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Tiivistelmé/Abstract:

2000-luvun aikana on etsitty tapoja tuottaa ja muokata biomolekyylejd tehokkaasti kustannus- ja
ympdristoystavillisilld  tavoilla. Klik-kemia késittdd joukon orgaanisia reaktioita, jotka
selektiivisyytensd ansiosta eivdt vaadi myrkyllisid katalyyttejd tai liuottimia, ja tuottavat korkeita
saantoja. Yksi téllainen, jo nyt laajasti sovellettu reaktio on TEC (engl. Thiol-ene coupling). Kyseessd
on additioreaktio, jossa merkaptoradikaali reagoi alkeeniryhmén kanssa muodostaen tioeetterisidoksen.
Reaktio sietdd hyvin happea ja vettd, joten sitd voidaan kdyttda kemiallisesti ja ymparistolle neutraaleissa
olosuhteissa. Katalyyttind reaktiossa toimii UV-valo tai ndkyvd valo yhdistettynd fotoinitiaattoriin.
Koska reaktiossa ei opitmaalisissa olosuhteissa synny sivutuotteita, tuotetta ei myoskéddn tarvitse
puhdistaa tai muulla tavoin jatkokésitelli. Reaktion mekaanisia haasteita ovat sen reversiibeliys ja
radikaalin mahdolliset sivureaktiot. Ndmé ongelmat ovat kuitenkin véltettdvissé kiinnittdimalla huomiota
kulloinkin sopiviin reaktio-olosuhteisiin ja ldhtdaineiden rakenteeseen. Syntyvien radikaalien
pysyvyyden vahvistamiseksi on kannattavaa kéyttdd poolitonta liuotinta, kdyttdd nollaa celsiusastetta
matalampia reaktioldmpdtiloja ja kiinnittdd huomiota ldhtdaineiden muihin funktionaalisiin ryhmiin ja

niiden sijaintiin, jotta reaktio olisi mahdollisimman nopea ja tehokas.

TEC-reaktion hyodyllisimpid kdyttokohteita on hiilihydraattien, usein monosakkaridien additio muihin
biomolekyyleihin. Niin voidaan luoda hyvin tarkasti ja luotettavasti suuriakin biomolekyylejd ilman
myrkyllisid reaktio-olosuhteita ja ei-toivottuja sivureaktioita, joita olisi vaikeaa korjata jalkikdteen.
Reaktiossa kaytettdvien ldhtdaineiden maird on todella laaja ja reaktiolla on valmistettu muun muassa
oligosakkarideja, glykopeptideji ja glykodendrimeerejd. TEC-reaktiolla on useampi erilainen variaatio,
jotka toimivat erilaisten 1&htdaineiden kanssa lisdten sopivien ldhtdaineiden kirjoa ja mahdollisia
sovelluskohteita. Ndistd tarkeimmét ovat TYC (thiol-yne coupling) ja TMC (thiol-Michael coupling).

Jalkimmadisessd merkaptoryhmé toimii radikaalin sijaan nukleofiilina.

Kéaytannon sovelluskohteita TEC-reaktiolle ja silld valmistetuille hiilihydraattijohdannaisille on laajasti
ladkekehityksen ja materiaalikemian saralla. Reaktio voi toimia biologisena koettimena, jolla voidaan
esimerkiksi fluoresenssin avulla 10ytdd taudinaiheuttajia ja proteiinien muutoksia. TEC-reaktiolla
syntetisoituja, antigeenejd siséltdvid peptidijohdannaisia ja oligosakkarideja kéytetddn rokotteissa ja
vasta-aineissa antigeenien kuljetukseen. Koska reaktio sietdd hyvin vettd, happea ja monia yleisid
funktionaalisia ryhmié, sitd kdytetddn hydro- ja nanogeeleissd haluttujen molekyylien varastointiin ja
kuljetukseen. TEC-reaktiolla syntetisoituja biopolymeerejd kéytetddn esimerkiksi anti-bakteerisissa
biomateriaaleissa. Reaktion soveltaminen kiytinnon innovaatioihin on hyvalld pohjalla ja tulevien
vuosien aikana tutkimusta tulisi tehdd reaktion ja sen tuotteiden kéytdsta erityisesti syOparokotteissa ja

dlykkaissd materiaaleissa. Lisdksi olisi tdrkedd tutkia enemméin reaktion kiyttod ja skaalaamista



kemianteollisuuden tarpeisiin, jotta valmistusprosesseista saataisiin nykyistd tehokkaampia ja

kestavampia seka taloudelle ettd ymparistolle.

Avainsanat: klik-reaktio, klik-kemia, TEC-reaktio, bio-ortogonaalinen, glykolyysi,
hiilihydraattisynteesi, tioli, hiilihydraattijohdannainen

Lyhenteet:

Ac = acetyl group (asetyyliryhmé)

AIBN = Azobisisobutyronitrile

CuAAC = Copper(I)-catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition
DMPA = dimethoxyphenyl acetophenone
DMSO = Dimethyl sulfoxide

DPAP = 2,2-dimethoxy-2-phenylacetophenone
FTC = fluorent-thio coupling

NCL = native chemical ligation

Ph = phenyl group (fenyyliryhméi)

POSS = Polyhedral oligosilsesquioxanes

SBL = Straudinger-Bertozzi ligation

TEC = thiol-ene coupling

TYC = thiol-yne coupling
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1 Johdanto

Erilaiset hiilihydraattikonjugaatit (engl. glycoconjugates) ovat yleinen ja laaja biomolekyylien ryhma.
Niiden kayttokohteita ja sovelluksia on lddketieteessd useita, kuten rokotteet, vasta-aineet ja terapeuttiset
ladkehoidot. Eldvissd olennoissa niitd on sitoutuneena solukalvoihin, jossa ne toimivat solukalvon
tukirakenteena ja reseptoreina.' Fluoresenssisia hiilihydraattijohdannaisia kdytetddn biokuvantamiseen
ja erilaisia koettimina.? Hiilihydraattikonjugaatteja kiytetddn myds biomateriaaleissa ja niiden
sovelluksissa, silld glykopolymeerit joista materiaalit koostuvat ovat hyvin selektiivisid ja herkkii.?
Rakenteeltaan ne koostuvat hiilihydraattimolekyylistd, johon on sitoutunut yksi tai useampi muu
biomolekyyli kovalenttisella sidoksella.* Usein ndmi sidokset ovat erilaisia eetterisidoksia, kuten N-,
O-, ja S-glykosidisidoksia. Hiilihydraattina toimivat sykliset mono-, di-, ja polysakkaridit, joihin
sitoutuu muita hiilihydraatteja, lipidej4, aminohappoja ja nukleotidieméksid. Niitd valmistetaan yleisesti
glykosidaatio-reaktiolla.**> Tissi valmistustavassa on kuitenkin bioyhteensopivuuteen ja reaktio-
olosuhteisiin liittyvid ongelmia, jotka tuovat haasteita biomolekyylien muodostamiseen. Niitd ovat
orgaanisten liuottimien ja metallia sisdltdvien katalyyttien valttimattdmyys monissa reaktioissa,
biomolekyylien muokkaus ennen synteesié erilaisilla suojaryhmill4 ja synteesiin sopivien ldhtéaineiden
rajallinen méérd sekd stereokemialliset haasteet.® Monet orgaaniset ldhtdaineet ja katalyytit eivit ole
vesiliukoisia, jolloin niiden hyddyntdminen kaytinnOssd on vaikeaa. Lisdksi emédkset ja hapot
vaurioittavat esimerkiksi proteiinien rakennetta ja voivat luoda ei-toivottuja vasteita eri funktionallisissa
ryhmissi.” Myrkyllisten kemikaalien ja uusiutumattomien aineiden kiyttd glykokonjugaattien

valmistuksessa ei mydskiin ole turvallista tai kestivin kehityksen mukaista.’

Vuonna 2001 esiteltiin klik-kemian termi Sharplessin, Kolbin ja Finnin toimesta. Kyseessd on
reaktiokemian kisite, jolla viitataan reaktioihin, joissa l&htGaineet reagoivat keskendén vain tietylld
tavalla. Sitd voisi kuvailla palapeliksi, jossa palat napsahtavat paikoilleen tiettyyn kohtaan tietylld
tavalla. Artikkelissaan he listasivat ominaisuuksia, jotka reaktion mekanismin ja luonteen tulee tayttda
jotta sitd voidaan kutsua click-reaktioksi.® Ominaisuudet ovat 1. Kiytettivien ldhtoaineiden méérd on
laaja ja ne ovat helposti saatavilla. 2. Hyvin korkea saantoprosentti. 3. Joko ei lainkaan tai vain
vaarattomia sivutuotteita. 4. Stereospeifinen (ei tarvitse olla enantiomeeri-spesifinen). 5. Yksinkertaiset
ja helposti luotavat reaktio-olosuhteet. 6. Ei liuotinta tai kemiallisilta ominaisuuksiltaan neutraali liuotin.
7. Valmiin tuotteen puhdistukseen ei kiytetdi kromatografisia menetelmid.®® Klik-reaktiot ovat
tyypiltddn erilaisia additio- ja substituutioreaktioita ja ne on jaettu neljdéin pddkategoriaan reaktioissa
kaytettidvien ldhtdaineiden ja reaktiotyyppien mekanismien perusteella. Kategorioita ovat sykloadditiot,
nukleofiilinen renkaanavaamisreaktio, epé-aldoli karbonyylireaktio ja additiot tyydyttdmattomiin hiili-
hiili-sidoksiin.®

Metallittomiksi klik-reaktioiksi méaritelladn ne reaktiot, joiden lahtdaineissa tai reaktiossa kdytettavissa
katalyyteissd ei ole metallia.' Ensimmiinen dokumentoitu metalliton klik-reaktio oli Staudinger-

Bertozzin ligaatio (SBL) vuodelta 2000.!"! Tdmin jélkeen on ldydetty ja tutkittu useita muita



metallittomia klik-reaktioita, joista monet edelld mainitun tavoin ovat bio-ortogonaalisia, eli ne eivit

héiritse luonnollisia biokemiallisia prosesseja.!® 12

Thiol-ene coupling eli TEC-reaktio esiteltiin ensimmaéisen kerran Posnerin artikkelissa vuonna
1905.%1%13 Kyseessd on metallittomiin klik-reaktioihin kuuluva additio. Eniten TEC-reaktiota kiytetddn
glykokemiassa hiilihydraattijohdannaisten, kuten glykoproteiinien ja -lipidien konjugointiin ja sitd on
kiiytetty niin mikro- kuin makrobiomolekyylien rakentamisessa ja modifioinnissa.'® Tiss# tutkielmassa
tutustutaan TEC-reaktioon seké teorian ettd kdytdnnon tasolla. Ensin tutustutaan reaktion mekanismiin
ja kemiallisiin ominaisuuksiin ja nididen aikaansaamiin hy6tyihin ja ongelmakohtiin reaktion kéytdssa.
Tamén jdlkeen esitellddn TEC-reaktion kéyttd hiilihydraattijohdannaisten synteesissd. Lopuksi
tutustutaan reaktion ja silld valmistettujen tuotteiden kaytdnnon sovellukseen lddke- ja

materiaalikemiassa, sekd analysoidaan, miten reaktiota voidaan hyddyntéé tulevaisuudessa.



2 TEC-reaktion ominaisuudet ja edut

Tassé kappaleessa kdydédén lapi TEC-reaktion mahdollisia reaktiomekanismeja, minké liséksi kerrotaan
miksi TEC luokitellaan klik-reaktioihin. Lisdksi tutustutaan reaktion ominaisuuksiin, kuten siind
kiaytettyihin katalyytteihin ja millaiset olosuhteet ovat TEC-reaktiolle suotuisimpia reaktiomekanismin
niakokulmasta. Kappaleessa tutustutaan myds reaktion mekanismin ongelmakobhtiin ja esitetddn keinoja

niiden ratkaisemiseksi.

2.1 TEC-reaktion mekanismi ja ominaisuudet

TEC-reaktio perustuu vapaan radikaalin aikaansaamaan additioon merkaptoradikaalin ja hiili-hiili—
kaksoissidoksen vélilli. Vapaan radikaalin reaktiossa muokataan merkaptoryhmé ensin vapaaksi
radikaaliksi hajottamalla merkaptoryhma radikalisoivan katalyytin avulla. TEC-reaktion mekanismi on
vapaan radikaalin anti-Markonikov-additio, eli vapaa radikaali sitoutuu siithen kaksoissidoksen hiileen,
johon on sitoutuneena enemmin vetyatomeja. Tdmé johtuu siitd, ettd hiiliatomiin muodostuva
sekundéérinen radikaali on stabiilimpi kuin priméérinen radikaali, joka muodostuisi jos radikaali
merkaptoryhmé sitotuisi Markonikovin sddnnén mukaan. Reaktion lopussa on muodostunut uusi
tioliradikaali, joka reagoi jilleen uuden alkeenin kanssa. Reaktio kulkee syklistd rataa, kunnes toinen
ldhtdaineista on kulunut loppuun. Témén vuoksi vapaiden radikaalien alussa tarvittava méérd on pieni
1013 TEC voi tapahtua myos siten, ettd merkaptoryhmi on nukleofiilin roolissa ja mekanismi on
nukleofiilinen tai elektrofiilinen additio. Tdéma vaikuttaa reaktiotuotteen stereoisomeriaan: nukleofiilin
ja vapaan radikaalin reaktioissa tuote on lineaarinen ja eletrofiilisessd reaktiossa haaroittunut.
Reaktiomekanismin ollessa elektrofiilinen additio ldhtdaineet sitoutuvat Markonikovin sddnnon
mukaisesti °. Téssd tutkielmassa keskitytdin vapaan radikaalin reaktiomekanismiin, joka on esitetty

kaaviossa 1.
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Kaavio 1. 1. Tiolin merkaptoryhmén radikalisaatio UV-valon tai fotoinitiaattorin avulla. 2 Vapaan radikaalin
TEC-additioreaktion mekanismi.

Kéaynnistyédkseen TEC-reaktio tarvitsee jonkin katalyytin, joka muokkaa tiolin merkaptoryhméin
radikaaliksi. Katalyytti valitaan ldhtoaineiden ja reaktio-olosuhteiden, kuten liuottimen perusteella °.
Eniten tutkituimmat ja yleisimmaét tavat reaktion kdynnistdimiseen ovat UV-valo tai ndkyvd valo
yhdistettynd johonkin fotoinitiaattoriin. Usein kiytettyjd fotoinitiaattoreita ovat AIBN, DPAP ja
DMPA %14 Nikyvi valo voi myds pelkisti lisityn katalyytin, jolloin pelkistynyt funktionaalinen ryhméa
radikalisoi tiolin.”® Limnios ja Kokotos'® tutkivat vuonna 2017 erilaisten orgaanisten katalyyttien
kayttod reaktion tehostamiseksi. Parhaimman tuloksen he saavuttivat fenyyliglyoksyylihapolla ja
liuottimena he kayttivdt tetrahydrofuraania. He tutkivat myos valon vaikutusta reaktion kulkuun ja
havaitsivat, ettd kun valonldhde poistettiin reaktio lakkasi. Johtopddtoksend voitiin todeta, ettd

valonldhde on vilttiméiton reaktion aikaansaamiseksi.'®

Munar ym. tutkivat liuottimen poolisuuden vaikutusta reaktion tehokkuuteen sen mekanismin eri
vaiheissa.!” Poolisena liuottimena he kiyttivit vetti ja poolittomana diklorometaania.
Kontrollimittauksen he suorittivat tyhjiossa. He tulivat sithen tulokseen, ettd liuottimen polaarisuudella
on suurempi vaikutus hiiliradikaalin pysyvyyteen kuin radikaalin merkaptoryhmén pysyvyyteen ja
reaktiivisuuteen, silld muodostuneet varaukset vaikuttivat elektroninsiirtoon ja syntyneen hiiliradikaalin
pysyvyyteen heikentévisti. Additioreaktion Gibbsin energia oli suurempi poolisessa liuottimessa, eli se
vaatii enemmén ulkoista energiaa. Téstd voi pédtelld, ettd kokonaisreaktio kannattaa suorittaa
poolittomassa liuottimessa, koska tdlloin ylimddrdisia varauksia syntyy vdéhemmén ja reaktio vaatii
vihemmiin ulkoista energiaa. Samassa artikkelissa Munar kollegoineen!’ tutki myds paikallisen ja
ympdriston elektrofiilisyyden vaikutusta TEC-reaktion nopeuteen. Tulos oli hypoteesin mukainen, eli
tioliradikaalin sitoutumista reaktiossa nopeutti radikaalin elektrofiilinen luonne ja nukleofiilinen
vastaavasti hidasti sitd. My0s ympériston elektrofiilisyys kasvatti sitoutumisen nopeutta. Hiiliradikaalin
kohdalla vaikutus oli pdinvastainen: nukleofiilisyys tehosti vetyradikaalin sitoutumista hiiliradikaaliin
ja sekd ympiriston ettd hiiliradikaalin elektrofiilisyys hidasti reaktiota.!” Tdmi tukee johtopditdsti
suorittaa reaktio poolittomassa liuottimessa, jotta radikaalien varaukselliset luonteet eivét heikkene ja
reaktionopeus hidastu. Yleisid TEC-reaktiossa kiytettyja liuottimia ovat esimerkiksi dikloorimetaani,

tolueeni, vesi, metanoli ja DMSO.!%14

Vaikka TEC-reaktio tuottaa hyvid saantoja myds huoneenlimpdétilassa, Borbas ym.!® tekivit
tutkimuksissaan johtopéétoksen, ettd alhainen reaktioldmpotila kasvattaa TEC-reaktion saantoprosenttia
(suurimmat saannot tutkijoiden suorittamissa reaktiossa > 90 % saavutettiin noin -80 °C lampotilassa)
ja korkeassa lampotilassa (kokeissa 50 °C) saanto oli alle 20 %, matalimmillaan 9 %. Tdmai johtuu
heiddn mukaansa siitd, ettd hiiliradikaali on pysyvdmpi matalammissa ldmpdétiloissa, jolloin vetyatomin

todennidkdisemmin sitoutuu toivotulla tavalla hiileen. Ldmpotila, jossa reaktio suoritetaan vaikuttaa



my0s stereoselektiivisyyteen. Alhaisissa ldmpdétiloissa stereoselektiivisyys oli suurempaa ja téhin
samaa tulokseen pdityivit myds Kelemen ym.!, jotka tutkivat erityisesti 2,3 -tyydyttymittdmien
glykaanien TEC-reaktioita. Optimaalinen lampdtila ei kuitenkaan ole aina alin mahdollinen, vaan
joissakin tapauksissa 0 °C tai huoneenlampétila havaittiin reaktiolle sopivimmaksi. Huoneenldmpdétilaa

korkeampi 1ampd johti kuitenkin poikkeuksetta alhaisiin saantoprosentteihin.

2.2 TEC-reaktion etuja ja ongelmakohtia

TEC-reaktion kayttoon liittyvat edut ovat suurilta osin yhtenevdiset muiden metallivapaiden klik-
reaktioiden kanssa. TEC:11d on my®s tiettyjd etuja, jotka antavat sille sen maineen hyvin tehokkaana ja
”vihredn kemian” reaktiona. Ensimméinen suuri etu on ettd se sietdd happea ja vettd, jonka vuoksi
reaktiosysteemia ei tarvitse eristdd eikd muutenkaan luoda poikkeuksellisia déripdén reaktio-olosuhteita,
kuten tdydellisen puhtaita ja kuivia astioita tai NTP-olosuhteista poikkeavaa painetta.'? Toiseksi, se
sietdd hyvin useita reaktiivisia funktionaalisia ryhmié, kuten OH-, COOH-, eetteri ja aminoryhmii joita
esiintyy paljon hiilihydraateissa ja aminohapoissa.?’ Tdmdn vuoksi lihtdaineisiin ei tarvitse lisitd
suojaryhmié, kuten glykosidaatiossa. Hydroksiryhmien asetylaatio on kuitenkin yleinen toimenpide
reaktiossa kidytetyille hiilihydraateille. Kolmanneksi TEC:n reaktioajat ovat hyvin lyhyet, joissakin
tapauksissa puhutaan muutamista minuuteista. Reaktio-olosuhteet ja l&htdaineiden funktionaalisten
ryhmien tyypit ja sijainnit vaikuttavat reaktion nopeuteen. Reaktion nopeus maédrittyy pitkédlti sen
perusteella kumpi reaktiomekanismin vaiheista kestdd kauemmin, timd on minuuttitason vaikutus.'’
Lihtdaineiden rakenteen vaikutus reaktionopeuteen voi luoda tuntitason eroja. Usein ndissdkéddn
tapauksissa reaktio ei kestd 6 tuntia kauempaa.'®?!

TEC-reaktiolla, kuten muillakin reaktioilla, on rakenteellisia ja mekanismiin liittyvid haasteita.
Tioliradikaalien vapaa elektroni pyrkii vahvasti reagoimaan, mikd voi aiheuttaa ei-toivottuja
sivureaktioita. Povie ym.? havaitsivat tilanteen, jossa vapaa tioliradikaali reagoi helposti irtoavien
allyylivetyjen ja bentseenirenkaaseen sitoutuneiden vetyatomien kanssa alkeeniryhmiin liittyneiden
vetyatomien sijaan. Tédméd katkaisee TEC-reaktioiden ketjun ja voi johtaa epétoivottuihin
reaktiotuotteisiin. He kehittivdt korjausprosessin, jossa he lisdsivit seokseen trietyyliboraania ja
katekolia (1,2-fenoli), jotka auttavat muodostamaan merkaptoradikaalin uudelleen ja palauttavat sen
irrottaman vetyatomin takaisin vélituotteen radikaalihiileen. Tdméin prosessin synteesireitti on esitetty

kaaviossa 2.
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Kaavio 2. Povie ym. kehittimi TEC-reaktion korjausprosessi trietyyliboraanin ja katekolin avulla.??

Toinen TEC-reaktion mekanismiin liittyvd ongelma on, ettd tioliradikaalin additio on reversiibeli.
Tamin seurauksena voi syntyd sivutuotteita vapaiden radikaalien reagoidessa toistensa kanssa.'
Northropin ja Coffeyn®' kokeiden mukaan tihén vaikuttaa additiossa muodostuneen radikalisoituneen
hiilen sisdltimén véilituotteen stabiilius. He selvittivdt, ettd reversiibelin reaktion mahdollisuus on
suurempi, jos ldhtdaine on konjugoitunut ja/tai kaksoissidoksen lisdksi yhdisteessd on muita reagoivia
funktionaalisia ryhmid sijainneissa, joissa ne voivat vaikuttaa radikaalien pysyvyyteen. Vaikka itse
TEC-reaktio on immuuni hapelle ja vedelle, happi ja voimakkaasti hapettavat olosuhteet voivat hapettaa
ldhtoaineina toimivien biomolekyylien muita funktionaalisia ryhmid, jolloin voi syntyd kilpailevia

reaktioita.’



3 TEC-reaktio ja hiilihydraattisynteesi

Ensimmadinen raportoitu kerta kun TEC-reaktiota kayttettiin hiilihydraattikonjugaattien synteesissa oli
vuonna 1988 Pavian ym. toimesta suoritettu koe, jossa he tutkivat viiden eri 1-tioglykosidin ja kuuden
erilaisen alkeenin TEC-synteesid ja saantoprosentit olivat 50-93 % vililld."® TEC-reaktio soveltuu

hiilihydraattijohdannaisten synteesiin erityisesti selektiivisyytensd vuoksi.

Yleisin TEC-reaktion kéyttokohde on erilaisten biomolekyylien valmistus ja muokkaus. Sen avulla
pystytdédn  valmistamaan niin monosakkarideja kuin monimutkaisia makromolekyyleja.
Merkaptoryhmid esiintyy luonnostaan joissakin hiilihydraateissa (tiosokereissa) ja aminohapoissa.
Tioeetterisidos, joka reaktiossa muodostuu ldhtdaineiden vélille on havaittu olevan pysyvampi happojen

tai entsyymien lidsndollessa kuin perinteinen O-eetterisidos.!*

3.1 TEC ja sakkaridit

Yksi rakenteellisesti yksinkertaisimpia tuotteita, joita TEC-reaktiolla valmistetaan, ovat S-
glykosidisidoksen kautta linkittyneet disakkaridit. Ne koostuvat kahdesta syklisestd monosakkaridista,
jotka ovat sitoutuneet tioasetaalisidoksella. Esimerkki disakkaridien muodostumisesta TEC-reaktiolla
esitetddn kaaviossa 3.

Di- ja oligosakkareiden synteesissi monosakkareiden funktionaalisia ryhmid voidaan joutua
muokkaamaan, jotta saadaan muodostettua TEC-reaktiossa reagoivat funktionaaliset ryhmat liitettdviin
monosakkarideihin ja valmistetun ketjun pdihin. Lazar ym.** kuvasivat, miten monosakkarideihin
muodostetaan merkapto- ja alkeeniryhmid sakkarideissa olevissa AcS- ja PhS-ryhmistd. C4-hiileen
sitoutuneista AcS-ryhmistd tehtiin deasetylaation avulla merkaptoryhmid erinomaisella > 90 %
saannolla. Cl-hiileen sitoutuneiden PhS-ryhmien muokkaaminen alkeeniryhmiksi suoritettiin
kaksivaiheisella eliminaatioreaktiolla bromin ja DBU:n kanssa, puhdistaen tuote vélissd
kromatografisesti. Tdssd reaktiossa halutun tuotteen saanto oli huomattavasti pienempi, noin 50 %. He
suorittivat ndméd samat reaktiot myds edelld muokatuista monosakkarideista TEC-reaktion avulla
muodostetulle disakkaridille. Deasetyloidun disakkaridin saanto oli 78 % ja eliminaatioreaktiolla
késitellyn disakkaridin vain 25 %. Endosyklisen alkeeniryhmén muodostaminen kéytettdvain
monosakkaridiin ei siis ole ldheskéddn yhtd tehokas ja taloudellinen tapa luoda TEC-reaktiolle sopivia

lahtdaineita.
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Kaavio 3. Disakkaridien muodostus monosakkarideista TEC-reaktiolla, kun reagoiva alkeeni ryhmé on
endo/eksosyklinen. R = AcO-ryhma.

Sakkaridiketjuja voidaan kasvattaa TEC-reaktion avulla sekd mono- ettd disakkarideilla, kuten
kaaviossa 4 on esitetty. Tdmd mahdollistaa rakenteeltaan monipuolisten oligosakkaridien
synteesin.!*?2* Myos valmiiden oligosakkaridien modifikaatiota TEC-reaktion avulla on tutkittu. Xia

25 guorittivat COS-oligosakkaridin modifikaation kahdessa vaiheessa: 1. 3-bromipropeenin

ym.
nukleofiilinen additio ja 2. tiopromiinin liittdiminen TEC-reaktiolla, jolloin muodostui tehokkaampia
antibakteerisia ominaisuuksia omaava COS-All-Tio -oligosakkaridi. Vaikka reaktiossa ei tarvitse
kéyttdd suojaryhmié, ldhtdaineina toimivien sakkaridien rakenne ja funktionaaliset ryhmait vaikuttavat
reaktion tehokkuuteen. Esimerkiksi Kelemen ym.'? tutkivat miten monosakkaridin 1-hiilen sitoutuneet
erilasten sidosmolekyylien asetaalisidokset vaikuttavat TEC-reaktion saantoon ja kinetiikkaan, kun
samassa monosakkaridissa oleva TEC-reaktiossa reagoiva alkeeniryhma sijoittuu monosakkaridin 2- ja
3-hiiliin. Kokeissa tdimd monosakkaridi reagoi toisen monosakkaridin kanssa, jonka 1-hiileen oli
sitoutunut merkaptoryhmad, joka reagoi TEC-reaktiossa. He havaitsivat, ettd O- ja N-asetaalisidokset
saivat aikaan stereoselektiivisyyttd kun taas C-asetaaalisidos esti reaktion ja S-asetaalisidoksen
tapauksessa tapahtui vddrinlainen reaktio. Tadstd voidaan paételld, ettd reaktio on tehokkain silloin kun

alkeeniryhmidn omaavassa monosakkaridissa 1-hiileen on sitoutunut joko happi- tai typpiatomi ja sithen

liittynyt mahdollinen hiiliketju.
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Kaavio 4. Oligosakkaridien muodostus mono- ja disakkaridesta TEC-reaktion avulla.

3.2 TEC ja aminohapot

TEC:n kéyttd aminohappojen ja proteiinien modifikaatiossa hiilihydraateilla tai muilla pienikokoisilla
molekyyleilld on reaktiomekanismin eniten kaytinnossd sovellettu kéyttokohde. Glykopeptideja
kiytetddn monissa lddketieteen sovelluksissa, kuten vasta-aineissa ja koettimissa joilla tunnistetaan
soluja ja taudiaiheuttajia.' Luonnon aminohapoista vain kysteiini siséltdi merkaptoryhmin ja timi
reagoi esimerkiksi monosakkaridin kanssa. Kaaviossa 5 on esitetty yksittidisen kysteiinin ja suuremman
glutationin modifikaatio. Ndissd esimerkeissd merkaptoryhma on kiinni peptidiketjussa, mutta reagoivat
funktionaaliset ryhmét voivat olla sijoittuneena myds toisinpédin. Zhang ym.® kuvaavat artikkelissaan
esimerkkejé, jossa merkaptoryhméd on kiinni hiilihydraatissa ja modifioituihin peptideihin on liitetty
alkeeniryhmi. Myos Kaur ym.!* suorittivat TEC-reaktioita tiosokerin ja  erilaisten
asparagiinihappojohdannaisten vélilld ja saadut saannot olivat jokaisessa synteesissd yli 70 %.

Kaaviossa 5 on esimerkki tiosokerin ja alkeeniryhmén siséltdvén peptidijohdannaisen TEC-reaktiosta.
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Kaavio 5. Y114 kysteiinin ja monosakkaridin TEC-reaktio, jossa muodostuu glykolysoitu aminohappo. Alla sama
reaktio, jossa ldhtdaineena on glutationi.

Hyvin spesifejd glykopeptidejd saadaan tehtyd yhdistiméilld TEC natiiviligaatioon NCL (eng. native
chemical ligation).?® Reaktiossa yhden lihtdaineena toimivan peptidin tioesterditynyt ryhmé sitoutuu
toisen peptidin kysteeiinin vapaaseen aminoryhméén muodostaen amidisidoksen ja siten suuremman
peptidin, jonka kysteiinin merkaptoryhmé reagoi TEC:ssé hiilihydraatin kanssa. Esimerkki reaktion
kulusta on esitetty kaaviossa 6. Markey ym.*® esittivit artikkelissaan myos NCL-TEC-reaktiosyklin,
jossa glykopeptidin vapaasta karboksyylihapporyhmistd tehdddn tioesteri, johon uusi oligopeptidi
sitoutuu natiiviligaatiossa. Tdima mahdollistaa suurien modifioitujen oligopeptidien synteesin kiinteén

faasin peptidisynteesin kautta.
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Kaavio 6. Glykopeptidin valmistus kdyttden NCL- ja TEC-reaktioita.

Peptidien glykosylaation liséksi proteiineja voidaan modifioida muillakin tavoilla TEC-reaktiota

kdyttden. Nolan ja Scalan®’ listaavat artikkelissaan TEC:n avulla tehtivii proteiinien modifikaatioita,



kuten syklisaatio ja silloittaminen, lipopeptidien synteesi ja fluroresensoivien ryhmien liittimisen

merkitseviksi leimaksi proteiiniin.

3.3 Glykodendrimeerit, -klusterit ja -nukleosidit

Glykodendrimeerit ovat rakenteeltaan voimakkaasti haaroittuneita, yhdestd ydinmolekyylisti laajenevia
makromolekyylejd. Glykodendrimeerejd kaytetddn ladkkeiden kuljetukseen ihmiskehossa. Tama
perustuu siihen, ettd dendrimeerit imitoivat soluseinin pinnalla olevaa glykokalyksid.”® Koska
dendrimeerit ovat usein siséltd hydrofobisia ne ovat todella hyddyllisid suurien ja niukkaliukoisten
ldikemolekyylien pakkaamiseen ja kuljetukseen.!” TEC-reaktion avulla dendrimeereihin kiinnitetdin
sakkarideja ja pidennetiéin sakkaridien vilisté hiiliketjua (kaavio 7).1%%

Killops ym.?® syntetisoivat viisi erikokokoista dendrimeerii joissa 2,4,6-triallyylioksi-1,3,5-triatsiiniin
sitoutui  TEC-reaktiolla 1-tioglyseroleja ja muodostunutta dendrimeerid kasvatettiin =~ 4-
penteenihappoanhydridilli kdyttien esterifikaatiota, jolloin alkeeniryhmiin sitoutui TEC-reaktiolla liséa
1-tioglyseroleja. He lisdsivdt dendrimeerin ketjujen péihin onnistuneesti erikokoisia biomolekyylej.
TEC-reaktion kayttd sekd dendrimeerin kerroksittaisessa rakennuksessa ettd sen viimeistelyssd luo
mahdollisuuksia syntetisoida laajasti ja tehokkaasti uusia kantajamolekyylejd lddketeollisuuden
tarpeisiin.?’
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Kaavio 7. Glykodendrimeerihaarakkeen synteesi ja kasvatus TEC-reaktion ja trikloridiamidiryhmén

substituution avulla.



Glykoklusterit ovat tasamuotoisia ja usein pienikokoisempia verrattuna dendrimeereihin. Ne koostuvat
jéykdstd ydinrakenteesta ja sithen sitoutuneista lyhyistd haaroista. Erds TEC-reaktion avulla

20 esittelivdat artikkelissaan

modifioitava glykoklusteri on syklodekstriini. McSweeney ym.
syklodekstriinien funktionalisaation TEC-reaktion avulla, silld se oli havaittu muilla synteesireiteilld
epatoimivaksi (kaavio 8.). TEC-reaktion avulla esimerkiksi merkaptoryhmén siséltdvid
monosakkarideja ja pienié tioleja sitoutui syklodekstriiniin. Toinen useasti valmistettu glykoklusteri on
polyedrinen oligosilseskvioksaani (POSS), jossa ydinrakenne on piisté ja hapesta muodostuva kuutio,
jonka kulmiin voi sitoutua monipuolisesti erilaisia molekyylejd, kuten sakkkarideja.'® Dondoni ja
Marra® sekd McSweeney?® ovat raportoineet menetelmistd, joilla POSS-rakenteeseen on liitetty

sakkarideja TEC-reaktiolla Esimerkki POSS-rakenteen modifikaatiosta monosakkarideilla on esitetty

kaaviossa 8.
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Kaavio 8. Yksinkertaistetun syklodekstriinin (ylld) modifikaatio monsakkaridilla ja POSS-rakenteen
(alla) modifikaatio 2-merkaptoetanolilla.

Sokerien liittiminen nukleosideihin voi tapahtua joko sokeriosaan tai emiksen aminoryhméén.
Monosakkardi on kyetty sitomaan TEC-reaktiolla esimerkiksi uridiinin furanoosisokeriin liitettyyn

8 Kaur ym.'> artikkelissa esitetiin myds, kuinka tiosokeri ja

eksosykliseen kaksoissidokseen.
kysteiinijohdannainen ovat sitoutuneet TEC-reaktiolla modifikoidun uridiinin emésosan N3-ryhmén
alkeeniketjuun (kaavio 9). Taméan lisdksi myds muitakin nukleosidejd voidaan modifikoida TEC-
reaktiolla. Bege ym.* syntetisoivat ribotymidiinin ja uridiinin johdannaisia suurella méirilli erilaisia
TEC-reaktioon sopivilla, merkaptoryhmin omaavilla yhdisteilld. Synteesien saannot olivat lihes aina

yli 50 %, erityisesti reaktiot jotka suoritettiin -80 °C lampdtilassa tuottivat suuremman saannon

verrattuna huoneenldmpdtilassa suoritettuun vastaavaan synteesiin. TEC-reaktiossa reagoiva



alkeeniryhma sijaitsi aina furanoosiryhmaissi-. Kaurin ym. suorittamissa reaktiossa, joissa nukleosidin
emadsosaan liitettyyn alkeeniin sitoutui TEC-reaktiolla monosakkaridi ja aminohappo saannot olivat 78
ja 86 %. Tama viittaisi sithen, ettd sopivilla modifikaatiolla myds nukleosidien emésosaan voisi liittdd
pienid biomolekyyleja TEC-reaktion avulla. Tdmé voisi mahdollistaa uudenlaisten biomolekyylien
luomisen esimerkiksi geeniterapian kayttoon.
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Kaavio 9. Urasidiinijohdannaisten modifikaatio monosakkaridilla kéyttden TEC-reaktiota.



4 TEC-reaktion kaytannon sovellukset

TEC-reaktiota ja silld valmistettuja molekyyleji on sovellettu moniin innovaatioihin niin
materiaalikemiassa kuin lddketieteessd.!> Seuraavaksi esitellidn muutamia esimerkkejd siitd, miten
TEC-reaktiota ja silld luotuja biomolekyyleja on kiytinnossd sovellettu lddketieteessd ja
materiaaliteknologiassa. Lisdksi osiossa esitellddn lyhyesti muita tioli-klik-kemian reaktioita, joita TEC-

reaktion ohella on 16ydetty ja tutkittu.

4.1 Laaketieteen sovellukset

Yksi tirkeimpid sovelluskohteita TEC-reaktiolle on lddkemolekyylien synteettinen valmistus ja
muokkaus. Reaktion avulla on muodostettu makrobiomolekyylejd, joita on kdytetty rokoteaineiden
kehittimisessd ja parantelussa. Wright ja hinen kollegansa®!' syntetisoivat itseadjuvoivissa rokotteissa
(eng. self-adjuvanting vaccines) kéytettyjd lipopeptideja TEC-reaktion avulla yksinkertaisesti ja
tehokkaasti ilman suojaryhmien tai myrkyllisten katalyyttien kéyttod. He séddtivit reaktio-olosuhteita
kuten kdytettyd liuotinta ja reaktion katalyyttejd ja saivat tulokseksi 90-95 % saannon lipopeptideja,
joilla oli suuri bioaktiivisuus verindytteissd. TEC-reaktio ei my0skddn tuhoa lipopeptidien sisdltdmid
antigeenejd, jotka luovat elimistossd rokotteen immuunivasteen.’! Toinen rokotteissa kiytetty
johdannaisten ryhmaé on polysakkaridijohdannaiset, joissa antigeenin siséltdvét peptidit reagoivat TEC-
reaktiossa polysakkaridien kanssa suurella tarkkuudella. Tdmé poistaa epdvarmuuden rokotteiden

rakenteen oikeasta muodosta ja tekee niiden kiiytosti ja saaduista tuloksista luotettavampia.®

Iwasaki ym. tutkivat kahden toisistaan vain metyyliryhmén verran poikkeavien nisékédssolun pinnan
hiilihydraattien vastetta TEC-reaktiolle kiyttden fluoresenssia.*> He tulivat siihen tulokseen, ettd TEC-
reaktio on toimiva tydkalu solun pintamolekyylien muokkaamiseen, mikd mahdollistaa sen
hyodyntdmisen ladketieteessd esimerkiksi syopien hoidossa ja biokuvantamisessa. TEC-reaktiota ja silld
valmistettuja yhdisteitd voidaan kayttdd koettimina ja biomarkkereina, jolloin niilld voidaan havaita
merkkejd eri sairauksista ja niiden aiheuttajista. Choi ym. syntetisoivat kysteiinin vapaan
merkaptoryhmén sisdltdvid polypeptidejd ja analysoivat niissi TEC-reaktion aikaansaamaa
fluoresenssia.” Reaktion luonne ja laaja mahdollisten l&htoaineiden kirjo mahdollistaa uusien

biomarkkereiden kehittimisen ja TEC:n regioselektiivisuus tekee markkereista luotettavia.?’

TEC-reaktiolla valmistettuja glykopeptideja kaytetddn synteettisten rokotteiden valmistuksessa ja
oligosakkarideja terapeuttisiin hoitoihin.® Yksi keskeinen tutkimuskohde on valmistettujen
glykopeptidien kayttd syopdd hoitavissa rokotteissa. TEC:n avulla kantajaproteiineihin liitetyt,
kasvainsolun hiilihydraatteja mallintavat glykopeptidit voidaan kuljettaa ihmiskehoon, jossa ne

vahvistavat kehon immuunijérjestelméid sydpisoluja vastaan.”® Yksi TEC-reaktion heikkous sen



soveltamisessa on, etti reaktio ei ole tdysin bio-ortogonaalinen. Siti ei siis voi suorittaa eldvissi elidissa.
Tdmé johtuu vapaista radikaaleista, jotka esimerkiksi ihmisen elimistoon joutuessa olisivat
karsinogeenisid ja voisivat alkaa reagoida ei-toivotulla tavalla. Tdmi vaikeuttaa reaktion suorittamista

in vivo mutta reaktion kiyttd in vitro tulee varmasti kehittyméin entisestién %2,

4.2 Materiaalikemia

TEC-reaktion kiyttod erilaisten biomateriaalien valmistukseen on tutkittu monipuolisesti. Téllaisia
materiaaleja ovat erilaiset dlykkddt pinnoitteet. Hiilihydraatit ovat biologisesti ja reaktiivisesti
monipuolisia yhdisteitd, minki lisiksi ne ovat ympiristdystivillisid.**> Esimerkki TEC-reaktion avulla
valmistettavasta dlykk&dstd materiaalista ovat hydrogeelit. Siin reaktion etuja ovat nopea faasinmuutos
geelimdiseksi ja mahdollisten ldhtotuotteiden laaja kirjo, silld radikaali ei reagoi muiden
funktionaalisten ryhmien kanssa.’* Sanz del Olmo ym. syntetisoivat hydrogeelissi kiytettivid
glykodendrimeerejd TEC-reaktiota kdyttden. Ndin hydrogeelista tuli rakenteeltaan helposti uusiutuva ja
ominaisuuksiltaan muokattava. Antibakteerisia ominaisuuksia ja mikrobien varastointikykya
tehostettiin lisddmalla rakenteeseen kysteiinid. Niiden havaittiin myos olevan bioyhteensopivia ihmisen
ihosolujen kanssa, miki tekee niisti kiinnostavia ldikekehityksessd.’> Toinen laajasti hyddynnettédvi
aine jota TEC-reaktion avulla valmistetaan ovat nanogeelit, joilla on useita kdyttokohteita kliinisessi
ladketieteessd, kuten lddke- ja biomolekyylien kuljetus, nanorokotteet ja anti-mikrobiset aineet.*
Nanogeelien valmistuksessa TEC-reaktion etuna on sen selektiivisyys mikd mahdollistaa halutun
rakenteen synteesin tarkasti ja luotettavasti. TEC:n avulla voidaan valmistaa monimutkaista

molekyyliverkostoja eiki lopputuotteita tarvitse puhdistaa pitkilld ja monivaiheisilla metodeilla.%*

TEC-reaktiolla voidaan syntetisoida biomolekyyleistd valmistettuja pinnoitteita joiden rakenne on
helposti muokattavissa, minkd ansiosta pinnoitteisiin on mahdollista tuoda erilaisia ominaisuuksia.
Boyére ym. valmistivat TEC- ja TY C-reaktioilla hiilihydraattijohdannaisia, joissa hiilihydraattina toimi
6-0-(3-merkaptopropanyyli)-D-mannopyranoosi, johon liitettiin pitkéketjuisia alkeeneja ja alkyyneja.
Néin muodostui glykolipidej, joilla oli hydrofiilinen sokeriosa ja hydrofobinen lipidiosa. Valmistettuja
molekyylien jénnitettd veden ja ilman rajapinnassa tutkittiin “nousevan kuplan tekniikalla”.
Johtopiditoksissd todettiin  TEC-mekanismilla valmistettujen glykolipidien olevan pinnoitteena
olosuhteisiin mukautuvaisia ja ominaisuuksiltaan helposti muokattavia verrattuna CuAAC-reaktiolla
valmistettuihin verrokkimolekyyleihin.*® Pinnoitteissa voi olla joko alkeeni- tai merkaptoryhmii, jotka
reagoivat UV-valon tai ndkyvin valon vaikutuksesta. Tétd kaytetddn esimerkiksi biologisissa

koettimissa.'?



4.3 Muita tioli-klik-reaktioita

Tioli-klik-reaktioita on monenlaisia, silld tioliradikaali on hyvin reaktiivinen, mutta kuitenkin valikoiva.
TEC-reaktiosta on olemassa erilaisia variaatioita, joissa mekanismi vaihtelee hieman ldhtéaineiden
funktionaalista ryhmistd ja niiden sijainnista riippuen. TY C-reaktio on tdstd esimerkki (kaavio 10). Se
noudattaa samaa mekanismia kuin TEC-reaktio, mutta hajotettavana sidoksena toimii alkeenin sijasta

alkyyni. Néin samaan sidokseen voi reagoida kaksi tioliradikaalia.
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Kaavio 10. TYC-reaktion reaktiomekanismi.
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Toinen variaatioesimerkki on, kun hiili-hiili-kaksoissidos on konjugoitunut karbonyyliryhmén kanssa.
Talldin reaktiomekanismina toimii anti-Markonikov-Michaelin additio **. Titi reaktiota katalysoi jokin

nukleofiili, joista usein kdytettyjad metallivapaita nukleofiileja ovat esimerkiksi emékset.



Kun nukleofiili hyokkéé beta-hiileen, muodostuu enolaatti-ioni, joka deprotoi tiolin. Tiolin hyokkays
toisen molekyylin beta-hiileen saa aikaan samanlaisen nukleofiilin. Syntynyt nukleofiili hydkkaa toiseen
kaksoissidokseen ja syntyy samanlainen reaktiosykli kuin TEC-reaktiossa (kaavio 11)."*. Reaktio ei
kuitenkaan ole yhtd laajasti sovellettavissa kuin TEC silldi muiden nukleofiilien, erityisesti

aminohappojen ldsnd ollessa kemoselektiivisyys laskee ja muodostuu sivutuotteita .
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Kaavio 11. Tioli-Michaelin addition reaktiokaavio.

Fluori-tioli-reaktiossa klik-reaktio tapahtuu merkaptoryhmén ja para-asemassa olevan fluoriatomin
kesken 2,3,4,5,6-pentafluoridibentseenissd. Rengas on tdlldin sitoutuneena funktionaalisena ryhména
johonkin orgaaniseen molekyyliin, esimerkiksi pitkdketjuiseen karboksyylihappoon. Myoés tima
reaktion mekanismi on nukleofiilinen additio.!'* Tioli-klik-reaktioita voi tapahtua myds muiden
halogeenien, kuten kloorin ja bromin kanssa. Muitakin klik-reaktion kriteerit tdyttdvid tiolireaktioita on

mutta niiden sovellusta glykokonjugaattien synteesiin ei ole riittdvin laajasti tutkittu.'*



5 Johtopaatoksia

TEC-reaktion kaksi selkedsti suurinta hyotyé, jotka nousevat esiin kaikissa tutkimuksissa, ovat reaktion
selektiivisyys ja kemiallisesti neutraalit, helposti ja edullisesti toteutettavat reaktio-olosuhteet.
Reaktiolla valmistettujen hiilihydraattijohdannaisten ja niiden valmistuksessa kéytettivien
lahtdaineiden laaja kirjo osoittaa TEC-reaktion monipuolisuuden ja sopeuttamiskyvyn biokemian
tarpeisiin. Tutkimusten perusteella TEC-reaktiolla voidaan syntetisoida hiilihydraattijohdannaisia
paljon monipuolisemmin kuin glykolyysilla, silld se mahdollistaa neoglykojohdannaisten, eli pelkastdan
synteettistd aineista valmistettavien hiilihydraattijohdannaisten valmistuksen. Taméa luo mahdollisuuden

valmistaa tarkasti ja tehokkaasti molekyyleja halutulla rakenteella ja ominaisuuksilla.

Léhtoaineet reagoivat toistensa kanssa hyvin tarkasti, mutta reaktion tehokkuutta voi liséta saatimalla
olosuhteet mahdollisimman edullisiksi. Liuottimen ja mahdollisten fotoinitiaattoreiden polaarisuus,
lahtoaineiden stereokemiallinen rakenne ja funktioisomeria luovat ryhmien vilisid varauksia, jotka
hidastavat reaktiota ja voivat vihentdd saantoa. My0s reaktioldmpdtila vaikuttaa saannon suuruuteen,
joissakin tapauksissa hyvin voimakkaasti. Reaktiolle optimaalisista olosuhteista kertova tieto on
hajanaista, vaikka sité on tutkittu laajasti koko 2000-luvun ajan. Olosuhteiden vaikutuksesta ja reaktion
mekanismin heikoista kohdista olisi hyvéd laatia kattava kokonaisvaltainen selvitys, joka helpottaisi

reaktion kayttod kiytdnnon sovelluksissa.

TEC-reaktion kéyttd biopolymeerien valmistuksessa on laajasti tutkittu ja sen avulla pystytdin
valmistamaan suuria ja monimutkaisia molekyylirakenteita ilman monivaiheisia synteesireittejd ja
kalliita, myrkyllisid katalyyttejd. Valmistettujen biopolymeerien ja muiden makromolekyylien kayttoa
eri kemian osa-alueilla on tutkittu paljon ja hyvallda menestykselld viime vuosina. Sovelluskohteita on
laajasti ladketieteessd ja tulevaisuuden materiaalien valmistuksessa. Lahitulevaisuudessa tutkimus
jatkuu ja reaktiota toivottavasti aletaan enenevissd madrin kiyttdd suuremmalla skaalalla teollisuuden

eri aloilla tehden monien tuotteiden valmistusprosesseista taloudellisesti ja ekologisesti kestavampia.
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