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Tiivistelma

Kirjallisessa osassa kaydaan lapi fluoresenssin ja fluoresenssimikroskopian perusteet seka
joitakin tunnetuimpia fluoresoivia vdriaineita ja niiden johdannaisia. Kirjallisen osan
loppupééssa perehdytaan erilaisiin fluoresoiviin merkkiaineisiin ja menetelmiin, joita kdytetaan

proteiinien kuvantamisessa fluoresenssimikroskopian avulla.

Kokeellisessa osassa valmistettiin koolihapon ja kahden fluoresoivan pyreenijohdannaisen
konjugaatit:  koolihapon N-metyylipyreeniamidi ja koolihapon metyylipyreeniesteri.
Valmistettuja johdannaisia voidaan mahdollisesti kayttada kolesterolin merkkiaineena tulevissa

tutkimuksissa.



Esipuhe

Kirjallisen lahdemateriaalin hakemiseen kaytettiin padosin Google Scholar-hakukonetta, ja
hakeminen aloitettiin hakusanoilla fluorescence microscopy, fluorescent probes ja imaging
proteins with fluorescent probes. Liséksi kéaytettiin hyvéksi kokooma-artikkelien viitetietoja

seké aihealueeseen liittyvid oppikirjoja.

Tutkielman kirjallisen ja kokeellisen osan ohjaajana toimi yliopistonlehtori, dosentti Elina
Sievénen, jota haluan kiittdd sek& mielenkiintoisen aiheen ja kokeellisen osan tarjoamisesta,

ettd tiiviista tuesta ja avusta koko opinnéytetyon aikana.

Haluan myo6s kiitdd Jyvaskylan vyliopistoa ja kemian laitosta sek& sen henkilokuntaa

laadukkaasta ja mielenkiintoisesta opetuksesta.

Lisaksi haluan kiittdd minua varhaisemmissa vaiheissa ohjanneita ja inspiroineita opettajia seké

minua opintojen ja eldmén eri vaiheissa kannustaneita ja tukeneita laheisiéa.
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1 Johdanto

Taman  tutkielman  kirjallisessa  osassa  perehdytddn aluksi  fluoresenssin  ja
fluoresenssimikroskopian perusteisiin seké tarkastellaan muutamia fluoresoivia vériaineita ja
niiden sovelluksia. Kirjallisen osan lopussa kaydaan I&pi fluoresenssimikroskopiassa
proteiinien Kkuvantamisessa kaytettyja variaineita ja menetelmid sekd esimerkkeja
tutkimuksista ja sovelluksista, joissa niitd on kaytetty. Fluoresenssimikroskopia on
aarimmaisen téarked ja hyodyllinen tyokalu solubiologisessa tutkimuksessa, ja sen avulla
saadaan jatkuvasti tarkeéé tietoa biologisista vuorovaikutuksista ja toiminnoista solussa ja sen
ulkopuolella.

Kokeellisessa osassa valmistettiin koolihapon ja kahden fluoresoivan pyreenijohdannaisen
konjugaatit: koolihapon N-metyylipyreeniamidi ja koolihapon metyylipyreeniesteri. Molempia
johdannaisia valmistettaessa koolihapon annettiin ensin reagoida etyyliklooriformiaatin
kanssa, jolloin muodostui aktiivinen anhydridivalituote. Anhydridin annettiin reagoida
aminometyylipyreenin tai 1-pyreenimetanolin kanssa, mink& seurauksena saatiin halutut
lopputuotteet. Sen jalkeen raakatuotteet puhdistettiin pylvaskromatografisesti. Lopuksi
koolihapon N-metyylipyreeniamidi puhdistettin kiteyttdmalla se kloroformista ja koolihapon
metyylipyreeniesteri uudelleenkiteyttdmalla se asetonitriilistd. Valmistetuista ja puhdistetuista
tuotteista mitattiin  *H ja *C NMR-spektrit sekd massaspektrit. Koolihapon N-
metyylipyreeniamidista mitattiin lisaksi absorptiospektri UV-Vis-spektrofotometrilla ja
emissiospektrit fluoresenssispektrofotometrilla kéyttden viritysaallonpituuksina 234 ja 343
nm. Absorptio- ja emissiomittausten perusteella koolihapon N-metyylipyreeniamidin todettiin
kayttaytyvan fluoresoivien ominaisuuksiensa osalta vastaavalla tavalla kuin pyreeni.
Koolihapon N-metyylipyreeniamidin  todettiinkin  soveltuvan ainakin fluoresoivien
ominaisuuksiensa perusteella jatkotutkimuksiin. Molempien tuotteiden soveltuvuutta

kolesterolin merkkiaineiksi on tarkoitus tutkia jatkossa.



2 Luminesenssi

Luminoidessaan aine emittoi valoa tietynlaisen elektronisen viritystilan purkautuessa.
Purkautuvan viritystilan luonteen perusteella luminesenssi voidaan jakaa fluoresenssiin ja
fosforesenssiin.® Luminesenssin alle mahtuu runsas Kirjo mielenkiintoisia ilmiota, joita
hyddynnetadn laajalti teollisuuden, tieteen ja arkielamén sovelluksissa. Luminesenssia voi
ilmetd tapauskohtaisesti monista eri syistd kuten esimerkiksi sdhkon, Kkitkan tai biologisen
reaktion seurauksena.? Esimerkkeja kaytannon sovelluksista ovat muun muassa sahkoévirran
avulla tuotettu luminesenssi lampuissa ja LED-naytOissa® seka viihteen ja taiteen parissa
kaytetyt valotikut* ja hohtavat maalit®>. Kuvassa 1 on kemiallisen reaktion seurauksena
hohtavaa luminolia, jota wvoidaan kayttdd esimerkiksi —merkkiaineena verelle
rikospaikkatutkimuksessa. Veren sisdltdma rauta katalysoi luminolin ja vetyperoksidin

reaktiota tuottaen voimakkaan kemiluminesenssin.®

Kuva 1. Kuva luminolin tuottamasta kemiluminesenssista.’



Fluoresenssi

Fluoresenssia ilmenee, kun molekyyli sateilee eli emittoi valoa viritystilan purkautuessa niin
kutsutulta singlettitilalta. T&ma valo voidaan havaita mittauslaitteella tai jopa paljaalla silmalla,
jos sateileva valo on sopivalla aallonpituusalueella n. 350-700 nm. Jotta fluoresenssia voi
ilmetd, molekyylin on ensin absorboitava energiaa ja virityttava. Viritys voidaan saada aikaan
kohdistamalla molekyyliin séteily& sellaisella aallonpituudella, jonka se voi absorboida siten,
ettd molekyylissd tapahtuu elektronin virittyminen perustilalta korkeammille viritystiloille.
Kun elektronin viritystila purkautuu ja se palaa takaisin perustilalle, se voi emittoida

virityksessd absorboidun “’yliméddrdisen” energian pois fotonina eli valona ympéristoon.18°

Molekyyli ei kuitenkaan séteile valoa takaisin samalla aallonpituudella, jolla se on valoa
absorboinut, vaan yleensd matalaenergisemmilla ja pidemmilld aallonpituuksilla. Té&t4
siirtymaa absorption ja emission aallonpituuksien valilla kutsutaan Stokesin siirtymaksi.
Molekyylin emittoima fotoni siséltdd vahemman energiaa, koska absorptiossa virittynyt
molekyyli ehtii luovuttamaan osan energiastaan sateilemattomasti ennen kuin se siirtyy
alimmalta viritystilalta perustilalle fluoresoivasti. Virittynyt molekyyli voi esimerkiksi
luovuttaa osan ylimaaraisesté energiastaan ympéardivien molekyylien vibraatioon ja rotaatioon.
Kaytdnndssa tdma merkitsee sitd, ettd osa virittyneen molekyylin energiasta valittyy lammaoksi

ympéristoon.18°

Relaksaatio on Kkasite, jolla kuvataan virittyneen molekyylin ja sitd ympardivien
liuotinmolekyylien energeettisen potentiaalieron tasoittumista. Relaksaatiota tapahtuu
virittyneen molekyylin ja sitda ympardivien molekyylien valilla heti sen jalkeen, kun molekyyli
virittyy ja myos sen jalkeen, kun virittynyt molekyyli on luovuttanut energiaa séateilemalla.
Relaksaatiossa on kyse ympardivien molekyylien mukautumisesta virittyvdn molekyylin

muuttuviin energeettisiin tiloihin.®

Molekyylin emittoima séteily on siis yleensa matalaenergisempaa kuin sen absorboima valo,
ja siksi molekyylin emittoima valo on aallonpituudeltaan pidempaa kuin absorboidun valon
aallonpituus. Jokaisella molekyylilla on sille ominaiset eli karakteristiset aallonpituudet, joita
se absorboi ja aallonpituudet, joita se emittoi. Myos viritettdvia molekyyleja ympéardivat

molekyylit vaikuttavat emissioon relaksaation kautta.8°



Fosforesenssi

Fosforesenssiksi kutsutaan molekyylin emissiota, joka syntyy, kun viritys purkautuu niin
sanotulta triplettitilalta perustilalle. Fluoresenssin tapauksessa viritystilan parittomien
elektronien spinit ovat vastakkaissuuntaiset, jolloin tilaa kutsutaan singlettitilaksi. Jos
virittyneen elektronin spin kaantyy, ovat viritystilan parittomien elektronien spinit
samansuuntaiset, ja tilaa kutsutaan triplettitilaksi. Koska virityksen purkautuminen
triplettitilalta perustilalle vaatisi perustilalle palaavan elektronin spinin ké&é&ntymisen, on
fosforesenssi kaytanndssé epéatodennékdisempi ja pitkéikéisempi prosessi kuin fluoresenssi.
Fluoresenssin elinika vaihtelee pikosekunneista 1072 s nanosekunteihin 10° s kun taas
fosforesenssin elinikd voi olla kestoltaan millisekunneista jopa tunteihin.® Fosforesenssia
sovelletaankin tavallisesti pidempé&éan kestdvan sateilynsa vuoksi esimerkiksi hohtavissa
leluissa, kellon viisareissa tai maaleissa.?>® Kuvassa 2 havainnollistetaan molekyylin

virittymista ja mahdollisia viritystiloja sekd tapoja, joilla molekyylin viritystila voi purkautua.
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Kuva 2. Kohdassa i molekyyli absorboi valoa ja virittyy tilalle S1 tai S2. Kohta ii kuvastaa

hv

molekyylin siséista viritystilan siirtymaa alemmalle tilalle S1. Viritys voi purkautua tilalta S1
emittoimalla valoa eli fluoresoimalla kohdan iii osoittamalla tavalla. Molekyylin viritys voi
purkautua tilalta S1 myos ilman fluoresenssia katkoviivojen osoittamalla tavalla, missé iv:lla
kuvataan sateilematonta siirtymaa viritystilalta perustilalle ja v:1la FRET siirtyméaa (Forster
resonance energy transfer). Jos molekyyli siirtyy (vi) triplettitilalle T1 ja viritys purkautuu
kohdan vii mukaisesti emittoimalla valoa, kutsutaan ilmi6t4 fosforesenssiksi. Kohta viii

kuvaa séteilematonta siirtymad triplettitilalta perustilalle.°



2.1 Fluoresenssimikroskooppi

Koska fluoresoiva molekyyli absorboi ensin valoa tietyll4 aallonpituudella ja sitten emittoi
valoa tietylla hieman pidemmaélla aallonpituudella, on mikroskoopissa oltava kaksi suodatinta.
Ensimmadinen suodatin suodattaa ndytteeseen menevén valon siten, ettd vain molekyylin
absorboimat aallonpituudet p&asevat siitad I&pi. Puolilapéiseva peili (beam split mirror)
heijastaa valon kohti ndytettd, mutta pa&stdd naytteestd tulevan valon lavitseen toiselle
suodattimelle. Linssi taittaa ja kohdistaa ndytteeseen menevén ja siit4 palaavan valon. Toinen
suodatin suodattaa naytteesta tulevan valon siten, ettd mikroskoopin avulla n&hddan vain
molekyylin emittoima fluoresoiva valo. Néin piirtyy kuva ”hohtavasta” molekyylistd pimeda
taustaa vasten. Fluoresenssimikroskoopin rakennetta ja toimintatapaa havainnollistetaan

kuvassa 3.1
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Kuva 3. Fluoresenssimikroskoopin perustoimintaperiaate.*



Nykyiset fluoresenssimikroskoopit on kohdennetusti kehitetty vastaamaan lukuisia eri tarpeita
ja kuvantamismenetelmid. Valoa voidaan esimerkiksi kohdistaa pienelle alueelle ja sitten
liikuttaa ndytettd sivuttais- ja syvyyssuunnassa. N&in saatu kuvamateriaali voidaan kasitella
ohjelmilla ja koostaa kolmiulotteiseksi kokonaiskuvaksi tutkittavasta molekyylista. Naytteessa
voi olla myG6s useita eri vériaineita eri kohdissa tutkittavaa naytettd. Nain voidaan esimerkiksi
kuvantaa virikas kokonaiskuva useammasta tekijastd koostuvasta tapahtumasta solussa.l!
Kuvassa 4 néhdaan esimerkki siitd, kuinka erilaisilla fluoresoivilla vériaineilla on varjatty

solun eri toiminnallisia osia, ja kuinka kuvat voidaan koostaa yhteen.

Combined

Kuva 4. Sydpasolun jakaantuminen fluoresenssin avulla kuvattuna. DNA (sininen),

mikrotubulus (punainen) ja INCENP-proteiini (vihrea).!?



3 Fluoresenssimikroskopian hyddyntaminen solubiologiassa

Fluoresenssimikroskopia on tehokas ja laajasti kdytetty menetelma, jota voidaan kayttdd muun
muassa proteiinien ja muiden molekyylien visualisoimiseen soluissa ja kudoksissa.
Fluoresenssimikroskopialla  voidaan tehdd molekyylien rakenteen, sijainnin ja
vuorovaikutuksien lisiksi havaintoja myds muutoksista pH:ssa ja suolojen maarassa. o
Fluoresenssimikroskopia on lisédksi ainut menetelmd, jolla voidaan tarkastella ja kuvantaa
elavissa soluissa tapahtuvia muutoksia ja vuorovaikutuksia. Niinpé fluoresenssimikroskopiasta
onkin tullut yha tarkeampi tutkimusmenetelmd solubiologiassa, mink& wvuoksi sek&
mikroskopiatekniikoita ettd vériaineita on viime vuosina kehitetty kiihtyvaan tahtiin kysynnén

kasvaessa.

3.1 Fluoresoivat variaineet

Fluoresoivia vériaineita on I6ydetty jo kauan ennen kuin niitd osattiin hyddyntaa ja soveltaa
yhté laajasti kuin tdnd paivana. Monia uusia véariaineita on kehitetty sen jalkeen ja niita pyritaan
I6ytdmaan yha edelleen lisdd. Nykyaan uusien fluoresoivien vériaineiden kehittamisen lisaksi
jo tunnettuja vdriaineita tutkitaan paljon. Muun muassa niiden soveltuvuutta ja
kéyttomahdollisuuksia eri ympéristdisséd ja kayttotarkoituksissa halutaan kartoittaa. Jos
variaine ei syysta tai toisesta sovellu tiettyyn ymparistoon tai kayttotarkoitukseen, tutkitaan,
voidaanko vériaineen rakennetta muuttaa siten, ettd se toimisi halutulla tavalla tai paremmin
kuin ennen. Seuraavassa kappaleessa keskitytdan tarkemmin yhteen yleisimmin kaytetyista

fluoresoivista vériaineista, fluoreseiiniin, seka sen johdannaisiin ja ndiden ominaisuuksiin.

Fluoreseiini

Fluoreseiini on yksi tunnetuimmista ja laajimmin kaytdssa olevista variaineista, jonka tunnettu
saksalainen kemisti Adolf von Baeyer syntetisoi ensi kerran vuonna 1871. Fluoreseiinista on
valmistettu kymmenittdin eri johdannaisia, joissa fluoreseiinin ominaisuudet on raataloity
soveltumaan paremmin muun muassa laaketieteen ja solubiologian tarpeisiin. Fluoreseiinin
rakennetta muokkaamalla fluoreseiinijohdannaisille voidaan valita esimerkiksi eri absorptio-

ja emissioaallonpituudet, eri pKs-arvo, tai valjastaa johdannaisesta indikaattori biologisesti



tarkeille ioneille kuten esimerkiksi natriumille, kalsiumille tai sinkille. Fluoreseiini absorboi

sinista valoa ja fluoresoi vihreaa valoa.!*® Fluoreseiinin rakenne on esitetty kuvassa 5.

Kuva 5. Fluoreseiinin rakenne.

Fluori- ja kromisubstituutioilla voidaan esimerkiksi laskea fluoreseiinin pKa-arvoa ja tuottaa
johdannaisia, joiden pH-herkkyys on pienempi ja fotostabiilisuus suurempi. Esimerkiksi 2,7-
difluorifluoreseiini, Oregon Green, on happamampi ja fotostabiilimpi kuin fluoreseiini.
Kloorin tapaisten substituenttien lisdédminen madaltaa pH-herkkyyden lisaksi myos
viritysaallonpituutta. Naista johdannaisista esimerkiksi 2,4,7,7-tetrakloorifluoreseiinia (TET)

voidaan kayttai vériaineena DNA:n sekvensoinnissa.'?

Yksi fluoreseiinin oleellisista piirteistd on se ettd, molekyyli on tasapainossa
fluoresoimattoman suljetun laktonimuodon ja fluoresoivan avoimen kinonimuodon valilla.
Fenolisten ryhmien asyloinnilla tai alkyloinnilla voidaan lukita molekyyli fluoresoimattomaan
laktonimuotoon (kuva 6). Tam&d ominaisuus toimii perustana monien entsyymien kuten

esimerkiksi esteraasien, fosfataasien ja glykosylaasien fluoresoiville substraateille.*%3

Kuva 6. Fluoreseiinin laktoni- ja kinonimuoto.

Vuonna 2005 Urano et al.!* havaitsivat, ettd fluoresenssin osalta oletetusti valttamaton
karboksyylirynméa voidaan korvata muilla substituenteilla séilyttden silti molekyylin

fluoresoivat ominaisuudet. Tdmé& johti uusien fluoresoivien johdannaisten ja merkkiaineiden



I6ytamiseen  ja  kehittdmiseen.  Havainnon  seurauksena  kehitettiin  uusia -
galaktosidaasimerkkiaineita galaktosidaasientsyymin paikantamiseksi.'*
Galaktosidaasientsyymin aktiivisuuden tiedetddn olevan tavallista korkeampi tietyissa
syopasoluissa, silld jo vuonna 1979 raportoitiin munasarjasyovan kasvainsoluissa olevan
terveisiin soluihin verrattuna suurempi galaktosidaasiaktiivisuus.t® B-
galaktosidaasimerkkiaineilla voidaan seurata solun galaktosidaasiaktiivisuutta, koska
merkkiaine muuttuu fluoresoivaksi vasta, kun galaktosidaasientsyymi irrottaa galaktoosin

merkkiainemolekyylist4.146

Vuonna 2007 Kamiya et al.® kehittivit B-galaktosidaasimerkkiainetta TG-BGal edelleen, ja
valmistivat uuden [B-galaktosidaasimerkkiaineen (AM-TG-BGal), joka reakoituaan
galaktosidaasin kanssa tuotti hyvin fluoresenssinsa sailyttdvan hydrofiilisen lopputuotteen.
Merkkiainetta kokeiltiin hiirien vatsakalvon sisaisten kasvaimien visualisointiin ja silld kyettiin
havaitsemaan halkaisijaltaan vain 200 um kokoisia kasvaimia. Kuvassa 7 on esitetty -

galaktosidaasimerkkiaineen perusrakenne.416

HO

HO

Kuva 7. B-galaktosidaasimerkkiaineen perusrakenne, missa R* on joko OMe tai Me ja R? on
joko CH2COOMe tai (CH2)4COOMe.*®

Vuonna 2014 Asanuma et al.!’ osoittivat ensin galaktosidaasiaktiivisuuden olevan korkea
useissa eri munasarjasyopatyypeissa ja kehittivat sitten uuden B-galaktosidaasimerkkiaineen
(HMRef-pGal, kuva 8), joka visualisoi kaikki tutkimuksessa kaytetyt syopasolutyypit jo viisi
minuuttia merkkiaineen lisayksen jalkeen. Tunnin kuluttua merkkiaineen lisaédmisesta jopa 1
mm kokoiset etépesdkkeet olivat voimakkaan fluoresenssin johdosta havaittavissa paljaalla
silmalla. Etapesakkeiden loytaminen on tarkeéa silla 60-75%:lla munasarjasyopépotilaista on

todettu olevan etdpesakkeitd vatsakalvolla, ja etdpesakkeiden poistamisen on osoitettu



10

parantavan potilaan ennustetta. Etdpesdakkeiden poistaminen ilman merkkiainetta on vaikeaa,

silld ne ovat pieni4 ja vaikeasti erotettavissa terveista soluista.’

on )
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Kuva 8. HMRef-BGal-merkkiaineen rakenne.

BODIPY

BODIPY (dipyrrometeenibooridifluoridi) on melko uusi fluorofori, joka on rakenteeltaan pieni
ja yksinkertainen sekd ominaisuuksiltaan monia variaineita parempi. Molekyyli on suhteellisen
pooliton eiké silla ole varausta, miké tekee siitd epaherkan liuottimen poolisuudelle ja pH:lle.
Pienen kokonsa ja painonsa vuoksi se voidaan liittd4 osaksi pienempiakin molekyyleja kuten
esimerkiksi nukleotideja ja aminohappoja. BODIPY-molekyyli voidaan myds liittdd muun
muassa proteiineihin, rasvahappoihin, fosfolipideihin, lipopolysakkarideihin seka entsyymien
substraatteihin. Molekyylin emissiovyd on kapea, minka vuoksi sen intensiteettipiikki on
voimakkaampi kuin esimerkiksi fluoreseiinin. Lisaksi BODIPY':n erilaiset johdannaiset voivat
olla eri vérisid, kun taas monien muiden vériaineiden ja niiden johdannaisten varialue on kapea.

BODIPY-molekyylin rakenne on esitetty kuvassa 9.8
X N\

Kuva 9. Dipyrrometeenibooridifluoridin (BODIPY) rakenne.

Vuonna 2008 Holtta-Vuori et al.*® valmistivat niin kutsun BODIPY -kolesterolijohdannaisen
kuvantaakseen kolesterolin solunsiséista aineenvaihduntaa. Tutkimusryhman valmistama

BODIPY-kolesteroli tunkeutui nopeasti soluihin ja sen osoitettiin vastaavan ominaisuuksiltaan
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ja toiminnaltaan kolesterolia. Kun BODIPY-kolesterolia lisattiin seeprakalan (danio rerio)
hedelmdittyneen munan ruskuaispussiin ja odotettiin toukkavaiheeseen saakka, voitiin havaita,
ettd kolesteroli ei ollut jakaantunut aivoissa tasaisesti. Ndin BODIPY-kolesterolin avulla

saatiin uutta kuvamateriaalia ja tietoa kolesterolin aineenvaihdunnasta keskushermostossa.

Esimerkkeja muista variaineista

Fluoresenssimikroskopiassa kaytettavid muita vériaineita ovat esimerkiksi rodamiini, syaniinit
ja kumariini (kuva 10) sekd niiden johdannaiset. Monille fluoresoivien vériaineiden
johdannaisille on l6ydetty kayttoa myos ladketieteen saralla. Esimerkiksi Yaohui et al.?
osoittivat, ettd Rh6G-rodamiinijohdannainen tunnistaa E. coli -bakteerin tutkittavasta
naytteestd. Oikeissa olosuhteissa fluoresenssin intensiteetti on suoraan verrannollinen E. coli

-bakteerien pitoisuuteen naytteessa.?°

Alexa-ryhmén vdriaineista monet ovat tunnettujen vériaineiden, kuten esimerkiksi
fluoreseiinin, rodamiinin, kumariinin ja syaniinien, johdannaisia. Nykyisin tuoteryhmé kuuluu

Thermo Fischer Scientific —yhtion valikoimiin.?

®
H,N l o) l NH,

Kuva 10. Rodamiini (ylin), syaniini Cy3 ja kumariini (alin).
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4 Proteiinien fluoresenssimikroskopiasta

Soluissa on hyvin laaja kirjo erilaisia yhdisteryhmid, joilla on keskeinen merkitys solun
rakenteen ja toiminnan kannalta. N&it4 ovat mm. lipidit, steroidit ja nukleotidit. Proteiinit ovat
yksi solun laajakirjoisemmista yhdisteryhmistd. Proteiinit voivat toimia mm. solun
viestintdaineena tai rakennusosana. Yksi solun ja eldmén toiminnan kannalta merkittavin
proteiinien toiminnallinen ryhma on entsyymit. Koska entsyymit osallistuvat lukuisiin solun
reaktioihin, ovat ne pitkaén olleet mielenkiinnon ja tutkimuksen keskiossa. Monia entsyymeja
osataan my0s hyodynt&é useissa eri sovelluksissa kuten esimerkiksi DNA:n monistamisessa tai
muokkaamisessa.?? Vaikka proteiineja voidaan kuvantaa esimerkiksi réntgenkristallogafian??
avulla, ovat fluoresenssimikroskopiset menetelmét ainoita, joilla voidaan tutkia elévia soluja.
Jokaisen proteiinin kuvantaminen vaati silti aina tapauskohtaisen suunnitelman luomista ja
tehokkaimman menetelméan kartoittamista. VVaikka proteiineista on jo paljon tutkittua tietoa, on
niiden rakenteessa ja toiminnassa vield runsaasti tutkittavaa. Seuraavaksi kaydaan l&pi

muutamia yleisimmista proteiinien kuvantamiseen kaytetyista menetelmista.

4.1 Vériaineen liittdminen suoraan tutkittavaan proteiiniin

Fluoresoiva vdriaine voidaan liittdd suoraan tarkastelun kohteena olevaan proteiiniin,
edellyttden ettd valmistettu proteiini-variaine-johdannainen sailyttda proteiinille luontaiset
ominaisuudet ja toimintatavat. Vériaine voidaan esimerkiksi liittdd proteiinin tiettyihin
aminohappoihin. Useita variainemolekyylejd, kuten esimerkiksi biarseeniset fluoreseiinin ja
kumariinin johdannaiset FIAsSH- ja ReAsH-variaineet (kuva 11), on valmistettu juuri tahan

tarkoitukseen.??

/N /_\
S S \ /

OH ©
T
HO,C !

Kuva 11. FIAsH-(vasemmalla) ja ReAsH-(oikealla)variaineet.



13

Vaériaine tarttuu proteiinissa neljan kysteiiniaminhohapon jaksoon, jotka ovat jarjestyksessa
Cys-Cys-X-X-Cys-Cys, jossa X on jokin muu aminohappo kuin kysteiini. FIAsH-vériaineen

kiinnittymisté tutkittavaan proteiiniin havainnollistetaan kuvassa 12.

[ 4 Protein of
~ S Sag® j:wot;g‘s? e 4 C
c-¢ c-C

)
- o, 4.0 .0

Protein ps D Ay —_— S .S §.§

of interest ~_ | > - L = - As As
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HS SHHS SH
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Kuva 12. FIAsH-viriaineen kiinnittymistapa neljan kysteiiniaminohapon jaksoon.?*

Osa vdriaineista sitoutuu kovalenttisten sidosten sijaan merkkiaineessa olevan
metallikeskusatomin avulla muodostaen kompleksin, kuten esimerkiksi histidine-tag- (kuva
13) ja flag-tag-merkkiaineet. Flag-tag-merkkiaine sitoutuu asparagiinihappoaminohappoihin
(Asp) ja histidine-tag-merkkiaine histidiiniaminohappoihin  (His).?®  Histidine-tag-
merkkiainetta on kaytetty esimerkiksi tutkittaessa solukalvon 5HT3-serotoniini-reseptoreja.
Histidine-tag-merkkiaineiden osoitettiin aluksi Kiinnittyvan vihredan fluoresoivaan proteiiniin,
jossa  on kuuden histidiiniaminohapon jakso (GFP-Hisg). Seuraavaksi 5HT3-
serotoniinireseptoreihin liitettiin geneettisesti useisiin kohtiin kuuden histidiiniaminohapon
jaksoja. Tédmén jalkeen reseptorin eri kohtiin tarttuneiden histidine-tag-merkkiaineiden
sijaintien perusteella pystyttiin tekemaan laskelmia ja paatelmia, jotka toivat tietoa reseptorin

muodosta ja rakenteesta.?®



Kuva 13. Histidine-tag-merkkiaineen perusrakenne.

SNAP-, CLIP- ja Halo-tag-menetelmat

Myds SNAP-, CLIP- ja Halo-tag-menetelmi& kéaytetdan yleisesti. Menetelmissé tutkittavaan
proteiiniin liitetddn geneettisesti SNAP-, CLIP- tai Halo-tag-ryhmd. N&iss& proteiineihin
kiinnitetyissa ryhmissa on funktionaalinen ryhmé, jonka avulla merkkiaineeseen voidaan
helposti liittdd muita molekyyleja. Esimerkiksi SNAP-tagiin voidaan liittaa vériaine O°-
bentsyyliguaniinikantajan avulla. O8-Bentsyyliguaniiniin voidaan liittaa erilaisia variaineita,
jotka jaavat kiinni proteiiniin guaniinin lohjetessa pois liitosreaktiossa. CLIP- ja Halo-tag-
merkkiaineet toimivat vastaavalla tavalla siten, etta CLIP-tag reagoi O®-bentsyylisytosiini- ja
Halo-tag kloorialkaanijohdannaisen kanssa. Variaineen liittdminen proteiiniin SNAP- ja Halo-

tag-menetelmin avulla on esitetty kuvassa 14,2324
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Kuva 14. SNAP- ja Halo-tag-ryhmien kaytto variaineen liittamiseksi proteiineihin. AGT, O°-
alkyyliguaniinitransferaasi, on SNAP-tagissd kéytettava proteiini.?

Vériaineen liittdminen amino- tai tioliryhmaan

NHS-esteri  (N-hydroksibutaani-imidi) on yksi tavallisimmin kaytetyistd aktiivisista
karboksyylihappojohdannaisista valmistettaessa amideja. Karboksyylihapporyhman sisaltavia

fluoroforeja voidaan liittdéd NHS-menetelmén avulla kohdeproteiinin aminoryhmaan (kuva 15).

o 0

- i — R'—NJ\R
R'—NH, + R)J\O/N N
0

Kuva 15. Fluoroforin (R) liittdminen kohdeproteiiniin (R”) NHS-esterin avulla.

Toiseksi yleisin aminohappojen funktionaalinen ryhmaé, johon fluoresoiva merkkiaine liitetaan,
on tioli (-SH). Tiolit reagoivat helposti tuotteen tioeetteri- tai disulfidisidokseen. Haluttu
fluorofori on usein liitetty reagoivana yksikkénda toimivaan malemidiin, joka liittyy
kaksoissidoksensa avulla tioliryhméain (kuva 16).%
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Kuva 16. Fluoroforin (R) liittdminen kohdeproteiinin (R") tiolirynméa&n malemidin avulla.

Muita menetelmid fluoroforin liittdmiseksi proteiiniin ovat muun muassa atsidi- ja
tetratsiinileimaus.?® Tetratsiinileimausta on kaytetty muun muassa eldvien rintasyopasolujen

reseptoriproteiinien tutkimisessa.

Vaikka reaktiot ovat nopeita ja niiden saanto on usein hyvad, saattaa niiden huono selektiivisyys
tai sopimattomuus in vivo olosuhteisiin toimia esteend merkkiaineen kaytélle elavien solujen

tutkimukseen. 3

4.2 Vériaineen liittdminen proteiinin tunnistavaan molekyyliin

Fluoroforin liittdminen proteiinin tunnistavaan molekyyliin voi olla tehokkaampi tai jopa ainut
menetelmd tiettyja proteiineja tutkittaessa. Talloin on l6ydettdva molekyyli, joka sitoutuu
spesifisesti tutkittavaan proteiiniin, ja tutkittava miten ja millainen fluorofori tdéhdn molekyyliin

voidaan liittaa.

Eras tallainen proteiinin tunnistava yhdisteryhma on vasta-aineet. Vasta-aine (antibody), on
elimistén immuunijarjestelman tuottama erityinen proteiini, jonka tehtdvana on tunnistaa ja
tarttua tiettyyn elimist6lle vieraaseen aineeseen, antigeeniin. Vasta-aineeseen voidaan liittaa
variaine, jolloin se toimii merkkiaineena tietylle antigeenille. Menetelmé&a havainnollistetaan
kuvassa 17, jossa antigeenin A tunnistavan vasta-aineen (primary antibody) sijaan, merkkiaine
liitetddn toiseen vasta-aineeseen (secondary antibody), joka kiinnittyy primadriseen vasta-
aineeseen. Kiinnittdmalla variaine sekunddériseen vasta-aineeseen, voidaan Vélttaa
priméaarisen vasta-aineen hairiintyminen Kiinnitettavasta variainemolekyylista johtuen seka
saavuttaa voimakkaampi signaali, silla priméariseen vasta-aineeseen voi tarttua useampi
sekundadrinen vasta-aine. Tatd menetelmaa kutsutaan epasuoraksi immunosytokemiaksi
(kuva 17).14%7
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primary antibody secondary antibodies:
rabbit antibody marker-coupled antibodies
directed against directed against rabbit
antigen A antibodies

4 z Tarker

| | ~7
B S &7

Kuva 17. Epasuoran immunosytokemian toimintaperiaate.!

Myos tunnettu ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) -tekniikka, jota hyddynnet&dén
muun muassa Hl-viruksen ja allergeenien tunnistamisessa, perustuu merkkiaineen liittdmiseen
vasta-aineisiin.  Esimerkiksi HI-viruksen tunnistamisessa voidaan kayttdd viruksen
pintaproteiinin 1gG vasta-ainetta ja sitd tunnistavaa sekundaéristd vasta-ainetta, jossa on
fluoresoiva leima. Fluoresenssi on verrannollinen viruksen pitoisuuteen ja sitd voidaan verrata
standardikdyrédan. Kuvassa 18 havainnollistetaan taman HIV-testin toimintaperiaate
vaiheittain.?®

@ Given: HIV envelope protein Q

Prepare: At!ac?} horseradish '\ Horseradish
> | peroxidase to goat IgG 1 peroxidase

Rabbit IgG against

> Goat IgG (Reporter protein) Goat IgG
HIV protein against rabbit-antibody
@ Test for HIV Colorless substrate
J( added
. Colored product
f
Remove famove i
unbound —— UnDoINKd . JI
. reporter — > L-—x— N —c—
antibody v =
Polystyrene dish protein

@ Result: Amount of colored product formed in fixed time is proportional to the amount of peroxidase present in plate which
equals amount of HIV envelope protein.

Kuva 18. HIV-testin toimintaperiaate vaiheittain ELISA-menetelmall4.?
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Tutkittavaan proteiiniin voidaan liittdd myos fluoresoivia proteiineja (FP), kuten esimerkiksi
vihred fluoresoiva proteiini (green fluorescent protein, GFP), joka on alun perin eristetty
bioluminoivasta meduusasta (Aeguorea victoria). Fluoresoivista proteiineista osa on eristetty
muista elidista ja osa on kehitetty ja valmistettu laboratoriossa.?® Fluoresoivat proteiinit ovat
perusrakenteeltaan sylinterimaisia molekyylejd, joissa fluoresoiva osa on sylinterirakenteen
sisélla (kuva 19). Vaikka fluoresoivat proteiinit sopivat hyvin in vivo —olosuhteisiin, ne

saattavat vaikuttaa kohdeproteiinin konformaatioon tai toimintaan suuren kokonsa vuoksi.?%%

(a) (b)
A (nm) FP Ex (nm) Em (nm) Brightness EGFP
N-terminus C-terminus
450 — mTagBFP 399 456 33
mCerulean3 433 475 35
495 — EGFP 488 507 34
®— Emerald 487 509 39
T~ SiGFP 485 510 54
< Venus 515 528 53
mCitrine 516 529 59
570 —
590 — —— dTomato 554 581 48 ()
P
620 — Il mAbge: 88 8% aF Promoter N-term. POI FP C-term. POI
mCherry 587 610 16 —- T -
mKate2 588 633 25
N-term. MCS linkers: (LALPDSDLELKLRILQSTVPRARDPP)VAT
mNeptune 600 650 13 )
C-term, MCS linkers: L1 SGLASRAQASNSAVDGTAGPGSTGSR)
Flexible linkers: GGGS GGGS|
TRENDS In Biotechnology

Kuva 19. a) Erilaisten fluoresoivien proteiinien absorptio- ja emissioaallonpituudet, b)
muokatun vihreén fluoresoivan proteiinin rakenne (EGFP, enhanced green fluorescent
protein), ¢) GFP:n genettinen liittaminen tutkittavaan proteiiniin.*

Fluoresoiva proteiini voidaan liittdd tarkasteltavaan proteiiniin yhdistamalla GFP:a ja
tutkittavaa proteiinia koodaavat DNA-jaksot. Tdmé rekombinantti-DNA voidaan sitten
injektoida soluun ja saada ndin solu tuottamaan tutkittavaa proteiinia, johon GFP on
kiinnittynyt.3* Rekombinantti-DNA:ta hyddyntdvad menetelmid on kaytetty muun muassa
tutkittaessa tautia aiheuttavien bakteerien toimintaa. Esimerkiksi vuonna 2005 Schluberger et
al.®? tutkivat miten salmonellabakteeri (Salmonella enterica serovar. typhimurium) tarttuu
isantasoluun ja injektoi useita erilaisia tulehduttaavia proteiineja sen sisdan. Naiden proteiinien

tarkoituksena on muun muassa lamata solun puolustus. Yksi salmonellabakteerin injektoimista
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proteiineista on nimeltdan SipA. Bakteerin solulimassa puolestaan on InvB-proteiini, joka
tarttuu SipA-proteiiniin mutta ei itse erity isdntasoluun. Schluberger tutkimusryhmineen
valmisti tastd InvB-proteiinista InvB-GFP-merkkiaineen, joka saatiin ilmentymaan
isdntdsolussa geenimuuntelun avulla. SipA-proteiinin tunnistavan InvB-GFP-merkkiaineen
avulla tutkimusryhmad onnistui saamaan reaaliaikaista videokuvaa siit4, miten
salmonellabakteeri erittdd  SipA-proteiinia  isédntdsoluun telakoitumisensa jalkeen.
Tutkimuksessa salmonellabakteeri pystyi nopeimmillaan toimittamaan jopa kymmenessa
sekunnissa telakoitumisesta ensimmdiset tulehduttavat proteiinit isantasolun sisalle.®
Vastaavanlaiset tutkimukset tuovat tarke&& tietoa siitd, miten taudinaiheuttajat toimivat.
Kuvassa 20 on esitetty kuvasarja tutkimusryhman reaaliaikaisesta kuvamateriaalista, jossa
salmonellabakteeri  injektoi  SipA-proteiinia  InvB-GFP-merkkiainetta  ilmentavaan

isantasoluun.

GFP-InvB after fixation
t=711s t=744 s t=778s t=778s (t = 24 min)

+1um

-tum 2 um

Kuva 20. Vasemmalla kuvasarja (t=aika) SipA-proteiinien injektoinnista InvB-GFP-
merkkiainetta ilmentévéén isdntasoluun. Kuvasarjan ympyroidyt salmonellabakteerit eivét ole
telakoituneet isdntasoluun. 24 minuutin jalkeen (kuva oikealla) InvB-GFP-merkkiaineen ja
SipA-proteiinin konjugaatti.
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5 Yhteenveto

Fluoresenssi ja fosforesenssi ovat osa luminesenssi-ilmiotd, jota sovelletaan monipuolisesti
niin viihteen ja teollisuuden kuin my6s monien eri tieteenalojen menetelmissa ja tutkimuksissa.
Luminoidessaan aine sateilee eli emittoi valoa tietynlaisen elektronisen viritystilan
purkautuessa, mikd voidaan tuottaa esimerkiksi kemiallisen reaktion, sahkon tai
séhkomagneettisen séteilyn avulla. Fluoresenssimikroskopiassa fluoresoivaan molekyyliin
kohdistetaan sdhkomagneettista sateilya silld taajuudella, jolla se virittyy. Virityksen
purkautuessa emittoituvaa sateilyd voidaan kayttdd molekyylin visualisointiin. Koska
fluoresenssimikroskopia on tapa, jolla voidaan tarkastella ja kuvantaa eldvissa soluissa
tapahtuvia muutoksia ja vuorovaikutuksia, on fluoresenssimikroskooppien liséksi myos
fluoresoivia vériaineita ja niiden kayttoa tutkittu ja kehitetty kiihtyvéén tahtiin. Fluoreseiinia,
BODIPY:4 ja monia muita fluoresoivia vériaineita on tutkittu tarkoituksena kehittd& niista
johdannaisia, joiden ominaisuudet on réataloity eri kayttotarkoituksiin ja olosuhteisiin
paremmin soveltuviksi. Jokainen tutkimus vaatii yleensa fluoresoivan vériaineen valinnan

arviointia ja sen kdyton tapauskohtaista suunnittelua.

Proteiinit ovat eréitd solun tarkeimmisté ja monipuolisimmista toiminnallisista molekyyleista,
joihin voidaan liittd4d fluoresoivia vériaineita monin eri tavoin. Proteiineja koodaaviin
geeneihin voidaan esimerkiksi liittaa tietty jakso siten, ettd solu liittdd proteiinin rakenteeseen
sen valmistuessa fluoresoivan proteiinin tai hyvan liitoskohdan halutulle vériaineelle. Tata
hyodynnetaan esimerkiksi SNAP- CLIP- ja Halo-tag-menetelmissa. Proteiineissa on myds
useita funktionaalisia ryhmid, kuten amino- ja tioliryhmid, joihin voidaan liittda variaine
esimerkiksi NHS-esterin tai malemidin avulla. Jotkut vérianeet, kuten esimerkiksi FIAsH-
EDT>- ja ReAsH-EDT»-vériaineet, on puolestaan suunniteltu tarttumaan spesifisesti
proteiinien tiettyjen aminohappojen jaksoihin. Tutkittavaa molekyylid voidaan kuvantaa myos
liittamalla variaine tutkittavan molekyylin tunnistavaan molekyyliin, kuten esimerkiksi
immuunijarjestelman vasta-aineita soveltavassa ELISA-menetelmassé.
Fluoresenssimikroskooppiset menetelmat tuovat téarkeda tietoa solujen toiminnasta ja
esimerkiksi eri sairauksien ja taudinaiheuttajien toimintatavoista, minka vuoksi ne ovat

korvaamattoman tarkeitéd solubiologian ja ladketieteen monissa tutkimuksissa.
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Kokeellinen osa

Pyreenijohdannaisten liittdminen koolihappoon
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6 Tyon tarkoitus

Tyon tarkoituksena oli liittdéd koolihappoon amidi- tai esterisidoksen avulla fluoresoiva
pyreenijohdos, jolloin syntyvien konjugaattien kayttémahdollisuuksia kolesterolin
merkkiaineena voitaisiin tarkastella mahdollisesti myohemmissé tutkimuksissa. Koolihappo
kuuluu sappihappoihin, joilla on tarke& rooli muun muassa rasvojen ruoansulatuksessa.
Koolihapon amfifiilisessa rakenteessa on hydofiilinen ja hydrofobinen puoli, jonka ansiosta se
pystyy emulgoimaan rasvoja pienempiin osiin ja kuljettamaan niita. Sappihapot toimivat myds
muun muassa osana kolesterolin aineenvaihduntaa.®® Koolihapon pyreenijohdannaisten
odotetaan vuorovaikuttavan steroidirungon hydrofobisen f-puolen van der Waals-
vuorovaikutusten avulla kolesterolin kanssa.. Muodostuvien sidosten lisaksi koolihapon
yhtéldinen samasta sterolirungosta johtuva muoto ja koko auttavat koolihapon kiinnittymisessa

kolesteroliin.

7 Menetelmat, laitteet ja kaytetyt reagenssit

Synteesituotteiden  puhdistuksessa  kéytettiin  ohutlevy- ja  pylvaskromatografiaa.
Ohutlevykromatografiassa kaytettiin - Merckin TLC Silica gel 60 Fass—0ohutlevyja.
Pylvaskromatografiassa kiinteédna faasina kaytettiin Merckin Silica gel 60 (0,04-0,063 mm)
silikageelida ja liikkuvana faasina dikloorimetaanista ja metanolista valmistettuja eluentteja
suhteissa 90:10 ja 91:9. 'H ja 3C NMR-mittaukset suoritetiin Jyvaskylan yliopiston kemian
laitoksen Bruker Avance Il 300 MHz spektrometreilld. NMR-néytteiden liuottimina kaytettiin
deuteroitua  metanolia ja  kloroformia.  'H-mittauksissa  kaytettiin  referenssina
jaannosprotonisignaaleja  §(CHCl; = 7,26 ppm) ja S8(CD;0H = 4,87 ppm). BC-
mittauksissa referenssind kaytetyt hiilisignaalit olivat (CDCl; = 77,0 ppm) ja §(CD;0D =
49,17 ppm). Molekyylien kuvat ja reaktiokaaviot on piirretty kayttden ChemDraw
Professional ~ 15.0-ohjelmaa. Massaspektrit  mitattiin ~ Micromass LCT ESI-TOF
massaspektrometrilla  ja  analysoitiin ~ Mass  Lynx-ohjelmalla.  Koolihapon  N-
metyylipyreeniamidin absorptiospektri mitattiin  Varian Cary 100 Conc UV-Vis-
spektrofotometrilla ja emissiospektri Varian Cary Eclipse—fluoresenssispektrofotometrilla.

Taulukossa 1 on esitetty kéytettyjen liuottimien puhtaus ja valmistaja.
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Taulukko 1. Kéytetyt liuottimet

Liuotin Puhtaus Valmistaja
Asetoni 99,8 % VWR
Asetonitriili 99,99 % Fisher chemical
Dikloorimetaani 100 % VWR
Dimetyyliformamidi 99,9 % VWR
Kloroformi 99,98 % Fisher chemical
Metanoli 99,99 % Fisher chemical
Tolueeni 100 % VWR

Taulukossa 2 on esitetty kaytettyjen reagenssien puhtaus ja valmistaja.

Taulukko 2. Kéytetyt reagenssit

Reagenssi Puhtaus Valmistaja
Aminometyylipyridiini-HCL | 95 % Sigma-Aldrich
Etyyliklooriformiaatti 97 % MERCK-Schuchardt
Koolihappo 298 % Sigma-Aldrich
1-Pyreenimetanoli 98 % Sigma-Aldrich
Trietyyliamiini 299 % Sigma-Aldrich

8 Synteesit

Kappaleessa esitelldén kokeellisen osan synteesit padpiirteittain. Tarkat synteesiohjeet

esitetadan kappaleessa 11.

8.1 Koolihapon N-metyylipyreeniamidin valmistaminen

Koolihapon N-metyylipyreeniamidin synteesireitti on esitetty kaaviossa 1.
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Kaavio 1. Koolihapon N-metyylipyreeniamidin synteesireitti

Etyyliklooriformiaatti ja trietyyliamiini tislattiin ennen kaytt6d, ja DMF kuivattiin kéyttaden
molekyyliseuloja. Koolihappo liuotettiin DMF:iin ja siirrettiin kolmikaulakolviin, joka
Kiinnitettiin pystyjaadhdyttajaan. Pystyjadhdyttdja kiinnitettiin  N2-linjaan reaktioseoksen
saattamiseksi typpiatmosfaarin alle. Lisaksi kolviin kiinnitettiin tiivisteellinen lampdmittari ja
paineentasausputkellinen tiputussuppilo. Kolvin lampétila laskettiin 10 °C:een jaa-
vesihauteella, ja kolviin lisattiin ensin trietyyliamiinia ja sitten etyyliklooriformiaattia
liuotettuna DMF:iin hitaasti pisaroittain. Koolihapon ja etyyliklooriformiaatin seka-anhydridin

muodostavan seoksen annettiin sekoittua 30 minuuttia huoneenlammaossa.

Silla valin aminometyylipyreeni valmisteltiin toisessa kolvissa liuottamalla se DMF:iin ja
lisadmalla kolviin trietyyliamiinia. Seoksen annettiin sekoittua huoneenlammadsséa 30 minuuttia

ja ndin aminometyylipyreeni vapautettiin hydrokloridisuolastaan.

Koolihapon ja etyyliklooriformiaatin seka-anhydridin siséltdma kolvi jadhdytettiin 0 °C:een
suola-jadhauteen avulla, minkéa jalkeen aminometyylipyreeni lisattiin kolviin hitaasti
pisaroittain 39 minuutin aikana. Lisdyksen jalkeen seoksen annettiin sekoittua

huoneenlammadssa typpiatmosfaarin alla 116 tuntia.

Né&in saadusta raakatuotteesta evaporoitiin liuotin pois pydrohaihduttimella, minka jalkeen
raakatuote liuotettiin kloroformiin ja pestiin kayttden vettd, HCI-liuosta ja kylldista NaCl-

liuosta. Pestystd raakatuotteesta mitattiin *H NMR-spektri, jonka perusteella todettiin
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raakatuotteen sisaltdvan tuotteen liséksi vield epdpuhtauksia. Tuotteen puhdistamiseksi
pylvaskromatografialla etsittiin sopiva eluentti kéyttden ohutlevykromatografiaa, minka
jalkeen raakatuotteelle suoritettiin pylvaskromatografinen puhdistus. Tuote puhdistettiin
saostamalla se kloroformista. Tuotteen puhtaudesta varmistuttiin *H ja *C NMR-mittausten
avulla (liitteet 1 ja 2). Tuotteen absorptio- ja emissiospektrit (kuva 21 ja 22) mitattiin UV-Vis-
spektrofotometrilld ja fluoresenssispektrofotometrilld. Mittausparametrit ja naytteen valmistus
on esitetty liitteessa 7. Liséksi tuotteesta mitattiin massaspektri (liite 3).

8.2 Koolihapon metyylipyreeniesterin valmistaminen

Koolihapon metyylipyreeniesterin synteesireitti on esitetty kaaviossa 2.

Ets;N
CICOOE
o DMF O
—_—
OH OH 10 °C OH 0\(0
OH OH 0
OH OH W

0]

OH o

DMF HO
o e 98
OH '

Kaavio 2. Koolihapon metyylipyreeniesterin synteesireitti

A

Koolihapon metyylipyreeniesteri valmistettiin ja puhdistettiin vastaavalla tavalla kuin
koolihapon  N-metyylipyreeniamidi. Seoksen annettiin  sekoittua huoneenldmmossa

typpiatmosfaarissa 93 tuntia.

Raakatuote puhdistettiin pylvaskromatografisesti. Saatu tuote yritettiin saostaa liuottamalla se

ensiksi metanoliin ja lisddmalld sitten pisaroittain veteen. Muodostunut sakka oli kuitenkin niin
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hienojakoista, ettei sitd saatu suodatettua. Taman jalkeen tuote evaporoitiin kuivaksi ja
puhdistettiin uudelleenkiteyttamalla se asetonitriilistd. Tuotteen puhtaudesta varmistuttiin *H
ja 3C NMR-mittausten avulla (liitteet 4 ja 5). Lisaksi tuotteesta mitattiin massaspektri (liite 6).

9 Tulokset ja niiden tarkastelu

Koolihapon N-metyylipyreeniamidi

Koolihapon N-metyylipyreeniamidin teoreettinen saanto oli synteesiohjeen perusteella 3,1 g,
ja todellinen saanto oli 0,3 g. Tuotteen saantoprosentti oli siten 11,2 %. Saantoprosenttia laski
todennakdisesti se, ettd pylvaspuhdistuksesta keratyistd fraktioista vain fraktioiden 94-113
puhdistamista jatkettiin edelleen, vaikka fraktiot 84-93 sisdlsivat myos tuotetta. Lisaksi, kun

tuote saostettiin kloroformista, saattoi osa tuotteesta liueta kloroformiin.

Koolihapon N-metyylipyreeniamidin *H NMR-spektrissa (liite 1) nahdaidn amidiprotonin
signaali arvolla § = 5,55 ppm. Tama osoittaa amidin muodostuneen. Pyreenin aromaattisten
vetyjen signaalit resonoivat Vélilla § = 7,95 — 8,46 ppm, ja pyreenin metyyliryhméan vetyjen
signaalit resonoivat arvolla 6 = 5,15 ppm. Pyreenin aromaattisten protonien yhteenlasketut
integraalit antavat arvoksi 10,1 teoreettisen arvon ollessa 9,0. Arvoa saattaa kasvattaa samalla
alueella resonoiva jaannoskloroformin lasnaolo. Lisiksi **C NMR-spektrissd nahdain, ettd
karbonyylihiili on siirtynyt yldkentéalle amidin muodostuessa ja resonoi arvolla § = 176,50

ppm. Koolihapon karboksyylihapon karbonyylihiili resonoi arvolla § ~ 178 ppm.

Tuotteesta UV-Vis-spektrofotometrilla mitatun absorptiospektrin (kuva 21) perusteella
paatettiin  kéyttad fluoresenssimittauksissa viritysaallonpituuksina 234 ja 343 nm.
Fluoresenssispektrin (kuva 22) intensiteetteja verrattiin kirjallisuusarvoihin3* (taulukko 3), ja
todettiin, ettd koolihapon N-metyylipyreeniamidin fluoresenssin emissiopiikit vastaavat hyvin
pyreenille aiemmin mitattuja arvoja. Mittausten perusteella voidaan todeta, ettei koolihapon
liittdminen pyreeniin juurikaan vaikuta sen fluoresoiviin ominaisuuksiin ja ettd koolihapon N-

metyylipyreeniamidi voisi toimia fluoresoivana merkkiaineena.
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Kuva 21. Koolihapon N-metyylipyreeniamidin UV-Vis-spektrofotometrilla mitattu
absorptiospektri metanolissa.
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Kuva 22. Koolihapon N-metyylipyreeniamidin fluoresenssispektrometrillda metanolissa
mitatut emissiospektrit viritysaallonpituuksilla 234 ja 343 nm.
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Taulukko 3. Fluoresenssipiikkien mitatut arvot ja kirjallisuusarvot3*

Mittaus Kirjallisuus
376 nm 376 nm
395 nm 395 nm
413 nm ~415 nm

Koolihapon N-metyylipyreeniamidin molekyylimassa on 621,83 g/mol. Massaspektrissa (liite
3) havaitaan [M + Na]*-ioni m/z-arvolla 645,3. Vastaava teoreettinen m/z-arvo [M + Na]*
-ionille on 644,4. Yhden yksikdn virheen epailldén johtuvan laitteen kalibrointivirheest, silla

virhe oli toistunut laitteen muissakin mittauksissa.

Koolihapon metyylipyreeniesteri

Koolihapon metyylipyreeniesterin teoreettinen saanto oli synteesiohjeeseen pohjautuen 1,3 g,
ja todellinen saanto 0,1 g. Tuotteen saantoprosentti oli siten 4,5 %. Saantoprosenttia laski
mahdollisesti muun muassa se, ettd pylvaspuhdistuksesta kerétyisté fraktioista vain fraktioiden
42-81 puhdistamista jatkettiin edelleen, vaikka fraktiot 81-81 sisélsivat myd6s tuotetta. Lisaksi

uudelleenkiteytyksessé ja muissa vaiheissa on menetetty tuntematon maéara tuotetta.

Koolihapon metyylipyreeniesterin *H NMR-spektrissa (liite 4) nahdain, ettd pyreenin
metyyliryhman kahden protonin signaali on siirtynyt alakentélle esterisidoksen muodostuessa.
Lisaksi 3C NMR-spektristd (liite 5) nahdaan, etta karbonyylihiili on siirtynyt ylakentélle
esterin muodostuessa ja resonoi arvolla 6 = 174,10 ppm. Pyreenin aromaattisten protonien

yhteenlaskettu integraali on 9,26 teoreettisen arvon ollessa 9,0.

Koolihapon metyylipyreeniesterin molekyylimassa on 622,81 g/mol. Massaspektrissa (liite 6)
havaitaan [M + Na]*-ioni m/z-arvolla 646,3. Vastaava teoreettinen m/z-arvo [M + Na]*
-ionille on 645,4 Yhden yksikdn virheen epdillaén johtuvan laitteen kalibrointivirheesta, silla

virhe oli havaittu toistuvan muissakin laitteen mittauksissa.

10. Yhteenveto

Tyossa pyrittiin valmistamaan koolihapon ja kahden pyreenijohdannaisen konjugaatit, joiden
uskotaan voivan toimia kolesterolin merkkiaineena jatkotutkimuksissa. Koolihapon annettiin

aluksi  reagoida etyyliklooriformiaatin ~ kanssa, jolloin  muodostui  aktiiviivinen
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anhydridivélituote, joka reagoidessaan aminometyylipyreenin tai 1-pyreenimetanolin kanssa
muodosti halutut lopputuotteet. Molempien koolihaponmetyylipyreenijohdannaisten synteesi
onnistui, ja tuotteet saatiin puhdistettua. Tuotteiden puhtaudesta varmistuttiin *H ja **C NMR-
mittauksilla. Mitattujen massaspektrien perusteella molempien johdannaisten molekyyli-
ionien massat vastasivat teoreettisia arvoja yhden yksikon virheelld, jonka epéilladn johtuvan
laitteen kalibraatiovirheestd. Koolihapon N-metyylipyreeniamidista mitattu fluoresenssispektri
vastasi pyreenistd aiemmin raportoituja  fluoresenssisignaaleja.  Koolihapon  N-
metyylipyreeniamidi osoittautui siis fluoresoivilta ominaisuuksiltaan lupaavaksi kolesterolin

merkkiaineeksi jatkotutkimuksia ajatellen.

11 Synteesiohjeet

11.1 Koolihapon N-metyylipyreeniamidi

2,04 g (5 mmol) koolihappoa liuotettiin 42 ml:aan DMF:a ja lisattiin kolmikaulakolviin. Kolvi
kiinnitettiin pystyjaahdyttajaan, joka liitettiin  No-linjaan. Lisdksi kolviin kiinnitettiin
tiivisteella varustettu lampomittari ja paineentasausputkellinen tiputussuppilo. Reaktioseos
jaéhdytettiin 10 °C:een vesi-jaédhauteella. Kolviin lisattiin ensin trietyyliamiinia 934 ul (6,7
mmol) ja sitten etyyliklooriformiaattia 640 ul (6,7 mmol) liuotettuna 3 ml:aan DMF:a hitaasti

pisaroittain (n. 23 min). Seoksen annettiin sekoittua 30 minuuttia huoneenldammaossa.

1,79 g (6,7 mmol) aminometyylipyreenin HCI-suolaa liuotettiin 10 ml:aan DMF:a ja liséttiin
100 ml kolviin. Tahan kolviin lisattiin 934 ul trietyyliamiinia, ja seos jatettiin sekoittumaan

huoneen lampdén 30 minuutiksi.

Koolihapon ja etyyliklooriformiaatin seka-anhydridin sisaltdvd kolvi asetettiin suola-
jaédhauteeseen ja kolviin lisattiin suolastaan vapautettu aminometyylipyreeni hitaasti
pisaroittain (39 min) N»-virran alla. Seoksen annettiin sekoittua 116 tuntia huoneenlammassa.
Raakatuote siirrettiin 250 ml kolviin ja liuotin evaporoitiin pyéréhaihduttimen avulla.
Raakatuote liuotettiin 100 ml:aan kloroformia ja pestiin kayttden 2x75 ml vetta, 2x75 ml 0,1
M HCI, 2x75 ml kyll. NaCl-liuosta ja 2x75 ml vettd. Kloroformikerros kuivattiin kayttden
MgSOs:a ja liuotin haihdutettiin - pyorohaihduttimella. Tuote puhdistettiin  ensin
pylvaskromatografian avulla (DCM:MeOH 90:10) ja sen jalkeen saostamalla sen

kloroformista.
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11.2 Koolihapon metyylipyreeniesteri

0,9 g (22 mmol) koolihappoa liuotettiin 30 ml:aan kuivaa DMF:.a ja liséttiin
kolmikaulakolviin, joka kiinnitettiin Na-linjaan liitettyyn pystyjaahdyttdjaan. Reaktioseos
jaéhdytettiin 10 °C:een vesi-jdéhauteella, ja kolviin lisattiin ensin trietyyliamiinia 411 ul (3,0
mmol) ja sitten etyyliklooriformiaattia 282 ul (3,0 mmol) liuotettuna 3 ml:aan DMF:a hitaasti

pisaroittain. Taméan jalkeen seoksen annettiin sekoittua 30 minuuttia huoneenlammaossa.

0,5 g (2,2 mmol) 1-pyreenimetanolia liuotettiin 10 ml:aan DMF:a ja liséttiin epdhuomiossa 20
ml dekantterilasiin. Dekantterilasiin lisattiin 411 pl trietyyliamiinia, ja seos jatettiin
sekoittumaan huoneen 1ampdon 30 minuutiksi. Tam& vaihe tulisi suorittaa tydohjeen

mukaisesti refluksointilaitteistoon kiinnitetyssa kolvissa

Koolihapon ja etyyliklooriformiaatin seka-anhydridin siséltdva kolvi asetettiin suola-
jaéhauteeseen ja kolviin lisattiin 1-pyreenimetanoli hitaasti pisaroittain Na-virran alla.
Reaktioseoksen annettiin sekoittua 93 tuntia huoneenldmmossé typpiatmosféarin alla. Liuotin
evaporoitiin pyorohaihduttimen avulla, minka jalkeen raakatuote liuotettiin 75 ml:aan
kloroformia ja pestiin kdyttden 2x50 ml vettd, 2x50 ml 0,1 M HCI, 2x50 ml kyll. NaCl-liuosta
ja 2x50 ml vetta. Raakatuote puhdistettiin ensin pylvaskromatografian avulla (DCM:MeOH

91:9) ja sen jalkeen uudelleenkiteyttamalla asetonitriilista.

12. Valmistetut molekyylit

Kokeellisessa osassa valmistetut molekyylit on esitetty kuvissa 23 ja 24.

Kuva 23. Koolihapon N-metyylipyreeniamidi
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Kuva 24. Koolihapon metyylipyreeniesteri
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Koolihapon N-metyylipyreeniamidin *H NMR-spektri
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Koolihapon N-metyylipyreeniamidin 3C NMR-spektri
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CA+aminometyylipyreeni 18-May-2018
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Koolihapon metyylipyreeniesterin *H NMR-spektri
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Koolihapon metyylipyreeniesterin *C NMR-spektri
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Koolihapon metyylipyreeniesterin massaspektri
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Liite 7

Absorptio- ja fluoresenssimittaukset

Absorptiomittauksessa kéaytetty ndyte valmistettiin liuottamalla n. 10 pg koolihapon N-
metyylipyreeniamidia n. 4 ml:aan metanolia. Tastd liuoksesta otettiin vield n. 1/5, joka
laimennettiin  samaan tilavuuteen metanolilla. Mittauksissa néyte asetettiin 10 mm

kvartsikyvettiin.

Fluoresenssimittauksissa kdytetty nayte valmistettiin ottamalla n. 0,2 ml absorptiomittauksissa
kéytetysté naytteesta kywvettiin ja laimentamalla se lisaédmalla siihen metanolia.

Mittauksissa kaytettiin fysikaalisen kemian oppilaslaboratorion (YF 312) spektrometrien

laiteohjeita ja seuraavia muutettuja parametreja:

Absorptiomittauksessa kaytetyt parametrit
Average time 0,1 s
Data interval 0,04 nm

Scan rate 30,00 nm/min

Fluoresenssimittauksissa kaytetyt parametrit

Ex; 234,53/ Ex,343,07 nm Em 360 nm

Start 360 nm Stop, 460 / Stop, 680 nm
Exslit 5 nm Emslit 5 nm

Scan rate 120 nm/min Average time 0,5 s

PMT, detector voltage: “Low” Volts 400 v



