominaisuus, koska solun sisälle pää-

seminen on haastavin osuus geeninsiirrossa. Tehokaalla solusisäänotolla voidaan var-

mistaa, että geeniä tai muita funktionaalisia ryhmiä siirtyy tarpeeksi soluun. Pallonukleii-

nihapot ovat tässä osa-alueessa ylivoimaisesti parhaita. Joillain polymeereillä on myös

tehokas solusisäänotto, kuten DEAE-dextranilla, muutoin ne ovat melko tavallisia solusi-
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säänoton kannalta kationisten lipidien kanssa. Liposomeilla on tehoton solusisäänotto,

mutta kuitenkin parempi kalsiumfosfaattilla. Helppo syntetisointi mahdollistaa pienemmät

kulut (niin taloudelliset kuin ajalliset) tuotteen valmistusprosessiin. Tällöin tuotetta voidaan

helpommin massatuottaa. Kalsiumfosfaatti on edellä käsitellyistä menetelmistä kaikista

helpon, nopein ja halvin valmistaa. Pallonukleiinihapot, kationiset lipidit, liposomit ja po-

lymeerit muodostuvat helposti vesiliuoksissa oikeissa olosuhteissa. Hyvällä stabiiliudella

voidaan ehkäistä kuljettimien hajoamista soluympäristössä.

Sytotoksisuus ei ole haluttu ominaisuus geeninsiirtomenetelmissä, koska geeninsiirron

tarkoituksena ei aina ole tappaa tai vaurioittaa solua. Lisäksi sytotoksisuus voi ilmetä

myös soluissa, joiden sisälle kuljetin ei edes mene. Pallonukleiinihappojen sytotoksisuus

riippuu pitkälti käytettävästä ytimestä. Epäorgaaniset metalliytimet ovat pitkäaikaisella al-

tistumisella sytotoksisia ja orgaaniset ytimet ovat bioyhteensopivia. Toisaalta epäorgaa-

nisia ytimiä on helppo muokata oikealaisiksi verrattuna orgaanisiin ytimiin. Tällöin pallo-

nukleiinihapoille olisi hyvä kehittää helposti muokattavia orgaanisia ytimiä. Liposomit eivät

juurikaan ole sytotoksisia. Kationiset polymeerit ja lipidit ovat positiivisen varauksensa ta-

kia suurina määrinä sytotoksisia. Immuunivasteen laukaiseminen estää joitakin kuljettimia

pääsemästä kohdesoluun, jolloin geeninsiirron teho laskee. Kemiallisten geeninsiirtome-

netelmien yksi suurimmista eduista biologisiin menetelmiin on pieni immuunivaste.

Taulukko 4.1. Kemiallisia geeninsiirtomenetelmiä ja niiden edut sekä haasteet. Taulukko
on käännetty luvan kanssa lähteestä [2].

Menetelmä Edut Haasteet

Pallonukleiinihappo Erittäin tehokas solusisään-
otto, homogeenisia, helppo
muokata

Ytimen materiaalista riippuen
sytotoksista, geenien siirto
vain kohdesoluun

Kalsiumfostaatti Halpa Erittäin tehoton solusisäänot-
to

Kationiset lipidit Helppo valmistaa ja pieni im-
muunivaste

Epävakaita, sytotoksisia

Liposomit Helppo valmistaa ja pieni im-
muunivaste

Tehoton solusisäänotto

Polymeerit Vakaita ja voi käyttää monis-
sa sovelluksissa

Sytotoksisia, vapauttaa gee-
nin heikosti ja endosomista
vapautuminen

DEAE-dextran Tehokas solusisäänotto Sytotoksinen
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5. JOHTOPÄÄTÖKSET

Tässä luvussa esitetään lyhyt yhteenveto työstä ja käydään läpi johtopäätöksiä, joita ver-

tailussa vastaavien kemiallisten geeninsiirtotekniikoiden kanssa on tullut esille. Työn ta-

voitteena oli selvittää pallonukleiinihappojen rakennetta tarkemmin sekä miten niitä val-

mistetaan, miten ne toimivat soluympäristössä ja kuinka merkittäviä ne ovat geeninsiirto-

menetelmänä.

Geenninsiirrolla tarkoitetaan tekniikoita, joilla voidaan viedä geenejä solun sisälle. Sen

tarkoituksena on hiljentää, korvata tai muokata solun geenien toimintaa. Geeninsiirto voi-

daan jakaa biologisiin, fyysisiin ja kemiallisiin menetelmiin. Tässä työssä keskityttiin yh-

teen kemialliseen nanopartikkelikuljettimeen, pallonukleiinihappoihin. Pallonukleiinihapot

muodostuvat nanopartikkeliytimestä ja siihen kiinnityneestä tiheästä oligonukleotidivai-

pasta. Oligonukleotidit adsorboituvat nanopartikkeliytimen pinnalle itsestään, mutta hyvin

tehottomasti. Suolakäsittelyllä ja ultraäänellä voidaan parantaa oligonukleotidivaipan ti-

heyttä. Oligonukleotidivaippaan voidaan siirrettävien geenien lisäksi liittää muita funktio-

naalisia ryhmiä, kuten väriaineita, sammuttimia, kohdennusryhmiä ja lääkeaineita. Pal-

lonukleiinihappojen on todettu siirtyvän solun sisään erittäin tehokkaasti. Oligonukleotidi-

vaipan suuren tiheyden on todettu olevan yhteydessä erittäin tehokkaaseen solusisäänot-

toon. Pallonukleiinihappo pääsee solun sisään endostyoosin avulla ja poistuu endosytoo-

sissa syntyneestä endosomista solulimaan, jolloin se vapauttaa oligonukleotidivaippaan

kiinnitetyt geenit ja muut funktionaaliset ryhmät. Pallonukleiinihapoilla on todettu hyvin

pieni immuunivaste, mutta ytimen materiaalista riippuen ne voivat olla pitkällä altistumi-

sella sytotoksisia.

Erittäin tehokas solusisäänotto on pallonukleiinihappojen suurin etu, sillä solun sisään

pääseminen on geeninsiirron haastavin osuus. Kationisilla polymeeri- ja lipidikuljettimil-

la on myös tehokas solusisäänotto, mutta niiden kationisuudesta johtuen ne ovat syto-

toksisia pitkäaikaisella altistumisella. Pallonukleiinihapotkin voivat olla sytotoksisia, mutta

oikean ytimen valinnalla on väliä. Epäorgaaniset ytimet kerääntyvät solun sisään, koska

solu ei osaa hajoittaa tai käsitellä niitä tehokkaasti. Tällöin myös pitkäaikaisella altistuk-

sella pallonukleiinihapot ovat sytotoksisia. Orgaaniset ytimet antavat tähän ongelmaan

vastauksen, mutta niiden huono stabiilius ja liukoisuus ovat vielä haasteita pallonukleiini-

happojen kehityksessä. Täytyisi siis löytää jokin orgaaninen ydintyyppi, joka olisi stabiili,

helppo muokata ja jolla olisi tehokas solusisäänotto.
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Vertailussa esille tulleiden asioiden pohjalta voi sanoa, että pallonukleiinihapoilla on erit-

täin paljon potentiaalia geeninsiirtomenetelmänä. Niillä on tällä hetkellä jo monissa tär-

keissä osa-alueissa paremmat ominaisuudet muihin kemiallisiin geeninsiirtomenetelmiin

verrattuna. Pallonukleiniihapot ovat mullistaneet biodiagnostiikka ja geeniterapia maail-

maa. Uskon, että tulevaisuudessa niiden rooli geneettisten sairauksien torjunnassa tulee

kasvamaan merkittävästi.
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