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Tiivistelma

Jarvinen, Heini

Ladkkeiden kohdistaminen DNA-origameilla
LuK-tutkielma

Fysiikan laitos, Jyvéskylan yliopisto, 2020, 54 sivua

Tutkielmassa késitelldan ladkkeiden aktiivista kohdistamista ja kuljettamista DNA-
origameja hyodyntévilla nanorakenteilla. DNA-nanoteknologia hyodyntaé nanoraken-
teiden itsejarjestaytymista kyetdkseen vaikuttamaan néissa mittakaavoissa esiintyviin
reaktioihin ja tapahtumiin. DNA-molekyylien avulla on mahdollista muodostaa laak-
keiden kuljettimia, jotka kykenevat kiertdmaén tai korjaamaan muiden kuljettimien
yleisiéd, epatoivottuja ominaisuuksia, lisiaméan laakkeiden kohdentumista tiettyihin
kudoksiin ja vahentaméan ladkkeiden epaonnistuneesta kohdentamisesta aiheutuneita
sivuvaikutuksia. DNA-nanoteknologiaan ja -origameihin perustuvat sovellukset ovat
osoittaneet lukuisia hyodyllisia, biologisiin ymparistéihin soveltuvia ominaisuuksia,
joilla voidaan mahdollisesti ratkaista joitakin ldaketieteen ja nykyisten kuljettimien
keskeisimpia ongelmia. Tutkielmassa perehdytéén ja analysoidaan tieteenalan kohtaa-
mia merkittdvimpia haasteita ja esitetdan mahdollisia ratkaisuja ndiden haasteiden

ylittamiseksi.

Avainsanat: DNA-origami, lddkkeiden kohdistaminen, DN A-nanoteknologia, ladkkei-

den kuljetus.






Abstract

Jarvinen, Heini

Drug targeting using DNA-origami nanostructures

Bachelor’s thesis

Department of Physics, University of Jyvéskyla, 2020, 54 pages.

This thesis discusses the usage of DNA-origami for efficient and active drug targeting.
DNA-nanotechnology utilizes the power of active self-assembly to influence events
and reactions happening at the nanoscale. Using DNA-molecules, it is possible to
create drug transporting vehicles that prevent the unwanted properties of drugs,
increase the amount of drugs that reach the target tissue and reduce the amount
of off-target effects. DNA-based transporters have demonstrated some superior
properties compared to the existing drug carrier molecules. The most significant
challenges and problems of the field are analyzed and discussed in this thesis. Some

of the possible solutions to these problems are also introduced.

Keywords: DNA-origami, drug targeting, DNA-nanotechnology, drug delivery.






Esipuhe

Suuret kiitokset Jussi Topparille tutkielman ohjaamisesta. Tutkielma ei olisi iki-
néd valmistunut ilman hanen kannustavaa asennettaan, ystavallistd luonnettaan ja
tarkkaavaisia kommenttejaan. Haluan kiittaa myos kaikkia muita kandidaatintyon
kehittamisessé ja tarkastamisessa auttaneita henkiloita. Kaikenlainen palaute on
ollut kirjoitustyolle ja henkilokohtaiselle kehitykselleni tarkeda ja tervetullutta, ja
on sitd myos tdméan tutkielman julkaisemisen jélkeen. DNA-origamien ja laakkeiden
kohdistamisen maailmaan on ollut mielenkiintoista ja palkitsevaa uppoutua eika
sen tutkiskeleminen tule paattymaan tahén. Tulen tutkielman rakentamisen myoéta
jatkamaan aiheeeseen tutustumista ja sen seuraamista myos tulevaisuudessa kasva-
valla mielenkiinnolla. Aiheeseen tutustuminen ja kirjallisuuskatsauksen laatiminen
on ollut itselleni suuri ilo, mutta sitdkin suurempi ilo on tamén tyon ja tutkielman
paattdminen hyvilla mielin. Kiitokset vield kaikille, jotka ovat tukeneet ja auttaneet
minua kandidaatintutkielmani ja sita edeltavien opintojeni kanssa. Tata tutkintoa ei

olisi ikina saavutettu ilman teidan kaikkien panosta.
Jyvaskylassa 26. tammikuuta 2020

Heini Jarvinen
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1 Johdanto

DNA-nanoteknologia on verrattain uusi tieteenala, joka hyodyntad DNA-molekyylien
ominaisuuksia nanokokoisten rakenteiden muodostamisessa [1, 2]. Erityistd huomiota
alalla ovat saaneet DNA-origamit niiden lukuisten kdyttomahdollisuuksien ja moni-
puolisen muokattavuuden vuoksi. Monipuolisella muokattavuudella viitataan mah-
dollisuuksiin liittdé erilaisia molekyylejé ja muita nanorakenteita DNA-origameihin.
Japanilaisesta paperintaittelutekniikasta ldhtoisin oleva analoginen nimitys DNA-
origami juontaa juurensa molempien tekniikoiden taustalla olevaan ideaan, DNA:n
tapauksessa yksiulotteisen materiaalin taittelemisesta, kaksi- tai kolmiulotteisek-
si rakenteeksi. DNA-origamien perusideana on ohjata pitkien, yksittdisten DNA-
juosteiden (eng. scaffold strand) laskostumista sadoilla, lyhyemmilla juosteilla eli
oligonukleotideilla (eng. staple strand), jotka vastaavat osittain pidemmén juosteen
emésjarjestysta [3]. Koska namé rakenteet perustuvat DNA-molekyylien itsejarjestiy-
tymiseen ja Watson—Crick-eméaspariutumisen spesifisyyteen, DNA:sta on mahdollista
muodostaa adreton madra erimuotoisia ja -kokoisia DN A-rakenteita. Tésta syysté
DNA-origameille onkin 16ydetty useita potentiaalisia sovelluskohteita esimerkiksi
fotoniikan, plasmoniikan, bioelektroniikan ja ladketieteen aloilta [1, 2]. Téassa tutkiel-
massa keskitytaan erityisesti DNA-origamien mahdollisuuksiin lddkkeiden aktiivista
kuljetusta ja kohdistusta edistédvina rakenteina, silld niilld on potentiaalia ratkaista
joitakin nykylddketieteen keskeisimpié haasteita [4-6].

DNA on nanomittakaavassa toimiva molekyyli, minkéd vuoksi sen avulla voidaan
vaikuttaa nanoskaalan tapahtumiin ja prosesseihin. Vastaavaa kontrollointikykya
nanomittakaavassa ei ole pystytty saavuttamaan ennen DNA-nanorakenteita. Taéméan
vuoksi tehokkaiden menetelmien kehittaminen nanorakenteiden valmistamiseksi ja
materiaalien hinnan laskemiseksi tulee olemaan ddrimmaisen tarkeaéd kohdistetun laa-
ketieteen kehityksen kannalta [7]. Lisdksi lddketieteen sovellukset tulevat vaatimaan
lisatutkimuksia ja ratkaisuja kehosta aiheutuvien biologisten esteiden ylittamiseksi.
Koska ala on viela varsin varhaisessa vaiheessa, tutkielma keskittyy DNA-origamien
kayttoonottoa hidastavien tekijoiden tarkasteluun ja mahdollisiin ratkaisuihin.

Tutkielman rakenne koostuu aiheeseen johdattelevasta teoriaosasta eli luvuista 2
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ja 3, seké haasteita esittelevasta tulososiosta eli luvusta 4. Tutkielman teorialuvut ké-
sittelevat tiiviisti tutkielman kahta padaihetta. Luvussa 2 kasitelladn DNA-origamien
taustalla olevaa teoriaa seka alan syntyhistoriaa. Lisaksi luvussa syvennytaan pohti-
maan DNA-origamien tuomia vahvuuksia ja ominaisuuksia muihin nanorakenteisiin
ja menetelmiin verrattuna. Luvussa 3 tutustutaan tutkielman toiseen paaaiheeseen
eli ladkkeiden kohdistamiseen. Luku keskittyy DNA-origamien kiyttoon ladkkeiden
kohdistamisessa ja lapikdymédn alan termistoa. Lisdksi luvussa esitellidan DNA-
origamien tarkeimmat hyodyt ja edut verrattuna muihin ladkkeiden kuljetuksessa
kaytettyihin kuljettimiin. My6s tama luku noudattaa rakennetta, milla pyritaén
havainnollistamaan alan kehityksen kulkua ja sen nykyista tasoa. Tutkielmassa nos-
tetaan esille joitakin alan keskeisimpié tutkimuksia ja niiden tuloksia. Tutkielman
luvussa 4 tarkastellaan lahemmin DNA-origamien keskeisimpié teknisié ja biologi-
sia haasteita seka ratkaisuehdotuksia naiden esteiden ylittdmiseksi. Luku esittelee
tutkielman keskeisimmat tulokset ja paatelmat, jotka on muodostettu analysoimal-
la monipuolisesti alan ajankohtaisia julkaisuja. Paatannossa kootaan tutkielman

tarkeimmét tulokset ja pohditaan sen mahdollisia puutteita.
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2 DNA-origamit

Téasséa luvussa késitelladan DNA-origamien taustalla olevaa teoriaa seké esitelladn
niiden ominaisuuksia muihin nanomittakaavan menetelmiin ja nanorakenteisiin ver-
rattuna. Alaluvussa 2.1 tutustutaan DNA-nanoteknologian sekda DNA-origamien
alkuperadn ja historiaan. Alaluvussa 2.2 perehdytadan DNA-origamien olennaisimpiin
ominaisuuksiin ja etuihin muihin menetelmiin ja DNA-nanorakenteisiin verrattu-
na. Tutkielman teoriaosa esittelee kokonaisuudessaan tutkielman takana piilevia

tarkeimpid motivaatioita ja kiinnostuksenkohteita.

2.1 DNA-nanoteknologia ja nanorakenteiden historia

Yksi rakenteellisen DNA-nanoteknologian tarkeimmisté tavoitteista on saavuttaa
materian taydellinen nanomittakaavan tilallinen ja ajallinen hallinta. Tallé tarkoi-
tetaan nanorakenteen ja sen osien paikan sekd muodon téydellista kontrollointia
3D-avaruudessa seké ajassa. DNA-nanoteknologia on erityisesti kehittynyt luomaan
alhaalta-ylos -lahestymistapaan (eng. bottom-up) perustuvia menetelmia ja tekniikoi-
ta, joilla voidaan hallita ja vaikuttaa nanokokoisen materian rakenteeseen. Ennen
alan syntya materian rakennetta pyrittiin kontrolloimaan ldhinna ylhddltd-alas -
lahestymistapoja (eng. top-down) hyédyntamalla, josta hyvinéd esimerkkind toimii
tietokoneiden komponenttien koon pienentyminen. On kuitenkin olemassa selvét rajat
sille, kuinka paljon naitd komponentteja saadaan endéa pienennettyd nanoskaalassa
esiintyvien jannitehdvididen ja kvantti-ilmioiden yleistymisen takia [7]. Tasta syysta
vaihtoehtoisten menetelmien kehittaminen on jatkuvan kehityksen kannalta tarkeéa.

DNA eli deoksiribonukleaasihappo toimii luonnon geneettisend materiaalina siir-
téden biologista informaatiota sukupolvelta toiselle. DNA esiintyy solujen kromoso-
meissa kaksijuosteisena kaksoiskierteené (eng. double stranded DNA heliz, dsDNA),
jonka juosteet kulkevat rakenteessa eri suuntiin. DNA:n on mahdollista esiintyd myos
yksijuosteisessa muodossaan (eng. single stranded DNA, ssDNA), jota hyodynne-
tdan usein DNA-nanorakenteissa. DNA:ta kutsutaan polynukleotidiksi, silla se koos-

tuu nukleotideiksi kutsutuista monomeerisista yksikoista. Kukin nukleotidi koostuu
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deoksiriboosi-sokerista, fosfaatiryhmésta seka yhdesta neljasta mahdollisesta emak-
sestd. DNA juosteiden suunta méaritetdan sen selkdrangan deoksiriboosi-sokerien
ja fosfaattiryhmien asennosta. Fosfaattiryhmét sitoutuvat sokereihin fosfodiesterisi-
doksilla joko sokerin kolmannen tai viidennen hiiliatomin kohdalla. Sidoksen paikka
maarittdd DNA-juosteen pédédn, joko 3’- tai 5’-padksi, mitd kiaytetdén DNA-juosteen
suunnan madrittdmisessia. DNA-juosteiden emasjarjestys koodaa lopulta proteiinien
aminohappojérjestyksen. Neljastd eméksesta ainoastaan adenosiini (A) ja tymiini
(T) tai sytosiini (C) ja guaniini (G) voivat vetysitoutua keskenaan Watson—Crick-
eméspariperiaatteen mukaisesti. Watson ja Crick méaérittivit DNA:n kaksoiskierteen
rakenteen vuonna 1953 [8]. Kaksijuosteisen DNA:n rakennetta havainnollistetaan

kuviossa 1.

vetysidos

3' pai

Kuvio 1. Kaksijuosteisen DNA:n neljan nukleotidin pituisen juosteen kemial-
linen rakenne [9]. Sytosiini (C) ja guaniini (G) muodostavat keskenéén kolme
vetysidosta. Adenosiini (A) ja tymiini (T) taas muodostavat kaksi vetysidosta
toistensa vélille. Harmaalla nuolella osoitetaan DNA:n sokerifosfaatti-selkarangan
rakenne ja suunta. Alkuperéisesta lahteesta otettua kuvaa on muokattu suomen-
tamalla sen tekstit.

DNA-nanoteknologian perustajana pidetdan amerikkalaista Nadrian C. Seemania
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hénen 1980-luvun alkupuolella julkaisemansa tutkimuksen johdosta [10]. Tutkimuk-
sessaan Seeman o0soitti, ettd DNA-juosteet voivat muodostaa keskendédn haarautu-
neita rakenteita elollisissa elidissa tavatun lineaarisen DNA:n asemasta. Han osoitti,
ettd haarautuvien DNA-rakenteiden muodostumista voidaan ohjata suunnittelemalla
DNA-sekvensseja eli emésparijarjestyksia siten, ettd eméspariutumista tapahtuu
vain tietyissd kohdissa DNA-juostetta. Komplementaaristen emésparien lineaarisen
jarjestyksen kadotessa katoaa myos DNA-rakenteiden lineaarisuus. Toisin sanoen,
DNA:sta on mahdollista muodostaa suorista juosteista eroavia rakenteita minimoi-
malla niiden sekvenssien symmetrisyys. Seemanin rakenteiden inspiraation lahteené
toimivat elollisessa luonnossa esiintyvét Holliday-liitokset. Meioosin aikana tapahtu-
van geenienvaihdunnan alkaessa vastinkromosomien kromatidit voivat muodostaa
keskendén yhtymékohtia, joita kutsutaan kiasmoiksi [11]. Kiasmaa seuraavassa gee-
nienvaihdunnassa syntyy Holliday-liitoksiksi kutsuttuja tetraedraalisia rakenteita.
Naissa rakenteissa neljé yksittaistd juostetta ovat eméspariutuneet ristikkéin toisten-
sa kanssa, kuten on néytetty kuviossa 2a [11]. Seemanin rakenteet ovat staattisia,
emasparijarjestykseltdan muuttumattomia versioita Holliday-liitoksista, jotka sai-
lyttavit stabiilin luonteensa niin kauan kuin ympériston olosuhteet sailyviat DNA:n
itsejarjestaytyvyydelle suotuisina. Yksittadinen Seemanin rakenne muodostuu nel-
jasta kuudentoista emésparin pituisesta juosteesta. Nama juosteet muodostavat
sopivissa olosuhteissa toistensa kanssa neljasta sakarasta koostuvia risteja, joita

havainnollistetaan kuviossa 2b [10].

Seeman keksi myos tavan yhdistaé nelijuosteiset rakenneyksikot toisiinsa jattamaél-
la kunkin juosteen padhan muutaman eméksen pituisen osan, jonka vastinpari l0ytyy
ainoastaan toisesta vastaavasta yksikosta [10]. Néiden niin kutsuttujen "tahmeiden
péiden” (eng. sticky end) avulla Seemanin haarautuneet rakenteet voidaan yhdistéa
kuviossa 2b esitetyiksi suuremmiksi verkostoiksi. Seemanin rakenteiden kehittdmisen
alkuperainen motivaatio oli halu jarjestelld proteiineja kolmiulotteisiksi kristalleiksi,
jotta niiden rakennetta voitaisiin tutkia tarkemmin kéyttaen rontgenkristallografiaa
(eng. X-ray crystallography). Seemanin rakenteet inspiroivat lukuisten oligonukleoti-
deista koostuvien rakenteiden ja sovellusten eksponentiaalisen tutkimisen seuraavina

vuosikymmeniné [2, 12, 13].

Paul W. K. Rothemund esitteli DNA-origamit tiedeyhteisolle tutkimusartikkelis-
saan vuonna 2006 [3]. Tutkimuksessa Rothemund laskosti 7249:n nukleotidin pituisia

DNA-juosteita, jotka oli saatu M13mp18-bakteriofaagin genomista. DNA-origamien
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Kuvio 2. Seemanin neljéista yksittédisesta juosteesta rakentuvan DNA-rakenteen
ja meioosin aikana esiintyvin Holliday-liitoksen rakenteet. a) Meioosin geenien-
vaihdunnan aikana syntyva Holliday-liitos, joka toimi Seemanin rakenteiden
inspiraation lahteend [11]. b) Yksittdinen Seemanin suunnittelema neljasté yksi-
juosteisesta DNA:sta muodostuva rakenneyksikko [1]. Jokaisen juosteen paassa
olevan pariutumattoman osan emasjarjestys on komplementaarinen vastaavan ra-
kenneyksikon toisella puolella olevalle paalle, jolloin yksikoista voidaan muodostaa
suurempia DNA-verkostoja [10].

laskostumisperiaatetta esitelladn tarkemmin kuviossa 3a. Kuviossa 3b esitetyisté
Rothemundin laskostetuista 2D-rakenteista mieleenpainuvin on luultavammin keski-
rivin hymi6 [3]. Lopulliset rakenteet olivat halkaisijoiltaan noin 100 nm ja jokaisen
juosteen laskostamiseen kaytettiin noin kahtasataa erilaista, synteettista oligonukleo-
tidia [3]. Kutakin pitkédé juostetta sitovaa oligonukleotidia voidaan ajatella 6 nm:n
suuruisena pikselind, joista voidaan rakentaa mika tahansa haluttu kuvio [3]. Myos
DNA-origameista on mahdollista muodostaa Seemanin rakenteiden kaltaisia verkos-
toja lisaamalld tahmeita paitd — pariutumattomia sekvensseja — kunkin juosteen
alkuun ja loppuun [14, 15]. Nelionmuotoisista tasomaisista DNA-origami -laatoista
(eng. tiles) voidaan niitd yhdistelemalla rakentaa huomattavasti alkuperéisia yksi-
koitd suurempia kaksiulotteisia pintoja, joita voidaan soveltaa esimerkiksi erilaisten

reaktioiden tapahtuma-alustana [16-18].

Ennen Rothemundin tutkimusta oli julkaistu myos toinen DNA-origami -menetel-
méa muistuttava, samaa ideologiaa hyodyntava rakenne. Vuonna 2004 William M.
Shih et al. raportoivat DNA-origami -menetelméd vastaavan idean 1669 nukleotidia

pitkdn DNA-juosteen sitomisesta viidella oligonukleotidilla DN A:sta muodostetuksi
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Kuvio 3. DNA-origamien rakenne Rothemundin tutkimuksesta [3]. a) DNA-
origamit koostuvat yhdesta pitkdsta DNA-juosteesta (musta juoste) ja lukuisista
oligonukleotidesta (vérilliset juosteet), jotka sitovat pitkén juosteen haluttuun
muotoon eméspariutumisen sdantoja noudattaen. b) Esimerkkejd Rothemundin
toteuttamista DNA-origameista. Ylimmissé kuvissa esitelladn pitkien juosteiden
suunnitellut reitit. Toiseksi ylimpiin kuviin on lisétty oligonukleotidien vaikutus
pitkien juosteiden rakenteeseen. Punainen vari kuvaa nukleotidien indekseista en-
simmaista ja violetti viimeista. Viimeisilla riveilld on atomivoimamikroskooppilla
(AFM) otettuja kuvia toteutetuista rakenteista. Nelion AFM-kuvassa esiintyvét
hakasulkeet kuvaavat venyméattoman ja tiimalasin muotoon venyneen rakenteen
kokoeroja. Hymion ja kolmion AFM-kuvan mittakaava on 100 nm.

oktaedriksi [19]. Muodostetun juosterakenteen reunat oli yhdistetty kuuden Seemanin
haarautuneen oligonukleotideista koostuvan rakenteen avulla lopulliseksi kolmiulot-
teiseksi oktaedriksi [19]. Oktaedria voidaan pitdé varhaisena, yksinkertaisena esias-
teena Rothemundin kaksiulotteisista DNA-origameista sekd myohemmin ilmestyvisté
kolmiulotteisista rakenteista.

DNA-origamien keksiminen mahdollisti monin kerroin monimutkaisempien ja
suurempien rakenteiden suunnittelun ja siten kompleksisuuden lisaédntymisen mah-
dollisten rakenteiden toteutuksessa. Kolme vuotta Rothemundin alkuperéisen artik-
kelin ilmestymisen jalkeen kaksiulotteisista, tasomaisista DNA-origameista saatiin
muodostettua yksinkertaisia, onttoja 3D-nanorakenteita [2]. N&ité rakenteita olivat
esimerkiksi tetraedri ja kuutio [20, 21]. Kuutio-rakenteen yksi seiné toimi kuin lukol-

linen laatikon kansi, jonka avautumista voitiin sdadella [21]. Tetraedrin rakennetta
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esitelladn kuviossa 4a. Samana vuonna my6s Shih et al. onnistuivat rakentamaan hu-
najakennoiksi kutsuttuja umpinaisia, kolmiulotteisia nanorakenteita hyodyntamall&
kehittdmaansia caDNAno-tietokoneohjelmaa [22, 23]. Ohjelman kehittdminen yksin-
kertaisti huomattavasti DNA-origamien ja niiden oligonukleotidien emésjarjestyksen
suunnitteluprosessia seké helpotti erilaisten rakenneominaisuuksien, kuten tahmeiden
péiden ja stabiilien haarautumien suunnittelua [12]. My6s muita vastaavia DNA-
origamien suunnittelualustoja on kehitetty, joista caDNAnoa vastaava 2D-origamien

suunnitteluun aikaisemmin kéytetty alusta on nimeltdédn SARSE [24].

a) 50nm

e (5 TG (T @
oy 3 " *

3D
malli

Kuvio 4. Kolmiulotteisia DNA-origameja. a) Ontto, kolmiulotteinen DNA-
origami -tetraedri [20]. Lapaisyelektronimikroskoopilla (eng. Transmission Elect-
ron Microscope, TEM) otettujen kuvien mittakaava on 50 nm. b) Kaareva,
ratasta muistuttava kolmiulotteinen DNA-origami -rakenne [25]. TEM-kuvien
mittakaava on 20 nm. ¢) DNA-origami -tiilien toimintaperiaate [26]. Ylimmaélla
rivilla esitellidn malli DNA-juosteiden sitoutumisesta erilaisissa tiilissd. Kes-
kimmaiselld rivilla sama malli LEGO:jen avulla havainnollistettuna. 3D-malli
esitteleee lopullisten kolmiulotteisten rakenteiden koontimahdollisuuksia.

Suunnittelualustoja seurasivat DNA-origamien kaarevuuden mahdollistava me-
netelmé, joka perustuu nukleotidien lisidmiseen tai poistamiseen pitkaé juostetta
ohjaavien oligonukleotidien emaésjarjestyksesté [25]. Kuviossa 4b esitellaan kaareva,
ratasta muistuttava DNA-origami. Myo6s kolmiulotteisia DNA-origameja voidaan
yhdistda tahmeiden péaiden avulla. Kuten kuviosta 4c nahddéan, DNA-origami- tii-
liksi (eng. bricks) kutsutut rakenneyksikét voivat toisiinsa sitoutumalla muodostaa
itseddn suurempia kolmiulotteisia superrakenteita [26]. Vuonna 2013 Yan et al. ke-

hittiviat uudenlaisen ldhestymistavan vastaavanlaisten DNA-origami -verkostojen
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luomiseen, jossa ristikkomainen juoste voidaan stabiloida nelikatisilla haarautuneilla
oligonukleotideilla (eng. four-arm junctions) [27]. Samaa strategiaa on sovellettu
myo6s asymmetristen rakenteiden muodostamiseen, jossa kaytetdan useampihaaraisia
olignukleotideja rakenteiden monimuotoisuuden lisddmiseksi [28, 29]. Nykypaivina
2D- ja 3D-origamien suunnitteluprosessi on taysin automatisoitu algoritmeilla kuten
DAEDALUS ja vHelix [30-32].

Rothemundin tutkimuksen ilmestymisen jélkeen DNA-nanoteknologian kehitys
on ollut nopeaa. Tamé on osoitus siita, ettd DNA-nanoteknologia ndhdaan potenti-
aalisena alana mahdollistamaan tulevaisuuden teknologisia kehitysaskeleita [2]. Myos
RNA-nanoteknologia kehittyy DNA-nanoteknologian mukana, mutta téssa tutkiel-
massa keskitytadn kasittelemaén lahinna DNA-origamien sovelluksia. DNA-origamien

sovelluksia kéasitellddn tarkemmin luvussa 3.

2.2 DNA-origamien ominaisuudet

DNA-origamien monipuoliset ominaisuudet juontavat juurensa mikromaailmassa
esiintyvistd voimista ja vuorovaikutuksista. DNA-nanoteknologia perustuu kool-
taan 1 — 100 nm olevien rakenteiden muodostamiseen [5]. Néissa kokoluokissa mak-
romaailmassa vallitsevat vuorovaikutukset ja voimat, kuten Newtonin liikelait ja
gravitaatio, jadvat merkityksettomiksi. Sen sijaan nanotasolla vallitsevat ldhinna
sihkomagneettiset vuorovaikutukset ja kvanttimekaaniset-ilmiot. Nanokokoisen ma-
terian elektroniset, kemialliset, optiset tai fyysiset ominaisuudet voivat muuttua
koon tai muodon vaikutuksesta, silla kaikki perustuu atomien ja molekyylien vélisiin
vuorovaikutuksiin seké niiden tavoittelemiin termodynaamisiin energian minimeihin.
Nanotasolla rakenteiden pinta-ala suhteessa kappaleen tilavuuteen kasvaa huomatta-
vasti. Mitd enemmaén pinta-alaa rakenteella on, sitd enemmén sithen on mahdollista
liittad erilaisia atomeja tai molekyyleja ja sitd suurempi on rakenteen funktionaali-
nen tiheys tilavuuteen nahden. Pinta-tilavuus suhteesta johtuen myo6s tehotiheys ja
operointitaajuus kasvavat rakenteiden koon pienentyessa.

DNA-molekyylien rakenne ja niitd stabilisoivat vuorovaikutukset ovat nykypaiva-
né erittain hyvin tunnettuja. DNA on kaksoiskierteené esiintyvé biopolymeeri, jonka
rakenne perustuu Watson—Crick-eméspariutumiseen eli emésten véliseen vetysitoutu-
miseen. Vetysidosten lisiksi DNA:n rakennetta stabiloivat pédéasiassa aromaattisten
renkaiden valilla esiintyvét m-m-vuorovaikutukset sekd DNA:n eri osien valilla il-

menevéat hydrofobiset ja -fiiliset vuorovaikutukset. DNA on materiaalina tarkka ja
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ennustettava. Siihen voidaan liittda myos lukuisia erilaisia atomeja ja molekyylejé
eli ligandeja kovalenttisten sidosten ja heikkojen vuorovaikutusten avulla. Kova-
lenttisten sidosten lisdksi ligandeja voidaan liittad DNA-juosteisiin interkalaation,
enkapsulaation, biotiini-avidiini-, DNA-proteiini- sekd aptameereihin perustuvien
vuorovaikutusten avulla [5]. Elektrostaattisilla vuorovaikutuksilla DNA-juosteisiin
on mahdollista liittad myo6s metallisia nanorakenteita [33]. Erityisesti, DNA:han on
mahdollista liittda erilaisia fluoresoivia vériaineita, jotka mahdollistavat naiden nano-
kokoisten rakenteiden ja materiaalien seka niiden toimintojen seuraamisen erilaisilla

kuvantamismenetelmilla [12].

DNA on materiaalina erittdin monikayttoinen sen monipuolisen muokattavuuden
ansiosta. Rakenteiden funktionalisoiminen erilaisilla ligandeilla ja superrakenteiden
muodostaminen tahmeiden péaiden avulla mahdollistaa esimerkiksi luonnossa soluta-
solla esiintyvan kinematiikan ja dynaamisten toimintojen suorittamisen. Ladketiede
perustuu vahvasti nanotasolla toimivien molekyylien vélisiin vuorovaikutuksiin ja
viestintdan. Erityisesti lddketieteen nakokulmasta katsottuna DNA-origameilta voi-
daan odottaa uusia ratkaisuja alan keskeisimpiin ongelmiin ja haasteisiin. Koska
DNA on elavien olentojen soluissa luonnostaan esiintyvd molekyyli, sen voidaan
olettaa soveltuvan hyvin laaketieteellisiin tarkoituksiin epétoksisena ja biohajoa-
vana molekyylind [34]. DNA-rakenne on mahdollista funktionalisoida esimerkiksi
kohdistamaan toimintansa tiettyyn kudokseen tai solun osaan kiinnittamall& siihen
reseptoreiden sitomia ligandeja. Rakenteiden kohdistamiseen tutustutaan tarkemmin
luvussa 3. Koska DNA on kaikkialla elollisessa luonnossa esiintyvé molekyyli, sen voi-
daan uskoa tuovan ratkaisukeinoja moniin epaorgaanisten ja orgaanisten laakkeiden
kuljettimien tuomiin sytotoksisuuden ongelmiin, joita kéasitelladn tarkemmin alalu-
vussa 3.1. DNA-origamit ovat osoittaneet suurta potentiaalia dlykkéiksi ladkkeiden
kuljettajiksi, joita késitellaan tarkemmin alaluvussa 3.2. Ladkkeiden kuljettamisen

biologisiin ja teknisiin haasteisiin tutustutaan tarkemmin luvussa 4.

Rakenteiden funktionalisoiminen ligandeilla tuo DNA-origameille lukuisia kéyt-
tomahdollisuuksia esimerkiksi erilaisina rakennus- tai reaktioalustoina, dynaamisi-
na nanopartikkeleina tai muita molekyyleja kuljettavina ja stabiloivina rakenteina
[2]. DNA-origamit toimivat kéyttéjakohtaisesti ohjelmoitavina tytkaluina, joilla
on mahdollista vaikuttaa nanotason tapahtumiin ja reaktioihin. Naita tapahtumia
on mahdollista seurata erilaisilla kuvantamismenetelmilld ja ndin varmistaa toivo-

tun funktion onnistuminen. Oligonukleotidimenetelméan verrattuna DNA-origameja
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voidaan suunnitella tdysin automatisoidusti erilaisilla tietokoneohjelmilla. DNA-
rakenteiden synteesi origami-menetelmallé lisdd valmiiden rakenteiden houkuttelevia
ominaisuuksia muodon, jouston, koon ja moduuleista koostuvien kinemaattisten
rakenteiden ominaisuuksien tarkalla hallinnalla. Kaikki ndméa monipuoliset ominai-
suudet ja kayttotavat antavat DNA-origameille etuja muihin vastaaviin alhaalta-ylos
-lahestymistapoihin verrattuna. DNA-origamien vahvuus on etenkin niiden monipuo-

lisessa muokattavuudessa ja ladketieteen kannalta niiden biologisessa alkuperassa.
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3 Laakkeiden kohdistaminen

Vaikka pienimolekyyliset ldakeaineet omaavat terapeutillisia ja laakinnallisia omi-
naisuuksia, ne voivat monissa tapauksissa aiheuttaa epéatoivottuja sivuvaikutuksia
seké solujen sytotoksisuutta [5]. Sivuvaikutuksia késitellddn tarkemmin alaluvussa
3.1. Lisaksi alaluvussa esitellaan nykyisten kuljettimien luonnetta seké méaritelladn
ideaalisen kuljettimen tdrkeimmat ominaisuudet ja verrataan naitd DNA-origami
-menetelmén vahvuuksiin. Myos ladkeaineiden huono vesiliukoisuus voi usein toimia
toivotun farmakologisen vasteen esteené [35]. Kehittyneempien proteiineja ja nukleii-
nihappoja hyodyntavien ladkkeiden korkea hinta seka huono biologisten esteiden
lapaisykyky tuovat lisihaasteita naiden hoitokeinojen laajamittaiselle kayttoono-
tolle [5]. Tésta syysta on tarkedd kehittdéd aktiivisia, kohdistettuja systeemejé ja
menetelmié ladkeaineiden kuljettamiseksi vaikutusalueellensa. Naita systeemeja ja
niiden ideologiaa kasitellaén tarkemmin alaluvussa 3.2. Lisdaksi alaluvussa tutustu-
taan ldakeaineiden kontrolloituun vapauttamiseen kuljettimista seké synergeettisiin
kuljetustekniikoihin. Néilla viitataan monista ldakeaineista koostuviin systeemeihin,

joiden vapautuminen perustuu loogisiin laskutoimituksiin.

3.1 Kuljettimet

Laakkeiden tehokkuutta parannetaan erilaisilla ladkkeisiin sitoutuneilla kuljettimilla.
Kuljettimet kykenevét parantamaan ladkkeiden ominaisuuksia vaikuttamalla niiden
ladkitsemistehokkuuteen. Osa nykyisistd kuljettimista aiheuttaa hyvien ominaisuuk-
sien lisdksi epatoivottuja sivuvaikutuksia. Paljaiden ladkeaineiden kuljettaminen
ja kohdistaminen kehossa on hoitojen tehokkuuden ja sivuvaikutusten esiintymi-
sen kannalta edelleen haastavaa. Pahimmissa tapauksissa paljaat ladkeaineet voivat
kohdistamattomina aiheuttaa solujen sytotoksisuutta, joka voi lopulta johtaa oh-
jelmoituun solukuolemaan eli apoptoosiin tai sattumanvaraiseen solukuolemaan eli
nekroosiin. Ladkeaineiden tehokkuutta verottavat myos niiden huonot liukoisuuso-
minaisuudet, kestamattomyys kemiallista ja entsymaattista hajotusta vastaan seka

vaikeudet biologisten esteiden lédpéisemisessé [12]. Naiden esteiden ylittdmiseksi on
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kehitetty erilaisia ladkkeiden kuljetusjarjestelmia, jotka kayttavat hyvakseen synteet-
tisid tai luonnollisia, biologiaa jaljittelevid kuljettimia fysiokemiallisten rajoitteiden
sivuuttamiseksi [36, 37]. Luonnollisista kuljetusjarjestelmista hyvéiné esimerkkiné
toimivat viruksia ja punaisia verisoluja jaljittelevéit kuljettimet [38]. Synteettisiin kul-
jetusjarjestelmiin taas kuuluvat esimerkiksi liposomeja tai polymeerisia partikkeleita
hyodyntavat kuljettimet [39, 40].

Synteettiset, keinotekoisia nanomateriaaleja hyodyntévit kuljettimet voidaan ja-
kaa kahteen luokkaan: orgaanisiin ja epdorgaanisiin kuljettimiin [5]. Etenkin orgaani-
sia kuljettimia on tutkittu ja kehitetty paljon. Useita niistd on kaupallisesti saatavilla
kaytettavaksi laboratorioissa tai otettu kayttoon ja hyvaksytty kliinisiin kokeisiin
Yhdysvaltojen elintarvikehallinnon (Food and Drug Administration, FDA) toimesta
[41, 42]. Orgaanisten kuljettimien on todettu pidentévan lddkkeiden puoliintumisai-
kaa in vivo, lisddvan niiden vesiliukoisuutta ja parantavan niiden tunkeutumiskykya
solujen siséén [5]. Termilla in vivo viitataan eldvissa organismeissa, solujen sisélla
suoritettuihin tutkimuksiin. In wvitro taas viittaa solujen ulkopuolella koeputkessa tai
lasimaljalla tehtyihin kokeisiin. Useat orgaaniset kuljettimet ovat luonnostaan syto-
toksisia niiden karakterististen piirteiden kuten kationisten pintavarausten vuoksi
[43]. Orgaanisia kuljettimia on vaikea koota hierarkisesti suuremmiksi rakenteiksi
niiden osien heterogeenisyyden takia. Lisaksi ladkemolekyylit lisdtaan kuljettimiin
usein epéaspesifisesti heikentéden niiden tehokkuutta fysiologisissa olosuhteissa kuten

veren seerumissa [44].

Myo6s epéorgaanisista kuljettimista on monia laajasti tutkittuja esimerkkeja, kuten
kultananopartikkelit, mesohuokoiset (eng. mesoporous) piidioksidi-nanopartikkelit ja
hiilinanomateriaalit, kuten hiilinanoputket ja grafeeni-levyt [45-47]. Epéorgaanisten
kuljettimien yleinen vahvuus on niiden geometrian tarkassa kontrolloinnissa, sill&
esimerkiksi partikkelin koko voi vaikuttaa solukalvon lapéisemiskykyyn [48]. Joitakin
epaorgaanisia kuljettimia kdytetdan apuna myos kuvantamisessa, mika mahdollistaa
ldékeaineiden samanaikaisen seurantaominaisuuden kuljettamisen ohella [49-51]. Jot-
kin epaorgaanisissa materiaaleissa kaytetyisté alkuaineista ovat kuitenkin myrkyllisié,
miké nostattaa huolta kuljettimien turvallisuudesta [52, 53]. Lisdksi epdorgaanisten
materiaalien hajottaminen kehossa on usein vaikeaa, minka vuoksi néista materiaa-
leista valmistettujen kuljettimien keraéntyminen tiettyihin sisdelimiin voi aiheuttaa
uusia ongelmia [54].

Vaikka monenlaisia kuljetusjérjestelmia onkin jo olemassa, ideaalisen kuljettimen
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kehittdminen on edelleen tarkeé ladketieteellinen paaméara. Ideaalisen kuljettimen
tulisi kyeté sailyttaméaan kuljettamansa molekyylin ladkitsemistehokkuus ja suojaa-
maan sita kemialliselta sekéd entsymaattiselta hajotukselta. Kuljettimen tulisi voida
muuttaa tai peittaé ladkeaineen epatoivottuja ominaisuuksia ja sen kaytosta johtuvia
sivuvaikutuksia. Naitd ominaisuuksia voivat olla esimerkiksi ladkeaineen toksisuus,
immunologisen vasteen aiheuttaminen tai liukoisuuskyky [5]. Ladkeaineet kohtaavat
kehossa lukuisia esteitd ennen ja jalkeen kohderakenteeseensa tai vaikutusalueellen-
sa paasya. Ideaalisen kuljettimen tulisi mahdollistaa ladkeaineen kuljetus elévissa
elidissa esiintyvien biologisten esteiden, kuten epiteeli- ja endoteelikudosten seka
solukalvojen lapi. Ideaalisen kuljettimen tulisi myos sisdltaéd synergeettisen terapian
mahdollisuus eli keinot monen laakeaineen samanaikaiseen kuljetukseen. Lisdksi
ideaalisen kuljettimen tulisi sisaltda dlykkaan kuljetuksen tunnusmerkkeja, kuten
laakkeen kohdistettu ja kontrolloitu vapautuminen, ladkeaineen ja sen toimintojen
sekd tehokkuuden reaaliaikainen seuranta [5]. Lédkkeiden dlykésta kohdistamista

kasitelladn tarkemmin alaluvussa 3.2.

DNA-molekyylit ovat selkdrankansa fosfaattien vuoksi negatiivisesti varautunei-
ta samoin kuin solujen fosfolipideistd muodostuvat solukalvot. Néiden varausten
vuoksi solukalvot ovat taysin lapédiseméttomida DNA-juosteille. Nukleiinihappojen
kuljettamiseksi soluihin molekyylien varaukset tulee kumota joillakin positiivisesti
varautuneilla molekyyleilla, kuten kationisilla polymeereilla. Mikkild et al. paallysti-
viat DNA-origameja viruksen kapsidin proteiineilla, joiden positiivisesti varautuneet
N-terminaalit (aminohapon aminoryhmé) neutralisoivat origamirakenteiden negatii-
visen varauksen ja tehostivat rakenteiden kulkeutumista soluihin [55]. On kuitenkin
huomattu, ettd jotkin rakenteelliset DNA-nanopartikkelit kykenevéat lapaiseméaan
solukalvon vaikeuksitta, toisin kuin lineaariset vastineensa [56]. Esimerkiksi Mao et
al. onnistuivat kuljettamaan foolihapolla paéllystettyja DNA-nanoputkia kohdeso-
luihinsa [34]. Samankaltaisia tuloksia on saatu myos tetraedrin muotoisilla DNA-
nanorakenteilla ilman mink&énlaisten ligandien tai muiden molekyylien apua [57,
58]. Namaé ja vastaavat tutkimustulokset antavat ymmartaa, ettd tietyn geometrian
omaavat puhtaat DNA-nanopartikkelit kykenevéit tunkeutumaan solujen sisédan ilman

varausta neutralisoivia apumolekyyleja.

Rakenteiden koon ja muodon tiedetaén vaikuttavan solujen sisdanottoreitteihin
[48, 59-61]. DN A-rakenteiden kdyttdmista solun sisddnottoreiteista ei ole vield tay-

dellistd varmuutta, silld niiden mekanismit eivéit ole viela téysin tunnettuja [12].
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Solun sisaanottoreitit voidaan jakaa endosytoottisiin reitteihin ja ei-endosytoottisiin
reitteihin, joista ensimmaéiseen ryhméan kuuluvat mm. fagosytoosi, makropinosytoo-
si, lipidilautta-, klatriini- ja kaveoli-avusteiset endosytoosireitit [62]. Eraat tulokset
viittasivat tetraedristen DNA-nanorakenteiden tunkeutuvan soluihin kaveolien ja
mikrotubulusten avustamien endosytoosireittien kautta [63]. DNA-nanonauhojen
sisdanottoreittejé inhibiittorien avulla tutkinut ryhma taas ilmoitti rakenteiden
kayttavan 1dhinna klatriini- ja lipidilautta-avusteisia endosytoosireitteja [64].

Jo mainittujen kuljetusominaisuuksien liséksi DNA-origamien on todettu olevan
huomattavasti stabiilimpia fysiologisissa olosuhteissa sekéa hajotettujen solujen ly-
saatissa kuin natiivit, lineaariset DNA-juosteet [65, 66]. Esimerkiksi DNA-tetraedrit
sailyivat suurimmaksi osaksi kokonaisina vield 48 tuntia soluunoton jilkeen [57,
58]. Toisessa tutkimuksessa, Shen et al. osoittivat DNA-origamien selvidvan solu-
jen lysosomeissa 60 tuntia [67]. Tutkimuksissa on my6s todettu DNA-origamien
biologinen sopivuus lukuisissa solunsiséisissa in vivo sovelluksissa loytamatté viit-
teitéd rakenteiden toksisuudesta [34]. Biologisen alkuperénsé vuoksi DNA-origamit
voidaan hajottaa soluissa. Ne ovat siis luonnostaan biohajoavia rakenteita, eivatka
siten tuota epatoivottuja sivuvaikutuksia kerdantymélla soluihin ja elimiin. Tietyn
koon ja muodon omaavien rakenteiden on myos todettu herdttavin jonkinasteisen
immuunipuolustuksen vasteen, jota voidaan mahdollisesti hyédyntaa hoitokeinona
monenlaisia sairauksia vastaan [68].

DNA-origameista on mahdollista muodostaa lukuisia erilaisia rakenteita, joiden
muotoa, kokoa ja pinnan kemiaa voidaan sdadelld. Rakenteiden tarkka hallinta mah-
dollistaa niiden optimoinnin ideaalisten kuljetusrakenteiden 16ytémiseksi. Toisin kuin
orgaanisten ja epédorgaanisten kuljettimien kanssa, DNA-origameihin on mahdollista
lisdta lukuisia ldakemolekyylejéa tarkasti maariteltyihin kohtiin. Toinen tapa hy6dyn-
tdd DNA-nanorakenteita lddkkeiden kuljetuksessa on valmistaa DNA:sta onttoja
séilicitd, joissa ladkemolekyylejé voidaan kuljettaa. Samoin kuin virukset kuljettavat
geneettista materiaaliansa proteiinista valmistettujen kapsidien sisalla tata kulje-
tustekniikkaa voitaisiin imitoida ladkkeiden kuljettamiseksi DNA:sta valmistetuilla

ontoilla rakenteilla. Vastaavia kuljetusjarjestelmia esitelldan lisaa alaluvussa 3.2.2.
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3.2 Alykiis kohdistaminen

Yksi laaketieteen suurimmista haasteista on lddkeaineiden tehokas kuljetus haluttuun
kohdekudokseen. Epédonnistuneen kohdistuksen tai kohdistamattomien ladkeaineiden
kerdytyminen terveisiin soluihin tai muihin epatoivottuihin elimiin ja kudoksiin
voi aiheuttaa voimakkaiden ldakeaineiden tapauksissa vakavia sivuvaikutuksia ja
tuhoja. Ladkkeiden kohdistamisen paatavoite on saada aikaan mahdollisimman
tehokas ladkinnéllinen tulos mahdollisimman vahalla maéralla sivuvaikutuksia ja
solujen sytotoksisuutta. Tehokkaan kuljetuksen mittana voisi pitda kohdistamisen
epaonnistumisesta johtuvien sivuvaikutusten esiintymisvoimakkuutta.

Laakkeiden alykas kohdistaminen haluttuun kohdekudokseen voidaan jakaa pas-
siiviseen seké aktiiviseen kuljetukseen [5]. Passiivinen kuljetus keskittyy lahinna
syopakasvaimien kasvuympariston terveesta solukosta eroaviin ominaisuuksiin, joihin
tutustutaan tarkemmin alaluvussa 3.2.1. Aktiivinen kuljetus taas perustuu lahinné
kuljettimien funktionalisoimiseen erilaisilla reseptoreja vastaavilla ligandeilla seka
ladkeaineiden kontrolloituun vapauttamiseen ympériston antamien viestien mukaan.
Léaakkeiden vapautumisen tulisi riippua useammasta kuin yhdesta ympariston an-
tamasta signaalista, jotta luotettavia diagnooseihin kykenevia kuljettimia voidaan
valmistaa. Loogisiin laskutoimituksiin kykenevia alykkaita ladkkeiden kuljetusystee-

meja kasitelladn alaluvussa 3.2.2.

3.2.1 Passiivinen kuljetus

Laakkeiden passiivisella kuljetuksella viitataan yleensa syopakasvaimien EPR-ilmion
(eng. Enhanced Permeability and Retention -effect) hydodyntamiseen [69-72]. Ilmiosta
johtuen tietynkokoiset rakenteet, kuten liposomit, nanopartikkelit ja makromolekyy-
liset ladkeaineet keradntyvat joihinkin syopakudoksiin enemman kuin normaaliin,
terveeseen kudokseen [69-72]. Passiivinen kuljetus kiyttdéd hyvikseen syopdkudoksen
poikkeavaa kudosrakennetta. Kasvaimen kasvattamien verisuonistojen puutteelliset
ja viallisesti linjatut endoteelisolut ja imusuoniston puute, johtavat tietynkokois-
ten nanorakenteiden ja muiden molekyylien kerddantymiseen syopdkudokseen. Kos-
ka passiivinen kuljetus perustuu ldakemolekyylien koon ja muodon hallitsemiseen,
yhdistettyné nanoteknologian tyokalujen kanssa passiivisesta kuljetuksesta syntyi
syopéavastaisen hoidon kulmakivi [69, 71]. Kliiniset kokeet ovat kuitenkin osoitta-

neet, ettd passiivinen kuljetusmenetelmé on luultua tehottomampi muihin vapaisiin
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ladkkeen kuljetusjirjestelmiin verrattuna [69]. Passiivisen kuljetuksen tehokkuutta
verottavat kasvaimen kudosnesteen korkea paine (eng. Interstitial Fluid Pressure,
IFP), verisuoniston epasaannoéllinen jakautuminen ja kasvaimen sisdisen verenkierron
heikkous [69, 71]. Lisiksi EPR-ilmién on huomattu eroavan ihmisten ja eldinten
valilla tehdyissé kliinisissd kokeissa sekéd tehoavan vain osalle kasvaintyypeista [69].

Tasta johtuen EPR:4a tulisi hyodyntaad ainoastaan tapauskohtaisesti.

3.2.2 Aktiivinen kuljetus

Aktiiviset kuljetusjirjestelmét keskittyvat ladkeaineiden kohdistamiseen erilaisten
ligandien avulla, joita vastaava reseptori on kohdesolun sisalla tai sen ulkopuolella
solun solukalvolla [5]. Ligandeiksi valitaan sellaisten kohdereseptorien vastinmolekyy-
leja, joita esiintyy kohdesoluissa suurina méarina. Esimerkiksi foolihappoa vastaavat
reseptorit ovat yliedustettuina useiden kasvaimien solujen pinnalla, miké tekee niisté
hyvié kohderakenteita [73]. Ainutlaatuisten reseptorien suuri méadra kohdealueella
varmistaa kohdentumisen vain haluttuun kohderyhmaén terveiden solujen sijaan.
Mité tarkemmin ladkeaineet onnistutaan kohdistamaan sairaalle alueelle, sita pie-
nempia madria ladketta voidaan kayttad. Kohdistamatonta ladkettd joudutaan usein
kayttaméaan suurempia maarié, kuin olisi tarpeen. Tamé nostaa ladkkeiden hintoja
lisiten sivuvaikutuksien esiintyvyytta ladkeaineiden vaikuttaessa myos terveisiin solui-
hin. DNA-nanorakenteiden funktionalisoiminen erilaisilla ligandeilla on mahdollista
alaluvussa 2.2 kasiteltyjen ominaisuuksien valossa. Koska nanorakenteiden kokoa,
ligandien tarkkaa paikkaa, orientaatiota ja tiheyttd voidaan saddelld nanorakenteen
pinnalla, DNA:sta kehitettyjen kuljetusjarjestelmien ominaisuuksia on mahdollista
sdadella adarimmaisen tarkasti.

Alykkéiden kuljetusjarjestelmien tulisi reagoida ympéristonsi muutoksiin sen
lahettdmien signaalien mukaisesti. Hyvana esimerkkind ympariston aktivoimasta sys-
teemista toimii alaluvussa 2.1 mainittu kannellinen ontto kuutio- tai laatikkorakenne.
Rakenne reagoi ympéristoon lisattyjen aptameerien — tassa tapauksessa lyhyiden
DNA-juosteiden — kanssa avaamalla tai sulkemalla kantensa [21]. Laatikon toiminta-
mekanismi esitelldan kuviossa ba. Tutkimuksessa osoitettiin, ettd laatikkorakenne
voidaan ohjelmoida avautumaan myo6s kahden erilaisen ympariston signaalin vaiku-
tuksesta, jolloin laatikko toimii kuten AND-logiikkaportti. Laatikko voidaan lisdksi
ohjelmoida toimimaan OR-tyyppisesti asettamalla tietyilla aptameereilla avautuvat

lukot kahteen laatikon seindén. NOT-tyyppiset portit voidaan toteuttaa ohjelmoimal-
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Kuvio 5. Ympariston signaaleihin reagoivat ladkkeiden kuljetinmallit. a) Laa-
tikkorakenteen kansi avautuu, kun sen ymparistoon tuodaan lukkojuostetta
vastaavat avainjuosteet [21]. Lukkojuosteiden toinen puoli on toista lyhyempi.
Laatikon kansi avautuu, koska avainjuosteet ovat lukkojuosteen toisen puolen
kanssa yhté pitkid maksimoiden Watson—Crick-eméspariutumisen. b) Laatik-
komallin perusideaa vastaava DNA-origami -kapseli, joka avautuu ympériston
pH-arvojen noustessa eméksisemmiksi [74]. Kapseli sulkeutuu ymparistéon li-
sattyjen HT-ionien eli hapon vaikutuksesta. Aikaisempi laatikkorakenne ei ai-
nakaan sellaisenaan sovellu kdytontoon ldakeaineiden vuoto-ongelmien vuoksi.
DNA-kapselin seindt ovat a)-kohdan rakenteeseen verrattuna paksummat, jotta
ladkeaineet eivat padse vuotamaan ulos DNA:n raoista.

la laatikon kansi myo6s sulkeutumaan erilaisten aptameerien tai muiden ympaériston
signaalien vaikutuksesta [75]. Néilla kolmella logiikkaportilla on mahdollista muodos-
taa universaaliset NAND- ja NOR-portit, joilla voidaan toteuttaa monimutkaisiakin
loogisia laskutoimituksia. Kukin laatikon sivuista on siis mahdollista ohjelmoida
avautumaan tai pysymaén suljettuna monimutkaisten oligonukleotideilla tehtavien
laskutoimitusten perusteella. Nadméa ympariston signaaleina toimivat oligonukleotidit
voisivat olla esimerkiksi luonnollisesti solutasolla esiintyvia RNA- tai mikro-RNA
-juosteita [21]. Synergeettiselld kuljetuksella viitataan monen ldékeaineen samanaikai-
seen kuljetukseen. Ohjelmoimalla monilokeroinen rakenne laatikkomallia vastaavalla

lukkomenetelmaélla, monia ladkeaineita voitaisiin ohjelmoida vapautumaan monimut-
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kaisten loogisten laskutoimitusten seurauksena. Laatikkomallinen kuljetusjérjestelmé,
jonka toimintaperiaate esitellaan kuviossa 6, on yksinkertainen malli tulevaisuudessa
kehitettévista keinotekoisista immuunipuolustusjéarjestelmista. Nama logiikkaport-
tien avulla toimivat jarjestelmat voisivat lopulta kyeté jopa itsendisten diagnoosien

tekoon.

-

& -

NOT

Kuvio 6. Yksinkertainen malli loogisiin laskutoimituksiin ja itsenéisiin diagnoo-
seihin kykenevéasta synteettisen immuunipuolustusjirjestelmén rakenneyksikosta
[7]. Monilokeroisen rakenteen seindt on suunniteltu avautumaan erilaisten ym-
périston signaalien vaikutuksesta. Rakenteen vasemmanpuoleisin kansi avautuu
ympyran muotoisten signaalien ldheisyydessa. Keskimmainen lokero avautuu
ainoastaan, kun molemmat laatikon kannessa esiintyvista signaaleista ovat lésna.
Lokero pysyy suljettuna siinékin tapauksessa, etta vain toista kannen signaaleista
on lahettyvilldi AND-portille tyypilliseen tapaan. Oikeanpuoleisin lddke vapautuu
rakenteesta vain siinéd tapauksessa, ettd kolmion muotoista signaalia ei havaita
toisen signaalin kuitenkin esiintyessa rakenteen ymparistossa.

Laatikkomallin jalkeen on kehitetty muita samaa ideologiaa hyodyntavia kulje-
tusjarjestelmia. Eras ndistd on ympariston pH:n muutoksiin reagoiva DNA-origami
-kapseli, joka esitellddn kuviossa 5b [74]. Kapselin sisilla olevaan onkaloon voi-
daan kiinnittad erilaisia lastimolekyyleja [74]. Téllaista systeemid voitaisiin kdyttaa
esimerkiksi pH-muutosten kartoittamiseen solun siséllé [76]. Pinsetti-mallisen DNA-
rakenteen raportoitiin kykenevan reversiibelisti sitomaan ja vapauttamaan lastira-
kenteensa ja niin sddteleméédn kyseisen entsyymin aktivaatiota [77]. Lisdksi on muo-

dostettu monisensorisia DNA-nanorakenteita sekéa laatikkomallia ja pH-rakennetta
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muistuttava DNA-nanorobotti, joilla voidaan suorittaa loogisia laskutoimituksia
alykéasta diagnosointia varten [78, 79].

Laakkeiden vapautumista kuljetinrakenteistaan tulisi ajatella myos kineettisesta
nakokulmasta. Laakkeiden vapautumisen kuljetinrakenteistaan tulisi tapahtua tasai-
sesti ja ladkitsemismadrien pysyéd vakaina hoidon alusta loppuun. Antrasykliinit ovat
joukko syopéahoidoissa kaytettyja antibiootteja, jotka kykenevéit interkaloitumaan
kaksijuosteiseen DNA:han ja siten estdméadn makromolekyylien biosynteesin soluissa
[2]. Yleisimpia antrasykliineistd ovat dauno- ja doksorubisiini, jotka interkaloituvat
DNA:han vihentdmalla molekyylin torsionaalista jannitysta [80-82]. Doksorubisii-
nin kuljettaminen syopésoluihin DNA-origameilla johti ladkkeen tehokkaampaan
keraantymiseen muuten ladkkeelle resistenssiin syopakudokseen ja terveiden solujen
vihenevéédn sytotoksisuuteen [83, 84]. Hogberg et al. osoittivat, ettd mukauttamalla
DNA-rakenteiden kiertymisominaisuuksia oli mahdollista sdddella DNA:n lastauska-
pasiteettia ja doksorubisiinin vapautumista nanorakenteista [85]. Vastaavanlaisten
systeemien kehittaminen tulee olemaan tarkead ladkeaineiden alykkaan kuljetuksen

ja kohdistamisen kannalta.
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4 DNA-origamien haasteet

Kuten tutkielman johdannossa todettiin, rakenteellinen DN A-nanoteknologia on alana
vield kehityksensé alkuvaiheilla. On tarkedd huomata, ettd DNA-origami -menetelméan
vahvuudet ja rajoitteet riippuvat usein sovelluksesta, johon menetelméa halutaan
kayttda. Tasta syysta DNA-origamien haasteita tulisi aina késitella sovelluskohtaisesti.
Haasteita analysoidaan téassd tutkielmassa ainoastaan ladkkeiden kohdistamisen
nakokulmasta DNA-origameilla.

Téassé luvussa tutustutaan DNA-origami -menetelmén kohtaamiin teknisiin ja
biologisiin haasteisiin. Tutkielman tarkoitus on selvittda, mitkd ovat suurimmat DNA-
origami -menetelméé hidastavat ongelmat ja kehityksen kohteet. Alaluku 4.1 keskittyy
menetelman kohtaamien teknisten haasteiden kasittelyyn. Teknisilld haasteilla tar-
koitetaan ldhinnd DNA-origamien valmistamistuksessa esiintyvia ja kayttoonottoa
hidastavia ongelmia, joiden ratkaisemiseen tutkimustyon tulisi keskittyd. Alaluvussa
4.2 taas tutustutaan DNA-origami -nanorakenteiden kohtaamiin biologisiin ongel-
miin. Biologiset vaikeudet keskittyvit lahinné kehon ja solujen puolustusmekanismien

synnyttamiin haasteisiin.

4.1 Tekniset haasteet

Paremman hallinnan ja toiminnallisuuden saavuttamiseksi tutkimustyon on tule-
vaisuudessa keskityttava ratkaisemaan joitakin alan keskeisempié ongelmia. Edis-
tyneempien DNA-nanorakenteiden ja -systeemien kehittdminen sovellusten kayt-
toonottotasolle vaatii etenkin teknisten ongelmien ratkaisuja. Teknisista haasteista
DNA-origamien kohdistamisen kehitykselle merkityksellisimmét ovat DNA:n kor-
kea hinta verrattuna muihin materiaaleihin, rakenteiden koon ja kompleksisuuden
lisdéminen seké vadrin laskostuvien rakenteiden méaéaran vahentdminen [2, 7).
Tahan mennessa kehitetyt DNA-origamit ovat osoittaneet itsejarjestiaytymisen
tehokkuuden suunniteltujen nanorakenteiden muodostamisessa. Alaluvussa 2.1 mai-
nittu M13mp13-bakteriofaagin genomi on DNA-origamien valmistuksessa yleisimmin

kaytetty taiteltava DNA-juoste. Sen avulla voidaan muodostaa massaltaan noin vii-
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den megadaltonin suuruisia origameja, missa yksi dalton vastaa suuruudeltaan yhta
atomimassayksikkoa [7]. Tyypilliset DNA-origamit ovat siis massaltaan noin kaksi
kertaa ribosomin massan suuruisia. Origamien kokoa tulisi kasvattaa niiden kuljetus-
kapasiteetin lisdidmiseksi. DNA-origamien massan kasvattaminen johtaa vaistamatté
myos rakenteiden kompleksisuuden kasvamiseen. Tama on joidenkin sovellusten kehi-
tykselle valttaméatonta. Luvun 3 lopussa mainittu keinotekoinen immuunipuolustus-
jarjestelmé on yksi esimerkki sovelluksesta, jonka kehittdminen vaatii DNA-origamien

koon ja rakenteiden kompleksisuuden kasvattamista.

Rakenteiden kompleksisuuden kasvattamiselle keskeisimmét haasteet liittyvat
etenkin synteettisten DNA-juosteiden korkeaan hintaan, pitkiin synteesiaikoihin ja
virheellisesti laskostuvien rakenteiden maédraan. Materiaalina kdytettavin DNA:n
korkea hinta verrattuna muihin vaihtoehtoihin estdd monia padsemésta késiksi DNA-
nanoteknologiaan. Kaupallisesti saatavilla olevat noin seitsemantuhannen eméaksen
pituisia DNA-juosteita taittelevat oligonukleotidit maksavat tyypillisesti useita satoja
dollareita [2, 4, 7]. Tamén lisdksi lisikuluja aiheutuu taiteltavan juosteen hankinnasta,
oligonukleotidien funktionalisoimisesta ja origamien puhdistusprosessista [2]. Talou-
dellisten synteesimenetelmien kehittaminen taiteltavan juosteen ja oligonukleotidien
valmistamiseksi on keskeistd DNA-origamien laajemman kayttoonoton ja kehityksen
aikaansaamiseksi. DNA-rakenteiden hintaa voitaisiin laskea esimerkiksi kehittamalla
ja tehostamalla DNA-mikrosiruihin (eng. DNA microarray) perustuvia synteesime-
netelmia [86, 87]. Synteesimenetelmien kehittdminen voisi johtaa massaltaan yhden
gigadaltonin kokoisten DN A-nanorakenteiden muodostamiseen noin tuhannen dol-
larin hinnalla [7]. Chao et al. ovat lisiksi kehittdneet RCA:han (eng. rolling circle
amplification, RCA) perustuvan menetelmdn DNA-nanorakenteiden valmistamiseksi
ja hinnan laskemiseksi [88]. Dietz et al. ja Fan et al. taas raportoivat menetelmésté,
jolla synteesiaikoja saadaan lyhennettya tunneista minuutteihin lahes taydellisella

saantoprosentilla [89, 90].

Talld hetkelld puhdasta DNA-origameja sisaltavaéd tuotetta valmistetaan gram-
moissa mitattavissa madrin [89, 91-93]. DNA-mikrosirutekniikkaan perustuvien syn-
teesimenetelmien kehittdminen suurempien saantojen valmistamiseksi on kuitenkin
haastavaa etenkin rakenteissa esiintyvien virheiden vuoksi [87]. Rakenteissa esiinty-
vid virheité voitaisiin minimoida optimoimalla rakenteiden suunnitteluprosessi ja
olosuhteet, joissa DNA-origameja kasataan [2]. Ndiden haasteiden ratkaisemiseksi on

jo kehitetty joitakin menetelmia. Shih et al. kehittivat esimerkiksi agaroosigeeliin pe-
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rustuvan DNA-origamien puhdistusmenetelmén [94]. Lisdksi DNA-nanorakenteiden
saantoa on onnistuttu parantamaan ultrasentrifugoinnin avulla [91]. Hinnan alen-
taminen ja juosteiden tehokas entsymaattinen amplifikaatio voisivat mahdollistaa
tuotteiden tuottamisen kilogrammojen mitoissa grammojen sijasta [7]. On my6s ehdo-
tettu, ettd DNA-origamien valmistaminen in vivo voisi ratkaista juosteiden tehokkaan
valmistamisen ongelman [2]. Voigt et al. onnistuivat jo valmistamaan yksinkertai-
sia DNA-tiilid eldvissd bakteereissa [95]. Dietz et al. taas tuottivat DNA-origamien
rakennusmateriaaleja bakteriofaagien avulla ja uskovat, ettd heiddn menetelmén-
sé avulla DNA-origameja olisi mahdollista tuottaa kilogrammoissa mitattavissa
méadrin vain 0,18 euron hintaan milligrammalta [96]. Toimiessaan menetelmé mah-
dollistaisi DNA:n hinnan alenemisen kahdella tai kolmella kertaluokalla nykyiseen

hintaluokkaan verrattuna [97].

Suurempia DNA-origameja voidaan teoriassa valmistaa joko kasvattamalla taitel-
tavan DNA-juosteen pituutta tai kayttamalla lukuisia uniikkeja DN A-sekvenssejé
suurempien rakenteiden kokoamiseksi yksittiisistd paloista. DNA-origamien valmis-
taminen on talla hetkella erittdin riippuvainen M13mp13-sekvenssisté, joka rajoittaa
rakenteiden kuljetuskapasiteettia ja niiden koon noin sataan nanometriin [2, 7]. On
kuitenkin epdtodennékoistd, ettd tdmé kyseinen sekvenssi on optimaalinen kaik-
kien mahdollisten DNA-origamien korkeatasoiselle laskostumiselle. Tésta syysté
tulisi kehittad vaihtoehtoisia, uniikkeja sekvensseja ja juostekirjastoja tiettyjen ge-
neerisen muotoisten rakenteiden optimaaliseen valmistukseen. Puolet tavanomaisen
DNA-origamin materiaalista on taiteltavaa pitkdéd juostetta ja toinen puoli lyhyita
oligonukleotideja. Tavanomaisten DNA-origamien suurentaminen yhden gigadaltonin
massaiseksi rakenteeksi vaatisi yli miljoonan emésparin pituisen taiteltavan juos-
teen [7]. Muutamien miljoonien nukleotidien pituiset DNA-juosteet lahenevit jo
suurempien bakteerien genomien pituutta. Escherichia coli:n genomi on esimerkiksi
pituudeltaan noin 4,6 miljoonaa nukleotidia pitké [98]. Nain pitkat DNA-juosteet ovat
mekaanisesti hauraita ja niiden valmistaminen synteettisesti on vaikeaa, jos ei taysin
mahdotonta [7]. Puond et al. raportoivat polymeraasiketjureaktioon (eng. polymera-
se chain reaction, PCR) perustuvan menetelmén taiteltavien juosteiden pituuden
kasvattamiseksi [99]. Juosteiden pituudet vaihtelivat sadan ja kymmenentuhannen
emasparin valilla. Muutamaa vuotta myohemmin Zhang et al. pidensivit taiteltavan
juosteen 26000:n eméspariin asymmetrisen, pitkaaikaisen PCR-menetelmén avul-

la [100]. Taiteltavan juosteen pituudet ovat kuitenkin naista tuloksista huolimatta
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kaukana miljoonista eméspareista.

Kuten luvussa 2 todettiin, yhdistamaélld tavanomaisia DNA-origameja hierarkises-
ti toisiinsa voidaan muodostaa suurempia superrakenteita [101-103]. Hyodyntamalla
DNA-superrakenteiden kuten DNA-laattojen ja -tiilien perusideaa, voidaan mahdol-
lisesti ratkaista DNA-origamien koon suurentamisen ongelma. Yksittaisten DNA-
origamien eli superlaattojen liittymakohtien suunnitteluprosessi tulee kuitenkin viel&
optimoida superrakenteiden saannon parantamiseksi [104-106]. Superrakenteiden
jarjestaytyneisyytta voidaan liséiksi vahvistaa superlaattojen valilld toimivien super-
juosteiden avulla, jotka pyrkivat avustamaan superlaattojen keskindisté jarjestayty-
mistd [107]. Hierarkisia superrakenteita hyodyntamalla on hiljaittain muodostettu
mikrometrien kokoisia kaksiulotteisia ja massaltaan gigadaltonin kokoisia kolmiulot-
teisia DNA-origameja [108-110]. Kaksi- ja kolmiulotteisia superrakenteita esitellaan
kuviossa 7. Vastaavan kaltaiset tutkimukset puhuvat menetelman soveltuvuuden

puolesta DNA-origamien koon suurentamiseksi.

Kuvio 7. Perinteisistd DNA-origameista koottuja superrakenteita. a) Erimuotoi-
sista DNA-origami -laatoista muodostettuja 2D-superrakenteita [17]. Laattojen
valiset superjuosteet yhdistavit origamit suuremmiksi rakenteiksi. Superraken-
teiden AFM-kuvien mittakaava on 100 nm. b) DNA-origami -superrakenteiden
avulla muodostettu kaksiulotteinen kuva Mona Lisa -maalauksesta [108]. AFM-
kuvien mittakaava on 200 nm. c) Ratasmaisista DNA-origameista koottuja put-
kimaisia 3D-superrakenteita [110]. Heliumionimikroskoopilla otettujen kuvien
mittakaava on 50 nm.

Suurempien nanorakenteiden rakentaminen tulee vaatimaan itsejarjestaytymisen
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kinetiikan syvéllistd ymmartédmisté ja tuntemista rakenteiden sisélla seka niiden valil-
14 [111-113]. Kompleksisten rakenteiden kinetiikan ymmaértdminen voi auttaa kehit-
tdmaan esimerkiksi tehokkaammin laskostuvia rakenteita. Laskostumisen kinetiikan
tutkimuksella viitataan esimerkiksi erilaisten oligonukleotidien sitoutumisjérjestyksen
ja nopeuden madrittamiseen. Itsejarjestaytyvyyden parissa tehtavaa tutkimustyoté
hidastaa kunnollisten analysointityokalujen puute, joilla voitaisiin tutkia védarin las-
kostuvien rakenteiden mééraa ja laatua [7]. Kompleksisissa rakenteissa tapahtuvien
pienten laskostumisvirheiden méaarittamiseksi tulisi kehittad virheitd suurentavia
testirakenteita, jotta vadrin laskostuvat rakenteet olisi helppo erottaa kuvantamis-
laitteilla [7]. Edelld mainittujen menetelmien kehittdminen tulee olemaan térkead
laskostumisvirheiden vihentdmiseksi kompleksisissa DN A-nanorakenteissa. Liséksi on
kehitettava ymmarrysta nanorakenteiden muodon hallitsemisesta kaikissa kolmessa
ulottuvuudessa. Rakenteiden ulkopuolelle jaavat peptidisilmukat voivat hienosaa-
tda immunoglobuliinien eli vasta-aineiden lopullista kolmiulotteista rakennetta [7].
Vastaavanlaisia ulkopuolisia voimia voitaisiin hodyntéda myos DNA-nanorakenteiden

hienosaadossa.

Kuten alaluvussa 2.2 todettiin, DNA-nanorakenteita voidaan funktionalisoida
lukuisilla erilaisilla ligandeilla. Koska DNA on kemiallisesti melko reaktiokyvytén mo-
lekyyli, tarvitaan yksinkertaisia ja tehokkaita menetelmia ligandien kiinnitamiseksi
DNA-origameihin [2]. DNA-nanorakenteiden tehokas funktionalisointi on haastavaa
etenkin silloin, kun molekyylien tarkka paikka ja orientaatio on rakenteiden toimin-
nan kannalta térkedd [7]. Nukleotideihin perustuva funktionalisointi luo ligandien
kiinnittdmiselle hyvit 1ahtokohdat [114]. Muita menetelmié kannattaa kuitenkin ke-
hittda ja tutkia nukleotidimenetelmén korkean hinnan ja muiden vaikeuksien vuoksi
[2, 7, 114]. Eri tyyppisten ligandien kiinnittdminen DNA-origameihin omaavat aina
omat haasteensa. Etenkin proteiiniladkkeiden kiinnittdminen DNA-rakenteisiin voi
aiheuttaa ladkkeen bioaktiivisuuden alenemisen tai kokonaisvaltaisen menettédmisen
[6, 7]. Tulevaisuudessa tulisi pyrkid kehittdméadn tehokkaita menetelmia kunkin li-
gandityypin tdsmalliseen kiinnittdmiseen DNA-nanorakenteisiin. Ligandit voidaan
esimerkiksi kiinnittad nanorakenteisiin useasta kohdasta tai proteiinien tapauksessa
molekyylien steerisiin jénnitteisiin tukeutuvilla kolmiulotteisilla onkaloilla (eng. 3D

cavity) [7].

DNA-nanorakenteiden teknisten haasteiden péaihittdmisessa auttaisi muiden alo-

jen mielenkiinnon herdttdminen niille hyodyllisia sovelluksia kohtaan. Litografisia
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pintoja olisi esimerkiksi mahdollista kédyttaa avuksi superrakenteiden osien jarjesta-
misessd [115-118)]. Litografisesti painettuja pintoja kaytetdén paljon puolijohteiden
teollisessa tuotannossa. Osoittamalla DNA-nanoteknologisten sovellusten soveltu-
minen teolliseen tuotantoon voidaan herattéa isojen teollisuusjattien huomio. Néin
saadaan kayttoon muiden alojen varallisuus seké resurssit teknologioiden kehitta-
mistd varten. Teknisten haasteiden ratkaiseminen on tarkeda ylipadtaén teknologian
laajemmalle kdayttoonotolle. Yksinkertaisempia ja automatisoituja DNA-origamien
suunnittelualustoja tulisi kehittda, jotta muut kuin tutkijat kykenisivat helposti

suunnittelemaan omiin kdyttotarkoituksiinsa sopivia DNA-origameja [2].

4.2 Biologiset haasteet

Solut ja niiden ymparisto muuttuvat kaiken aikaa kaukana termodynaamisesta
tasapainosta. DNA-nanoteknologian paamaéaéard on suunnitella systeemejé, jotka vas-
taavat ja kykenevit haastamaan soluissa tavattavan aktiivisen itsejarjestaytymisen
tehokkuuden. Tallad hetkelldi DNA:han perustuvat systeemit ovat kuitenkin vield
yksinkertaisia, epavakaita fysiologisissa olosuhteissa ja useita kertaluokkia hitaam-
pia kuin soluissa tavattavat vastineensa [7]. Erds vaihtoehto systeemien toiminnan
nopeuttamiseksi ja tehokkuuden parantamiseksi olisi tutkia muita energianlédhteité,
kuten ATP:n hydrolyysia tai fotonien absorptiota [7]. Erityisen suosittu kohde erilai-
sia energianldhteitd hyodyntéavastda DNA-origami -systeemisté on solun luonnollisia
moottoriproteiineja — myosiinia, kinesiinié ja dyneiinid — muistuttava DNA-kavelija
(eng. DNA walker). Kavelijan on osoitettu kykenevén itsenaisesti kivelemadn tiettyja
reitteja pitkin, kantamaan lasteja tai toimimaan rakenteita kokoavan liukuhihnan
tavoin [119, 120].

Laakkeiden tehokas annostelu on haastavaa etenkin tiettyjen kehossa kohdattavien
kudostyyppien ja kehon seka solujen puhdistusjarjestelmista johtuvien esteiden takia.
Ladkeaineita kuljettavien rakenteiden on ylitettava namé esteet paédstakseen tarpeek-
si ldhelle kohdettansa ladkkeen vapauttamista varten [121]. Ladkkeiden kuljettimien
tehokkuutta verottavat rakenteiden rajallinen kyky lapaista sydamen, verisuonien ja
imusuoniston sisapinnoilla oleva endoteelisolukerros, munuaisten filtraatio seké kehon
retikuloendoteliaalijarjestelmé eli immuunipuolustuksen solunsy6jat kuten makrofa-
git [121]. Nanokuljettimien tulee kyetd valttaméén makrofagien puhdistusyritykset
elimissé kuten maksassa ja pernassa seka lapaisemaén tehokkaasti kohdekudoksensa

endoteelisolukot. Vaikka muokkaamalla kuljettimien muotoa, kokoa ja pintaomi-
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naisuuksia on mahdollista lisiatd kuljettimien pysyvyytta verenkierrossa, tama ei
pelkéastadn riita kuljettimien tehokkaaseen kuljettamiseen endoteelikudoksen lavit-
se [121]. Optimaalisia rakenneominaisuuksia, joita kuljetusjarjestelmét vaatisivat
sdilyakseen verenkierrossa mahdollisimman pitkaan, ei myoskadn tunneta tarkasti
[7]. Rakenteiden koko vaikuttaa niiden kykyyn vélttda kehon immuunipuolustuksen
puhdistusyritykset. Myos munuaisten toiminnalle on tyypillistd, ettd ne suodattavat
verenkierrosta hitaammin suurempia hydrofiilisia molekyyleja [122]. Proteiineihin
perustuvia ladkeaineita voidaan suurentaa PEGylaation avulla, missé proteiinin pin-
taan muodostetaan hydrofiilisia polyetyleeniglykoleita (PEG) [122]. Shih ja Perrault
vahensiviat immuunipuolustuksen aktivaatiota kaksi suuruusluokkaa PEGyloimalla

DNA-origameja sisaltavien viruskapsidien pinnat [123].

DNA-nanorakenteiden endosytoosiin perustuvat solun sisdanottoreitit ovat edel-
leen melko huonosti tunnettuja ja ymmarrettyja. Vaikka DNA-origami -rakenteet
kykenevét tunkeutumaan soluihin, niiden sisadnottotehokkuutta ja stabiilisuutta fy-
siologisissa olosuhteissa tulee parantaa ennen kayttoa kaytannon sovelluksissa. Kuten
alaluvussa 3.1 mainittiin, nditd ominaisuuksia on pyritty parantamaan virusten inspi-
roimin menetelmin [55, 123]. Mikkild et al. onnistuivat lisdidméaan kapsidi-proteiineilla
padallystettyjen DNA-origamien sisddnottoa soluihin 13-kertaisesti verrattuna puhtai-
siin origameihin [55]. Shih ja Perrault taas onnistuivat suojaamaan DNA-origameja
nukleaasien hajotukselta ja nostamaan rakenteiden biosaatavuutta kertoimella 17
normaaleihin origameihin verrattuna [123]. Soluun tunkeutumiselle voivat aiheuttaa
lisdhaasteita myos lukuisat patologisten solujen ladakeaineita vastaan kehittdmat re-
sistenssikeinot [122]. DNA-rakenteet tarvitsevat liséksi tavan karata endosytoosin
aikana syntyvésta kalvorakkulasta, jota kutsutaan endosomiksi [62]. Endosomit ovat
topologisia vastineita solun ulkopuolen olosuhteille, eivitka siten salli solun sisdpuolen
kohteiden tavoittamista ilman rakkulan hajottamista. Endosomit kehittyvit myo-
hemmin endolysosomeiksi, missa olosuhteet muuttuvat happamiksi. Biomolekyylit
kuten proteiinit ja oligonukleotidit voivat inaktivoitua tai hajota lilan happamis-
sa olosuhteissa [122]. Solujen tumiin kohdistettujen ladkerakenteiden téytyy myos
lapaistd tumaa suojaava tumakotelo [122]. Liang et al. osoittivat, ettd merkitse-
mélla origamirakenteet tumaanohjaussignaaleilla (eng. nuclear localization signals,
NLS), rakenteiden onnistui paeta lysosomeilta ja lokalisoitua solun tumaan [63].
Myo6s doksorubisiinilla késitellyt DNA-origamit kykenivat vilttaméaén lysosomaalisen

happamoitumisen ja kulkeutumaan solun sisiisiin kohteisiin [83].
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Seurauksena DNA-origamien biologisesta sopivuudesta, mahdollisuuksia nii-
den tuottamiseksi solujen oman geneettisen koneiston avulla on tutkittu. DNA-
nanorakenteiden koodaaminen solujen sisalla poistaisi rakenteiden soluihin kuljetta-
misesta aiheutuvat haasteet. Kuten alaluvussa 3.1 todettiin, DN A-origami -rakenteet
osoittavat huomattavaa stabiiliutta solujen lysaatissa ja nukleaasientsyymien hajo-
tusta vastaan [65, 66, 124]. Biorakenteellista DNA-nanoteknologiaa rajoittaa siis
enemman kyky koota ja laskostaa nanorakenteita in vivo olosuhteissa kuin lopullisten
DNA-rakenteiden stabiilius [7]. On osoitettu, etta yksijuosteisia DNA-nanorakenteita
voidaan monistaa polymeraasientsyymien avulla in vitro ja in vivo [19, 125-127].
Lisatutkimuksia on kuitenkin tehtéva siita, voidaanko kompleksisia rakenteita laskos-
taa tehokkaasti solujen sisélla. RNA-nanoteknologia voi osoittautua tehokkaammaksi
tyokaluksi rakenteiden monistamisessa solujen sisalld, mutta aihetta ei késitella tassa

tutkielmassa sen enempaa.
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5 Paatanto

DNA-origamien on todettu tuovan joitakin ylivoimaisia etuja etenkin nukleiinihap-
poihin perustuvien ladkkeiden kuljettamisessa kehon kohdekudoksiin. Pieniin mole-
kyyleihin ja proteiineihin perustuvat tutkimukset ovat liséksi tuottaneet rohkaisevia
tuloksia, vaikka ne vaativatkin vield lisatutkimuksia seké rakenteiden optimointia.
DNA-nanoteknologian nuoruus tieteellisend alana vaatii vdistaméatta joidenkin DNA-
rakenteita koskevien ominaisuuksien ja vuorovaikutusten selvittamista. Lisatietoja
tarvitaan esimerkiksi DNA-nanorakenteiden kiyttamistd endosytoosireiteisté, solun-
sisaisen kuljetuksen tarkeimmistd mekanismeista, rakenteiden péaatepisteisté soluissa
seka rakenteiden farmakokineettisistda ominaisuuksista — kiertoajoista verenkierrossa,
levittymisesta kudoksiin, kehon aineenvaihdunnasta ja rakenteiden puhdistamisesta
kehosta. Geometristen ominaisuuksien, pintavarausten ja emasjarjestyksien opti-
mointi on térkedd menetelmien tehostamiseksi. Lisdtutkimuksia tarvitaan myos
rakenteiden ominaisuuksien vaikutuksesta makrofagien valttdmiseksi, endosomeilta
karkaamiseksi, solunsisaisten kohteiden saavuttamiseksi ja verenkierrosta nopeasti
puhdistettavien rakennekerdytymien estamiseksi. Kéytannolliset bioladketieteelliset
sovellukset vaativat lisdksi suuria tuotantomaééria kompleksisia, virheettomia raken-
teita lddkkeiden kliinisié kokeita varten. DNA-origamien laajempi kidyttoonotto vaatii
myo6s yksinkertaisempien valmistustapojen ja suunnitelualustojen kehitysta.
DNA-nanoteknologian kehitys voi johtaa joidenkin hylattyjen ladkevaihtoehto-
jen uudelleen harkitsemiseen DNA-origami -kuljettimien biosopivuuden ja muiden
kapsulointiominaisuuksien johdosta. DNA-origami -rakenteita ei kuitenkaan vield
ole hyvaksytty tutkittavaksi merkittaviin kliinisiin kokeisiin. Padasiassa siksi, etta
DNA-nanorakenteissa esiintyvian geneettisen materiaalin epatodennékoisesta, mut-
ta haitallisesta rekombinaation mahdollisuudesta genomin kanssa ei ole olemassa
riittavia tutkimuksia. Ottamalla huomioon ihmisen kehon ja sen toimintojen moni-
mutkaisuus, muilla eli6illa suoritetut tutkimukset voivat ainoastaan antaa viitteitéa
mahdollisista vaikutuksista ihmisen kehossa. Huomioiden DNA-nanoteknologian ny-
kyisen kehityksen taso, lisitutkimuksia on tehtava viela paljon. DNA-nanoteknologian

alalla tehtavien tutkimusten méaaran voidaan kuitenkin olettaa nousevan tiedon tar-
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kentuessa ja lisaantyessa, muiden alojen sovellusten kehittyessa seké niiden kysynnan
kasvaessa.

Téahén tutkielmaan ei ollut mahdollista sisallyttad kaikkia mainitsemisen ar-
voisia julkaisuja niiden suuren madran vuoksi. Aihetta on kuitenkin analysoitu
monipuolisesti alalle oleellisten julkaisujen avulla kirjoittajan parhaan kyvyn mu-
kaan. Téarkeimpiné tiedonlédhteind toimivat tieteenalan tuoreimmat, vertaisarvioidut
review-artikkelit vuosilta 2011-2017. Uusimmat tutkielmassa kaytetyt julkaisut ovat
tutkimusartikkeleita, jotka on julkaistu alalle keskeisissa tieteellisissa lehdissé. Nai-
den tutkimusten valossa voidaan todeta, etta alalta 16ytyy viela paljon potentiaalia
nykyisten rakenteiden tehostamiseksi. On my6s todennakoisté, etta alalta tullaan
loytdamaan edelleen uusia sovellus- ja kdyttomahdollisuuksia. Tulevaisuudessa kehitet-
taviltda DNA-nanorakenteilta odotetaan entistd dlykkaampid, ideaalisia kuljettimia
vastaavia menetelmia ldakkeiden kuljetusta varten seka entista parempaa ymmarrysta

nanotasolla tavattavien vuorovaikutusten ja ominaisuuksien saételyyn.
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