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Atsakruunujen bisyklisten metallikompleksien parissa tehdddn nykyéén mielenkiintoista
tutkimusta ja niilld on suuri potentiaali tulla hyddynnetyksi esimerkiksi
bioldédketieteellisissd sovellutuksissa. Monissa tutkimuksissa on havaittu, ettd monilla
néilld komplekseilla on merkittavié katalyyttisid ominaisuuksia biologisissa prosesseissa.
Ne voivat toimia esimerkiksi keinotekoisina esteraaseina, fosfodiesteraaseina ja
peptidaaseina. Niitd voidaan kiyttdd myds molekyylikytkimind ja -sensoreina sekd
mahdollisesti lddkeaineiden tai geneettisen materiaalin vektoreina. Téssd tutkielmassa
paneudutaan eritoten bisyklisiin metallikomplekseihin. Kahden metalli-ionin on havaittu
vaikuttavan komplekseissa synergisesti. Télloin myos ndiden molekyylien katalyyttiset
potentiaalit ovat merkittdvisti suurempia, kuin yksittdisten metalli-ionien vaikutuksesta
voisi pddtelld. Molemmat metalli-ionit osallistuvat esimerkiksi hydrolyyttisissa
reaktioissa sekd molekyylien tunnistamiseen, ettd niiden pilkkomiseen.

Tutkielman kirjallisessa osassa késitellddn erilaisia atsakruunutyyppejd ja niiden
synteesejd sekd lopuksi esitelldéin niistd tehtyd tutkimusta ja mahdollisia sovellutuksia.
Padpaino on annettu bioladketieteellisille sovellutuksille, vaikka
atsakruunukomplekseilla saattaa olla tulevaisuudessa kayttod myos esimerkiksi
nanokoneina tai dlypolymeereind. Tutkielman kokeellisessa osassa yritettiin valmistaa
kolme atsakruunutdhdettd siséltdvé haaroittunut molekyyli, jolla olisi mahdollisesti ollut
fosfodiesterisidoksia pilkkovia katalyyttisid ominaisuuksia mutta synteesi osoittautui
hankalaksi, joten kokeellisessa osuudessa tyydyttiin valmistamaan vain itse

atsakruunutihde.

Asiasanat: atsakruunu, metallikompleksi, bisyklinen, hydrolaasi, fosfodiesteraasi
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1. JOHDANTO

Monien luonnossa esiintyvien entsyymien kofaktoreina toimivat metalli-ionit. Erityisesti
ensimmadiseen siirtymédmetallisarjaan kuuluvia ioneja siséltdvid aktiivisia keskuksia on
néissd usein kaksi tai useampia ja ne toimivat yhteistydssi toisiaan vahvistaen.! Luonnon
entsyymit ovat usein monimutkaisia ja nykyédédn pyritadnkin kehittdiméan rakenteeltaan
yksinkertaisempia, mutta silti halutut ominaisuudet siséltédvid keinotekoisia katalyyttisia
entsyymejd. Biomimeettisilli entsyymeilld saattaa olla suuri merkitys tulevaisuuden
ladkekehityksessd ja molekyyliteknologiassa.

On havaittu, ettd joillakin atsakruunujen Zn?>* -ionikomplekseilla on kyky pilkkoa
spesifisesti  fosfodiesterisidoksia RNA-molekyylissi (fosfodiesteraasit)>. Monia
atsakruunujen metalli-ionikomplekseja voidaan kdyttii katalysoimaan myds monia muita
hydrolyyttisid ~ reaktioita  kuten  aminohappojen  estereiden ja  peptidien
hydrolyysireaktioita (esteraasit ja peptidaasit)’. Atsakruunukomplekseja voidaan kiyttii
esimerkiksi molekyylien tunnistamis- ja pilkkomistehtdvissd, molekyylikytkimini,
sensoreina ja jopa suurempien molekyylien kuljettamiseen kiytettivind vektoreina.*

Viimeksi mainittuihin monimutkaisempiin tehtdviin on mahdollisesti kehitettdvissa

sovellutuksia kryptandien tutkimuksen kautta.

Erikoisty0Ossd pyrittiin valmistamaan pentaerytritolirakenteeseen perustuva haaroittunut
molekyyli 64, joka sisdltdd neljd 1,5,9-triatsasyklododekaanitdhdettd (Kuva 1). 1,5,9-
triatsasyklododekaanin Zn?*-kompleksi kykenee katalysoimaan fosfodiesterisidoksen
pilkkoutumista mutta toisaalta myos muodostamaan terndirisen kompleksin urasiilin,
tymiinin ja véhdisissi méirin guaniinin kanssa.” Tdmin vuoksi kohteena olevalla
rakenteella saattaa olla mielenkiintoisia fosfodiesterisidoksen pilkkoutumista
katalysoivia ominaisuuksia urasiilirikkaiden RNA-sekvenssien kanssa. Mielenkiintoinen
tilanne voisi syntyd esimerkiksi, kun kyseinen rakenne kohdennetaan kolmen urasiilin

pullistuman sisdltavadn kaksoiskierteeseen.
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Kuva 1. Ty0ssa tavoitellun molekyylin rakenne

2. MAKROSYKLISTEN POLYAMIINIEN ELI POLYATSAKRUUNUJEN
VALMISTUS

2.1. Makrosykliset polyamiinit

Makrosykliset polyamiinit (MPAt) eli polyatsakruunut ovat heterosyklisid, useita
sekundaarisia amiinisidoksia siséltdvid yhdisteitd, joiden renkaassa on hiilen lisdksi
typped. Polyatsakruunut, kuten kruunueetterit, kykenevit kelatoimaan metalli-ioneja,
anioneja,  kationeja  ja  neutraaleja  molekyylejd  selektiivisesti  itseensd
koordinaatiosidoksilla. Selektiivisyyteen vaikuttaa mm. renkaan koko ja sitovien typpien
maérd, niiden reaktiokyky ja makrosyklin konformaatio. Toisin kuin happikruunut, jotka
sitovat itseensd péddasiassa alkali- ja maa-alkalimetalleja, polyatsakruunut kykenevit
sitomaan itseensd siirtymédmetalleja ja ammoniumsuoloja (typpiatomit ovat vihemmén
elektronegatiivisia, joten elektroniparit ovat paremmin kaytettavissd
kompleksointireaktioissa). Polyatsakruunuja kiytetddn mm. katalyytteind, metalli-ionien
erottelemiseen, metallikationien viemiseen reaktioon tai siitd poistamiseen.
Biosovelluksissa polyatsakruunuja voidaan kéyttdd hyvéksi esim. ioninkuljetuksessa
poolittoman solumembraanin 1dpi. Protonoidut MPAt sitoutuvat voimakkaasti tiheiden
anionien sekd mono- ja polyfosfaattien kanssa. Atsakruunujen spesifisyyttd substraatille
voi  kasvattaa  lisddmadlld  steerisii = esteitd  sitoutumiskohtien  ldhelle.
Lariaattiatsakruunueettereissd yleensd yhdessd typessd on hiilivetyhdntd, jossa on
eetteriryhmd. Substraatti reagoi hdnndn kanssa ja hiilivetyketju taipuessaan asettaa

metalli-ionin atsakruunurenkaan sisédlle. Ensimmadiset polyatsakruunut syntetisoitiin jo



ennen happea sisdltdvien kruunueettereiden 10ytdmistd. Ensimmdinen synteettinen
makrosykli, muodostettiin pyrrolin ja asetonin kondensaationa suolahapossa. Syklaamin
(Kuva 2) syntetisoi ensimmdiisen kerran J. van Alphen 1937. Sen ja metalli-ionin
muodostama kelaatti on esitetty kuvassa 3. Téssa kirjallisuuskatsauksessa tarkastellaan

polyatsakruunujen synteeseji.®”:s
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Kuva 2. Syklaami Kuva 3. Metalli-ionin ja syklaamin muodostama kelaatti
2.2. Yleistd synteeseistd

Syntetisoitava hiili-typpi-heterosykli voidaan koota yhdestd, kahdesta tai useammasta
molekyylistd. Kun rengas muodostetaan yhdestd molekyylistd, puhutaan joskus nk.
“kddrmestrategiasta”, jossa molekyylin toinen pdd reagoi toisen pddn kanssa esim.
Williamsonin eetterisynteesin kautta.>” Yhden molekyylin tekniikoista kiytetisin myos
syklodimerisaatiota, jossa kaksi antiparalleelia monomeeria, joiden vililld vaikuttaa
molekyylien  vilisid  vuorovaikutuksia, esimerkiksi  vetysidoksia, reagoivat
kuumennettaessa muodostaen dimeerin. Yleisin makrosyklien valmistustapa on kuitenkin
yhdistda kaksi ert molekyylid, joissa kummassakin on kaksi reaktiivista kohtaa. Naiden
kahden molekyylin kondensaatiossa lohkeaa pienempi molekyyli. Kun keski- tai
suurikokoista rengasrakennetta aletaan rakentamaan useammasta molekyylistd, alkaa
entropian vaikutus tulla merkittdvdksi ja saannot putoavat nopeasti, ellei apuna
synteesissa kéytetd templaattia kuten metalli-ionia, jolloin koordinaatiosidokset auttavat
reaktantteja 10ytdmadn reaktiossa oikeanlaisen aseman. Termodynaaminen kontrolli
stabiloi rakenteet, jotka ilman metalli-ionin ldsnéoloa eivédt kykenisi saavuttamaan
syklisaatiolle suotuista asemaa. Atsakruunujen syntetisointi on toisinaan vaikeaa, silld
thanteellisesti tulisi 16ytdd typpisuojaryhmd, joka samalla aktivoisi typen ja olisi helposti

irrotettavissa ilman, ettd rengasrakenne hajoaa. Lisdksi monet reaktiot on suoritettava



laimeissa reaktioliuoksissa, jotta viltettdisiin polymerisaatiota. Reaktio-olosuhteita
muuttamalla voidaan vaikuttaa sithen, onko hallitsevana reaktiona syklisaatio vai

polymerisaatio.’
2.3. Renkaansulkemisstrategiat

Renkaan muodostaminen yhdelli sidoksella

Rengas voidaan muodostaa antamalla lineaarisen molekyylin reaktiivisten ryhmien
reagoida molekyylin sisdisesti, jolloin tuloksena on polyatsakruunuja syntetisoitaessa
yleensi amidisidos ja syklopeptideji rakennettaessa usein myds disulfidisidos.®’-
”Okaharan” renkaansulkemisreaktiossa a,m-dioli muodostaa itsensd kanssa makrosyklin
tosyylikloridin ja eméiksen ldsnd ollessa. Reaktiossa saavutetaan hyvid saantoja ja

lahtdaineet ovat helposti valmistettavissa tai hankittavissa.
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Kaavio 1. Molekyylin siséisid renkaanmuodostumisreaktioita

Renkaan muodostaminen kahdella tai useammalla sidoksella (1:1, 2:1, 2:2, 3:3, 4:4

ja useamman substraatin syklisaatiot)

Yleensd makrosyklit valmistetaan kahden sidoksen yhtdaikaisen muodostumisen kautta.
Télloin toisen substraatin kaksi funktionaalista ryhméé reagoi toisen substraatin kahden
funktionaalisen ryhmin kanssa muodostaen renkaan.®’®° Reaktioiden saannot ovat
yleensd hyvid, mikéli kdytetddn metalli-ionia reaktion templaattina, kdytetddn hyvéaksi

molekyylien vilisid vetysidoksia tai reaktiota laimeassa liuoksessa. Kahden sidoksen



menetelmid kdytetddn usein polyatsakruunujen valmistuksessa. Asetonin (1) tai
aldehydin reaktio trietyleenitetraamidin (2) kanssa on esimerkki 2:1 syklisaatioreaktiosta.
Reaktiossa muodostuu tyydyttymdton 13-jaseninen makrosykli (E)-11,11,13-trimetyyli-
1,4,7,10-tetra-atsasyklotridek-13-eeni (3). 2:2 syklisaatiossa muodostuu neljd uutta
sidosta neljan substraatin viélille. Reaktio suoritetaan templaatti-menetelmélld tai
laimeassa liuoksessa. Sivutuotteina saadaan myos 1:1 syklisaatiotuote (samoin kuin
pienid madrid 3:3, 4:4, jne. tuotteita). Jos yksi reaktanteista on jdykkérakenteinen,
pienenee 1:1 syklisaation osuus reaktiossa. Suurempi konsentraatio suosii 2:2
syklisaatiotuotteita mutta myos polymeeria syntyy tdlloin enemmén. Yksi esimerkki
jaykasta difunktionaalisesta molekyylistd, joka reagoi 2:2 syklisaatiossa ennemmin kuin
1:1 syklisaatiossa, on katekoli, joka reagoi dietyleeniglykolin dikloori-johdannaisen
kanssa, jolloin muodostuu 18-crown-6. Tami Pedersenin 16ydds johti lopulta
kruunueetteriligandien kehittdmiseen, jotka muodostavat moninaisia komplekseja
metallisten ja orgaanisten kationien kanssa. Templaattiefektilld on suuri vaikutus siihen,
syntyyko reaktiossa padasiassa 2:2 vai 1:1 syklisaatiotuotteita. Riippuen metalli-ionin
koosta ja koordinaatio-ominaisuuksista, silli on usein tirked rooli ndissd reaktioissa.
Joskus pienemmit kationit suosivat 2:2 syklisaatiota, koska suuremmissa makrosykleissi
on heteroatomeihin koordinoitunut kaksi kationia.®”? 3:3, 4:4, 5:5, jne. syklisaatiotuotteet
ovat usein sivutuotteita 1:1 tai 2:2 syklisaatioreaktioista. Tyydyttyméttomid maksosykleja
voidaan muodostaa asetonista (tai muusta ketonista) ja 1,2-diaminoetaanin (4) tai 1,3
diaminopropaanin johdannaisista.®’ Reaktiossa nelji asetonimolekyylii reagoi kahden
diamino-yhdisteen kanssa ilman templaattia tai metalli-ioni-templaatin lisni ollessa.’
Ammoniumsuola (1E,7E)-5,5,7,12,12,14-heksametyyli-1,4,8,11-tetra-
atsasyklotetradeka-7,14-dieeni (5) saatiin muodostumaan ilman templaatti-ioneja. 4:2
syklisaatiossa neljin samanlaisen molekyylin reaktiiviset kohdat reagoivat kahden
keskenddn samanlaisen molekyylin reaktiivisten kohtien kanssa. Renkaan muodostumisia

kahdella tai useammalla sidoksella on esitetty kaaviossa 2.
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1:1 syklisaatiossa kahdessa samanlaisessa molekyylissd on kaksi reaktiivista kohtaa, jotka

reagoivat toisen molekyylin reaktiivisten kohtien kanssa.
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2:1 syklisaatiossa kahden samanlaisen molekyylin kaksi reaktiivista kohtaa reagoivat

sekd toistensa, ettd kolmannen erilaisen molekyylin reaktiivisten kohtien kanssa.
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2:2 syklisaatioon osallistuu kaksi molekyyliparia, joiden reaktiiviset kohdat reagoivat

toistensa reaktiivisten kohtien kanssa niin, ettd erilaiset molekyylit renkaassa

vuorottelevat.

Useamman substraatin syklisaatioissa on kahdenlaisia molekyylejd, jotka reagoivat
toistensa kanssa niin, ettd erilaiset molekyylit renkaassa vuorottelevat. Erilaisia

molekyylejd on yleensd yhtd suuri maara.
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4:2 syklisaatiossa neljin samanlaisen molekyylin reaktiiviset kohdat reagoivat kahden

keskenddn samanlaisen molekyylin reaktiivisten kohtien kanssa.

Kaavio 2. Renkaan muodostuminen kahdella tai useammalla sidoksella

Atsakruunujen synteesi templaatilla

Kéyttdmalld metalli-ionitemplaatteja, voidaan muodostaa useamman substraatin
muodostamia makrosyklejd. Kuparin ja monihampaisten amiinien muodostama
kompleksi reagoi esimerkiksi formaldehydin, nitrometaanin tai dietyylimalonaatin
kanssa, jolloin saadaan kaaviossa 3 esitetylld periaatteella esimerkiksi makrosykli 7.
Toisia amiineja voidaan kdyttdd myds renkaan muodostamiseen. Télloin kahdeksan

molekyylii reagoi muodostaen heksa-atsa-makrosyklin.'”
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Kaavio 3. Atsakruunujen synteeseji templaatin avulla



Renkaan dimerisaatiot ja oligomerisaatiot

Renkaan dimerisaatiossa rengas avautuu, jolloin sen avautumiskohdassa olevat
reaktiiviset ryhmidt muodostavat reagoidessaan uuden makrosyklin, jossa renkaan koko
kaksinkertaistuu (Kaavio 4). Mikili 7-rengas avautuu, se voi dimerisoitua esimerkiksi 14-
renkaaksi. Mikéli 7-rengas muodostaa pidempid renkaita, kutsutaan reaktiotyyppid
oligomerisaatioksi (Kaavio 4). Templaatti saattaa edistdd dimerisoitumista. Talla
menetelmilld on saatu hiilisubstituoituja syklaameja korkealla saannolla.” On my®ds
raportoitu renkaan koon pienenemisti 14-renkaasta 7-renkaaksi.!° Etyleenioksidin ja
atsiridiinin johdannaisia voidaan kayttdd makrosyklien rakentamisessa. Substituoitu
atsiridiini tai etyleenioksidi itsekondensoituu renkaanavauksessa muodostaen trimeereja,

tetrameereji ja niin edelleen.’

Makrosyklin koko riippuu péddasiassa siitd, mitd
lahtoainetta kdytetdan. N-bentsyyliatsiridiinin (8) tapauksessa muodostuva makrosykli on
tetra-atsa-12-kruunu-4 (9) (Kaavio 4). Avoketjuiset yhdisteet reagoivat vastaavasti
muodostaen tdmén tyyppisid makrosyklejd. Radikaalin merkitys reaktiossa on vetdd
elektroneja pois typeltd, jolloin resonanssin vuoksi molekyylin toinen puoli stabiloituu ja

typestd katkeaa hapon vaikutuksesta vain se sidos, joka ei ota osaa

resonanssirakenteeseen.
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Kaavio 4. Renkaan muodostuminen dimerisaatiossa ja oligomerisaatiossa. Esimerkissa
4-renkaisesta yhdisteestd dimeroituu 8-renkainen yhdiste!! ja 3-rengas oligomerisoituu

12-renkaaksi (tetra-atsa-12-kruunu-4).

2.4. Makrosykliefekti

Termi kuvaa sitd, kuinka paljon stabiilimpi makrosyklinen ligandi on kompleksoituessaan
metalli-ionin kanssa kuin ilman metalli-ionin vaikutusta. [Imi6lle voidaan antaa joitakin
termodynaamisia selityksid. Termodynaaminen kontrolli stabilisoi rakenteet, jotka eivit
olisi vallitsevia ilman metalli-ionin ldsndoloa. Entalpian muutokseen vaikuttavat mm.
liukeneminen ja konformaation muutokset sidoksen muodostuessa. Entropiaan vaikuttaa
reaktioon osallistuvien jdsenten méédrd ja erityisesti liuotinvaikutukset. Reaktioissa

metalli-ioni-templaatilla kineettinen efekti koordinoi reaktantit sopiviin asemiin
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kondensaatioreaktiota varten.!” Makrosyklin ja metalli-ionin
kompleksinmuodostuskykyyn vaikuttaa piddasiassa sitoutumispaikkojen méadrd
makrosyklissd, sitoutumiskohdan (typpi, happi, rikki..) elektronegatiivisuus, (metalli-
ionin) koko ja varaus sekd poolisuus, metalli-ioneilla myds ioniparivuorovaikutus.
Atsakruunut sitovat siirtymadmetalleja. Sitoutumispaikkojen tulisi sijaita siten, ettd ne
maksimoivat ligandi-metalli-ionivuorovaikutuksen. Makrosyklin konformaatio sanelee
myoOs sen, sitoutuuko metalli-ioni mieluummin makrosyklin sisddn vai hieman sen

ulkopuolelle.!®

Makrosyklin joustavuuteen vaikuttaa renkaan rakenne: tyydyttynyt
hiilivetyrunko joustaa enemméin kuin aromaattisista ryhmistd koostuva runko. Lisda
jaykkyyttd runkoon saadaan liittimilld siithen esim. esterisidoksia. My0s renkaita
lisddmalld voidaan makrosyklid jaykistdd, kuten esim. kryptandeissa, jotka ovat
erdadnlaisia “kolmiulotteisia” atsakruunuja, joissa on useampi rengas. Ja tietenkin mitd
suurempi makrosykli on, siti enemmin se joustaa.'!? Protonoituja atsakruunuja voidaan
kéyttdd anionien sitomiseen. Anioni voi olla yksinkertainen epdorgaaninen anioni (esim.
halidi-ioni) tai karboksylaatti/polykarboksylaatti, fosfaatti, polyfosfaatti tai nukleotidi, tai
anioninen metallikompleksi. Vuorovaikutuksena ovat elektrostaattiset vuorovaikutukset
ja vetysidokset protonoitujen makrosyklisten amiinien ja anionisten substraattien valilla.
Kolmityppiset 9-renkaat ovat liian pienid, jotta niiden kaviteettiin mahtuisi metalli-ioni
(esim. 1,4,7-triatsasyklononaani). Metalli-ionit wusein koordinoituvatkin néissa
makrosyklin tason ulkopuolelle. Nelityppiset renkaat muistuttavat luonnonyhdisteita
kuten porfyriinid. Nelityppisilld renkailla onkalon koko ei ole niinkdén merkittiva tekija
metalli-ionin spesifisyyden kanssa. Kasvattamalla renkaan kokoa viidestd kuuteen,

kompleksien stabiilisuus kasvaa pienten metallien kohdalla, suurten metallien

kustannuksella.'”

2.5. Synteesiesimerkkeja

2.5.1. Atsakruunurenkaiden typen suojaryhmistd

Mikdli renkaan synteesistrategiana on muodostaa bis-tosyyliamidin ja alkyyliditosylaatin
kondensaatti, typped ei tarvitse suojata. N-tosyyliryhméd aktivoi typen ja suojaa sitd.
Tosyyli-ryhmien poisto vaatii kuitenkin melko radikaalit olosuhteet, kuten vékevén

rikkihapon, natriumetoksidin tai littumalumiinihydridin kéytt6d. Trifluoriasetyyliryhmia
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voidaan kayttdd myoOs suojaryhmind mutta saannot renkaansulkemisreaktioissa ovat
pienet, samoin kuin etoksikarbonyyliryhmid kéytettdessd. Sekundaarisilla amiineilla
BOC-suojauksella on huomattu olevan kiyttdarvoa. Formyyli-suojaryhmélld on saatu
hyvid tuloksia, kun kdytetddn metyyli- tai etyyliformiaattia. Formyyliryhma on vahvasti
elektronegatiivinen, eikd steerisid vaatimuksia kéytdnndssd ole. N-formyyliryhma
voidaan poistaa vikevillda HCl:lla, 10% rikkihapolla, H/Pd/C-pelkistykselld, 15%

vetyperoksidilla tai NaOH-liuoksella.®"?

2.5.2. Synteesejd

Diatsakruunujen synteesi

Diatsakruunut ovat tirkeitd, koska niistd voidaan valmistaa kryptandeja
("kolmiulotteisia” monirenkaisia atsakruunuja), N-substituoituja ligandeja ja niiden
kompleksointikyky muistuttaa monissa biologisissa prosesseissa esiintyvdd ominaisuutta.
Seuraavaksi kuvaillussa “raputekniikassa” annetaan esim. alkyyli-/asyylidikloridin (10)
ja primaarisen/sekundaarisen diamiinin (11) kondensoitua diatsarenkaaksi® (12) (Kaavio
5). Tamén yhden reaktiovaiheen synteesin saannot ovat hyvid, halvat ldht6aineet ovat
helposti saatavilla, eikd typen suojaryhmid tarvita. Ldhtdaineina diamiineille ovat

esimerkiksi tosyloidut diolit ja alkyylidikloridit.
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Kaavio 5. Diamiinin ja erddn diatsakruunun synteesit
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Triatsakruunujen synteesi

Triatsakruunuja voidaan syntetisoida kéyttdmalld ldahtdaineena triatsabisyklodekeenié,

TBD (vahva guanidiiniemds) tai kiayttimalla “raputekniikkaa” (Kaavio 6).
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Kaavio 6. Kaksi erilaista triatsakruunujen synteesid kayttamalla triatsabisyklodekeenid

TBD ldhtoaineena seké kaksi synteesid kayttamailla “raputekniikkaa”.
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Symmetrisid kruunueettereitd valmistetaan kédyttdmallad etyleeni- ja propyleeni-siltoja
sekd N-tosyyliaminoglykolia (20) l&htdaineina. Glykolin annetaan reagoida
akrylonitriilin (21) kanssa ja pelkistyksen jdlkeen saadaan triamiini 22, josta rakennetaan

atsakruunu 24 (Kaavio 7).

1) CHy:CHCN 21 Y
OH 0 N,
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24
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Kaavio 7. Esimerkki symmetristen atsakruunujen synteesista

Tetra-atsakruunujen synteesi

Tetra-atsakruunu-rakenteita 10ytyy luonnossa esimerkiksi porfyriineistd. Tetra-
atsakruunuilla on havaittu, ettd molekyylin kaviteetin koko ei ole kovin merkityksellinen
metalli-ioniin kohdistuvan selektivisyyden kannalta. Paljon merkityksellisempda kelaatin
pysyvyyden kannalta on atsakruunun eri konformeerien stabiilisuus.'® Kaaviossa 8 on
esitetty tetra-atsakruunun 28 synteesi kdyttden ldhtoaineena sekundaarista amiinia 25 ja
toisena ldhtdaineena bis(2-klooriasetamidi):n johdannaista 26, joka on reaktiivisempi

kuin tavalliset alkyylikloridit'®. “Raputekniikassa” yhdisteelld 26 on kaksi reaktiivista
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alkyylikloridiryhmé4 ja on valmis reagoimaan primaarisen tai sekundaarisen amiinin
kanssa. Léhtoaine on helposti valmistettavissa diamiineista ja
kloorietikkahappoanhydridistd. Kaaviossa 8 on esitetty myods yhden vaiheen synteesi,
jolla voidaan valmistaa symmetrinen tetra-atsa-18-kruunu-6-yhdiste, 4,7,13,16-
tetrabentsyyli-1,10-dioksa-4,7,13,16-tetra-atsasyklo-oktadekaani ~ (31)  kdyttamailla
lahtoaineina 2,5-dihydrofuraania (29) ja dibentsyylietaani-1,2-diamiinia (30).

Rl\ R" Rl\ /Rll
o~ OGN N0 oy o._N 'N_o
NH A '}lH +
R R ¢ cl R-N , N°R
27
R'\ /Rll
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R-N NZR
A
28
NHCHPh  NaBH,ON Pthc\l\/l/\O/\N/CHzph
O - ¢
40%

NHCH,Ph

N N
29 PhH,C” “CH,Ph
30 = o J ™™
31

Kaavio 8. Esimerkkejd tetra-atsakruunujen synteeseistd (jalkimméinen 31 on

symmetrinen).
N-alkyloitujen triatsa- ja tetra-atsakruunujen synteesi

N-alkyloitujen triatsa- ja tetra-atsa-kruunujen valmistuksessa avainyhdiste on N-[2-(2-
kloorietoksi)etyyli]asetamidi. Reaktiossa kiytetddn kaksi ekvivalenttia asetamidia 32
yhtd primaarista amiinia kohti. Té@mén jidlkeen tuotteen annetaan reagoida vield
dihappokloridin 34 kanssa, jolloin pelkistyksen jdlkeen saadaan symmetrinen 18-kruunu-

6 35. Kaaviossa 9 on esitetty alkyloitujen tri- ja tetra-atsakruunujen synteesit.
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Kaavio 9. N-alkyloitujen triatsakruunun ja tetra-atsakruunun synteesit

3. ATSAKRUUNUJEN BISYKLISTEN METALLIKOMPLEKSIEN
SOVELLUTUKSET

3.1. Rakenne, ominaisuudet ja molekulaarinen tunnistaminen

Bisykliset metallikompleksit eroavat merkittidvisti yksirenkaisista vastineistaan.
Bisyklisissd metallikomplekseissa kaksi metalli-ionia ovat 1dhekkéin toisiaan, joten ne
voivat vuorovaikuttaa toisiinsa — eritoten jos ne ovat paramagneettisia. Lisdksi kun niiden

etdisyys toisistaan on oikeanlainen, ne voivat sitoutua ja niin tunnistaa erilaisia
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substraatteja ja vaikuttaa niiden aktivoitumiseen spesifisemmin. Ne voivat siis tietyissd
tilanteissa jaljitelld luonnon omia biologisia metalloproteiineja. Metalli-ionit voivat
sijaita kompleksissa toisiinsa ndhden eri topologioissa. Metallikeskusten etiisyytti
toisiinsa voidaan helpoiten sddtdd muuttamalla keskusrakenteeseen liittyneen linkkerin
pituutta. Talloin on kuitenkin kiinnitettdvd huomiota tarvittavan jaykkyyden
aikaansaamiseen metalli-ionikeskusten vélilld. Linkkeri on usein hiili-hiili- tai typpi-
typpi-sidoksinen ketju. Metalli-ionikeskukset ovat yleensé keskenddn homotooppisia, eli
niissd on samanlaiset renkaat ja metalli-ionit. Kuitenkin heteroditooppisia
makrosyklejikin on syntetisoitu mutta niiden synteesit ovat monimutkaisempia.’!
Molekulaarisessa tunnistamisessa esiintyy monenlaisia vuorovaikutuksia. Ligandi
vuorovaikuttaa monesti sekd metallikeskuksen, ettd sitd ympéardivan kaviteetin kanssa.
Vuorovaikutukset eivit rajoitu pelkéstddn elektrostaattisiin vuorovaikutuksiin metalli-
ionin (kuva 4) kanssa vaan myods ympdristolld, jossa kompleksi muodostuu, on
merkitystd. Vedessd hydrofobisten vuorovaikutusten lisdksi stabiilisuuteen ja ndin
tunnistamiseen vaikuttaa vesimolekyylien liikkuvuus ja hylkimisvaikutus, jotka

vaikuttavat kokonaisentropiaan'!.

Elektrostaattinen ja koordinaatio-
vuorovaikutus

Hydrofobinen vuorovaikutus

Kuva 4. Molekyylin vuorovaikutukset kaviteetin kanssa

3.2. Metallikompleksien kaviteetin suunnittelu

Kun suunnitellaan keinotekoisia entsyymejd, jotka matkivat luonnossa esiintyvid
metallikomplekseja, on otettava huomioon useita asioita. Katalysoivan vaikutuksen
aikaansaamiseksi, on katalyytin pystyttdvd muodostamaan samantyyppisid

koordinaatiosidoksia kuin luonnolliset entsyymit. Tarkeintd on keinotekoisen entsyymin
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orientaatio ja liikkuvuus katalysoitavassa reaktiossa. Metallikationia ymparoiva tasku
tulee olla oikean kokoinen ja muotoinen. Lisdksi katalyytin muu rakenne tulee olla juuri
sopivan joustava mutta myds jaykki.!? Metallikompleksilla on useampi tehtivi. Se on
osallisena molekyylin tunnistamisessa ja sen on myos ohjattava transitiotilaa ja reaktiota
oikeaan suuntaan. Metalli-ioni ja siithen liittyneet donorit kuten typpi, happi tai rikki
muodostavat  ensimmdisen  (primaarisen)  koordinaatiokehdn. = Ensimméinen
koordinaatiokehd tulee suunnitella siten, ettd silld on riittdvd kyky toimia Lewisin
happona, silld on halutunlaiset elektrostaattiset vuorovaikutukset ja hapetus-pelkistys
potentiaali.!? Sekundaarisen koordinaatiokehin muodostavat keinotekoisen katalyytin
molekyylirunkoon liitetyt funktionaaliset ryhmaét, jotka auttavat esimerkiksi katalyytin
liittymistd substraattiin (koordinaatio), suojelemaan metalli-ionia tai irrottamaan
katalyysin tuotteet. Tdmén sekundaarisen kehdn biologisissa entsyymeissd muodostaa
proteiinien laskostuminen, jota on vaikea matkia kdyttimaélld pientd keinotekoista
molekyylid. Sekundaarista koordinaatiokehdd voidaan muokata ja sdétdd liittAmalla
sithen esimerkiksi H-sidoksen luovuttajia tai vastaanottajia. Ndin voidaan edistdi
epitavallisten vilituotteiden muodostumista ja stabiloida niitd.'? Yksi keino on kiytti
apuna tunnettuja makrosyklejd kuten kaliksareeneja tai syklodekstriinejé, jotka voidaan
funktionalisoida donoriryhmilld metalli-ionin sitoutumista varten (Kuva 5). Kolmannen
koordinaatiokehdn muodostaa entsyymin kolmiulotteinen rakenne, joka muodostaa
erityisen taskun, joka parantaa substraatin sitoutumista ja selektiivisyyttd. Se myds
osallistuu reaktiotuotteiden poistoon ja silli on merkitystd vesimolekyylien
sijoittumisessa ja protonien siirrossa. Vedelld on sitoutumisissa erittdin suuri merkitys,
silld se kilpailee elektrostaattisista vuorovaikutuksista (varaus, dipolit ja vetysidokset)
muiden substraattien kanssa. Naiilld vuorovaikutuksilla on merkittivd rooli
reaktiivisuudessa ja selektiivisyydessd. Kolmannen koordinaatiokehén vaikutusta

kutsutaan my6s nimelld cavity effect.'?
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Kuva 5. Atsakruunu-metallikomplekseja liitetty kaliks[4]areeniin. '3

Synteesistrategioissa molekyylin keskusrakenteeseen liitetdén kovalenttisesti ligandeja,
joissa on linkkerin vélitykselld kiinni metallikompleksi. Synteesissd voidaan kayttdd
my0s toista ldhestymistapaa, jossa koko katalyytti syntetisoidaan ensimmaéisend ilman
metalli-ioneja, jotka sitten tuodaan yhdisteeseen myohemmin. Linkkerin pituutta,
keskusrakenteen muotoa ja jaykkyyttdi muuttamalla voidaan vaikuttaa sithen, milld
etdisyydelld ja missd asennossa metallikompleksit suhteessa toisiinsa ovat.
Keskusrakenteessa on myos funktionaalisia ryhmid, joilla pyritddn vaikuttamaan
esimerkiksi katalyytin spesifisyyteen kai katalyysikykyyn. Kun wvalitaan uuden
molekyylin keskusrakennetta, tulee pohtia muun muassa ympéaristdd, jossa sitd on
tarkoitus kayttda. Esimerkiksi kaliksareenit eroavat syklodekstriineistd merkittivisti.
Syklodekstriinit ovat veteen liukenevia ja hydrofobinen efekti saa lipofiilisen substraatin
hakeutumaan syklodekstriinin keskukseen vesiliuoksissa. Tdmad ominaisuus yleensd
pysyy, vaikka syklodekstriiniin liitetddn funktionaalisia ryhmid. Kaliksareenit ovat
veteen liukenemattomia ja niitd tulee muokata merkittivisti, jotta ne olisivat veteen
liukenevia. Ndmé muokkaukset eivit taas usein sovi yhteen muiden metallikompleksiin
tehtdvien funktionalisointien kanssa. Ne liukenevat siis kdytdnndssd vain orgaanisiin
livottimiin ja tdmdn vuoksi niitd ei yleensd voida kiyttdd molekyylireseptoreina mutta
niitd voidaan kéyttdd jonkun toisen rakenteen perustana. Kaliksareenit eivét siis itsessddn
ota osaa katalyysireaktioon vaan toimivat metallikompleksiligandien tukirankana.
Kaliksareenejd voidaan myos jdykistdd muodostamalla kovalenttisia sidoksia sen

fenolisten ryhmien vilille.
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Toisin  kun kaliksareenit, syklodekstriinit pystyvédt sitoutumaan substraattiin
vesiliuoksissa. Télloin substraatit padsevét aktiivisen metallikationin ldhelle ja niilld on
kineettinen vaikutus metallikationiin. Joustavampiin kaliks[6]areeneihin voidaan liittda
kolme yksihampaista donori-ryhméa 1-,3- ja 5- asemiin. Nama voivat olla esimerkiksi
pyridiini- tai imidatsolirenkaita. Tdlloin ensimmdiinen koordinaatiokehd muodostuu
pseudo-tetrahedraalisella tavalla, jossa metalli-ioniin (Zn" tai Cu'') on koordinoituneina
kolme typpidonoria ja yksi ligandi. Cu'-komplekseilla voi metalliin koordinoitua lisiksi
yksi vesimolekyyli, jolloin voidaan puhua 5-koordinoituneesta kompleksista.
Vierasmolekyyli voi olla primaarinen amiini, alkoholi, amidi tai nitriili. N&iiden
sitoutumiseen eivdt vaikuta vain koordinaatiosidokset metalli-ionin kanssa vaan myos
vetysidokset ja CH-m-sidos. Nditd kaliksareeneja sanotaan “suppilokomplekseiksi”,
funnel complex, koska vierasmolekyylin on mentdvé niiden l4pi saavuttaakseen metalli-
ionin ja toimii ndin my0s selektiivisend reseptorina neutraaleille ja tietyn kokoisille ja
muotoisille (lineaariset, ei rengasmaiset, steeriset esteet). Priméériset amiinit ovat
parhaimpia donoreita, sitten tulevat alkoholit jne. Sekundiériset amiinit eivét sitoudu
metalli-ioneihin.  ”Pehmedmpi” Cu'-ioni ~muodostaa 2- ja 4- arvoisia
koordinaatiosidoksia. Sekd Zn', etti Cu'ionikompleksit muodostavat 5-arvoisia
koordinaatiosidoksia. Porfyriinit ovat voimakkaasti kelatoivia tasomaisia ligandeja.
Monenlaisiin keskusrakenteisiin (kaliksareenit, resorsinareenit, syklodekstriinit ja niin
edelleen) voidaan liittdd ligandeiksi porfyriinejd. Kun porfyriini on liittynyt
keskusrakenteeseen kahdella linkkerilld siten, ettd sen toinen puoli on aina
keskusrakenteeseen pdin, voi tarpeeksi pieni vierasmolekyyli koordinoitua
porfyriinikompleksiin joko endo- tai ekso-puolelta. Tarpeeksi pieni molekyyli suosii
yleensd endo-puolta suuremman sitoutumisvakion vuoksi, suuremmat sitoutuvat ekso-
puolelle. Monesti metalli-ioni ja kaviteetti toimivat yhdessd vierasmolekyylin
sitoutumisessa. Néin ei ole asian laita kaliks[4]areenien kanssa, joissa vierasmolekyylin
ei tarvitse olla tekemisissi kaliksareenin kaviteetin kanssa.!? Tunnistuksen mekanismina
entalpian lisdksi (elektrostaattiset vuorovaikutukset) vedessd on hydrofobinen efekti
(entropian kasvu). Elektrostaattiset vuorovaikutukset ovat pddosassa orgaanisissa
livottimissa (orgaaninen liuotin kilpailee vierasmolekyylin kanssa) ja hydrofobiset
vuorovaikutukset vedessd. Orgaanisessa liuottimessa metalli-ionin ldsndolo on
pakollinen, jotta ligandi voisi vuorovaikuttaa kaliksareeni-kaviteetin kanssa. Ligandin

sitoutumiseen vaikuttavat siis koordinaatio metalli-ioniin ja vuorovaikutukset kaviteetin
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kanssa. Lisddmalla kompleksiin yksi uusi metallikeskus, syntyy uusia sidoksia (metalli-
ligandi- H-sidos, elektrostaattiset vuorovaikutukset) ja nédin affiniteetti ja selektiivisyys
parantuvat. Tdmi tekee kuitenkin molekyylistdi monimutkaisemman suunnitella ja
syntetisoida. Joustavissa rakenteissa korostuu vierasmolekyylin tunnistaminen
indusoidun sovitteen mekanismilla “induced-fit”-prosessissa, jossa vierasmolekyyli

muuttaa isdntdmolekyylin konformaatiota.

Ensimmainen, toinen ja kolmas koordinaatiokehé ovat térkeitd késitteitd biomimeettisten
makrosyklien suunnittelussa. Monihampaisen ligandin suunnittelussa tdrkedd on
ensimmainen koordinaatiokehd, jossa on tiukasti kiinni metalli-ioni ja jolta 10ytyy vapaita
paikkoja substraattien ja liuottimien vuorovaikutukselle. Télloin merkittédvissa roolissa
on vapaiden elektronien jakautuminen ja geometria. Geometrisesti tripodiset polyatsa-
ligandit toimivat selektiivisyytensd vuoksi paremmin kuin tasomaiset. Toinen
koordinaatiokehi tarkoittaa ligandiin liittyneitd muita ryhmié, jotka vaikuttavat metalli-
ionin aktiivisuuteen sekundaaristen vaikutusmekanismien kautta (vetysidoksen
luovuttaja/vetysidoksen vastaanottaja). Kolmas koordinaatiokehd on kauempana ja
luonnossa esiintyvien entsyymejd ajatellen hankalammin jéljiteltdvissd. On kuitenkin
havaittu, etti entsymaattinen tasku on Vvéalttiméton substraatin sitoutumisessa,
selektiivisyydessd ja tuotteen poistamisessa. Se myoOs vaikuttaa vesimolekyylien
sijoittumiseen eritoten, mikédli ne osallistuvat reaktioon tai protonin siirtoon redox-
prosesseissa. Parhaiten niitd entsymaattisia taskuja simuloi makrosyklit, jotka
muodostavat kaviteetin metalli-ionin ympirille.'? Entsyymien tirkeimpid ominaisuuksia
on niiden kyky toimia vesiliuoksissa. Vesi on elektrostaattisten vuorovaikutusten
kilpailuareena, jossa H-sidokset, dipoli-sidokset ja varaukset ovat merkityksellisid
reaktiivisuuden, selektiivisyyden ja tehokkuuden kannalta. Suurin osa keinotekoisista
entsyymeista eivit kuitenkaan ole vesiliukoisia. Tdhén on syynsa. Luonnon entsyymeissa
metalli-ioni on syvélld entsyymin sisélld, jossa olosuhteet muistuttavat enemméin
orgaanista liuotinta kuin vesiliuosta. Jos metalli-ioni on “ndkyvissd” vesiliuoksissa, se
muodostaa helposti veden kanssa hydro/okso-yhdisteitd, jotka dimeroituvat,
polymeroituvat ja sakkautuvat. Lisdksi sekd suunnittelun, ettd synteesin kannalta on
vaikeaa valmistaa molekyyli, joka samanaikaisesti pystyisi metalli-ioni -koordinaatioon,

olisi suojassa vedelti ja olisi veteen liukeneva.'?
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Monia keinotekoisia entsyymejd suunnitellaan kéytettdvdksi  hydrolyyttisessa
katalyysissi. Hydrolyyttiset metalloentsyymit kiyttivit esimerkiksi Zn'-ionia Lewisin
happona, joka vahvistaa koordinaation kautta P=O tai C=0 sidosten elektrofiilisyyttd
ja/tai sitoutuneen veden nukleofiilisyytta. Mononukleaariset Cul-kompleksit
vuorovaikuttavat hapen kanssa muodostaen ensin Cu'-superokso intermediaatin ja
edelleen stabiilimman dinukleaarisen perokso-yhdisteen, joka voi tdmén jilkeen toimia
hapettavana agenttina. Luonnon entsyymeissé proteiinitasku suojelee tillaisia addukteja
dimerisaatiolta ja rajoittaa kontaktia liuottimen kanssa. Keinotekoisissa katalyyteissa tita
proteiinitaskua matkitaan kaviteetilla. Biomimeettisten kaviteettipohjaisten kompleksien
toiminta perustuu kahteen erilaiseen strategiaan: 1) Valmistetaan yksi tai useita ligandeja,
joissa on sitoutumispaikka metalli-ionille. N4ita ligandeja voidaan liittdd keskusrunkoon
tarpeen mukaan. Niilla ligandeilla on tunnetut koordinaatio-ominaisuudet ja niitd voidaan
liittdd haluttu méari. Yleensd ongelmana nédissd on ligandien metalli-ionien reaktiivisen
keskuksen ja tukirangan vélinen orientaatio. Ligandien vélille voidaan kuitenkin tuoda
kovalenttisid linkkereitd tuomaan jaiykkyyttd rakenteeseen mutta timi on usein synteesin
kannalta haastavaa. 2) Toinen strategia on tuoda donori-atomeita itse makrosykliin, joka
méidrittelee kaviteetin. Tédssd strategiassa ongelma on oikeanlaisen geometrian

saavuttaminen. Hyvini puolena on metalli-ionin sijainti eristyksissi.!?

3.3. Dinukletoivat atsakruunut

Aikoinaan huomattiin, ettd geenin ilmenemistd voidaan estdd syntetisoimalla kyseisen
geenin koodaaman proteiinin informaatiota vilittdvan ldhetti-RNAn antisense-juoste,
joka sitoutuessaan mRNA-ketjuun estéiii sen toiminnan ja ndin geenin ilmenemisen.!'*
Talld periaatteella voidaan hoitaa monia tarttuvia tauteja, perinnodllisid sairauksia ja
syopid. Lihetti-RNA:n toimimattomaksi tekemisen sijaan voidaan kiyttdd tapoja, joilla
halutut RNA-juosteet saadaan katalyyttisesti pilkottua osiin. Télldin geenin ilmeneminen
estyy ja katalyytti voi jatkaa toimintaansa toisen RNA-juosteen kohdalla. Lisdetuna
pilkotut RNA-juosteet palaavat elimistdssd takaisin kiertoon.? Tihéin pulmaan vastaa
osittain keinotekoisten ribonukleeasien kehitys, mikd on nykyisin yksi erittdin tdrked
biolddketieteellisen tutkimuksen kohde. Monet dinukletoivat atsakruunut ovat hyvid
ehdokkaita ribonukleaaseiksi. Kuten dinukletoivissa atsakruunuissa, myds monissa

luonnon ribonukleaaseissa on wuseita sitoutumispaikkoja metalli-ioneille. N&ma
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mahdollistavat varauksen siirron ja allosteeriset ominaisuudet, joita yleensd havaitaan
biologisissa  systeemeissd.!* Keinotekoiselta ribonukleaasilta vaaditaan kaksi
ominaisuutta: 1) Sen tiytyy tunnistaa RNA-juosteesta oikea kohta ja sitoutua siithen. 2)
Se pystyy tehokkaasti pilkkomaan fosfodiesterisidoksen sitoutumiskohdastaan.

Eldavdssd solussa RNA-sekvenssin tunnistaminen tapahtuu horisontaalisesti, jossa
nukleeinihappoemékset tunnistavat parinsa vetysidosten avulla ja sitten sitoutuvat
elektrostaattisten ja hydrofobisten vuorovaikutusten sanelemana.? Keinotekoisten
ribonukleaasien toimintastrategiana voisi olla ratkaisu, jossa pilkottavalle RNA-
sekvenssille tehdddn synteettinen 17-22 nukleotidia sisdltdvd antisense-oligonukleotidi,
johon on kiinnitetty fosfodiesterisidoksia pilkkova entsymaattinen osa. Monilla metalli-
ioneilla ja niiden hydrokso-komplekseilla on havaittu olevan entsymaattista vaikutusta
fosfodiesterisidosten pilkkoutumisessa. Niitd ovat esimerkiksi Zn**, Ni*". Mn**, Fe*",

Mg?* ja Cu®*'. Kaaviossa 10 on kuvattu fosforiesterisidoksen emiskatalyyttinen

hydrolyysimekanismi.
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Kaavio 10. Nukleiinihapon fosfodiesterisidoksen hydrolyysi eli pilkkoutuminen?
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Vaikka RNA onkin erittdin pysyvd normaaleissa olosuhteissa (aq., pH 7, 25 °C) ja

fosfodiesterisidoksen puoliintumisaika on n. 110 vuotta, on sopivissa olosuhteissa sen 2’-

OH-ryhmai altis reaktiolle, jossa metalli-ioni korvaa OH-ryhmén vedyn. Metalli-ioni saa

aikaan ensin 2’-oksianionin muodostumisen, mikd polarisoi P-O-sidoksen, jolloin

oksianioni reagoi edelleen fosforin kanssa. Talloin fosforin elektronitiheys pienenee

mutta suurenee jdlleen vélituotteen lohjetessa. Nyt myos katkeavan 5°-O-P-sidoksen

hapen elektronitiheys laskee.> Metalli-kationi-kompleksi siis katalysoi ensin 3°,5'-

fosfodiesterisidoksen transesterifikaatiota 2°,3"- sykliseksi fosfaatiksi. Metalli-ioni voi

vaikuttaa fosfodiesterisidoksen katalyysiin kolmella suoralla ja kolmella epdsuoralla

mekanismilla (Taulukko 1).

Taulukko 1. Metalli-ionin mahdolliset katalyyttiset mekanismit fosfodiesterisidoksen

pilkkoutumisessa’
Lewis happo -aktivointi. | Nukleofiili koordinoituu | Léhtevdn ryhmén aktivointi,
(fosforyylihappi  koordinoituu | metalli-ioniin ja aktivoi ldhtevén | jossa ldhtevdn ryhmén happi
metallin =~ >  nukleofiilinen | ryhmén. koordinoituu metalliin.
aktivointi)
Suorat o o
. In_OR II_OR
katalyysi- o 0P -0-PZ
1 _ O R , ’ O R O R
mekanismit "O—Pl M2+
OR o
M 2+ H M 2+
Cc
a
b
Metalliin koordinoituneet | Metalliin koordinoituneet | Elektrostaattinen vuorovaikutus
hydroksidit toimivat | vesimolekyylit toimivat | metallin ja koordinoitumattoman
emdskatalyyttina. happokatalyyttin. fosforin valilla.
a O OR
Epésuorat 2 OR 7 OR < 4 O
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Kiytetyin metalli-ioni synteettisissi fosfodiesteraaseissa on Zn>**. Zn?'-ioni esiintyy
kofaktorina myos luonnon omassa hydrolaasissa. Se on kohtuullisen hyvéa Lewisin happo,
silld on nopea ligandinvaihto, se on myrkyton, eikd hapetus-pelkistys-reaktioita esiinny.
Luonnollisen hydrolaasin Zn**-keskuksessa ei esiinny mydskiin ligandikentin
stabilisaatioenergiaa. Se siis omaksuu hyvin reaktiossa vaadittavan koordinaation.?

Myos harvinaiset maametallikompleksit ovat kiinnostuksen kohteina niiden korkean
ionisen potentiaalin takia ja ne ovat myds voimakkaita Lewisin happoja. Ligandien
rakenteet ovat myos merkityksellisid. Niiden rakenne vaikuttaa siithen, minka kokoisia

metalli-ioneja ne pystyvit stabiloimaan.

Periaatteessa myos vapaat metalli-ionit pystyisivét katalysoimaan em. reaktiota mutta
tarvitaan kuitenkin sopiva ligandi, joka sitoo metalli-ionin RNA-juosteen kohdan
tunnistavaan anti-sense-oligonukleotidiin. Tdlloin myds metalli-vesi-ionin happamutta
voidaan sditdd, metalli-ionien sakkautuminen voidaan estéd ja ligandin avulla voidaan
saavuttaa metalli-ionien vilinen oikeanlainen etiisyys ja orientaatio.?

Luonnon omissa entsyymeissd on monesti my0s kaksi tai useampia metalli-ioneja
aktiivisissa katalyyttisissd keskuksissa. N&itd ovat esimerkiksi: alkalinen fosfataasi
(AFOS, maksaentsyymi, Zn**, Mg®"), purppurahapon fosfataasi (Fe**, Zn*"),
ribonukleaasi H (Mn?*, Mg?', Zn?"), fosfotriesteraasi (Zn**, Zn*") ja ureaasi (Ni**, Ni*").
Luonnon esimerkin viitoittamana on pdadtelty ja tutkimuksissa myos havaittu, ettd
vahintdin kaksi metalli-ionia sisdltdvat katalyytit ovat tehokkaimpia monien biologisten
sidosten hydrolyysissi?. Joissakin uudemmissa tutkimuksissa on lisiksi havaittu, etti
heterodinukleaariset —metalli-ionikompleksit ovat parempia katalyyttejd  kuin
homodinukleaariset metalli-ionikompleksit.> Yksi esimerkki homodinukleaarisesta
metalli-ionikompleksista on 1,8-bis(1,4,7-triatsasyklononan-1-yylimetyyli)naftaleeni-
Cu**-kompleksi (38), joka pilkkoo adenylyyli-3,5 -adenosiinin (ApA) 500 kertaa

nopeammin kuin yksiytiminen 1,4,7-triatsasyklononaanin Cu**-kompleksi (kuva 6).
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Kuva 6. Homodinukleearinen ApA-hydrolaasi?

Olennaista kaksiytimisten hydrolaasien tehokkuuden kannalta on metalli-ionien etdisyys
toisistaan, molekyylin jdykkyys sekd muodostuvan metalli-vesi-ionin happamuus.
Kaksiytimisten hydrolaasien toiminnan mekanismeja saattaa olla useita mutta

seuraavassa kaaviossa 11 on yksi mahdollisista malleista.

&+ &
RO\P/OR RO."_OR RO._.OR
A 7, ") 6_ 7 \f\'
d o 0" ) 9 )
N / N
M2+ M2+ M2+

aktivoimaton 1 x Lewis happo-aktivointi 2 x Lewis happo-aktivointi

Kaavio 11. Mahdollinen metalli-fosfaattikompleksin muodostuminen HPNP-

pilkkoutumisessa’

HPNP-pilkkoutumisessa etuna on sopivalla etdisyydelld sijaitsevat metalli-ionit. Kun
metalli-ionit ovat ldhekkdin, on varaustiheys ja ndin katalyyttinen aktiivisuus suuri mutta
tdlloin on syytd pohtia varausten vilisid elektrostaattisia vuorovaikutuksia (hylkimistd).
Hylkimistd voidaan vdhentdd tuomalla metalli-ionien véliin jokin varjostava ryhma4.

Seuraavassa kuvassa 7 varjostavana ryhminé on kéytetty alkoksi-ryhmaa.
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Kuva 7. Alkoksiryhmin varjostus dinukletoivassa hydrolyyttisessi entsyymissi?
3.4. Spiroatsakruunut

Monissa keinotekoisissa ribonukleaaseissa kéytetddn metallikomplekseja, jotka on
kiinnitetty linkkerein keskusrakenteeseen. On myds mahdollista valmistaa spiro-
yhdisteitd, joissa ndité linkkereitd ei ole. Spiroyhdisteet voivat mahdollisesti toimia myos
fosfodiesteraaseina.  Seuraavassa erdidn tillaisen spiro-molekyylin  synteesi.'”
Todenndkdistd kuitenkin on, ettd spiro-atsakruunu-metallikomplekseissa metalli-ionien

etdisyys on liian suuri katalyyttisti aktiivisuutta ajatellen.’
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(i) TsCl, Py, rt; (ii) Hy (5 atm), 10% Pd/C, EtOH, 15h, rt; (iii) TBD, DME, 24 h, 40°C; (iv) TsCl, DMAP,
Py/DCM (1:1), 24 h, 0°C; (v) NaBH,4, THF, 48h, rt; (vi) TBD, DME, 24 h, 40°C; (vii) NaBH,4, DME,
48 h, rt; (viii) ag. HCI (6mol L"), 1 week at reflux

Kaavio 12. Eriin spiroyhdisteen synteesi’
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3.5. Kryptandit

3.5.1. Yleistd kryptandeista

Kryptandit ovat “’kolmiulotteisia” kruunueetterien analogeja. Useat niistd ovat myos
atsakruunueettereitd typen sitoutumisominaisuuksien vuoksi. Ne ovat selektiivisempié ja
ne sitoutuvat lujemmin koordinaatiokeskukseen kuin “kaksiulotteiset” analoginsa,
osittain siksi, ettd niilli on enemman sitoutumiskohtia. Niiden kompleksit ovat lipofiilisid
ja niiden avulla voidaan liuottaa tavallisesti liukenemattomia suoloja orgaanisiin
livottimiin. Niitd on hyddynnetty molekyylin tunnistuksessa, katalyysissd, kuljetuksessa
ja molekyylielektroniikassa. Tulevaisuudessa niitd voitaisiin mahdollisesti kéyttda
abioottisina reseptoreina tai molekyylivektoreina, jolloin ne kuljettaisivat esimerkiksi
ladkeaineita solumembraanien ldpi. Jotkut kryptandit kykenevdt myds stabiloimaan
erikoisilla hapetusluvuilla esiintyvid metalli-ioneja tai esim. hapen tai kosteuden kanssa

reagoivia yhdisteita.

3.5.2. Kryptandien synteesit

Kryptandien synteesit ovat usein monivaiheisia ja niissd on verrattain pienet saannot.
Yleensd  synteesit tehdddn  matalissa  konsentraatioissa, jotta  véltetddn
polymerisoitumisreaktiot. Yleisend synteesistrategiana on tehdd ensin yksirenkainen
kruunuyhdiste, johon liitetddn ylimaardinen ketju, jolloin muodostuu kaksirenkainen
kolmiulotteinen kruunuyhdiste (Kaavio 13). Reaktiona on yleensd Schiffin eméksen
kondensaatio, jossa sidos muodostuu amiinien ja aldehydien vilille. Kryptandeja voidaan
valmistaa myds kédyttdmalld haluttua metalli-ionia matriisina, jonka ympdérille sopivasti
valitut reaktiiviset yhdisteet muodostavat hikin. My0s kondensaatioreaktioita, joissa
jokin makrosykli kondensoituu jonkin toisen yhdisteen kanssa, tunnetaan.’? Uusien
isdntd- ja kuljetusmolekyylien suunnittelu on yksi kryptandien tirkeimmisté
kehityslinjoista. Yksinkertaisten kruunueetterien kyvyt muodostaa komplekseja ovat

varsin rajatut verrattuna kryptandeihin.?’
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Kaavio 13. Esimerkki kryptandin synteesisti (2,2’-bipyridiinin kuparikompleksi 49)*

3.6. Bioladketieteelliset sovellutukset ja niiden tulevaisuuden nikymia

3.6.1. Yleistd

Kelatoivien makrosykliligandien tutkimus saattaa tuoda tulevaisuudessa ldpimurtoja
sairauksien hoidossa. Makrosyklisid ligandeja funktionalisoimalla voidaan muuttaa
niiden koordinaatio-ominaisuuksia ja siten myods metalli-ionien kayttdytymisti
biologisissa  systeemeissd. Uudenlaisen koordinaatiokemian avulla  voidaan
tulevaisuudessa kehittdd uusia strategisesti tiettyyn tarkoitukseen kehitettyjd 1ddkkeitd ja
geeniterapiahoitoja. Kéytetyimpid makrosyklejd ovat atsakruunut. Atsakruunuille on
kehitetty useita valmistus- ja funktionalisointimenetelmid. Kéytetyimpid atsakruunuja
ovat rengaskokonsa vuoksi TACN (1,4,7-triatsasyklononaani 50), sykleeni (1,4,7,10-
tetra-atsasyklododekaani 51) ja syklaami (1,4,8,11-tetra-atsasyklotetradekaani 52) seka
niiden johdannaiset NOTA (53), DOTA (54) ja TETA (55)** (Kuva 8). Yksi
makrosyklejd sisdltivien molekyylien suurimmista synteettisistd ja lddketieteellisistd
haasteista on kehittdé niisté sellaisia, ettd ne ovat veteen liukenevia, sdilyvit esimerkiksi
verenkierrossa pitkddn (verenkuvan saamiseksi) ja ldpdisevdt solukalvon. Monet
nykyisistd molekyyleistd toimivat vain solun tai verisuonten ulkopuolella. Uusia,
tiettyihin soluihin ja kudoksiin hakeutuvia kuvantamisaineita voitaisiin kehittdd. Ne
mahdollisesti kykenisivdt kohdistumaan niiden solujen reseptoreihin, jotka ovat yli-
ilmenevind joissakin sairauksissa, kuten esimerkiksi progesteroni-reseptoreihin
rintasydvissi.?* Varjoaineet voisivat toimia periaatteella, jossa ne hakeutuvat tiettyihin
kudoksiin luonnollisten kuljetus- ja sitoutumismekanismien avulla. Mikéli ne

sitoutuisivat esimerkiksi fosfaattiryhmiin, ne mahdollisesti voisivat kulkeutua luuhun.
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Yhtend pddmaidridnd on myds kehittdd pitkddn verenkierrossa pysyvid aineita (”’blood pool
imaging”). On haastavaa kehittdd yhdisteitd, jotka ldpdisevit solukalvon riittdvissé
méidirin, jotta ne voidaan havaita. Nykyiset yhdisteet ovat l&hinnad solun ulkopuoliseen

toimintaan kykenevia.
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Kuva 8. Eriiti kiiytetyimpii atsakruunuligandeja ja niiden analogeja®*

3.6.2. MRI -sovellutuksia (varjoaineet)

Makrosykliset kelatoivat molekyylit pystyvdt muodostamaan erittdin pysyvid
komplekseja siirtymédalkuaineiden ja lantanidien kanssa. Niitd voidaan funktionalisoida
ja ndin hienosddtdd niidden ominaisuuksia. Makrosyklisid metalli-ionikomplekseja
voidaan kéyttdd eri kuvantamistekniikoissa kuten MRI, SPECT ja PET. Varsinaiseen
terapeuttiseen kdyttoon, lukuun ottamatta joitain radioisotoopin sisdltdvid komplekseja,
on sovellutuksia kehitetty niukalti. Yleisimmat makrosyklit ovat atsakruunuja (TACN eli
1,4,7-triatsasyklononaani, sykleeni eli 1,4,7,10-tetra-atsasyklododekaani ja syklaami
1,4,8,11-tetra-atsasyklotetradekaani). Ndmi ovat yleistyneet, koska niissd on sopivia
ominaisuuksia, kuten kaviteetin koko ja tunnettu synteesimenetelmid sekd useita
funktionalisointimenetelmid.>* ~ MRI-kuvantamistekniikalla ~ saadaan  biologisista
ndytteistd ja elidistd kolmiulotteisia kuvia. Menetelma perustuu vedessd olevien protonien
resonanssiin. Jotkin MRI-varjoaineet kykenevét pidentimidin tai lyhentimédn ndiden

protonien relaksaatioaikoja, miké saa ne ndkyméén MRI-kuvissa kirkkaina tdplind. Tdma
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perustuu protonien ja varjoaineissa olevien paramagneettisten metalli-ionien
vuorovaikutukseen, jolloin vedessd olevien protonien kiertoliike nopeutuu tai hidastuu.
Télloin my0s aika, joka protoneilta kestdd polarisoitua magneettikentéin suuntaiseksi
muuttuu ja timé aika voidaan havaita.?® Kuvantamismenetelmissi kiytettivistd metalli-
ioneista mielenkiintoisimpia ovat gadolinium(IIl) ja europium(IIl). Gadolinium on
paramagneettinen sen seitsemin parittoman elektronin vuoksi. Myos relaksaatioaika on
pitkd. Yleensi kelatoivat molekyylit suunnitellaan niin, etti ionille jd4 vain yksi tai kaksi
vapaata paikkaa, johon vesimolekyyli voi sitoutua. Kelatoiva molekyyli on yleisesti
gadoliniumin tapauksessa kéytetty 12-rengas. (14-renkaat on huomattu liian
epistabiileiksi)?*. 12-renkaan jaykkyytti tulisi kuitenkin kasvattaa. On yritetty kehitti
varjoaineita, jotka reagoisivat jotenkin ympardivddn biokemialliseen ympéristoonsa.
Tdhan mennessé on kehitetty vain passiivisia, konsentraatioeroihin perustuvia yhdisteita.
Europium on paramagneettinen lantanidi, jolla on merkittdvét luminesenssiominaisuudet.
Eu®*:lla on hyvit relaksaatio-ominaisuudet, optiset ominaisuudet ja se voidaan havaita
MRI-laitteilla (paramagneettinen, 7 paritonta valenssielektronia). Eu®'-ioni on
vihemmin myrkyllinen kuin Eu**-ioni ja silli on parempi relaksaatiokyky. Eu**-ioni ei
ole kuitenkaan normaalisti oksidatiivisesti vakaa mutta kryptandeja hyvéksi kdyttdmalla
Eu’**-ioni voidaan suojata hapettavilta vaikutuksilta. Eu**-ionilla on hyvit
paramagneettiset ominaisuudet (vaikkakin heikommat kuin Eu’*:lla) sen kuuden
parittoman valenssielektronin vuoksi. Silldi on vahva fotoluminesenssi punaisilla
aallonpituuksilla (585—630 nm). Eu-komplekseilla saattaa olla tulevaisuudessa paljonkin

kayttod kuvantamissovellutuksissa.

Relaksaation parantaminen

Agentit tulisi suunnitella niin, ettd ne eivdt vuorovaikuttaisi sellaisten biologisten
molekyylien kanssa, jotka pienentdvit relaksaatiota. Toinen strategia on lisdtd
metallikeskusten madrdd. Naitd on alun perin tutkittu mRNA:n pilkkovien katalyyttien
osalta mutta ne soveltuvat mahdollisesti myds MRI varjoaineille. Esimerkkind
sykleeniligandit, jotka on erotettu p-ksylyyli-linkkerilld kuvassa 9. Sykleeniligandin
tilalla voidaan kiyttdd myds sen johdosta, jossa sykleeniin on lisétty koordinoiva ryhma
(kuva 10). Se mahdollistaa useamman paramagneettisen metalli-ionin liittymisen mutta
el reagoi itse gadolinium-keskuksen kanssa. Télloin saavutetaan korkea relaksaatiokyky.
Europium-ioneja kdytettdessé voitaisiin yhdistdé sen fluoresenssikyvyt ja sen ndkyminen

my6s MRI-laitteilla. Fluoresenssia voitaisiin kayttdd hyvéksi, kun ollaan 1&helld
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tutkittavaa kudosta ja MRI-tekniikkaa tutkittaessa kudoksia etddltd silloin kun
fluoresenssia ei voida helposti havaita.!® Tilld tekniikalla esimerkiksi sydvit ensin
paikallistettaisiin MRIL:n avulla ja ne voitaisiin poistaa tarkasti fluoresoivan vaikutuksen
ohjauksella. Europium ei ole yhtd myrkyllinen kuin gadolinium, joka samankaltaisella
koollaan ja varauksellaan Ca>" -ionien kanssa hiiritsee kalsiumin metaboliaa kehossa.

Sopivia ligandeja kédyttdmalla toksisuutta voidaan kuitenkin vahentda.
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Kuva 9. Sykleeniligandit erotettuna p-ksylyyli-linkkerilla**
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Kuva 10. Modifioitu sykleenitihde®*

3.6.3. Esteraasit, fosfodiesteraasit ja peptidaasit

Jotkut atsakruunujen bisykliset metalli-ionikompleksit pystyvit jéljittelemédédn luonnossa
esiintyvien katalyyttisten entsyymien toimintaa, joilla on vastaavassa katalyysissd myds
kaksi tai kolme aktiivista, metalliatomin sisdltdvad keskusta. Keinotekoisia hydrolaaseja

on tutkittu melko paljon niiden tehokkuuden ja selektiivisyyden vuoksi. Niiden kayttoa
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rajoittaa melko monimutkainen valmistusprosessi, epdstabiilisuus kehon ulkopuolella ja
korkea hinta. Niiden merkitys geenildédketieteessd, molekulaarisessa biologiassa on
kuitenkin merkittdvd niin luonnollisten entsyymien toiminnan ymmaértdmisen, kuten
myds terapeuttisten sovellutusten kehittimisen vuoksi.> Yleensid atsakruunujen
metallikompleksit toimivat hydrolyysissd kahden mekanismin kautta: toinen atsakruunu-
metallikompleksitdhde toimii esterisidoksen tunnistavana osana ja toinen katalysoi
sidoksen pilkkoutumista. Olennaista synteettisissd katalyyteissi on metalli-ionien
etdisyys toisistaan, joka vastaa substraatissa sidoksen pilkkoutumisessa syntyvin
transitiotilan aktiivisten kohtien etdisyytté ja ndin stabiloi transitiotilaa. Vahintddn kaksi
metalli-atsakruunukompleksia liitetdén runkoon etéisyydelle, jossa steeriset ja kineettiset
ominaisuudet ovat halutut. Molekyyli ei saisi olla liian jaykkd mutta ei myoskddn liian
joustava. Luonnossa esiintyvilld entsyymeilld on usein apunaan ’induced fit’-mekanismi,
jossa entsyymi muovautuu sidosten muodostumisten aikana oikeanlaiseen muotoon.
Keinotekoiset entsyymit ovat usein liian jaykkid tai joustavia. Liian jaykat eivét pysty
mukautumaan geometrisiin muutoksiin dynaamisen katalyyttisen prosessin aikana ja liian
joustavat molekyylit eivit pdédse vaikuttamaan substraattiin tarpeeksi ldhelle tai riittdvian
kauan. Luonnossa esiintyvien entsyymien jdljittelemiseksi paremmin, tulisi
biomimeettisessa katalyytissa olla useampia katalyyttisid keskuksia.

Metallikationi toimii katalyysissd Lewisin hapon tapaan aktivoiden nukleofiilin,
substraatin, transitiotilan ja ldhtevin ryhmén. Yleensd ldhelld esteraasien aktiivista
keskusta on neutraaleja, negatiivisesti tai positiivisesti varautuneita aminohappoja, jotka
edesauttavat reaktioita. Luonnossa toimivat monimutkaisemmat metalli-esteraasit
hyodyntdvit sitoutumisessa useampia sitoutumiskohtia ja myds monimutkaisempaa
rakennettaan. Tdmé ominaisuus on hankala tuoda yhtd tehokkaana yksinkertaisempiin
molekyyleihin. Reaktiot, joihin viime aikoina on yritetty kehittdd abioottisia
entsyymejé/katalyyttejd ovat piddasiassa hydrolyyttisid reaktioita: Aminohappojen
estereiden, peptidien, fosfaattidiestereiden hydrolyysireaktioita (esteraasit, peptidaasit,

fosfodiesteraasit).
Fosfodiesteraasit
Normaaliolosuhteissa fosfodiesterisidokset ovat negatiivisesti varautuneita, eivitkd ne

pilkkoudu helposti hydrolyyttisesti, mikd tekee RNA- ja DNA-molekyyleistd varsin

pysyvid.? Keinotekoiset fosfodiesterisidoksia pilkkovat katalyytit tuovat monia uusia
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mahdollisuuksia muun muassa geeniterapiahoitoihin. Metalli-ionina biologisesti
aktiivisissa komplekseissa kiytetiin yleensi divalentteja metalli-ioneja kuten Zn?". Cu?*
-ioneja ei ole havaittu biologisissa hydrolyyttisissd entsyymeissd mutta abioottisissa
reaktioissa niilld on havaittu olevan katalyyttistd kykya. Monissa ndistd keinotekoisissa
entsyymimalleissa on kaksi aktiivista keskusta, jotka on liitetty toisiinsa linkkerin avulla.
Aktiivisissa keskuksissa kaksi metalli-ionia toimivat Lewisin happoina. Luonnollisiin
entsyymeihin verrattuna nidmi toimivat vain tyydyttdvésti. Ongelmina ovat huono
sitoutuvuus ja huono katalysointikyky, mikd johtunee metalli-ionien heikosta
yhteisvaikutuksesta. Monista keinotekoisista katalyyteistd puuttuvat myods useammat
katalyyttiset keskukset, jotka kykenisivdt sitoutumaan, aktivoimaan substraatin,
stabiloimaan transitiotilan ja lihteviin ryhmin samaan aikaan.'® Kaksirenkaisilla kupari-
atsakruunu-komplekseilla on havaittu olevan selektiivistd aktiivisuutta tiettyjd

sydpisoluja, kuten esimerkiksi haimasydpisoluja kohtaan.'

Nédma kompleksit
aiheuttavat sydpasoluissa apoptoosin, solun itsetuhomekanismin kdynnistymisen. Syovian
hoitoon yleisesti kédytetyilld antineoplastisilla platinaa sisdltavilld 1dékkeilld on lukuisia
haittavaikutuksia, mm. myrkyllisyys ja resistenssin kehittyminen. Useiden Cu-
kompleksien on havaittu osoittavan sytotoksisuutta syopasoluja kohtaan seka in vitro, ettd
in vivo. Niilld komplekseilla on havaittu olevan DNA:n fosfodiesterisidoksia pilkkovia
ominaisuuksia, jotka saattavat selittdd niiden aktiivisuuden solun itsetuhomekanismin
kdynnistymisessd. Mekanismi voidaan selittdd reaktiivisten happiyhdisteiden

muodostumisessa  samalla, kun Cu'-ioni pelkistyy Cu'-ioniksi esimerkiksi

askorbiinithapon vaikutuksesta. Erddn Cu-kompleksin synteesi on esitetty kaaviossa 14.
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i) BOC-ON, CHClj; ii) THF/CHClI5; iii) TFA/CH ,Cly/Et,0; iv) Cu(NO3),

Kaavio 14. Esimerkki kaksirenkaisen kupari-kompleksin synteesisti'®
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Peptidaasit

Samoin kuin fosfodiesteraasien, myo0s peptidaasien toiminta perustuu makrosyklisiin
komplekseihin, jotka sitoutuvat koordinaatiosidoksin  proteiineihin.  Niiden
avaruudelliseen suuntautumiseen vaikuttavat mydskin donorin orientaatio ja
metallikeskuksen geometriset ominaisuudet. Siten my0s peptidaasien ominaisuuksia
voidaan muuttaa valitsemalla sopiva metalli-ioni ja suunnittelemalla oikeanlainen ligandi
sivuhaaroineen.

Yhdessd merkittdvéssd tutkimuksessa on tutkittu keinotekoisia kelatoivia molekyyleja,
jotka kykenevit sitoutumaan CXCR4-reseptoriin. TAméa reseptori on yksi niistd solun
pintareseptoreista, joita mm. HIV ja jotkin syovét kiayttdvdat hyvédkseen. Naissd
synteettisissd molekyyleissid on kéytetty syklaamia ligandin perusrakenteena (joissakin
jaykistettynd). Syklaamin on havaittu olevan tirkedssi osassa proteiineihin sitoutuvissa
metallikomplekseissa. ~ Seuraavan  kuvan 11  molekyylilli 63 on Zn*'-

kompleksimuodossaan havaittu olevan HIV-virusta inhiboivia vaikutuksia.?*

O~
ol O

N HN NH N

(

63
Kuva 11. Molekyyli, jonka Zn**-kompleksilla on HIV-virusta inhiboivia vaikutuksia®*

3.6.4. Molekyylikoneet, -kytkimet ja -sensorit
Fluoresoivat kryptandit alkalimetalli- ja pH-sensoreina

Eri metalli-ionit ja pH ovat erittédin tidrkeitd muuttujia biologisissa prosesseissa. Sinkki on
toiseksi yleisin hivenaine raudan jdlkeen ihmiskehossa. Se on tirked normaalille kasvulle,
se esiintyy lukuisissa biologisissa prosesseissa mukaan lukien entsyymien katalyyttisissé
reaktioissa, hermosignaalien vilityksessd, solukuoleman sddtelyssd, immuniteettia,

lisdsntymistd, solukuljetusta ja aineenvaihduntaa sditelevissi  reaktioissa.’’
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Kruunuyhdisteet sitovat tehokkaasti erilaisia pienid ioneja kuten alkali- ja
maaalkalimetalli-ioneja. Viime vuosina on herdnnyt mielenkiinto sellaisia
kruunuyhdisteitd kohtaan, joihin on liitetty fluoresoiva tdhde, jolloin kelaattien

muodostuminen voidaan mahdollisesti havaita.?® (Kaavio 15).

O(Z\\Né goﬁ » PET O; iN/’\O
(o #4)Comd = QoD () 27
S o] gjb

heikko fluoresenssi vahva fluoresenssi

Kaavio 15. Valon indusoima elektroninsiirtomekanismi kryptandi-pohjaisissa

antureissa®
Kryptandit molekyylikytkimina (drsykkeeseen reagoivat kryptandit)

Kryptandien erds kehityssuunta ovat molekyylikytkimet. Téll6in ne voisivat reagoida
ulkopuoliseen drsykkeeseen kuten happamuuteen, ioneihin, valoon tai ne voisivat havaita
tiettyjd hapetus-pelkistysreaktioita. Jotta kryptandit voisivat toimia kytkimind, niiden
tasapainotilaa tulee siis voida keinotekoisesti muuttaa. Kryptandit voisivat toimia myds
paille ja pois kytkettdvina katalyytteind, monimutkaisina ohjattavina molekyylikoneina
kuten molekyylisensoreina, molekyylin pilkkojina tai molekyylikytkimind. Kemosensorit
ja kryptandeihin perustuvat reseptorit reagoivat mikroskooppisessa maailmassa
tapahtuviin muutoksiin (esimerkiksi varausten sijoittuminen makrosyklissd) ja ne
voidaan havaita makromaailmassa (esimerkiksi fluoresenssi).
Fotokemiallisissa/fotofysikaalisissa prosesseissa reseptoriin koordinoituva ioni tai
vierasmolekyyli aiheuttaa muutoksia sen koordinoitumisessa ja ndin myds sen muodossa.
Tédmai aiheuttaa energian muutoksia, jotka vilittyvit linkkerin kautta fluoroforille, jolloin
muutokset koordinoitumisessa voidaan havaita. Mekanismina on elektronien siirtyminen,
”photoinduced electron transfer” (PET). Mekanismissa kruunuyhdisteen typpien vapaat

elektroniparit siirtyvét virittyneelle fluoroforille PET:n kautta sammuttaen sen. Kun
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metalli-ioni sitoutuu reseptoriin ndiden vapaiden elektronien kautta, elektroneja ei siirry
ja fluorofori on aktiivinen.?? Kryptandien muodostamat kompleksit ovat erittiin pysyvii,
eivitkd voi siten toimia kytkimend suoraan. Mikéli tidydellinen kompleksin muodostus
estetddn esimerkiksi steerisin keinoin, voidaan aikaansaada tilanne, jossa kryptandin
muodostama kompleksi on vain osittainen ja esimerkiksi metalli-ioni ei ole kokonaan
kryptandin sisélla. Talloin kompleksin muodostuminen on mahdollisesti reversiibeli

tapahtuma ja kompleksin tilaa voidaan muuttaa pienelld ulkoisella drsykkeell.

Lateraalisesti epdsymmetriset kryptandit molekyylikytkimina

Kryptandeissa, jotka on muodostettu péistddn typpiatomissa/-atomeissa kiinni olevista
ketjuista, metallikationin tapaa sitoutua kryptandiin voidaan muuttaa muokkaamalla
typpiatomin kykyd toimia elektronien luovuttajana. Typpiatomiin voidaan liittdd
elektroneja puoleensa vetdvid ryhmid, joilla voidaan sdéddelld kyseistd ominaisuutta.
Télloin voidaan mahdollisesti vaikuttaa siihen, sijaitseeko metallikationi kompleksin
sisdllda vai ulkopuolella. Ominaisuutta tarkkaan muokkaamalla voidaan tillaisista
komplekseista muodostaa kemiallisia kytkimid sijoittamalla kationi sisé- ja ulkotilojen
viliin, jolloin kompleksi saattaa tulla herkdksi muille muuttujille kuten lampétilalle,
muille ioneille jne. (Kaavio 16). Metalli-ionin sijoittumiseen kompleksissa vaikuttavat
kuitenkin monet muutkin tekijit kuten kryptaatti-efekti, metalli-ionin kaviteettia
suurempi koko, ligandin rakenne ja jaykkyys sekd donorien lukumééri ja sijainti. Kun
kryptandiin liitetdén elektroneja puoleensa vetivd ryhmi, joka samalla toimii steerisend
esteend metallikationin sitoutumiselle kompleksiin sisédpuolelta, metallikationi saattaa

pyrkii sitoutumaan siihen ulkopuolelta.?®

Suuri fluoresenssi (ON) Pieni fluoresenssi (OFF)

Kaavio 16. Fluoresoivan molekyylisensorin/-kytkimen periaate (Cd"-kompleksi)*®
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3.6.5. Supramolekulaariset polymeerit

Supramolekulaariset polymeerit voisivat koostua kryptandi-monomeereista, jotka ovat
sitoutuneet toisiinsa ei-kovalenttisin sidoksin tai dynaamisin kovalenttisin sidoksin.
Niiden etu tavallisiin polymeereihin verrattuna on niiden kyky reagoida arsykkeisiin,
uudelleen kayttd, itsekorjautuvuus, biologinen hajoavuus ja muistiominaisuudet.
Kryptandeilla on lisdksi yleensd useita sitoutumispaikkoja, mikd takaa suuremman

polymerisaatioasteen.

4. TETRAVALENTIN 1,5,9-TRIATSASYKLODODEKAANIN VALMISTUS

4.1. Kokeellisen tyon johdanto

Erikoistydssd pyrittiin valmistamaan pentaerytritolirakenteeseen perustuva haaroittunut
molekyyli 64, joka siséltda nelja 1,5,9-triatsasyklododekaanitédhdettd (Kuva 1). 1,5,9-
triatsasyklododekaanin Zn?*-kompleksi kykenee katalysoimaan fosfodiesterisidoksen
pilkkoutumista mutta toisaalta myds muodostamaan terniérisen kompleksin urasiilin,
tymiinin ja vihiisissd miirin guaniinin kanssa.’ Tdmin vuoksi kohteena olevalla
rakenteella saattaa olla mielenkiintoisia fosfodiesterisidoksen pilkkoutumista
katalysoivia ominaisuuksia urasiilirikkaiden RNA-sekvenssien kanssa.
Mielenkiintoinen tilanne voisi syntyd esimerkiksi, kun kyseinen rakenne kohdennetaan

kolmen urasiilin pullistuman sisdltdvain kaksoiskierteeseen.

wa %XLQ
“

Kuva 1. Ty0ssi tavoitellun molekyylin rakenne (uudestaan)
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4.2. Tulokset ja niiden tarkastelu

TyOssd valmistetun ligandin, 1,5,9-triatsasyklododekan-3-oli-tdhteen (TASD) (71)
synteesi eteni  kirjallisuuslihteissi ~ kuvatulla tavalla®>. TASD:in liittiminen
pentaerytritolirakenteeseen osoittautui kuitenkin ongelmalliseksi. Kun TASD:ia yritettiin
liittdd pentaerytrityylitetrabromidiin, saatiin vadara tuote. Syyna saattoi mahdollisesti olla
steeriset vaikutukset ja/tai muuten pieni todennikoisyys sille, ettd ligandit kiinnittyisivét
pentaerytrityylirakenteen jokaiseen neljadn haaraan. Pentaerytrityylin haaraisuuden
vuoksi reagenssien metyylitiometyloinneissa saannot olivat myds pienid.
Metyylitiometyloidut  ldhtdaineet eivdt olleet myoskddn kovin reaktiivisia
liitosreaktioissa ja reaktioiden tasapaino oli selvdsti ldhtdaineiden puolella.
Sivureaktioista yleisin oli #-Boc-suojatun atsakruunun dimeroituminen. Kun
liitosreaktioita yritettiin z-Boc-suojaamattomalla ligandilla (tertiddrinen amiini),
muodostui ongelmaksi bentsyyliryhmin irtoaminen ja guanidiniumin muodostuminen.
Yleensd melko suoraviivainen Pd/C/Hz-pelkistys eteni tyOssd jostain syystd
oksidatiiviseen suuntaan. Viimeisend tyydyttymétontd atsakruunua késiteltiin
trifluorietikkahapolla. Talloin bentsyyliryhmé irtosi mutta tuotteeseen jii edelleen
kaksoissidos. TFA ei kyennyt irrottamaan bentsyyliryhméé tyydyttyneessd ligandissa.

Lopuksi valmistettiin vain pelkké #-Boc-suojattu ligandi, ja erikoistyd péatettiin.

4.3. Tyon kokeellinen suoritus
4.3.1. Yleiset menetelmdit
Laitteet

'H-NMR ja '*C-NMR -spektrit mitattiin Bruker 400 MHz spektrometrilli. MS-spektrit

mitattiin massaspektrometrilla.
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Synteesistrategia

1,5,9-
triatsasyklododekan-3-oli TASD (71). Liittdmista varten TASD:n aminoryhmét suojattiin

Synteesin ~ strategiana oli valmistaa ensin pentaerytritoliin liitettdva

tert-butoksikarbonyyli-suojauksella (#-Boc).

Synteesin toisessa vaiheessa atsakruunurakennetta yritettiin liittdd eetterisidoksella
pentaerytritolirakenteeseen ~ Sn2-substituutiolla.  Menetelmind  kdytettiin -~ mm.
Williamsonin eetterisynteesid ja asetaalin muodostusta, jossa toisen reaktantin

hydroksyyliryhma on ensin metyylitiometyloitu.

Taulukko 2. Synteeseissa kdytetyt kemikaalit

PUHTAUS | MOOLIMASSA (g | TIHEYS (g
REAGENSSI (%) mol?) cm3)
glyseroli >99,5 92,10
bentsaldehydi >98 106,13 1,04
tolueeni >99,7 92,14 0,864
bentsyylikloridi >99 126,59
kaliumhydroksidi >85 56,11
bentseeni 78,11
metanoli 99,8 32,04
vetykloridi 37 36,46 1,19
p-tolueenisulfonyylikloridi 98 190,65
tetrahydrofuraani 99,9 72,11 0,887
natriumhydroksidi 99 40,00
natriumboorihydridi 37,83
t-butyylialkoholi 99,5
di-tert-butyylidikarbonaatti, Boc?0 218,25
pentaerytritoli 98 136,15
dimetyylisulfoksidi 99,5 78,12 1,100
etikkahappo >99,8
etikkahappoanhydridi 97
tetrabutyyliammoniumbromidi 99 322,38
CuBr; 99,5 223,372
C/Pd 10 % jauhe (50% vettd)
dietyylieetteri
dikloorimetaani
dimetyyliformamidi
etanoli (ETAX)
anisoli 99,5 108,14
trifluorietikkahappo 114,02 1,48
trietyyliamiini
triatsabisyklodekeeni (TBD)
kaliumjodidi
natriumhydridi
C(CH2)4BF4
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4.3.2. Valmistetut molekyylit

Kaaviossa 17 on kuvattu -Boc-suojatun 1,5,9-triatsasyklododekan-3-olin synteesi.

(ii) @]
oo = (O Do == O o
0]

(65) (66)
O @ - @ @ {
OH OH OTs OTs
(68) (69) (70)
Boc
(vi) NH ) (vii) N >
— HO{ HN — HO{ N—Boc
NH N
\_) Boc” \_)
(71) (72)

Kaavio 17. 1,5,9-triatsasyklododekan-3-oli-tdhteen (71) synteesi

(i) PhCHO, tolueeni, viakevdd H>SO4:a (kat.), refluksointi (2,5 tuntia)

(ii) PhCH>Cl, KOH, bentseenti, refluksointi

(iii) HCI, MeOH(aq)

(iv) TsCl, THF (aq), NaOH (3-5 °C)

(v) 1. TBD, KOH, dioksaani, refluksointi (48 tuntia). 2. NaBH4, dioksaani,
sekoitus (48 tuntia)

(vi) HCl(aq, 4 mol dm™), refluksointi (4 péivii)

(vii) Boc20, '‘BuOH(aq), NaOH, sekoitus 40 °C:ssa (2 paivad)
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N
Boc\ { Elioc
N ) (viii) )
Br Br

Boc” .Bocp
\ / /r\N ;C N
Boc.. (6] “Boc
(73) (72) oc., %O <

Kaavio 18. Atsakruunun (72) liittiminen pentaerytrityylitetrabromidiin (73).

(viii) KI, NaH (60% dispersio 6ljyssd), 20°C, 24 tuntia
(ix) Acy0, AcOH, DMSO, 24 tuntia
, N /
(ix) SN /8
o X on T o X0
OH
/S\/ \/S\
(75) (76)

Kaavio 19. Pentaerytritolin (11) metyylitiometylointi
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Boc\ Boc,
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Boc Boc Boc
N—" N-Boc
(72) (80)
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N O N
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N (xi) N. o}
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N N—Boc
Boc/ _\—/ ’}‘
Boc
(79)

Kaavio 20. Atsakruunun (72) metyylitiometylaatio ja liittiminen pentaerytritoliin (75)

(x) Ac20, AcOH, DMSO, 24 tuntia
(xi) BusNBr, CuBr2, CH2Cl (kuiva), 0 -->20°C, 36 tuntia
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(xii)

O == O-Dgr

(77) (78) S\

Boc
Boc\ :>§\ J;\)/ “Boc
(6] N > (xiii)
AN
©_< 0787 .+ Ho—<: N—-Boc —»
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W Boc\ 5

(78) S< (72)
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Boc
0 (xiv)
©—< :>§\OH N /\o \/( “Boc — =
(0]
OH

(T7)

Kaavio 21. Atsakruunun (72) ja bentsylideenisuojatun pentaerytritolin (77) liittdminen

metyylitiometyyliryhmén avulla

(xii) Ac20, AcOH, DMSO, 24 tuntia

(xiii) BusNBr, CuBr,, CH2Cl, (kuiva), 0 -->20°C, 36 h
(xiv) BusNBr, CuBr2, CH2Cl, (kuiva), 0 -->20°C, 36 h
(xv) Pd/C, H,, EtOH, 10 bar

N > (xv) N N

O >N —X> HO N
Y -, > {N%—:
(70) (81)

Kaavio 22. 8-(bentsyylioksi)heksahydro-1H,4H,7H-3a,6a,9a-triatsafenaleenin hydraus
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4.3.3. Synteesit

Ligandin synteesi

cis-5-hydroksi-2-fenyyli-1,3-dioksaani (66)

Glyserolia (65) (120 ml, 1,64 mol) ja bentsaldehydid (131 ml, 1,28 mol) refluksoitiin
tolueenissa (189 ml, 1,77 mol) rikkihapon (95-97%, 9 tippaa) toimiessa katalyyttini.
Refluksointi  suoritettiin =~ Dean-Stark  vedenpoistolaitteistolla  kdyttden typped
suojakaasuna. Vettd alkoi erottua, kun reaktioliuos saavutti 110 °C:n ldmpdtilan.
Reaktion kuluessa liuoksen vari muuttui keltaisesta tummanpunaiseksi. Refluksoinnin
(2,5 h) jilkeen vettd oli erottunut 23 ml. Jadhtynyt liuos neutraloitiin vedettomalla
natriumkarbonaatilla, jonka jilkeen liuos suodatettiin. Liuottimena toiminut tolueeni
haihdutettiin pois alennetussa paineessa. Tdmén jédlkeen liuos sisdlsi pddasiassa reaktiossa
reagoimatonta glyserolia, toivottua reaktiotuotetta ja mahdollisesti myos bentsaldehydia.
Tuotteen kiteytyminen oli hidasta, eikd valmiin tuotekiteen lisdykselld ollut vaikutusta
kiteytymiseen. Muutaman pdivéin sdilytyksen (-16 °C) jilkeen tuotetta oli kuitenkin
kiteytynyt. Saalis oli pieni, vain 4-5 grammaa kuivaamatonta tuotetta. Paksua
glyserolipitoista seosta laimennettiin dietyylieetterilla, ja tuotetta kiteytettiin uudelleen -
16 °C: n lampétilassa yon yli. Nyt tuotetta oli kiteytynyt enemmén mutta saalis oli silti
pieni. Tuotetta 66 uudelleenkiteytettiin kahdesti dietyylieetteri/petrolieetterista
(100 ml/10 ml) -16 °C:n ldmpdtilassa, jolloin saatiin valkoisia kiteitd. Kiteet kuivattiin

vakuumieksikaattorissa. Saalis: 9,80 g (4 %).

Edelld mainittu reaktio suoritettiin uudelleen kdyttden glyserolin (65) ja bentsaldehydin
stoikiometrisend suhteena 1:1. Télld yritettiin valttdd ylimdardisen glyserolin jaémistad
liuokseen, miké vaikeutti kiteytymistd. Reaktioaikaa my0s pidennettiin (4,5 h), jolloin
vettd erottui 35 ml. Téssd reaktiossa reagenssit olivat: glyseroli (147 ml, 2,00 mol),
bentsaldehydi (205 ml, 2,01 mol), rikkihappo (95-97 %, katal. mééard = 11 tippaa),
tolueeni (232 ml, liuotin). Saalis: 43,0 g (11 %).
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Tuote karakterisoitiin MS- ja NMR-spektroskooppisesti. 'H NMR (CDCls): & 7.53-7.37
(5H, m), 5.57 (1H, s), 4.22-4.13 (5H, m), 3.64 (cis, 1H, d?), 3.06 (trans, 1H, d?).
Hydroksyylivedyn piikki ei ndy.

3C NMR (CDCl3): § 137.84, 129.10, 128.32, 125.88, 101.70, 72.31, 64.03

cis- ja trans-5-(bentsyylioksi)-2-fenyyli-1,3-dioksaani (67)

Cis-2-fenyyli-1,3-dioksan-5-olia (66) (21,0 g, 0,113 mol), bentsyylikloridia (29,5 g,
0,233 mol) ja KOH:a (13,6 g, 0,243 mol, jauhettu) refluksoitiin bentseenissd (600 ml,
kuivattu molekyyliseuloilla) 12 tuntia Dean-Stark-vedenpoistolaitteistolla 80 °C:n
lampdatilassa. Reaktion aikana liuoksen véri muuttui tummaksi. Reaktioliuos jadhdytettiin
huoneenldmpétilaan ja sitd pestiin ensin vedelld, sitten 5 % NaHCOs-vesi-liuoksella ja
lopuksi vield vedelld. Tuoteliuos kuivattiin Na>SOgq:lla, ja liuotin haihdutettiin pois
alennetussa paineessa, jolloin muodostui kellertdvéd 6ljyméinen neste, joka mydhemmin
viiledssd kiteytyi keltaisiksi neulamaisiksi kiteiksi. Tuotetta 67 pestiin kylmalla
dietyylieetterilld, jolloin kiteiden védri muuttui valkoiseksi. Tutkittaessa tuotetta
ohutkerroskromatografisesti levylld ndkyi vain yksi tuotepiste. Tdmén vuoksi paitettiin

siirtyd seuraavaan reaktiovaiheeseen ilman puhdistusta. Saalis: 23,7 g (77 %).

Reaktio suoritettiin toistamiseen samoilla reagenssiméérilld kuin aikaisemmin, jolloin
saalis oli 23,5 g (76 %). Tuote karakterisoitiin MS- ja NMR-spektroskooppisesti.

'H NMR (CDCl3): § 7.56-7.29 (10H, m), 5.58 (1H, s), 4.73 (2H, s), 4.39 (2H, dd), 4.06
(2H, dd), 3.37 (1H, quin)

3C NMR (CDCls): & 138.12, 128.92, 128.47, 128.22, 127.77, 126.21, 101.42, 70.31,
69.19, 69.03

2-(bentsyylioksi)propaani-1,3-dioli (68)

5-(Bentsyylioksi)-2-fenyyli-1,3-dioksaania (67) (15,0 g, 55,6 mmol) liuotettiin 300 ml
MeOH:a ja tihin liséttiin 1 mol dm™ HCl-liuosta. Liuosta refluksoitiin 1,5 tuntia 68 °C:n
lampotilassa, minka jélkeen haihtuvat liuottimet haihdutettiin alipaineessa.

Kellertdvand 6ljynéd erottuneen 2-(bentsyylioksi)propaani-1,3-diolin saaliiksi punnittiin
11,7 g (115 %). Saanto kertoo mahdollisesti tuotteeseen jadneestd liuottimesta. Tuote

kéytettiin seuraavassa reaktiossa puhdistamatta.
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Reaktiovaihe suoritettiin uudelleen kaksinkertaisilla reagenssiméaérillé, jolloin saalis oli
19,4 g (95 %).

Tuote karakterisoitiin MS- ja NMR-spektroskooppisesti. 'H NMR (CDCl3): & 7.38-7.27
(5H, m), 4.63 (2H, s), 3.77 (2H, dd), 3.70 (2H, dd), 3.56 (1H, quin)

3C NMR (CDCl5): § 137.94, 128.60, 128.03, 127.92, 79.07, 71.92, 62.00

2-(bentsyylioksi)propaani-1,3-diyyli-bis(4-metyylibentseenisulfonaatti) (69)

2-(bentsyylioksi)propaani-1,3-diolia (68) (11,2 g, 61 mmol) ja NaOH-vesi-liuosta (100
ml, 2,2 mol dm™?) liuotettiin THF:iin (270 ml). Liuosta sekoitettiin suolavesijdihauteessa
ja sithen lisdttiin 1 tunnin aikana tiputussuppilosta THF:iin (165 ml) liuotettua p-
tolueenisulfonyylikloridia (25,8 g, 135 mmol). Lisdyksen jdlkeen sekoitusta jatkettiin
edelleen ja reaktion etenemistd seurattiin TLC:lla 10-15 min vilein. 16 h jilkeen reaktio
pyséytettiin lisdamailla reaktioliuokseen vikevdd HCl:n vesiliuosta. THF haihdutettiin
pois alennetussa paineessa ja reaktiotuotteita uutettiin viisi kertaa DCM:lla (5 x 60 ml).
Halutut reaktiotuotteet sisdltinyt orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOaq:lla, minki jalkeen
seos suodatettiin ja liuotin haihdutettiin kuiviin alennetussa paineessa. Lopuksi tuote

uudelleenkiteytettiin etanolista. Saalis: 19,5 g (64 %).

Tuote karakterisoitiin MS- ja NMR-spektroskooppisesti. 'H NMR (CDCls): & 7.74 (4H,
d), 7.34-7.27 (7TH, m), 7.20-7.18 (2H, m), 4.50 (2H, s), 4.08-4.01 (7H, m), 3.81 (1H, quin),
2.46 (6H, s)

3C NMR (CDCl): & 145.14, 136.97, 132.44, 129.95, 128.45, 127.97, 127.79, 73.83,
72.54, 67.70, 21.68

8-(bentsyylioksi)dekahydro-3a,6a,9a-triatsafenaleeni (70)

2-(bentsyylioksi)propaani-1,3-diyyli-bis(4-metyylibentseenisulfonaatti):a (69) (4,0 g, 8,2
mmol), 1,5,7-triatsabisyklo[4.4.0]dek-5-eenid ja KOH:a (1,84 g, 33 mmol; jauhettu)
sekoitettiin kuivaan 1,4-dioksaaniin (120 ml) ja reaktioseosta refluksoitiin 100 °C :ssa
kaksi vuorokautta. Punertavan ja sakkaisen reaktioseoksen annettiin jddhtya
huoneenldmpdtilaan, minké jélkeen siihen lisdttiin varovasti NaBHa:a (1,5 g, 40 mmol).
Seosta sekoitettiin neljd vuorokautta (yliméérin). Tdmén jdlkeen liuotin haihdutettiin

alennetussa paineessa ja sakkaan lisdttiin vettd (40 ml). Tuotetta uutettiin viisi kertaa
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DCM:lla (5 x 20 ml) ja orgaaniset faasit yhdistettiin ja kuivattiin Na>SOs:1la. Seos
suodatettiin ja liuotin haihdutettiin kuiviin alennetussa paineessa, jolloin saatiin

6ljymaéinen tuote (70), joka my6hemmin kiteytyi.

Vaiheet suoritettiin kaksi kertaa uudelleen kdyttimélld kummallakin kerralla
ensimmadisessd reaktiovaiheessa 10 g 2-(bentsyylioksi)propaani-1,3-diyyli-bis(4-
metyylibentseenisulfonaatti):a (69). Muita reagensseja ja liuottimia kéytettiin samassa
stoikiometrisessa suhteessa kuin aikaisemminkin. Niistd reaktioista syntyneet tuotteet

kdytettiin seuraavassa synteesivaiheessa erillisissé reaktioissaan.

1,5,9-triatsasyklododekan-3-oli (71)

Edellisessi synteesivaiheessa saatu tuote (70) liuotettiin sellaisenaan 4 mol dm™ HCl:n
vesiliuokseen ja reaktioliuosta refluksoitiin neljd vuorokautta. Tamén jélkeen liuotin
haihdutettiin kuiviin alennetussa paineessa ja kellertdvin vaaleaa saostumaa pestiin
MeOH:1la (32 ml), johon keltainen sivutuote jii. Tuote saatiin trihydrokloridina (vaaleita

kiteitd) ja se kuivattiin vakuumieksikaattorissa. Saalis: 1,56 g (64 %).

Edella kuvattu reaktio suoritettiin myos edellisen synteesivaiheen kahdelle muulle ’tuote-
erdlle”. Naiistd reaktioista saaliit olivat: 5,65 g (93 %) ja 3,49 g (57 %). Tuote
karakterisoitiin MS- ja NMR-spektroskooppisesti. 'H NMR (D20): & 4.70 (1H, quin),
3.38-3.14 (12H, m), 2.16-2.11 (4H, quin)

3C NMR (D;0): § 61.71, 48.04, 43.25, 41.08, 19.28

tri-tert-butyyli-3-hydroksi-1,5,9-triatsasyklododekaani-1,5,9-trikarboksylaatti (72)

1,5,9-triatsasyklodekan-3-oli trihydrokloridia (71) (3,49 g, 11,8 mmol) liuotettiin fert-
butanolin (75 ml) ja NaOH:n (aq, 50 ml, 2,9 mol dm™) seokseen. T#hiin seokseen lisittiin
Boc20:a (di-tert-butyyli-dikarbonaattia) (8,49 g, 38,9 mmol) tert-butanolissa (30 ml).
Reaktioseosta sekoitettiin 24 tunnin ajan, minka jalkeen lampdtila nostettiin 40-50 °C:een
ja sekoitusta jatkettiin vield kolme vuorokautta. Liuotin haihdutettiin pois alennetussa
paineessa, ja reaktiotuotteeseen lisdttiin 30 ml vettd. Tuote-vesi-seosta uutettiin

dikloorimetaanilla (5 x 25 ml). Orgaaniset faasit yhdistettiin ja kuivattiin Na>SOax:lla,
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minké jdlkeen liuos haihdutettiin kuiviin. Tuote puhdistettiin pylvdskromatografisesti.

Ajoliuoksena kiytettiin MeOH : DCM (5:95) -seosta. Saalis: 1,92 g (33 %).

Reaktiovaihe suoritettiin  toisen  kerran, jolloin  1,5,9-triatsasyklodekan-3-oli
trihydrokloridia (71) kdytettiin 5,58 g, 18,8 mmol. Muita reaktiokomponentteja kéytettiin
samassa stoikiometrisessa suhteessa kuin aikaisemminkin. Saalis: 4,17 g (45 %). Tuote
karakterisoitiin MS- ja NMR-spektroskooppisesti. 'H NMR (CDCls): & 4.02 (1H, quin),
3.48-3.22 (12H, m), 1.80 (4H, quin), 1.47 (18H, s), 1.46 (9H, s)

3C NMR (CDCls): § 155.78, 80.76, 79.64, 73.73, 53.41, 47.96, 28.46, 28.38

Ligandin liittiiminen pentaerytritoli-rakenteeseen

Syntetisoitua tri-tert-butyyli-3-hydroksi-1,5,9-triatsasyklododekaani-1,5,9-
trikarboksylaattia yritettiin seuraavaksi liittdd tavoitemolekyylin keskuksena toimivaan
pentaerytrityylirakenteeseen. Reaktiota kokeiltiin ensin koeputkimittakaavassa.

Seuraavista yhdisteistd valmistettiin 1 ml:n DMF-liuokset:

1. tri-tert-butyyli-3-hydroksi-1,5,9-triatsasyklododekaani-1,5,9-trikarboksylaatti (72)
(253 mg, 520 pumol, 5 ekv)

2. C(CH2)4Br4 (40 mg, 100 pmol)

3. KI (17 mg, 100 umol)

4. NaH (60% dispersio 6ljyssd) (17 mg, 100 umol)

Jokaisesta neljastd liuoksesta otettiin reaktioliuokseen 250 pul, jolloin sen
kokonaistilavuudeksi tuli 1 ml. Reaktioliuosta sekoitettiin ja reaktion annettiin edetd yon
yli huoneenldampdétilassa. Reaktion etenemistd seurattiin TLC—ajoilla. Ajoliuokseksi
valittiin 5 % MeOH/DCM —liuos. TLC-ajoa varten ndyte uutettiin DMF:n ajoa haittaavien
ominaisuuksien vuoksi ensin vesi-dietyylieetteri seoksella. Néyte otettiin eetterifaasista.
Em. reaktio suoritettiin myds 50 °C asteen lampotilassa. Reaktiotuotteita analysoitiin
massaspektrometrisesti. Muodostuva tuote oli vdird ja sivureaktioita oli paljon. Taéma

synteesitie hylattiin.
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Metyylitiometyloitujen pentaerytritolien valmistus

Seuraavaksi atsakruunuligandia yritettiin liittdd metyylitiometyloituun pentaerytritoliin ja
bentsylideenisuojattuun  pentaerytritoliin. ~ Tatd  varten  syntetisoitiin  ensin
metyylitiometyloitu ~ pentaerytritoli  ja sen  jidlkeen  metyylitiometyloitu

bentsylideenisuojattu pentaerytritoli.

Metyylitiometyloitu pentaerytritoli (76)

Pentaerytritolia (75) (2,0 g, 15 mmol) liuotettiin DMSO:iin (54 ml). Téhén liuokseen
lisattiin etikkahappoa (11 ml) ja etikkahappoanhydridid (35 ml). Reaktioliuosta
sekoitettiin viisi vuorokautta, jonka aikana reaktion etenemisti seurattiin TLC-ajoilla (5
% MeOH / DCM). Reaktioliuoksen véri muuttui punertavaksi. Reaktioliuokseen liséttiin
vettd (100 ml) ja sitd uutettiin viisi kertaa dietyylieetterilla (5 x 50 ml), jolloin punertava
véri jéi vesifaasiin. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja faasia pestiin kaksi kertaa kylldisella
NaHCOs—liuoksella (2 x 50 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOas:1la, minka jilkeen
seos suodatettiin ja liuotin haihdutettiin kuiviin alennetussa paineessa. DMSO:n

poistamiseksi kdytettiin 6ljypumppua ja No-loukkua.

Raakasaaliiksi saatiin 4,2 g. Tuote puhdistettiin kaksi kertaa pylvdskromatografisesti (0,8
% MeOH / DCM). Tuotefraktio fraktioitui puhdistuksen alkupuolella. Saaliiksi saatiin
0,21 g (3 %). Tuote karakterisoitiin NMR-spektroskooppisesti. Massaspektrometrilld
tehty analyysi vahvisti, ettd tuote oli haluttu. Saannosta ja TLC-ajoista pédtellen sivu- ja
osittaisreaktioita esiintyi paljon. '"H NMR (CDCl5): & 4.62 (8H, s), [3.77, 3.53] (8H, s),
2.12 (12H, s)

13C NMR (CDCl3): 8 75.90, 75.80, 67.53, 65.76, 44.01, 13.91

Metyylitiometyloitu bentsylideenisuojattu pentaerytritoli (78)

Vastaava metyylitiometylaatioreaktio suoritettiin bentsylideenisuojatulle
pentaerytritolille kdyttden ldhtdaineena bentsylideenisuojattua pentaerytritolia (77) (2,0
g, 8,9 mmol). Muiden reagenssien mairit olivat samat kuin pentaerytritolilla suoritetussa

reaktiossa. Reaktio oli edennyt loppuun vuorokauden aikana. Puhdistusvaiheet
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suoritettiin vastaavasti kuin pentaerytritolilla suoritetussa reaktiossa. Tuote puhdistettiin
pylvéaskromatografisesti. Saalis: 0,83 g (27 %).

Massaspektrin mukaan tuote oli oikea.

Atsakruunuligandin (72) liittiminen metyylitiometyloituun bentsylideenisuojattuun

pentaerytritoliin (79)

Metyylitiometyloitua bentsylideenisuojattua pentaerytritolia (78) (0,050 g, 145 pmol) ja
t-Boc-suojattua atsakruunua (72) (0,214 g, 438 umol; 3 ekv) livotettiin kuivattuun
dikloorimetaaniin (2 ml). Liuokseen liséttiin 0,2 g aktivoituja molekyyliseuloja ja sitd
jadhdytettiin jadvesihauteessa (0 °C). Tahéan liuokseen liséttiin
tetrabutyyliammoniumbromidia (0,094 g, 290 umol, 2 ekv, 0 °C) ja CuBr::a (0,065 g,
290 umol, 2 ekv, 0 °C). Seosta sekoitettiin ja sen annettiin lammetd huoneenldmpdétilaan,
jossa sitd sekoitettiin edelleen 1,5 vuorokautta. Reaktion paityttyd musta seos suodatettiin
ja sakkaa pestiin pienelld maérdlla etyyliasetaattia. Liuokseen liséttiin kylldistd NaHCOs3-
vesiliuosta. Tuotetta uutettiin kolme kertaa etyyliasetaatilla. Orgaaniset faasit yhdistettiin
ja kuivattiin NazSOq:lla. Liuos suodatettiin ja liuotin haihdutettiin kuiviin alennetussa
paineessa. Jiljelle jdi vihertdvian kellertivd Oljy. Tuotetta ja ldhtainetta vertailtiin
ajamalla niistd TLC. Huomattiin, ettd tuote oli pddasiassa kokonaan ldhtdainetta. Tastd
syystd tdméd synteesitie hyldttiin. My0s synteesitie, jossa metyylitiometyloidun
bentsylideenisuojatun  pentaerytritolin  tilalla  kéytettdisiin  metyylitiometyloitua
pentaerytritolia, hylattiin ndiden reaktioiden samankaltaisuuden pohjalta. Sivureaktioiden

osuus olisi jalkimmaisessd my0s odotetusti suurempi.

t-Boc-suojatun atsakruunun metyylitiometylaatio ja edelleen liittiminen

pentaerytritoliin

Seuraavaksi kokeiltiin erilaista 1dhestymistapaa, jossa metyylitiometyyliryhma liitetdén

t-Boc-suojattuun atsakruunuun ja timé edelleen pentaerytritoliin.

Atsakruunun metyylitiometylaatio (80)

t-Boc-suojattua  atsakruunua  (tri-tert-butyyli-3-hydroksi-1,5,9-triatsasyklododekaani-
1,5,9-trikarboksylaatti) (72) (0,85 g, 1,7 mmol) livotettiin 54 ml DMSO:a. Téhdn
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liuokseen lisdttiin sekoittaen 11 ml etikkahappoa ja 35 ml etikkahappoanhydridia.
Reaktioliuosta sekoitettiin  huoneenldmpdtilassa kolme vuorokautta, jonka jidlkeen
reaktioliuoksen véri oli muuttunut kellertdvéstd punertavaksi. Reaktioliuokseen lisdttiin
100 ml vettd ja sitd uutettiin viisi kertaa dietyylieetterilld (5 x 50 ml). Eetterifaasi kuivattin
NaxSOs:lla, seos suodatettiin ja liuotin haihdutettiin kuiviin alennetussa paineessa
oljypumpulla No-loukkua kéyttéen.

Tuote puhdistettiin pylviskromatografisesti (0,8 % MeOH / DCM). Saalis oli niin pieni,

ettel sen maara ollut kunnolla mitattavissa.

Reaktio suoritettiin uudestaan. Lihtdainetta, #~-Boc-suojattua atsakruunua, (72) kiytettiin
jélleen 0,85 g. Myds muita reagensseja kéytettiin sama méédrd kuin aikaisemmin
suoritetussa reaktiossa. TLC-ajoilla seurattiin reaktion edistymisti. Reaktio oli edennyt
loppuun 2 péivian kuluttua. Reaktioseosta uutettiin ensin vesi-dietyylieetteri seoksella
kuten aikaisemminkin ja tdmén jdlkeen koottua orgaanista faasia vield kylldiselld
NaHCOs-liuoksella. Orgaaninen eetterifaasi kuivattiin Na;SO4:1la ja liuotin haihdutettiin
kuiviin alipaineessa. Tuote puhdistettiin pylvdskromatografisesti 4 % MeOH/DCM -
ajoliuoksella. DMSO -jadmat haittasivat puhdistusta, eivétka fraktiot kunnolla erottuneet.
Tehtiin toinen puhdistus kayttimalld ajoliuoksena 35 % etyyliasetaatin ja petrolieetterin
seosta. Télloin DMSO jddmat eivit haitanneet puhdistusta. Puhdistetun tuotteen massaksi
saatiin 0,50 g (52 %). Massaspektri ja NMR vahvistivat tuotteen olevan haluttu. '"H NMR
(CDCl3): 6 4.66 (2H, s), 4.12 (1H, quin), 3.56-3.06 (12H, m), 2.09 (3H, s), 1.81 (4H,
quin), 1.45 (27H, s)

3C NMR (CDCls): § 171.09, 79.97, 73.93, 72.03, 47.18, 44.69, 29.47, 28.40, 13.35

NMR-spektrissd ndkyvien ylimdérdisten piikkien vuoksi oli syyté epdilld, ettd tuote sisélsi
edelleen epdpuhtauksia. Nyt voitiin kuitenkin yrittd4d metyylitiometyloidun atsakruunun

liittdmistd bentsylideenisuojattuun pentaerytritoliin.

Metyylitiometyloidun  atsakruunun (80) liittiminen  bentsylideenisuojattuun

pentaerytritoliin (77)

Metyylitiometyloitua ~-Boc-suojattua atsakruunua (77) (100 mg; 183 pumol; 3 ekv) ja
bentsylideenisuojattua pentaerytritolia (80) (13,7 mg, 61 pmol) liuotettiin kuivattuun

dikloorimetaaniin (2 ml). Mukana reaktiossa oli myds pieni méadrd aktivoituja
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molekyyliseuloja. Molekyyliseulojen annettiin vaikuttaa kaksi vuorokautta. Liuos
laitettiin jadvesihauteeseen ja siihen lisdttiin tetrabutyyliammoniumbromidia (39,4 mg,
120 pmol, 2 ekv) sekd kuparibromidia (27,3 mg, 120 pmol, 2 ekv).

Reaktioseos oli aluksi ruskeanvioletti mutta sen viri muuttui 30 min kuluessa
ruohonvihreédksi. Reaktioseoksen annettiin ldmmetd véhitellen huoneenlampdtilaan.
Reaktioseosta sekoitettiin vield kolmetoista vuorokautta. Aika ajoin reaktioseoksesta
ajettiin TLC-ajoja. Huolimatta pitkdstd reaktioajasta reaktio ei milloinkaan suosinut
lopputuotteita vaan reaktion paatyttyd oli ldhtOainetta seoksessa vield runsaasti jéljella.
Tuoteseoksesta suodatettiin pois kiintedt suolat ja livosta uutettin viisi kertaa
dietyylieetteri-vesi-seoksella. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja kuivattiin Na>SOs:1la.
Liuotin haihdutettiin kuiviin. Tuotteesta ajettiin massaspektri, jonka mukaan oikeaa
tuotetta syntyi myods hieman mutta pddosin tuote koostui ldhtdaineesta ja useista
sivureaktiotuotteista, joista vallitsevin oli -Boc-suojatun atsakruunun dimeeri (Kuva 12).
Toiseksi vallitsevin tuote oli yhdiste, jossa vain yksi atsakruunu oli liittyneend. Tama

synteesitie hylattiin.

N—/_\N Boc
N—/_\N Boc 3—\ >
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Kuva 12. #-Boc-suojatun atsakruunun dimeeri (epdpuhtaus). M = 1009,6311 g/ mol

Metyylitiometyloidun atsakruunun liittdmistd kokeiltiin my0s pentaerytritoliin.
Hallitseva reaktio oli #~-Boc-suojatun atsakruunun dimeroituminen, kuten edellisessa
reaktiossakin. Tuotteen méérd oli punnitukseen ja NMR-karakterisointiin liian pieni.

Tédmai synteesitie hylattiin.

Seuraavaksi vaihdettiin synteesistrategiaa. Koska edellisissd reaktioissa kuluivat loppuun
viimeiset valmistetut atsakruunut, jouduttiin atsakruunua valmistamaan lisdd. Talld kertaa

synteesistrategiaa kuitenkin muutettiin siten, ettei atsakruunua enéda -Boc-suojattu.
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heksahydro-1H,3a'H,4H,7H-3a,6a,9a-triatsafenalen-2-oli

8-(bentsyylioksi)heksahydro-1H,4H,7H-3a,6a,9a-triatsafenaleenia (70) (2,50 g, 8,7
mmol) liuotettiin puhtaaseen etanoliin (20 ml). Liuokseen liséttiin palladium-hiiltd (125
mg, 5 %). Tuotetta sekoitettiin ja sitd vedytettiin paineistetulla vedylld (10 bar) kolmen
vuorokauden ajan. Tuote suodatettiin ja C/Pd-jauhetta huuhdeltiin vield etanolilla.
Liuotin haihdutettiin kuiviin alennetussa paineessa, minki jélkeen tuotetta kuivattiin
vakuumieksikaattorissa fosforipentoksidin pailld 24 tuntia.

Tuotteesta otettiin massa- ja NMR-spektrit. Massaspektrin mukaan vedytys ei ollut
edennyt toivotulla tavalla. Bentsyyliryhmi ei ollut ldhtenyt irti ja tuotteeseen oli
muodostunut kaksoissidos (Kuva 13). Aivan kuin reaktio olisi edennyt vdirdén,

hapettavaan suuntaan. Saalis (ei-toivottu tuote): 2,4 g (94 %).

©
2
N
Kuva 13. C/Pd/H; -hydrauksessa mahdollisesti saatu ei-toivottu tuote

Télle virheellisesti hapettuneelle tuotteelle 83 suoritettiin synteesin 5. vaiheen NaBHj-

pelkistys uudelleen.

Vetykisittelyssd jostain syystd hapettunut 8-(bentsyylioksi)dekahydro-3a,6a,9a-
triatsafenaleeni (2,35 g, 8,2 mmol) liuotettiin kuivaan 1,4-dioksaaniin (100 ml) ja
liuokseen liséttiin varovasti natriumboorihydridii, NaBHs (4,2 g, 0,11 mol).
Reaktioseosta sekoitettiin ja reagenssin annettiin hydrautua kaksi vitkkoa. Tdmén jilkeen
suoritettu TLC-ajo vahvisti reaktion tapahtuneen. Puhdistusvaiheet olivat samat kuin
aikaisemmin reaktiossa (v). Kirkkaahko 6ljymédinen neste kiteytyi myohemmin.

Saalis: 2,0 g (85 %).

Tuotteesta ajettiin MS- ja NMR-spekrit. MS-spektri vahvisti tuotteen olevan oikea.

"H NMR (CDCl): § 7.23 (1H, s), 4.52 (1H, s), 3.95 (1H, quin), 3.75-3.06 (12H, m), 1.09
(4H, quin)

3C NMR (CDCl;3): Spektrin data ei ollut luotettavaa.
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NaBHjs-pelkistyskasittely tehtiin myos toiselle tuotepuolikkaalle. Saalis: 1,7 g, (71 %).
Nyt voitiin koittaa Pd/C/H> — késittelyd uudelleen. Tadlla kertaa reaktioseosta sekoitettiin
ja sitd vedytettiin Hp:lla 12 bar paineessa neljd vuorokautta. Myoskdan nyt reaktio ei
edennyt haluttuun suuntaan. Saalis (ei-toivottu tuote 83): 0,75 g (37 %).

Myos kolmas Pd/C/H -késittely epdonnistui.

Saalis (ei-toivottu tuote 83): 0,95 g (56 %).

Seuraavaksi  kokeiltiin  erilaista ldhestymistapaa bentsyyliryhmédn irrotukseen.
Bentsyyliryhméé yritettiin seuraavaksi irrottaa trifluorietikkahapolla. Epdonnistuneessa
C/Pd/H»-vedytyksessd saatua yhdistettd (83) otettiin 0,25 g ja se liséttiin yhdessa anisolin
(1,1 ekv) (0,11 g) kanssa pieneen maiérddn trifluorietikkahappoa. Reaktioseosta
sekoitettiin, jolloin sen véri muuttui pian punertavaksi. Reaktiossa anisolin tarkoituksena
oli sitoa itseensd mahdollisesti irtoava bentsyylikationi. Sekoitusta jatkettiin yon yli,
jonka jilkeen liuoksen védri oli tummanpunainen. Viri saattoi johtua anisoliin
sitoutuneesta bentsyylikationista. TLC ei tuonut selvyyttd reaktion etenemisesta.

Reaktioliuoksesta otettiin ndyte ja siitd haihdutettiin pois vapaana oleva TFA. Nayte
neutraloitiin pyridiinilld, joka sen jilkeen haihdutettiin. Tdmén jilkeen ndyte huuhdeltiin
vedelld. Tuotteesta ajettiin massaspektri, jonka perusteella voitiin havaita, etti

bentsyyliryhma oli nyt 1dhtenyt irti.

Pd/C/H>—vedytyksessd syntyneet védrit reaktiotuotteet pelkistettiin jidlleen NaBH4:114:
1,35 g ldhtoainetta livotettiin 60 ml kuivaa 1,4 dioksaania ja tdhén lisittiin varovasti

1,0 g NaBH4. Reaktioseosta sekoitettiin yli kaksi vuorokautta. Liuos suodatettiin ja
haihdutettiin kuiviin, jolloin saatiin “mentolin”tuoksuinen neste. Massaspektri varmisti,

ettd tuote on oikea.

Pd/C/H, —pelkistysten epdonnistuttua paitettiin kokeilla bentsyyliryhmén irrottamista
suoraan trifluorietikkahapolla. Reaktiossa syntyville TFA-suolalle suoritettiin

ioninvaihto.

2-(bentsyylioksi)heksahydro-1H,4H,7H-3a,6a,9a-triatsafenaleenia (70) (2,80 g, 9,7
mmol) ja 1,16 g anisolia (1,1 ekv) liuotettiin trifluorietikkahappoon. Reaktion annettiin

edetd yon yli. Jdljelle jaanyt happo haihdutettiin pois ja punaruskealle liuokselle
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suoritettiin ioninvaihto. NMR- ja MS-spektrien mukaan trifluorietikkahappo ei reaktiossa

ollut kyennyt irrottamaan bentsyyliryhmaa.

Tdssd vaiheessa tuotteiden / ldhtdaineiden loputtua valmistettiin vield 9,90 g #-Boc-
suojattua  1,5,9-triatsasyklododekan-3-olia (72) (Kuva 14) alkaen erikoistyon

ensimmaisestd reaktiosta, minké jalkeen erikoistyd paitettiin.

(8)
Kuva 14. Boc-suojattu 1,5,9-triatsasyklododekan-3-oli (72).

5. JOHTOPAATOKSET JA YHTEENVETO

Erikoisty0ssi ei esitetyilld menetelmilld kyetty valmistamaan tavoitemolekyylid. Syind
olivat mahdollisesti steeriset vaikutukset ja/tai monihaarainen pentaerytritolirakenne,
johon neljan ligandin liittdiminen yhtd aikaa tuottaa lukuisia sivutuotteita. Myos
debentsylaatioreaktio epdonnistui tuntemattomasta syystd tyon loppuvaiheessa. IImeisesti
pentaerytritoli-rakenne ei esitetyilld reaktioilla ole kovin otollinen kohde 1,5,9-
triatsasyklododekaanitdhteen liittdmiselle. Atsakruunun valmistaminen onnistui hyvin
kuten léhteissa oli esitetty.

Monet keinotekoiset atsakruunu-siirtyméametallikompleksit osoittavat katalyyttistd
aktiivisuutta nukleiinihappojen, fosfaattiestereiden ja proteiinien hydrolyysissd. On
havaittu, ettd kun metalli-ionikeskusten madrdd ndissd molekyyleissd lisétddn,
katalyyttinen teho kasvaa, usein yhteisvaikutuksellisesti. Ndiden molekyylien suunnittelu
ja valmistaminen on kuitenkin kallista ja aikaa vievdd. Suunniteltujen atsakruunu-
kompleksien suhteellinen yksinkertaisuus lienee myds syynd sithen, miksi niilld
molekyyleilld ei saavuteta samanlaisia aktiivisuuksia, selektiivisyyksid ja spesifisyyksié
kuin luonnollisilla entsyymeilld. Ongelmana on usein my0s keinotekoisten molekyylien
myrkyllisyys sekd niiden toimimattomuus ja halutunlainen kulkeutuminen kehossa.

Kuitenkin ndilld komplekseilla on havaittu olevan katalyyttistd vaikutusta, joten
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mahdollisesti niiden analogeilla saattaa olla tulevaisuudessa terapeuttista arvoa, heti kun

niiden toimintaa sisélld kehossa tai solussa on saatu paranneltua.
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