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TIIVISTELMA i

Tuvistelma

Pro gradu -tutkielman kirjallinen osa keskittyy aromaattisiin, amidisidoksel-
lisiin foldameereihin ja erityisesti amidi-, imidi- ja hydratsidifoldameereihin.
Synteesien ja menetelmien sijaan osuudessa on paneuduttu foldameerien las-
tioon ja kompleksoitumiseen. Taman lisiksi myos foldameerien solubiologis-

ta vuorovaikutusta on tuotu esiin.

Kokeellinen osa keskittyy kahden aromaattisen amidifoldameerin synteesei-
hin ja niistd saatujen tuotteiden kiteyttédmisiin ja kiderakenteisiin. Folda-
meerit laskostuivat testatuissa, polaarisissa liuottimissa ja muodostivat seki
intramolekulaarisia ettd intermolekulaarisia vetysidoksia. Liuottimen kyky

vetysitoutua foldameerin kanssa vaikutti havaittavasti laskostumiseen.



ESIPUHE i

Esipuhe

Pro gradu -tutkielman kokeellinen osuus tehtiin Jyvéskyldan yliopiston Na-
notiedekeskuksessa lokakuun 2013 ja huhtikuun 2014 vililld ja raportoitiin
kesdkuussa 2014. Kirjallisen osuuden tyostdminen aloitettiin elokuussa 2014
kokoamalla ja tutustumalla foldameereja késitteleviin artikkeleihin. Varsinai-
nen kirjoitusvaihe tapahtui syyskuun 2014 ja maaliskuun 2015 vililla. Kirjal-
linen osuus tehtiin IXTEX-tekstinladontajirjestelmaé opetellen ja kiyttien, ja
my0s kokeellinen osuus kddnnettiin jalkikdteen IXTEXille, minkd vuoksi tut-

kielman ulkoasu eroaa jonkin verran "totutusta” Word-pohjaisesta.

Kokeellinen osuus pohjautui yliopistossa aikaisemmin tehtyihin foldamee-
reja késitteleviin tutkimuksiin. Tadmé&n lisdksi reaktio-olosuhteita etsittiin
SciFinder- ja Reaxys-tietokantojen sekd myds Googlen avulla. Kirjallises-
sa osuudessa kiytetty ja késitelty materiaali haettiin etupéissd SciFinderin
avulla kiyttden hakusanana yksinkertaisesti sanaa foldamers, jota tarpeen
tullen tdydennettiin tarkentavilla sanoilla kuten amide ja aromatic. Googlen
avulla haettiin tiedossa olevia, artikkeleissa listattuja julkaisuja. Materiaalia
kdytiin 1api systemaattisesti artikkeli kerrallaan, mik4 sitten tdydensi aiem-

min lapikiytyja artikkeleita.

Kokeellisen osuuden ohjaajana toimi tohtorikoulutettava Aku Suhonen ja
kirjallisen osuuden ohjaajana professori Maija Nissinen. He ansaitsevat suu-
rimmat kiitokset kaikesta ajasta, avusta ja neuvoista, jotka he ovat antaneet
sekd kokeellisen etta kirjallisen osuuden aikana. Heidén lisdkseen kiitdn muita
professori Maija Nissisen tutkimusryhmaén jasenid, joiden parissa kokeellista
osuutta edistettiin. Lisdksi haluan kiittda kemian laitoksen foldameerien mit-

tauksia suorittanutta henkilokuntaa. Lopuksi kiitdn myds kesdn 2014 ETEX-
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kurssin jarjestdjid johdatuksesta HTEXin kayttoon.

Jyvaskylassa 6.3.2015
Heikki Laakkonen
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KIRJALLINEN OSA

1 Johdanto

Foldameerit ovat synteettisid oligomeereja, joille on ominaista laskostuminen
biologisten makromolekyylien tapaan. Laskostuminen perustuu heikkoihin
kemiallisiin vuorovaikutuksiin, joita ovat muun muassa vetysidokset, elekt-
rostaattiset vuorovaikutukset ja hydrofobinen efekti.! Foldameerien tapauk-

sessa nimi ei-kovalenttiset vuorovaikutukset ovat usein intramolekulaarisia.?

Foldameereistd on raportoitu 1990-luvun puolivélistd ldhtien. Alifaattisiin
aminohappoihin perustuvien peptidijiljitelmien pioneereji ovat Gellman ja
Seebach ja ensimmaéiset esimerkit aryyliamidifoldameereistd raportoi Hamil-
ton et al. 1996.36 Merkittiviin foldameeritutkimuksen nimiin lukeutuu myos

Huc et al.

Laskostuminen on biomolekyylien toiminnalle olennaista ja esimerkiksi edel-
lytys entsyymien kyvylle katalysoida eri reaktioita.” Foldameerien avulla yri-
tetdankin ymmartad ja jaljitelld biologisia jirjestelmid, kuten peptidien ja
proteiinien rakenteen ja ominaisuuksien vilisti yhteyttd.® Peptidomimeet-
tiselld alalla foldameerit ovat merkittdva yhdisteryhmé ja askel kohti tay-
sin synteettisifi proteiinianalogeja.® Parhaiten foldameerit ovat rakenteeltaan
vastanneet biologisia sekundairisid rakenteita, itsendisia (isolated) helikaali-
sia tai lineaarisia juosteita.’ a-kierteiden lisiksi foldameereilld voidaan jilji-
telld myos S-levyji ja -kidnnoksid.® Laskostuneiden ja suorien peptidijiljitte-
lijoiden lisdksi on olemassa myds siksak-tyypin oligomeerejd, joissa oligomee-
rin funktionaaliset ryhmit ovat samalla puolella molekyylid.? Funktionaalis-

ten ryhmien jakautuneella esiintymiselld on etunsa, esimerkiksi amidiryhmié
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toispuoleisesti sisdltavit siksak-oligomeerit voivat muodostaa stabiileita kak-

soisrakenteita (duplex).

Luonnon molekyylit koostuvat usein a-aminohapoista, joiden muodostamaa
rakennetta on usein jaljitelty alifaattisilla (-, 7- ja d-aminohappoketjuilla
ja -peptidihomologeilla.®® Aromaattisista oligomeereisté oligoamideilla on
ldheisin analogia peptidien kanssa. Toinen vaihtoehto a-aminohappojiljitte-
lyyn onkin aryyliamidien kiyttd. Aryyliryhmét lisdavit molekyylin jaykkyyt-
té ja stabiilisuutta vetysidosten lisdksi aromaattisten vuorovaikutusten avulla
ja tarjoavat monenlaisia mahdollisuuksia foldameerin rakenteelle. Amfifiilisia
aryyliryhmia sisiltavilla lineaarisilla oligomeereilld on jiljitelty peptidipoh-
jaisten a-kierteiden pintaa osittain, koska kattavan peptidianalogian saavut-
taminen ei onnistu.'® T#ss# suhteessa aryyliamidioligomeerit eivéit siis ole yh-
td hyvid kuin alifaattiset aminohappoketjut, mutta rajoitteesta huolimatta
esimerkiksi proteiinipintaa on onnistuttu jiljitteleméién pyridiiniin pohjautu-
villa foldameereilld. Helikaalisten aromaattisten amidioligomeerien etuna on,
ettei sivuketjujen koostumus vaikuta kierteen rakenteeseen tai stabiilisuu-
teen samalla tavoin kuin peptideissi.'? Vaikka aromaattiset oligomeerit ovat
kasvavan mielenkiinnon kohteena, ovat a-peptidijaljittelijoistd tutkituimmat

silti toistaiseksi olleet alifaattisia.®

Foldameerit voivat muistuttaa muitakin molekyylejd kuin biologisia. Esi-
merkiksi kompleksoidessaan alkalimetallikationeja foldameerit muistuttavat
sferandeja ja kruunueettereiti.” Foldameereji on myds kiytetty metallo-
syklofaanien ja makrosyklien synteeseisséi, jolloin on hyédynnetty suorien
ja siksak-piiketjujen helppoa funktionalisointia.®> Makrosyklien tapauksessa
bismakrosykleja on saatu aikaan jopa monomakrosykleji paremmalla saan-

nolla.
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Oligomeeritutkimukselle on usein oleellista stabiilien helikaalisten konfor-
maatioiden aikaansaaminen, jotta laskostuneiden biopolymeerien rakennetta
voidaan jiljitelld.' Yhteni tutkimuksen rajoitteena on ollut foldameerien ko-
ko, jota rajoittaa muun muassa pitkien peptidiketjujen synteesien tyoliys.’
Suurimmat foldameerit ovat molekyylipainoltaan yli 8 kDa, mikd kooltaan
ja rakenteelliselta monimuotoisuudeltaan vastaa kohtalaisen kokoista tertié-
rirakenteista proteiinia. Suurimpien foldameerien synteeseissd on sovellettu
dendrimeerien ja muiden haaroittuneiden rakenteiden tapaan divergenttié tai
konvergenttii lihestymistapaa, ja suurimmat foldameerit ovat koostuneetkin

kahdesta helikaaliosasta.

Foldameereille on 16ydetty monia sovelluskohteita, muun muassa kemialli-
sessa biologiassa ja ldikeainesuunnittelussa.® Biokemian puolella foldamee-
rejd voidaan kiyttaa jiljittelemadn esimerkiksi proteiinien rakennetta ja toi-
mintaa, mikd onnistuu myo6s varsinaisen proteiinin luonnollisesta ympéaristos-
mahdollista edistdd molekyylien vilisisi nukleofiilisiii reaktioita.” Entsyymi-
jaljittelyssa pyritddn muodostamaan entsyymien laskostumisen seurauksena
syntyva onkalo, joka rajoittaa reaktion komponentit pieneen tilaan ja toisten-
sa laheisyyteen ja aiheuttaa katalyyttisen vaikutuksen. Alifaattisten a-ami-
nohappojiljittelijoiden sovelluskohteina on mainittu antibiootit, proteiini—
proteiini-vuorovaikutusten estdminen ja geeninsiirtomenetelmét (gene deli-
very systems).® 0 Myos useilla laskostuneilla S-peptideilld on todettu olevan

antibakteerisia ja antimikrobisia ominaisuuksia.’



2 AMIDIFOLDAMEERIEN VALMISTUS 4

2 Amidifoldameerien valmistus

Amidifoldameerien synteesissé olennaiset amidisidokset voidaan tehda perat-
taisilla amidikytkenndilld.® Amidien lisiksi muita foldameereissi kiytettyja
typellisid sidosryhmié ovat olleet N-okso-amidit, sulfonamidit, imidit, sulfok-
simiinit, ureat ja hydratsidit.® Foldameerin rungon aromaattisilla ryhmilld
vaikutetaan rakenteen lineaarisuuteen tai taipumiseen, kierteen halkaisijaan

ja sivuketjujen suuntautuneisuuteen.!!

Suurimmat amidifoldameerit ovat olleet aromaattisia, joiden rakenne on
koostunut kahdesta etyleeniglykolisillan kautta toisiinsa keskelti liityneesti
kierteestd (kuva 1).° Pienemmissi esimerkeisséi kaksiosaisia kierteitd on yh-
distdnyt pyridiinirengas. Suuremman molekyylipainon foldameereji voidaan
valmistaa myos polymeerikemian menetelmin.'? Polymeerisynteesilld on val-
mistettu jopa 2—4 kDa:n foldameerejd. Suuremmasta molekyylipainosta on

hy6tyd materiaalisovelluksissa.

2.1 Kaytettyji monomeereji

Aryyliamidifoldameereji valmistetaan monomeereisté, jotka jakautuvat kah-
teen pailuokkaan.® Ensimméiseen luokkaan lukeutuvat aryyliaminohapot,
jotka muistuttavat luonnossa esiintyvid a-aminohappoja. Toinen luokka on
yhdistelmé dihappoja ja -amiineja, joiden avulla on mahdollista valmistaa

symmetrisia oligomeerejé.

Tavallisia aromaattisten amidifoldameerien rakennuspalikoita ovat olleet py-
ridiinit ja pyridiniumit, kinoliinit, antraniilihapot, pyridiinioksidit, alkoksi-

bentseenit, pyratsiinit ja fluoribentseenit.!’ Laajempaa aromaattista pintaa
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KuvA 1 Kaksikierteinen 8 kDa:n foldameeri 1 ja 2 kDa:n foldameeri 2.°

haettaessa on kidytetty kinoliinien ohella esimerkiksi antraseenijohdannaisia.

Ureajohdannaisia on kiytetty vetysidosperusteisessa itsejirjestdytymisessi
ja hydratsidiyksikoitéi keinotekoisten S-levyjen synteesissd.® Sekd urea- et-
td hydratsidiperustaisia amidianalogeja voidaan kiyttad sekd symmetristen
ja asymmetristen rakenteiden valmistuksessa. Hydratsidilla on saatu aikaan

erittdin jaykkia ja tasomaisia kiintedn tilan rakenteita.

2.2 Yleisimpia synteesimenetelmia

Tavanomainen tapa syntetisoida amideja on happokloridin ja amiinin vili-
nen reaktio ja nukleofiilinen substituutio, mitd on saatettu auttaa katalyy-
tilld, kuten DMAP:1la.? Hydratsideja on vastaavasti syntetisoitu happoklo-
ridista ja hydratsiinista vdhintd&n kohtuullisilla saannoilla (> 70 %). Syn-

teesiolosuhteet eivit ole olleet tdysin ongelmattomia, silld ne ovat sisiltineet
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karsinogeenistd bentseenia. Vaihtoehtona happokloridille on ollut karboksyy-
lihappojen ja jonkin kytkentireagenssin kiytt6. EDC on usein kiytetty kyt-
kentédreagenssi sekd amidi- ettd hydratsidisidosten synteesissd, mutta myos

DCC:ta on kiytetty.

Happoklorideja voidaan valmistaa karboksyylihapoista, joita taas saadaan
estereistd saippuoinnin avulla, mitd on hyddynnetty my6s foldameerisyn-
teeseissi.!! Happokloridien valmistuksessa kiytetiin usein tionyyliklori-
dia (SOCL,). Happoklorideja on valmistettu my6s miedommissa reaktio-
olosuhteissa kiiyttien 1-kloori- N, N,2-trimetyylipropenyyliamiinia.'? Miedom-
pien olosuhteiden etuna on synteesin toimivuus my0s monien tavallisim-
pien a-aminohapposivuketjujen suojaryhmien, kuten tert-butoksikarbonyy-
lin (Boc), kanssa. Tamén myo6té 1-kloori- N, N,2-trimetyylipropenyyliamiinilla
on saavutettu edistystd vesiliukoisten amidifoldameerien synteeseissé, jotka

ovat vield melko tuntemattomia.

Kinoliineja on valmistettu kolmessa vaiheessa 2-nitroaniliinista ja dimetyylia-
setyleenidikarboksylaatista (kuva 2).%!3 Ensimméisen vaiheen tuotteena on
enamiini, jonka kaksoissidoksen konformaatio on trans.® Toisessa vaiheessa
enamiinista tehdddn kinolinoli termisesti (refluksointi Ph,O:ssa) tai fosfori-
hapon avulla.®1* Kinoliini tehdiin kinolinonista Mitsunobu-reaktiolla, jolla
my6s muodostetaan sivuketju, alkyyli—aryyli-eetteri, para-asemaan kinoliinin

typpeen nihden ilman N-alkylaatiota.® '3

Mitsunobu-olosuhteita kiyttiaen on tehty myos foldameerien diatsa-antrasee-
nirunkoja.'® Reaktioon vaadittava lihtoaine on tehty 2,6-diaminotolueenista

ja dimetyyliasetyleenikarboksylaatista.'®

Homo-oligopeptideita on syntetisoitu kiintedssa tilassa, mutta myos tyovai-

heita sddstiava vaihtoehtoinen, molekyylin koon kaksinkertaistava menetelméa
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KuvA 2 Kinoliinifoldameerien synteesi: (a) Dimetyyliasetyleenidikarboksy-
laatti, MeOH, RT; (b) difenyylieetteri, refluksointi; (¢) isobutanoli,
DEAD, PPh,, THF, RT .13

tunnetaan (segment doubling strategy).'> Menetelmi hyddyntii selektiivisii
suojausryhmien poistoja ja happokloridikytkent6ja, ja sitd on kiytetty oligo-
meerien konvergentissi valmistuksessa. Vdahempien vélivaiheiden my6té etui-
na ovat lisdksi kustannustehokkaampi synteesi seki, parempi skaalattavuus.
Menetelméa on sovellettu kinoliinifoldameerisynteesissé, jolloin nitro- ja este-
rirvhmét sisdltavista kinoliinimonomeereistd on ensin valmistettu hydrauk-
sen ja saippuoinnin avulla amino-esteri- ja nitro-happomuodot. Niistéd kino-
liinijohdannaisista saadaan SOCl,-aktivoinnin avulla nitro—esteri-dimeeri, ja
toistuvien hydrausten, saippuointien ja SOCI,-aktivointien avulla dimeereis-
ti on edetty tetra-, heksa- ja oktameereihin (kuva 3).® Molekyylin piden-
tyessa hydrauksen ja saippuoinnin vaatima reaktioaika tai -lampdétila kasvaa,
miki lienee seurausta molekyylin laskostumisesta ja laskostumisen reaktiivi-
suutta vahentévastad vaikutuksesta. Myos synteesin ainemédrien kasvattami-
nen parantaa ja kompensoi pienentyvia saantoa, joka esimerkiksi oktameeri—

oktameeri-kytkennéssa on jaanyt alle 10 %:iin.

Edelld mainitun konvergentin synteesimenetelméan ohella pitkiad juosteita voi-

daan tehdi kiiyttien kytkentireaktioita ja iteratiivista lihestymistapaa.®
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KuvAa 3 Kinoliinioligoamidien synteeseji.®

Kytkentareaktiot onnistuvat, kun toinen reagenssi on laskostunut ja toinen
on lyhyt ja steerisesti estyméton. Esimerkiksi kinoliininen dekameerifolda-
meeri 7 (kuva 2, n = 10) on tehty amino-oktameeristi ja happoklorididimee-
ristd, ja dekameeristd voitaisiin jatkaa edelleen dodekameeriin. Iteratiivinen
prosessi onkin sopiva erilaisten monomeerien tai muunkaltaisten rakenneyk-
sikdiden liittdmisesséd sarjaan, kuten esimerkiksi juuri kiinteén faasin pepti-

disynteesissa.

Polymeerisid aromaattisia polyamideja on valmistettu polykondensaatioreak-
tiolla m-aminobentsoehapon johdannaisista.!? Polykondensaatioreaktioissa
on kiytetty kondensoijana (condensing agent) trifenyylifosfaattia ja aktivaat-
torina pyridiinid. Liukoisuutta on parannettu LiCl:lla, joka estdé intermole-
kulaaristen vetysidosten muodostumista ja syklisoitumista polymerisaation
aikana. Bentsoehappoa ja aniliinia on kiytetty molekyylipainon hallinnas-
sa. Metoksiryhmén sisdltdvien 2-aminobentsoehappojohdannaisten polyme-

risaation aikana on havaittu metoksiryvhmien demetylaatiota, joka voi olla
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ei-toivottua, mutta se voi toisaalta ehkiistd polymerisaation aikaista sykli-
saatiota. Liséksi fenoksidisen polymeerimuodon voi odottaa muodostavan he-
likaalisen rakenteen. Takaisinmetylointia on tehty Me,SO,:lla, joka metyloi
paitsi fenoksiryhmét myos polymeerin padssa olevat karboksyylihapporyh-
mét ja aniliinitypet. Polymeerien konformaatioita, ja foldameerien puhtaut-

ta, on miiritetty geelinlipiisykromatografialla.!? ¢

2.3 NMR-spektrien tulkinta

Peptidomimeettisten ketjurakenteiden, kuten alifaattisten (-, - ja d-pep-
tidien NMR-spektrien tulkinta voidaan tehdid a-peptideille suunniteltujen
NMR-protokollien pohjalta.!” Erityisesti NOESY:n korrelaatiot ja skalaari-
kytkennét viereisten amidi- ja alifaattisten protonien vililld mahdollistavat
monomeerijirjestyksen ja 'H NMR -spektrien assignoinnin. Samaytimiseen
(homonukleaariseen) skalaarikorrelaatioon perustuvan assignoinnin raja tu-
lee vastaan useita tetrasubstituoituja a-hiilid sisiltdvissid peptideissa. Tél-
16in oligomeerin vaiheittainen monomeerinen assignointi voidaan suorittaa

HMBC-mittausten avulla NH; — CO; — NH;,; -vuorovaikutusten pohjalta.

a-peptidien liuostilan rakenteita varten kehitellyt ja alifaattisille (- ja -
peptideille kiytetyt NMR-protokollat eivit ole kuitenkaan suoraan sovellet-
tavissa aromaattisille oligomeereille.!” Aromaattiset ryhmét ja niiden toisi-
aan peittivit signaalit tekevit 'H NMR -spektrien tulkinnasta vaikeaa, esi-
merkiksi signaalien paallekkiisyys ja juosteen Cy-symmetria voivat hankaloit-
taa NOE-korrelaatioiden tunnistamista. Oligomeerin symmetrisyys vihentad
kuitenkin signaalien ja signaalien péillekkiisyyksien méaraa, joten symmet-
risten foldameerien 'H NMR -spektrit ovat merkittiviisti asymmetrisiéi yksin-

kertaisempia.® Symmetrian voi silti odottaa aiheuttavan signaalien degene-
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roitumista ja epédselvyyttd kahdelle samanlaiselle ryhmélle kuuluvista signaa-
leista, miké voi silti olla parempi vaihtoehto kuin signaalien paillekkiisyy-
desté syntyvit tulkintavaikeudet.!” Aromaattisen foldameerin aromaattisen

sekvenssin paidtteleminen ei onnistu pelkkien protonikorrelaatioiden avulla.

Foldameerioligomeereilld korrelaatioita voi ilmeta tdhteiden ¢ ja i+ 1 sekd 142
vililld, jotka voidaan tunnistaa ja assignoida 2D HMBC ja HSQC seki 1D 3C
-mittausten avulla.!” Taysim#friinen assignointi mahdollistaa muiden NMR-
mittausten tekemisen, esimerkiksi foldameerin sisdisten dynaamisten ilmioi-
den tutkimisen. Foldameerien liuostilan rakenteita onkin edelleen maaritet-
ty NOESY:1ld ja ROESY:1l4. NOESY:n hyddyllisyyttd voi vihentdd NOE-
korrelaation signaalien erottumattomattomuus muista korrelaatioista, kuten
TOCSY:sté, tai taustasta. Vihainen NOE-korrelaatioiden méaara voi haita-
ta myos esimerkiksi molekyylimallinnuksen tekemistd. Myts DQF-COSY-
mittaukset mahdollistavat oligomeerin eri monomeeritédhteiden osittaisen ja

toisinaan kattavankin identifioinnin.

Vetysitoutuneiden amidiprotonien varjostumattomuus (signaalit 11-12 ppm)
ja aromaattisten ja esteristen protonien varjostuneisuus verrattuna lyhyem-
piin oligomeereihin ovat epésuoria todisteita helikaalisesta konformaatios-
ta.!” Esimerkiksi kinoliini- ja pyridiinioligomeereilli metyyliesterin signaali
voi erota jopa yhdelld ppm:lla verrattuna monomeereihin (3.03 ppm ja 3.34
ppm vs 4.10 ppm). Kinoliinisen amidioligomeerin siséltdmén esterisen me-
tyyliryhmén signaalin muuttui 4.23 ppm:sta 2.99 ppm:&in dimeeristd 3a ok-
tameeriin 3¢ (kuva 2, s. 7) siirryttédessi.'® Samalla kinoliinin pyridiinirenkaan
ainoan aromaattisen protonin resonanssi siirtyi 7.6-8.0 ppm alueelta 6.1-7.0

ppm alueelle.

NMR-liuottimista CDCly on mainittu hyvaksi liuottimeksi, koska foldamee-
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rindiytteen signaalit levittyvit spektrissi laajalle alueelle sité kilytettiessd.!”

CDCly:n ongelmana kuitenkin on aromaattiselle alueelle jadva jaiannospiik-
ki. DMSO-dg onkin téssd suhteessa hyvé vaihtoehto, ja toisinaan liuottimen
vaihto CDCl;:sta DMSO-dg:een on parantanut monia aromaattisia ryhmié
sisiltidvin foldameerin spektrin resoluutiota.? DMSO-d, liuottaa kattavasti
sekd, poolisia ettd poolittomia yhdisteitd, mutta foldameerien liukenematto-

muus el siitd huolimatta ole tavatonta.
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3 Aromaattiset amidifoldameerit

3.1 Amidifoldameerit

Aromaattisten amidioligomeerien rakenteet ovat aromaattisten vuorovaiku-
tusten ansiosta stabiilimpia kuin alifaattisten amidien ja aromaattisia oli-
gomeereji on toisinaan sisillytetty alifaattisten ketjujen osaksi.b® Useimmat
julkaistut aryyliamidiperustaiset sekundéériset rakenteet ovat konformaatiol-
taan laskostuneita, sirppiméisii (crescent) tai helikaalisia.®> Aromaattisten
amidifoldameerien laskostumisen ennustettavuus perustuu peréttidisten yk-
sikdiden vilisiin stabiloiviin vuorovaikutuksiin eli aromaattisten vuorovaiku-
tusten lisiksi amidiryhmien mahdollistamiin vetysidoksiin.® Aromaattisten
amidifoldameerien tarjoamaa jaykkyyttd on hyodynnetty muun muassa mo-
lekyylipinseteissi (kuva 4).

+-Bu t-Bu

KuvA 4 Sinkkiporfyriinipohjainen aromaattinen amidifoldameeri 8 mole-

kyylipinsettini.?

Aromaattisia oligoamideja on tutkittu orgaanisissa liuottimissa, jotka yleen-
si ovat olleet kloorattuja tai aromaattisia.!® Oligoamidikierteet voivat kes-
tad myos vesipitoista ympéaristod ja tautomeeriseen tasapainoon vaikuttavia

tekijoitd. Aromaattisilla amideilla kuten yleensé aromaattisilla oligomeereil-
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14 on suuri vastustuskyky hydrolysoitumista kohtaan.® Alkalimetallikationei-
den kompleksointi kuitenkin edesauttaa vastaavien alkalimetallihydroksien
hydrolyysireaktiota eli foldameerin anisoliryhmien eméshydrolyysid. Hydro-
lyysin tapahtumisen edellytys on nitroryhmén olemassaolo. Esteriryhmé tai
vastaava happoryhmé ei omaa riittdvin suurta kykya vetda elektronitiheytta
puoleensa, jotta hydrolysoitumisen tapahtuisi. Hydrolysoituminen nopeutuu
foldameerin koon kasvaessa, myos korkeahko ldmpotila ja polaarinen ympa-

risté auttavat (kuva 5).7

Me Me

Me
Me Lo 7- 3 ? H
Me
Q- Me d\oksaam -vesi :
H- - H~.
0 ) N " eoo0c N- N
) -MeOH ~H
O
Me M =Li, Na, K 10a

KuvA 5 Aromaattisen amidifoldameerin nitro-substituoidun anisoliryh-

min hydrolyysi.”

Pyridiinit ovat pienikokoisia aromaattisia foldameeriyksikoita: pyridiinioli-
goamidien pituus (toistuvaa) yksikk6d kohden jaia noin puoleen kinoliini-
pohjaisista oligoamideista (13 A vs 6,8 A).»® Pyridiinipohjaiset oligoamidit
voivat muodostaa kaksoiskierteitd ja aggregaatteja, joita esimerkiksi kinolii-
nijohdannaiset eivit vilttamattd muodosta. Aggregoitumisen mahdollisuu-
desta huolimatta kiteytyksid on kuitenkin onnistuneesti tehty muun muassa
nitrobentseeni-heptaani- ja DMSO-EtOH-seoksissa.'® Vesiliukoisia pyridii-
nifoldameereistd on saatu aromaattisten renkaiden lukuméarasta riippumat-
ta, kun foldameerin fenoliryhmét on muutettu natriumfenolaateiksi (kuva 6).
My®és lyhyilld bentsyylioksi-, hydroksi- ja hydroksylaattiosilla varustettujen

oligopyridiinidikarboksiamidien on todettu muodostavan hyvin stabiileja, int-
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ramolekulaaristen vetysidosten tukemia yksdiskierteita jopa vedessa.

KUVA 6 Esimerkkeji pyridiinifoldameereisti, joista 12c on vesiliukoinen.!®

Vettd kestavit pyridiinifoldameerit eroavat monin tavoin - ja S-peptidikier-
teisti.'® Molekyylin kattava m-orbitaalien konjugaatio rajoittaa konformatio-
naalista vapautta ja tarjoaa suotuisan kontaktin aromaattisten renkaiden ja
amidisidosten vilille. Foldameerikierteen vetysidokset ovat liuottimen vaiku-
tukselta suojassa kierteen sisilld, mutta kohtisuorassa kierteen suuntaiseen
akseliin ndhden. Foldameerikierre voi hengittdd (breath) ja pidentyé jousen
tavoin ilman, ettd vetysidosverkosto muuttuu suuresti. Lyhyet foldameerit
voivat laskostua vedessi a- ja S-peptidejd helpommin, silld a- ja S-peptidien
laskostuminen vaatii sivuketjujen vilisid kovalenttisia tai ei-kovalenttisia sta-
biloivia vuorovaikutuksia tai tarkkaa aminohappokoostumuksen tasapainoa.
Helpommasta laskostumisesta on etua esimerkiksi tertidédristen rakenteiden

suunnittelussa.

Kinoliinit ja diatsa-antraseenit ovat pyridiinid isompia aromaattisia yksikoi-
ti, joita on kilytetty foldameerien rakenteessa.'® Kinoliinipohjaisia foldamee-
rejé on kaytetty DNA:n ja foldameerisekvenssien vilisten vuorovaikutusten
tutkimuksissa huolimatta siitéd, etteivit ne vastaa juurikaan biologisia ra-
kenteita, mikd on tuottanut omat haasteensa kinoliinipohjaisten proteiini-
ja nukleiinihappoligandien suunnitteluun.'® Tdhéin mennessi on silti todet-
tu lyhyiden tri- tai tetrameeristen, positiivisesti varautuneiden kinoliinis-

ten oligoamidien voivan sitoutua guaniinirikkaan nelijuosteisen DNA:n (G-
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quadruplex DNA, G-4DNA) kanssa. Kinoliinien ohella my6s diatsa-antrasee-

neji on kiytetty isompina aromaattisina yksikéiné foldameerin rakenteessa.

3.2 Imidifoldameerit

Aromaattisten imidien avulla voidaan muodostaa konformationaalisesti sta-
biileja, koveria rakenteita.! Imidifoldameereissi aromaattisia kokonaisuuksia
yhdistdvat iminodikarbonyyliryhmét. Aromaattisina yksikéind on kiytetty
antraseenia ja naftaleenia, joita on ollut foldameerissi kaksi tai kolme ryh-
mad. Koveran konformaation lisdksi imidifoldameerit ovat laskostuneet S-
muotoon (kuva 7). S-muodon foldameerien konformaatio voi edelleen olla
symmetrinen siksak tai asymmetrinen helikaalinen. Suuren kiraalisen apu-
ryhmén liittdminen imidityppeen voi muuttaa S-muodon foldameerien las-
kostumista. Substituentin koko vaikuttaa paitsi stabiilisuuteen myos folda-
meerin aromaattisten ja fotokromisten ryhmien suuntautumiseen kiintedssi

tilassa.

g

s> ——

SS3 T

(0]
13a-13c 14a-14c

a: R = Benzyl
b: R = 2-Methylbenzyl
c¢: R= (S)-1-(1-naphthyl)ethyl

KUVA 7 S-muodon  imidifoldameerejid  ja  niiden  sykloadditio/-

reversioreaktiot!

Aromaattisten imidien stabiilisuus on hyodyllinen ominaisuus kiraalisten fo-
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tokromisten jarjestelmien valmistuksessa ja niiden nanoteknologian sovellus-
kohteena onkin niihty optinen tietojen kisittely ja tallennus.! Optinen tieto-
jen késittely on yleensé perustunut kahtaisstabiileihin molekyylijarjestelmiin,
joihin lukeutuu esimerkiksi steerisesti ylitdysien (overcrowded) alkeenien cis—

trans-fotoisomeria. Myos redox-jarjestelmid on kiytetty.

Imidifoldameerit ovat osoittaneet T-tyypin fotokromismia eli reversiibelia
prosessia, jossa kemiallisen reaktion aiheuttaa toiseen suuntaan valo ja toi-
seen suuntaan lAmpo. Atropisomeereihin (atropisomers) verrattuina moleku-
laariseen kiraalisuuteen perustuvien imidien optista aktiivisuutta on vaikea
sdilyttdd ilman rasemisaatiota johtuen imidien liuostilassa joustavista yksois-
sidoksista.! Kiraalisuuden siilyminen on kuitenkin mahdollista ei-kovalenttis-
ten vuorovaikutusten kuten vetysidosten avulla. Tutkittujen imidifoldamee-
rien tapauksessa merkittavid tekijoita ovat elektrostaattinen repulsio karbo-
nyyliryhmien vélilla, m-m-vuorovaikutukset sekd suurien imidisubstituenttien

luomat steeriset esteet.

Imidifoldameerien helikaalisuutta ja kiraalisuutta on tutkittu CD-spektros-
kopian avulla. Imidifoldameerien CD-spektreistd voidaan havaita Cotton-
efektid, joka liittyy epéatavallisiin optisen kiertymisen ja sirkulaaridikromis-
min muutoksiin séteilyn aallonpituuden ldhestyessd absorbtiovyhyketté (ab-
sorbtion band). Liuostilan helikaalinen laskostumisen siilyminen voidaan
osoittaa puolittamalla kide, liuottamalla toinen puoli ja vertaamalla kiin-
tedn tilan ja liuostilan CD-spektreja sekid Cotton-efektin samankaltaisuutta
toisiinsa. Yhtenevit CD-spektrikuviot ovat tulkittavissa samaksi helikaali-

suudeksi, mitd on hyodynnetty myos imidifoldameerien tapauksessa.

Aromaattisten imidifoldameerien on havaittu muodostavan kiraalisia kitei-

té vaikka niiltd on puuttunut asymmetrinen hiili.! Foldameerien helikaalinen
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rakenne ja kiraalisuus on siilynyt myos liuostilassa. Koverien foldameerien
tapauksessa molekyylin on tilloin taytynyt sisaltdd vihintddn kolme aro-
maattista ryhmaé. Siksak-tyypin tapauksessa taas antraseenikokonaisuuk-
sien synnyttamat helikaaliset kiraalisuudet ovat kumonneet toisensa. Kaiken
kaikkiaan CD-signaaleja on havaittu useammin kiinteésséa tilassa kuin liuosti-
lassa. Liuoksessa suurikokoisen imidin substituentin ja steerisen esteen puute
mahdollistaa kuitenkin konformaation liikkuvuuden ja siten vélittomén ra-

semisaation tai epimerisaation.

Koverien imidifoldameerien liuostilan helikaalinen konformaatio on melko
stabiili, mutta huoneenlimmdssi CD-signaalit viheneviit ajan myoti.! Tet-
rahydronaftyyli-substituoitujen imidi-yhdisteiden puoliintumisaika on alle 8
minuuttia —20 °C:ssa. Suurempi N-substituentti, kuten (S)-1-(1-naftyyli)-
etyyli, tekee foldameeristd stabiilin useaksi viikoksi, mikd todistaa typen
substituentin vaikuttavan helikaalisen konformaation stabiilisuuteen. CD-sig-
naalien katoamisille voidaan esittdd kaksi syyta: laskostuneen konformaation
sdilyttava rasemisaatio tai yksittdisten kovalenttisten sidosten pycrahtami-
nen ja siitd johtuvat konformaation muutokset. Syy voidaan selvittdd NMR:n
ja foldameerilinosten lAmmittdmisen aiheuttamien spektripoikkeamien avul-

la. Imidifoldameerien tapauksessa syy on rasemisaatiossa.

Sekd koverat ettd S-muodon imidifoldameerit ovat olleet fotokromaattisia ja
pystyneet [4 + 4]-sykloadditioon ja sen sykloreversioon (kuva 7).! Kiraali-
suuden kontrollointi retrosykloreversion jialkeen on kuitenkin vaikeaa, mik&
rajoittaa aromaattisen [4 + 4|-sykloaddition kiyttamisté kiraalisissa fotokro-
misissa jarjestelmissid. Molekyylisen kiraalisuuden ylldpitdminen on mahdol-
lista, jos sykloreversion regeneroivien aromaattisten kokonaisuuksien geomet-

rinen suhde (geometrical relation) siilyy kierteisyyden ohella. [4+4]-sykload-
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ditiopdatuotteen ohella valokisittelyn jialkeen voidaan l6ytda diastereomee-
ristd sykloadditiosivutuotetta ja retrosykloreversion palauttamaa lahtoainet-
ta. Palautuminen on seurausta lampdotilan aiheuttamasta tuotteen epésta-
biilisuudesta eikd esimerkiksi valokemiallisesta reaktiosta. Esimerkiksi eloho-
pealampun siteily muuttaa vélittomésti imidifoldameeriliuoksen (13a-13c)
keltaisesta vérittoméksi, mikd on seurausta limittyvin p-jarjestelméin tuhou-
tumisesta samalla kun indusoitu sirkulaaridikroismi havida. Vari palautuu
vihitellen liuoksen seisoessa huoneenlammdssi, mutta puoliintumisaika vaih-

telee noin tunnista 30 tuntiin.

Imidifoldameerin imidin substituentti ja sen koko vaikuttaa sykloadditio-
tuotteen stabiilisuuteen ja reaktiotuotteiden tasapainoon.! Imidifoldamee-
rien aromaattisen ryhmit ovat intramolekulaarisen [4 + 4|-fotosykloaddition
kannalta steerisesti suotuisissa asemissa lahelld toisiaan: antraseenin ja naf-
taleenien viliset kulmat ovat alle 45° ja hiiliatomien etaisyydet ovat 2,9-4,6
A. Lihekkiiisyyden mydti osa naftaleenin protoneista varjostuu antraseenin
vaikutuksesta, mikd NMR-spektrissd ndkyy useiden protonien siirtymiseni
ylakenttidd kohti. Yhden naftoyyli-kokonaisuuden puuttuminen voi tehda S-
muodon foldameerien sykloadditiotuotteista stabiileja huoneenldmmaossé, jol-
loin my®s |4 + 4]-retrosykloadditio vaatii korkeampaa lampdétilaa. Foldamee-
rin sykloreversio aiheutuu siten todennéikdisesti sykloaddition synnyttamas-
té steerisestd paineesta naftoyyli-ryvhméé kohtaan, ja reversion myotd tamé

steerinen energia padsee vapautumaan.

3.3 Hydratsidifoldameerit

Hydratsidifoldameereilld saavutetaan yli kymmenen rakenneyksikon pituuk-

sia ja ne pohjautuvat esimerkiksi 1,2-dibentsoyylihydratsiiniin.? Hydratsi-
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difoldameerejé stabiloivat intramolekulaariset vetysidokset amiiniprotonien
ja viereisten karbonyyli- sekii metoksihappien vililld.?° Hydratsidifoldamee-
rien hydratsidirungot muodostavat jaykkia ja tasomaisia konformaatioita, ja
hydratsidioligomeerin pituudesta riippuen foldameerit ovat sirppimaiisia tai
helikaalisia. Lyhyempien oligomeerien tasomaisuutta tukevat kolmikeskiset

(three centered) vetysidokset.

Dibentsoyylihydratsidifoldameerien amidiyksikét suuntautuvat trans-muo-
toon, mistd johtuen puolet karbonyyliryvhmistd suuntautuu kohti kierteen
keskustaa, mika auttaa vetysitoutumiseen pystyvien vieraiden kompleksoitu-
mista.? Hydratsidioligomeerien keskelle muodostuvien onkaloiden halkaisija
on noin 11 A. Oligomeereisti (kuva 8) pentameerilla on suurin halkaisija,
mutta pentameeri 15 ei muodosta kokonaista kierrosta toisin kuin kaksi mo-
nomeerid pidempi heptameeri 16. Tridekameeri 17 puolestaan laskostuu kol-

meen kerrokseen.

Hydratsidifoldameereilld on havaittu heikkoa intermolekulaarista aromaattis-
ta pinoutumista suurissa konsentraatioissa.? Tamé on todettu NMR-spekt-
roskopialla laimentamisen aiheuttamasta hienoisesta NH- ja aromaattisten
protonien siirtymisestd kohti alakenttdd CDCl;:ssa, kun yleensd intermole-
kulaarisesti vetysitoutuneet NH-signaalit siirtyvit laimentamisen ja heiken-
tyvien vetysidosten myota kohti ylikenttda. Intramolekulaaristen vetysidos-
ten sitoutumisvoimakkuudessa ei NOE:n perusteella ole isoja eroja. Tarkeitd
NOE-kytkentdja havaitaan amidi- ja ldheisiin heteroatomeihin sitoutuneiden

metyyli- ja metyleeniryhmien protonien vélilla.

Sakkaridit ja disakkaridit sitoutuvat 1,2-dibentsoyylihydratsiinioligomeerien
kanssa 1:1 stoikiometrialla, miki havaitaan CD-spektreissid Cotton-efektin

perusteella.?2? Merkittivin kompleksoitumista ajava voima ovat intermole-
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Kuva 8 Hydratsidipentameeri 15 (vasemmalla), hydratsidiheptameeri 16
(oikealla) ja hydratisiditridekameeri 17.2

kulaariset vetysidokset. Polaarisen liuottimen, kuten metanolin, lisdys voi-
kin vihentdd ja kadottaa CD-spektrin intensiteetin, mikd aiheutuu liuotti-
men intramolekulaarista vetysitoutumista hiiritsevistid vaikutuksesta. Sak-
karidit eivit sitoutuneet lyhyiden oligomeerien kanssa ja pidempien kanssa
ne sitoutuivat 1:1 stoikiometrialla, mikd rajaa oligomeerin pinnalla tapah-
tuvan sitoutumisen pois. Erityisen suuri affiniteetti havaittiin suurimman
hydratsidifoldameerin, tridekameerin 17, ja S-maltoosin valilla CDCly:ssa

(Kassoe = 7 x 10°), mikd mitattiin fluoresenssititrauksen avulla.

Hydratsidifoldameereja on kiytetty myos isdnti—vieras-vuorovaikutukseen
perustuvissa organogeeleissid.?’ Foldameerin piissi on t#lloin erikokoisia
areeniryhmia fenyylistd pyreeniin, ja foldameerit gelatoivat vaihtelevan po-

laarisuusasteen omaavia orgaanisia liuottimia .Gelatoiduttuaan helikaaliset
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rakenteet pinoutuivat “head-to-head”™mallilla ja muodostivat pylvismaisid
aggregaatteja. Glukoosin lisdédminen paransi vihemmin polaaristen liuot-
timien gelatoitumista. Glukoosi itsessdén on gelatoimaton yhdiste, mutta
se edistda foldameerien pinoutumista. Tolueenissa yksi ekvivalentti glukoo-
sia vihensi foldameerin minimigelaatiokonsentraation 2,60 %:sta 0,30 %:iin.
Kahden komponentin gelatoituminen tapahtui kaksivaiheisella mekanismilla,

jossa hidasta nukleoitumisvaihetta seuraa nopeampi kasvuvaihe.2%2!
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4 Amidifoldameerien laskostuminen

Foldameerien laskostuneet rakenteet ovat suhteellisen hyvin ennustettavissa
ja muokattavissa.!! Ennustettavuus on usein seurausta foldameerin perit-
taisten rakenneyksikoiden valisistd intramolekulaarisista vuorovaikutuksista,
kuten vetysidoksista, joiden avulla lyhyempien juosteiden konformaatioita
voidaan ekstrapoloida pidemmiksi.!® Laskostumista on ennustettu esimer-
kiksi energiaminimoinnilla kiyttdméalla MM3-voimakenttda ja MacroModel-
molekyylimallinnusohjelmaa.® Ennusteiden laatua on voitu arvioida vertaa-
malla kiderakenteeseen ja jo ilman puuttumista ohjelman parametreihin on

voitu paastd 5 %:n virheisiin.

Laskostuneista rakenteista on luotu vieraita sitovia kapseleita, joka muodos-
tuu kaviteetin eli onkalon sisilleen jattavistéd kiertyneesté ja laskostuneesta
foldameerikuoresta.?? Kierteinen rakenne saattaa kuitenkin myos muodostua
vierasmolekyylin sitomisen seurauksena. Moore et al.?® havaitsivat tutkimuk-
sissaan foldameerin padketjun pituuden vaikuttavan onkalon syvyyteen, mut-
ta sen leveyden siddtaminen oli hankalampaa. Aromaattisten amidien koh-
dalla foldameerikierteen laajemman halkaisijan on todettu vahentavéan kier-
teen nousukulmaa (tilt angle) ja aryyliamidisidosten diedri-kulmia. Etenkin
kaksoiskierrehybridien muodostumisen entalpian kannalta pienemmaét diedri-
kulmat ovat suotuisia mahdollistaen kierteiden suuremman jousenkaltaisen

venymisen hybridisaation aikana.

Konformaation laatua voidaan ennakoida kiteytymisen perusteella.” Helppo
kiteytyminen viittaa hyvin maariteltavaan, yksikésitteiseen kolmiulotteiseen
konformaatioon. Vertailukohtana voidaan mainita dendrimeerit, joista vain

pienimmat kiteytyvét.
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Laskosrakenteiden ja isdnté-vieras-vuorovaikutusten méarittdmiseen soveltu-
vat monet erilaiset menetelmiit kuten 'H NMR, UV /Vis-, fluoresenssi- ja CD-
spektroskopia seki rontgendiffraktio.® Rakenteiden méirityksessi rontgendif-
fraktio on ensisijainen vaihtoehto, mutta se ei onnistu ilman kiteitd. Lahto-
kohdan foldameerien linostilarakenteen méiérittimiselle loi Moore et al.'” oli-
gomeerin spin-leimojen (spin label) ja elektronispinresonanssispektroskopian
avulla. Uusien liuostilarakenteiden yksiselitteinen tulkitseminen voi olla haas-
tavaa ja vaatii useiden menetelmien hyodyntadmistd. NMR-spektrin osittai-
senkin assignoinnin perusteella mahdollisesti onnistuva NOE-korrelaatioiden
tunnistaminen voi antaa viitteiti laskostumisesta.'” CD-spektroskopia on te-
hokas viline akiraalisen ja kiraalisen molekyylin vélisen vuorovaikutuksen il-
maisemisessa ja kiraalisia ryhmié sisiltédvilla oligomeereilld sirkulaaridikrois-
mi voi antaa lisid viitteitd laskostumisesta.?!'” Epésuoria todisteita laskos-
tumisesta on saatu UV /Vis-absorptiospektrien ja fluoresenssispektrien voi-
makkaista muutoksista, mm. oligofenyylietynyleenien tapauksessa.!” Kaiken
kaikkiaan atsa-aromaattisten oligoamidien liuostilan rakenteet ovat vastan-

neet hyvin pitkalle kiintedn tilan rakenteita.

4.1 Vetysidokset

Vetysidoksia muodostavilla ryhmilld on suuri vaikutus aromaattisten ami-
difoldameerien konformaatioon.!* Konformaatioon vaikuttavat konjugaatio,
intramolekulaariset vetysidokset (CO- ja NH-kokonaisuudet) ja elektrostaat-
tiset vuorovaikutukset, kun vetysitoksia muodostavat ryhmét sijoittuvat aro-
maattiseen renkaaseen ja amidiryhmaéan viereen. Intramolekulaariset vetysi-
dokset voivat sdilyttda foldameerin konformaation huolimatta ympériston

polaarisuudesta ja limpétilasta (> 70 °C).” Intramolekulaaristen vetysidos-



4 AMIDIFOLDAMEERIEN LASKOSTUMINEN 24

ten puuttuessa aromaattiset amidifoldameerit eivit ole laskostuneet samal-
la tavoin tiiviiseen konformaatioon ja muodostuneet rakenteet ovat voineet
olla vesikkeliméisifi.?*?* Komplementaarisen, intramolekulaarisiin vetysidok-

siin pystyvéin vieraan myota foldameerien kyky laskostua palautuu (kuva 9).

KuvA 9 Komplementaarinen, intermolekulaarisiin vetysidoksiin pystyva
vieras 18 voi auttaa intramolekulaarisiin vetysidoksiin pystymaét-

toméan foldameerin 19 laskostumista.29

Foldameerien amidiprotoneilla on taipumusta sijoittua kohti foldameerikier-
teen keskusta. Nain on todettu esimerkiksi kinoliinifoldameereilld, joiden ami-
diprotonit muodostavat kaksi vetysidosta viereisten kinoliinityppien kanssa

ja samalla estivit liuotinmolekyylien pasitymisti kierteen keskelle.®

NMR-spektroskopian avulla voidaan tutkia vetysitoutumista. Vetysitoutu-
neet amidiprotonit menettéivit varjostustaan ja resonoivat 10-12.5 ppm alu-
eella.’® Oligomeerin pituuden kasvaessa laskostumisen my6té lihentyvit aro-
maattiset renkaat lisddvat aromaattisten, amidi- ja esteriprotonien varjostu-
mista. Pyridiini- ja kinoliinifoldameerien varjostuneimpia protoneita ovat ol-

leet keskimmiisten lisiksi myds reunimmaiset.!” Reunaprotonien kemialliset
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siirtymét voivat johtua suuremmasta konformationaalisesta liitkkuvuudesta,
joka vahentdd intramolekulaaristen vetysidosten aiheuttamaa varjostumatto-

muutta.

Intramolekulaarisia vetysidoksia ja foldameerin kiertymistd on edesautettu
esimerkiksi 3-aminobentsoehapon oligomeerijohdannaisilla 2-aseman metok-
siryhmilli.!'? Fenolisilla oligomeereilld kuusikulmion muodostavat intramole-
kulaariset O—H---O=C -vetysidokset suosivat laajentuneita konformaatioita,
silld ne ovat stabiilimpia kuin vastaavasti kuusikulmion muodostavat intra-
molekulaariset O=C—N—H---O—H -vetysidokset.?? Amiinien ldsniolo taivut-
taa polyamideja kierteisemmiksi syntyvien fenoksidien muodostamien kolmi-

keskisten vetysidosten seurauksena.?%:2°

8-amino-2-kinoliinikarboksyylihappoon pohjautuvat oligoamidit muodosta-
vat erityisen stabiileja helikaalisia konformaatioita niin proottisissa kuin
aproottisissa liuottimissa (CDCl;, DMSO, MeOH, H,0).” Myds kinoliiniin
perustuva oktameeri 3¢ (s. 7, kuva 2) muodostaa erittdin stabiileja, kiraali-
sia konformaatioita, silli 'H NMR:lla tarkasteltuna edes 120 °C:n limpétila ja
DMSO-d; eivit sulauttaneet Eu(hfc);:n (kiraalinen vaihdantareagenssi, chi-
ral shift reagent) aikaansaamia signaaleja toisiinsa.'? Vetysidoksiin pohjautu-
vaa rakennetta voidaan hy6dyntida esimerkiksi molekyylipinsettien suunnit-
telussa, jolloin tarvittavaa jaykkia rakennetta ei tarvitse tehdé kovalenttisilld

sidoksilla.?6

Vetysidokset ovat tavallisesti vedyn ja typen tai hapen vilisid, mutta myos
fluoria on kiytetty vetysidoksen vastaanottajana foldameerin laskostumisen
seurauksena syntyvin onkalon koon sidtimiseen.® Esimerkiksi kruunueette-
rin kaltaisessa 3-amino-2-metoksibentsoehappoyksikoihin perustuvassa folda-

meerissd 20 (kuva 10) vetysidoksia vastaanottavien ryhmien vaihto metoksi-
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ryhmaésta fluoriin tuotti isomman onkalon, mité tosin selittdd myds metyy-
liryvhmien puuttuminen. Fluoriatomien osin muodostama kehé oli pienempi
kuin metoksihappien eli vastakkaiset fluoriatomit olivat ldhempéné toisiaan
kuin metoksihapet. Fluorin ja amiiniprotonien muodostamilla vetysidoksilla
on myos kompleksoitu kiraalista metoksibentseenijohdannaista (kuva 11).2
Fullereenien kanssa F---HN -vetysitoutuneet foldameerit puolestaan voivat

pinoutua ja muodostaa edelleen yhdessd nanorakenteita.
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KuvA 10 Vasemmalla metoksiryhmié siséltdvd heksameeri 21, oikealla

fluoria siséltiavi heptameeri 20.3

Intramolekulaaristen vetysidosten muodostumista polaarisessa ymparistossia
on tutkittu esimerkiksi vaihtamalla NMR-liuotin polaarisemmaksi esimerkik-
si CDCly:sta DMSO-dg:n ja asetoni-dg:n 4:1 seokseen.” Amidiprotonien ta-
pauksessa signaalien vihéinen siirtyminen (<0.3 ppm) alakentt&é kohti osoit-
taa amidiprotonien vihdisempéad osallistumista molekyylien vélisiin vetysi-
doksiin ja siten amidiprotonit muodostavat intramolekulaarisia vetysidoksia
myos polaarisessa ympéiristossi.” Intramolekulaariin vetysidoksiin kykene-

mittomilld amideilla muutos voi hyvin olla yli 2 ppm.2”

IR-spektroskopian avulla voidaan saada lisdvahvistusta intramolekulaaristen

vetysidosten olemassaololle.? Tavallisesti intramolekulaarisesti vetysitoutu-

1

neiden N—H -ryhmien venymi havaitaan <3365 cm™ alueella, kun vapaan

N—H -venymén alue on 3400-3500 cm~*t.%28:29
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KuvA 11 Fluorin muodostamia vetysidoksia amidifoldameerissia 22. Fluo-
rin kanssa muodostuvat molekyylien viliset vetysidokset myos

kompleksoivat kiraalista vierasta 23.2°
4.2 Muut heikot vuorovaikutukset

Vetysidosten ohella kattava molekyylin sisdinen aromaattinen peitto on tar-
ked tekijad kierteen stabiloijana, vaikka vetysidokset ovat kuitenkin laskostu-
mista midrittivi tekija.® Laskostunut aromaattinen amidisekvenssi voi ai-
heuttaa intramolekulaarisen pinoutumisen avulla yhden tai kahden sekvens-
siin kiinnitetyn triatsolioligomeerin laskostumisen.?’ Laskostumisen laatu
riippuu ympaéristosti ja vihemmén polaarisissa liuottimissa laskostuminen
stabiileiksi kierteiksi on mahdollista. Pidemmalld amidisekvenssillda on pa-
rempi kyky aiheuttaa laskostumista suuremman pinta-alan ansiosta. Tata on
kutsuttu liuotinherkéksi intramolekulaariseksi iséntd—vieras-jarjestelmaksi,

jossa amidiosa toimii isintén ja triatsoliosa vieraana (kuva 12).

Kinoliinifoldameerien perusteella intramolekulaarinen aromaattinen pinoutu-
minen on optimaalista vetysidosten médrittdméssé sijainnissa eikd pinoutu-
minen pysty kilpailemaan vetysidosten kanssa siten, ettd foldameerin kiertei-
syys muuttuisi optimaaliseksi pinoutumisen kannalta.® Aromaattinen pinou-

tuminen voidaan néin ollen jattda vihemmaélle huomiolle tai jopa huomiotta
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KuvA 12 Esimerkki intramolekulaarisen pinoutumisen avulla laskostuvas-

z\z

ta foldameeristi.20

rakenteiden suunnittelussa. UV /Vis-spektroskopiassa intramolekulaarinen -
pinoutuminen voi nikyé punasiirtyméni ja absorption vahentymisené (bat-

hochromic and hypochromic effects) oligomeerin pituuden kasvaessa.

4.3 Sivuketjut

a-peptidien ja niiden - ja y-homologien tapaan aromaattisten amidifolda-
meerien ominaisuudet ja kiiyttiytyminen riippuvat suuresti sivuketjuista.'!
Peptidisten sivuketjujen on tarkoitus poiketa kierteestid sekd tuoda folda-
meerille lis#3 ulottuvuutta ja muiden molekyylien tunnistettavaa pintaa.'?
Samalla sivuketju vaikuttaa kierteen fyysisiin ominaisuuksiin, kuten liukoi-

suuteen ja amfifiilisuuteen.

Poolittomilla alkyyliketjuilla parannetaan liukoisuutta klooratuissa ja aro-
maattisissa liuottimissa, esimerkiksi n-oktyyliryvhmaélld on parannettu pidem-
pien oligomeerien liukoisuutta kloroformissa ja dikloorimetaanissa.? " Katio-
nisten sivuketjujen on havaittu auttavan DNA:n siirtymisessd soluun ja yli-

paitiain edesauttavan solukalvon lipi tapahtuvaa kulkeutumista.'® Kinolii-
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nifoldameerien kohdalla kationisten sivuketjujen vaikutus on kuitenkin jai-
nyt vaatimattomaksi, miké saattaa olla ratkaistavissa useampien sivuketju-
jen kaytolla. Ammonium-sivuketjujen avulla on lisdksi parannettu esimer-
kiksi vesiliukoisuutta. Myos polyetyleenioksiditahteilld on haettu parempaa
vesiliukoisuutta. 2-(2-metoksietoksi)etoksi-sivuketjut ovat auttaneet laskos-
tumista polaarisissa liuottimessa, kuten asetonissa, solvofobisen vuorovaiku-
tuksen avulla.?® Lyhyiden bentsyylioksi-, hydroksi- ja hydroksylaattiosan si-
siltdavien oligopyridiinidikarboksiamidien on todettu tekevdan hyvin vahvoja,

intramolekulaaristen vetysidosten tukemia yksdiskierteiti jopa vedessi.!®

Foldameerirungon lisiksi myos sivuketjuja on funktionalisoitu. Esimerkiksi
happiatomin kautta foldameerirunkoon liittyvia bentsyylisivuketjuja on muu-
tettu suhteellisen happamiksi hydroksiryhmiksi (pK, ~ 6) Pd/C-hydrauksel-
la ja NaHCO,:lla on tehty vastaavat natriumsuolat.'® Sivuketjut eivit vilt-
tamattd hankaloita foldameerien NMR-spektrien tulkintaa. Kinoliinifolda-
meerien tapauksessa isobutyylisivuketjujen kemialliset siirtymét ovat olleet

suhteellisen riippumattomia oligomeerin pituudesta.®

4.4 Foldameerin kiertyminen

Sekundairisten aromaattisten amidifoldameerien konformaatiot ovat pitkal-
ti ennustettavissa ja muokattavissa.'® Aromaattiset amidifoldameerit suo-
sivat tasomaista konformaatiota, joka ketjun pidentyessid muuttuu kiertei-
seksi.!! Helikaalisten aromaattisten oligoamidifoldameerien nousu kierrosta
kohden (pitch) vastaa tyypillisesti yhden aromaattisen renkaan paksuutta eli
noin 3,4 A:a.® Aromaattisten amidifoldameerien kierteisyyteen (curvature)
vaikuttaa amidiryhmien suhteellinen orientaatio aryyliryhmiin nidhden, aro-

maattisten renkaiden lukumaéara ja intramolekulaaristen vetysidosten muo-
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dostamien renkaiden viisi- tai kuusikulmioisuus. Peptideihin verrattuna se-
kundéaériset aromaattiset amidioligomeerit, esimerkiksi 8-amino-2-kinoliini-
karboksyylihappoon perustuvat, ovat odotetusti muodostaneet laajempia ja
nousukulmaltaan pienempié kierteitd, jotka ovat samalla olleet my0s paljon

peptidejé stabiilimpia.

Foldameerikierteet eivit ole taysin symmetrisid, mikd voidaan todeta esimer-
kiksi kinoliinifoldameereissé kinoliiniryhmien suhteellisten sijaintien eroissa
yli- ja alapuolisiin aromaattisiin renkaisiin.® Pidempien ja lyhyempien fol-
dameerien laskostuminen voi silti olla hyvin samanlaista, kuten on havait-
tu kinoliinioligomeereilld: dimeerin rakenne vastaa hyvin oktameerin paé-
tydimeerin rakennetta, miki viittaa kierteisyyden olevan seurausta vetysi-
doksista. Isompien aromaattisten ryhmien lisddntyvien m-m-vuorovaikutuk-
sien myotd edellytykset kaksoiskierteen muodostumiselle paranevat, jolloin
yksittiisen foldameerin kierteisyys vahenee puhelinjohdon tavoin ”oikenemi-
sen” seurauksena.!! Esimerkiksi foldameerin keskiosan pyridiiniryhméin kor-
vaaminen 1,8-diatsa-antraseenilld lisdd kahden foldameerioligomeerin muo-
dostaman kaksoiskierteen muodostumisen mahdollisuutta vihintdan viiden

kertaluvun verran.

Aromaattisen renkaan meta-orientaation ja substituenttien vélisten 120°:n
kulmien perusteella foldameerin pitdisi saavuttaa téysi kierros kuudella sa-
manlaisella yksikolld.'® Intramolekulaariset vetysidokset kuitenkin vaikutta-
vat juosteiden taipumiseen, ja kierrokseen vaadittavien yksikoiden méaara
vaihtelee 4,5:std 8:aan.® '3 Kierteen sisikehalld vetysidokset “tiivistévit” fol-
dameerijuostetta ja vihentavit yksikdiden méirin kierroksessa noin 4,5:een.
Nain on ollut esimerkiksi pyridiinifoldameereilld, joilla kierros on muodostu-

nut juuri 4,5 yksikolld kierteen halkaisijan ollessa 3,5 A.'® Ulkokehlla taipu-
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minen on vihiisempéad ja kierros tayttyy kahdeksalla yksikolla. Edella maini-
tun kaltaisella padttelylla 60°:n kulma substituenttien vélilld, eli tavallisesti
orto-orientaatio, toteuttaisi kierroksen kolmella yksikolld. Vertailun vuoksi
alifaattiset a-, 0- ja y-peptidit kdyttavit kierrokseen kahdesta neljaan yksik-

koa.

60°:n orientaatioon liittyen on esimerkiksi valmistettu kinoliinipohjainen ok-
tameerifoldameeri 3c, joka hyodynsi ja loi sisikehén vetysidoksia monomee-
rin endosyklisen kinoliinitypen avulla.®!? Tavoitteena oli luoda kierre, jois-
sa kierros tayttyisi kolmella yksikolla. Ulkokehdn vetysidoksilla kierros olisi
vaatinut molekyylimallinnuksen perusteella 3,5 yksikkoa. Foldameerissa 15
atomia muodostivat penta-atsa-15-kruunu-5-makrosyklia muistuttavan kier-
roksen ja kinoliiniyksikoissa kierros muodostui noin 2,5 yksikostd, mikd on

suurimpia havaittuja aromaattisten oligoamidien kierteisyyksia.

4.5 Foldameerikaksoiskierteet

Havainnot kaksoiskierteistd (duplex) ovat olleet useammin seurausta onnek-
kaista sattumista kuin suunnitelmallisuudesta.!® Kaksoiskierrehybridisaation
aikana yksittiisen kierteen pituus jopa kaksinkertaistuu (3,5 — 7 A). Hybri-
disaatiomallinnuksen perusteella hybridisaatio etenee vaiheittaisesti ja juos-
teet kiertyvit pyorremdéisesti toistensa ympdrille samalla kun intramoleku-
laariset m-m-vuorovaikutukset korvautuvat intermolekulaarisilla. Kaksoiskier-
rehybridisoitumisen jousenkaltaista venymista vilittda ja rajoittaa aryyli-
amidisidosten vaantyminen. Toisin kuin rakenteeltaan jiykempien supramo-
lekyylirakenteiden, kuten itsejirjestaytyvien kapselien tapauksessa, kaksois-
kierteiden rakenne ja stabiilisuus perustuu monomeerien luomaan geometri-

aan sekvenssissa. Esimerkiksi riboosin korvaaminen toisilla sokereilla vaikut-
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taa suuresti nukleiinihappoanalogikaksoiskierteiden kierteen nousukulmaan,

eméspariutumisen tyyppiin ja stabiilisuuteen.

Foldameerikaksoiskierteen kiyttaytymista ei voida aina yksikésitteisesti paa-
telld rakennemdiiritysmenetelmien perusteella.!® Kaksoiskierteisyys moni-
mutkaistaa NMR-spektrié, ja kiderakennemaiaritys yhdessa yhdisteen NMR-
kiyttiytymisen kanssa voivat antaa useamman kuin yhden vaihtoehdon.!”
Jos esimerkiksi kiderakenteessa havaitaan kaksoiskierre, mutta konsentraa-
tion muutos ei vaikuta NMR-spektriin, yhdiste voi liuoksessa esiintya kak-
soiskierteend tai vaihtoehtoisesti alhaisen dimerisoitumisvakion omaavana
yksoiskierteend, joka kuitenkin kiteytyy kaksoisrakenteena. Rakennetta voi-
daan tutkia lihemmin massaspektrometrian (ESI-MS) ja tarkemman 'H
NMR:n avulla, silla lyhyellé yksoiskierteelld ei ndy NMR-spektrissa foldamee-
rin keskiosan aromaattista pinoutumista. Kaksoisrakenteessa protonit voivat
olla lihempéné toisiaan kuin yksoisrakenteessa ja tatd voidaan tutkia esi-
merkiksi NMR-aktiivisten ytimien etéisyyksiin keskittyvilld kaksiulotteisella
ROESY:1l4. Kaksoisrakenteen muodostumista voidaan tutkia myos lisiamal-
14 NMR-nédytteeseen yksi ekvivalentti 1dheistd analogia, jolloin voi ilmeté kol-
me signaalia: yksi molemmille homoduplekseille ja kaksinkertainen signaali

heterodupleksille.

Aromaattisten karboksiamidioligomeerien kaksoiskierrehybridisaatio on ollut
erityisen herkki rakenteen muutoksille.!® Kaksoiskierteiden syntetisointiin on
kiiytetty bentseenis isompia aromaattisia ryhmii.!! Kaksoisrakenteita ovat
muodostaneet pyridiineistd ja N-hapettuneista pyridiineistd seka 1,8-diatsa-
antraseenisté koostuvat oligomeerit. Pyridiinirakenteiset oligomeerit hybri-
disoituvat kaksoiskierteiksi niin tehokkaasti, ettei monomeeristd muotoa ole

havaittavissa pienissé, alle millimolaarisissa pitoisuuksissa hybridisoitumista
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edistivissd liuottimissa (CDCI;, tolueeni-dg) huoneenlimmossi. Foldameeri-
konsentraation pienentiminen vihent#d silti kaksoiskierrehybridisaatiota.!”
Pyridiinisten oligomeerien kaksoiskierrehybridisaatiota vihentdd myds huo-
mattavasti pyridiinin kaytto liuottimena. Naiden lisiksi hybridisaatiota va-
hentdd oligomeerin pidentyminen. Metanolissa dimerisoitumisvakio on ollut

yli 107 mol/1.

Pyridiini- ja 1,8-diatsa-antraseenifoldameerien vililld aromaattisten pintojen
kokoero on vain 25 %, mista voidaan paitelld, ettel aromaattinen pinoutu-
minen vastaa kokonaan kymmenkertaisesta erosta entalpian muutoksessa.!®
Téarkeampi tekija on juosteen nousukulma, joka jaa pienemmaksi laajemmal-
la kierteen halkaisijalla, ja néin ollen kierteen laajempi halkaisija vihentid&
kaksoiskierteen muodostumisen entalpista hintaa. Van’t Hoff -kuvaajien (yh-

talé 1) ja sen pienten AS-arvojen perusteella kaksoiskierrehybridisaatio on

entalpista alkuperai.

AH AS
In K=——++— 1
n 7T TR (1)
missd K on tasapainovakio, AH entalpian muutos, R kaasuvakio,

T lampotila ja AS entropian muutos.

Yksittaisten juosteiden ollessa hyvin jarjestaytyneita kaksoiskierrehybridisaa-
tio aiheuttaa vain pienid muutoksia vapausasteessa, jolloin entropian muutos
jaa véhaiseksi. Positiivinen entropian muutos voi olla myds seurausta vesi-
molekyylien vapautumisesta kierteesta, jos kaksi yksoiskierrettd sitoo vesi-
molekyylejd enemmaén kuin yksi kaksoiskierre. Tdhén liittyen tunnetaankin

tapauksia, joissa veden lisdys on héirinnyt kaksoiskierteiden muodostumista.
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m-pinoutumisen katoaminen vaikuttaa kaksoiskierteen jousenkaltaisiin omi-
naisuuksiin. TAméa voidaan osoittaa Hooken lain (yht&lo 2) perusteella, jota

ei voida enéd tarkasti seurata tarkasti méaéritellyn jousivakion k& puuttuessa.

d4

k= G—SnD3’ (2)

missd G on materiaalin murtumiskerroin (shear modulus), n kier-
rosten lukuméiré, D jousen halkaisija ja d jousimateriaalin pak-

suus.
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5 Kiraalinen induktio

5.1 Foldameerikierteen kitisyys

Foldameerikierre voi kiertyd kahdella tavalla, oikeakétisesti (P) tai vasenka-
tisesti (M). Foldameerin siséltdessi kaksi kierrettid foldameerin kierteisyys
voi olla myds meso-muotoa (P—M-yhdiste).” Molekyylikierteen kitisyyden
méadrittdminen ei aina ole suoraviivaista, miké todettiin jo Paulingin ehdot-
tamien peptidisten a-kierteiden yhteydessid 1951.3! D- ja L-aminohappojen
tapauksessa oli selvid, etteiviat samankétiset kierteet olisi yhta stabiileja joh-
tuen sivuketjujen eridvistd suuntautuneisuudesta. Pauling tulkitsi oikein D-
aminohappojen olevan stabiilimpia vasenkitisessa kierteessd, mutta seka kier-
teen kiitisyys ettd aminohappojen konfiguraatio perustuivat mielivaltaisiin
valintoihin.3"3? Kitisyyteen liittyvit viittelyt ratkesivat myoglobiinin kide-
rakenteen méiritykseen 1961.3%33 Jo tétd ennen oli kuitenkin tehty kiertei-
den oikea assignointi tunnettujen absoluuttisten konfiguraatioiden avulla, mi-
ki oli mahdollista Bijvoetin selvitettya sidteiden tavanomaisesta poikkeavan
sironnan rontgendiffraktiossa. Esimerkiksi DNA:n tavallisimman muodon B-
DNA:n kitisyyden oikea assignointi tehtiin 1953 [-D-deoksiribofuranoosin
absoluuttiseen konfiguraatioon perustuen ja se sisiltyi implisiittisesti Cric-
kin ja Watsonin julkaisuun Rosalind Franklinin madrittAméastd DNA:n ra-

kenteesta. 3134

Aromaattiset vuorovaikutukset ovat merkittiva tekiji aromaattisten folda-
meerien laskostumisessa. Molekyylirungon péddssa aromaattiset vuorovaiku-
tukset eivat kuitenkaan valttdmaéattd riitd sijoittamaan reunimmaista aro-
maattista rengasta toisten jatkoksi aromaattisesti pinoutuen vaan steeriset

tekijit voivat olla voimakkaammin konformaatioon vaikuttava tekiji.3! Ki-
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raalisen induktion kannalta talld on merkitysté, kun foldameerilla on kiraa-
linen hiili 1dhelld péaatya. Talloin asymmetrisen keskuksen orientoitumisen
myota keskuksen pienin substituenttiryhméi osoittaa kohti kierteen keskusta,
toiseksi suurin on kierteen suuntainen ja suurin osoittaa poispéin kiertees-
té. Steerisyyden vaikutus padtyryhmén sijoittumisessa voidaan rationalisoida
kun perinteisen R/S-nimedimisen sijaan miiritelliin ja kilytetiin R/S°-

35,36 gjjaan kiraliakes-

nimedmistapaa, jossa Cahn-Ingold-Prelog -sdantojen
kuksen substituentit luokitellaan koon ja steerisyyden perusteella (kierre >
naftyyli > fenyyli > bentsyyli > esteri > metyyli > vety). Talld poikkea-
valla nimeéimistavalla tarkasteltuna R°-kiralia edistiii vasenkiitisiéi kierteiti,
ja S°-kiralia oikeakitisisi, miké ilmenee, vaikka substituenttien kokoero olisi
pieni. TAm4 ei aina ole yhtenevid perinteisen R/S-nimeédmisen kanssa. Esi-
merkiksi kiraalisen ryhmén sisédltdvien kinoliinista johdettujen foldameerien

raseemisten kiteiden tapauksessa S-asymmetriset keskukset liittyivit aina

oikeakitiseen kierteisyyteen ja R-asymmetriset keskukset vasenkitisyyteen.

5.2 Kiraalisen induktion aiheuttajat ja ilmeneminen

Kiraliakeskukset foldameerin rungossa voivat ohjata molekyylin kiertymista
eli aiheuttaa kiraalisen induktion.’ Polymeerien yhteydessi toistuvat kiraa-
liset yksikot muodostavat kiraalisia kierteitd, mutta kiraalisia kierteitd on
saatu aikaan myos kiraalisten reagenssien avulla.2’ Foldameerien tapaukses-
sa ohjaavaa vaikutusta on erityisesti havaittu kiraalisilla paatyryhmilld ku-
ten proliinilla.2%3" Kiraalisia ryhmii ei siten tarvitse olla paljoa verrattuna
akiraalisiin ryhmiin, jotta tdmi myds "Sergeants-and-Soldiers™periaatteena
tunnettu ilmio tapahtuisi.>® Polymeeritutkimuksiin perustuvan enemmisto-

sddnnon (Majority Rule) mukaan kiraaliseen induktioon riittd4 pieni enem-
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mist6 toista kiraalisuutta. Kiraalisten ryhmien lisiksi my6s viereinen kier-
re voi vaikuttaa toisen kierteisyyteen, mutta se on kuitenkin harvinaista.
Luontaista vaikutusta voidaan tutkia kaksikierteisilld foldameereilld, joilta
puuttuu kiraliakeskus, joka muuten suosisi toista kahdesta homokiraalisesta

vaihtoehdosta (P-P/M-M).%3!

Yksiselitteisesti médritettyjen kitisyyksien perusteella on yleisesti havaittu
molekyylikierteiden esiintyvin paédsdiantoisesti yhtend diastereomeering, esi-
merkiksi L-aminohappojen a-kierteiden vasen- ja oikeakétiset muodot ovat
periaatteessa tasapainossa, mutta vasenkitistd muotoa ei kdytdnnollisesti
katsoen havaita.?! Sama pitee myos biomolekyyleihin: kiraalisia téhteité si-
siltavat peptidinukleiinihappokaksoiskierteet esiintyvét ensisijaisesti yhdessé
diastereomeerisessd muodossa. Jos kiraalisesta induktiosta ei seuraa 100 %:n
diastereomeeristd ylimaaria, vallitsee liuostilassa foldameerin kahden diaste-
reomeerin R-P ja R-M vililld tasapaino. Raseemisen yhdisteen tapauksessa
tasapaino vallitsee itsenéisesti kahden diastereomeeriparin vililld, R-P:n ja

R-M:n sekd S-P:n ja S-M:n.

8-amino-2-kinoliinikarboksyylihappoon pohjautuvien oligoamidien on todet-
tu muodostavan ekvimolaarisia seoksia enantiomeerisistd tai diastereomee-
risistd oikea- ja vasenkitisistd kierteistd, jotka muuntuvat toisikseen.'® Oli-
goamidien diastereomeerisyys on seurausta sivuketjujen kiraalisuudesta, jo-
ka ei kuitenkaan kiraliakeskuksen etdisyydesta johtuen suosi kumpaakaan
katisyyttd toisin kuin peptidien tapauksessa. Molempien kitisyyksien ilme-
neminen ja toisikseen muuttuminen on havaittu myo6s heikon kiraalisen in-
duktion (de < 85 %) tuottavilla kiraalisen padtyryhmén sisiltavilla kino-
liinijohdannaisfoldameereilld. Padtyryhmaé lukuunottamatta identtisten fol-

dameerien kesken voimakkaimman kiraalisen induktion tuotti R-(+)-1-(1-
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naftyyli)etyyliamino-ryhmé (de 83 %), mutta naftyylirenkaan korvaaminen
fenyylirenkaalla ei juuri muuttanut induktion voimakkuutta.?! Heikoimman
kiraalisen induktion tuotti L-fenyylialaniinimetyyliesteri-ryhmé (de ~ 10 %).
Fenyyliglysiiniamidi- ja fenyyliglysiinimetyyliesteriryhmien kiraalinen induk-
tio oli yhtd suurta (de 33 %) ja ldhes identtisten NMR-spektrien perusteella
ryhmét vuorovaikuttavat samalla tavoin viereisten kinoliinirenkaiden kanssa
oikea- tai vasenkitisessa kierteessd. Raseemisella tuotteella mitattuna todet-
tiin, ettei ympériston polaarisuudella (DMSO-dg vs tolueeni-dg) ollut vaiku-
tusta kierteen stabiilisuuteen tai kiraaliseen induktioon ja diastereomeeriseen

ylim&aradn.

5.3 Katisyyden muuttuminen

Oligomeerin pituudella ja vetysidoksilla on vaikutusta kétisyyden vaihtumi-
sen kinetiikkaan. Kinoliinifoldameereilld on havaittu heksa- ja oktameerikier-
teiden vaihtavan kitisyyttddn huomattavasti hitaammin verrattuna tetra-
meeriin.® Edes 120 °Cin ldmpotila ja DMSO-d4 eivéit nimittdin sulauta tai
levenni metyleeniryhmien NMR-signaaleita yhteen, vaikka DMSO:n pitaisi
kilpailla intramolekulaaristen vetysidosten kanssa ja siten epavakauttaa kier-
teitd jonkin verran. Yli kaksi kierrosta siséltévin kierteen invertoituminen on
hankalampaa kuin lyhyemmén vaatien yhden sijaan kahden (tai useamman)
vetysidoksen hajoamisen m-m-vuorovaikutusten ohella. Aromaattisen amidin
koostuessa fenyyliryhmistd pyridiinien sijaan kétisyyden muutosnopeus on

suurempi, koska pyridiinin ja amidin viliset vetysidokset puuttuvat.’

Mydés liuotin vaikuttaa foldameerin kitisyyteen ja kitisyyden muuttumiseen.
Aromaattisissa liuottimissa (bentseeni, tolueeni) suurimman, 8 kDa:n kaksi-

kierteisen foldameerin 1 tasapaino on ollut 70 %:sti raseemisen seoksen puo-
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lella verrattuna kloroformin 7 %:iin.® Liuotinta muuttamalla kierteisyyden
muuttumista voi seurata NMR:n avulla, mutta muutosnopeudessa on kui-
tenkin selkeitd eroja eri liuottimissa. Kaksiosaisen foldameerihelikaalin ta-
pauksessa yksinkertaisissa aromaattisissa liuottimissa vallitseva raseeminen
seos muuttuu kloroformissa meso-muodoksi 10 tunnissa (ominaisaika muu-
tokselle eksponentiaalisen hajoamiskdyrian perusteella), mutta toiseen suun-

taan muuntuminen kestdd huoneenlammossé vain 3,5 tuntia.

5.4 Vieraalla aitheutettu kiraalinen induktio

Foldameerin vuorovaikuttaessa vierasmolekyylin kanssa my0s vieraan kiraa-
lisuus voi vaikuttaa foldameerin kierteisyyteen.?? Esimerkiksi Moore et al.?
ovat havainneet oligomeeristen m-etynyylibentseenifoldameerien tapauksessa
yksittaisten, foldameerin sisdisten kiraalisten vieraiden saavan aikaan yksiké-
tisid kierteitd.?? Kiraaliset vieraat ovat myds indusoineet lineaarisia hydrat-
sidifoldameereji kierteiksi. Aromaattisia polyamideja on indusoitu kierteik-
si kiraalisten 1-fenyylietyyliamiinin sekd 2-fenyylipropaanihapon ja happo-
emis-perusteisen kompleksoitumisen avulla.'? Kiraalinen vieras voi indusoi-
da akiraalisen kapseli-isinnéin kiraaliseksi seké liuoksessa ettd kiintedssa ti-

lassa,20:40

Jos vierasmolekyyli ei vaikuta foldameerin kitisyyteen foldameerit muodosta-
vat raseemisen P /M-seoksen. Kaksiosaisen helikaalin tapauksessa raseeminen
seos on muotoa P-P/M-M.? Myds NMR:n avulla voidaan selvittii kaksiosai-
sen helikaalin kierteisyyden muutos raseemisen seoksen ja meso-yhdisteen
vililld. Meso-yhdiste muuntuu osa kerrallaan, miki tapahtuu NMR:n aikas-

kaalalla hitaasti, jolloin yhden signaalisetin sijaan muodostuu kaksi.
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Kiraalisten ryhmien ja vieraiden avulla voidaan my&s muodostaa diastereo-
meerisid komplekseja enantiomeerien kanssa ja siten erottaa enantiomeerejé
toisistaan. Néin on tehty esimerkiksi kiraalisen proliinin sisdltavalla hydrat-
sidifoldameerilld, joka kompleksoi a-L-glukoosia ja a-D-glukoosia noin 150-

kertaisella erolla.?

5.5 Kiintea tila ja kiteytyminen

Liuostilan kiraalisen induktion vaikutus saattaa kumoutua kiinteéssa tilas-
sa, jos kaksi diastereomeeristé kierretta kiteytyvit yhdessd huolimatta toisen
diastereomeerin vallitsevuudesta liuoksessa.?! Liuostilassa esiintyvin diaste-
reomeerisen ylimairin katoaminen kiintedssi tilassa edellyttidd, ettd kiteen
kasvu on hitaampaa kuin kétisyyden muuttuminen. Kiteytymisen nopeutta-
minen on usein johtanut saostumiseen. Raseemisia kiteitd onkin ollut helpom-
pisaada aikaan kuin homokiraalisia. Raseemisten kiteiden aikaansaaminen on
hyodyllista silloin kun homokiraalista kiteytymisté ei tapahdu, kuten usein
kierteisten [-peptidien tapauksessa. Peptidirasemaattien taipumusta kitey-
tyd on aiemmin hyddynnetty peptidikytkentareaktioiden raseemisuusasteen

méidrittimisessi esimerkiksi Youngin*! tai Andersonin?® menetelmin.

Diastereomeerien yhteiskiteet ovat harvinaisia ja vield harvemmin niitd on
havaittu kiraalisen induktion yhteydessd.3! Vastaavaa ilmictd on havaittu
isotaktisen poly-5-4-metyyli-1-hekseenin tapauksessa, jonka kiteissd on yhtéd
paljon molempia muotoja, mutta joista liuostila suosii toista.3l** Muiden
enantiomeeristen seosten tapaan enantiomeeriset kierteet ovat taipuvaisia
kiteytyméin rasemaatteina konglomeraattien muodostumisen sijaan. Suun-
tausta jatkaa asymmetrisen keskuksen omaamattomien helikaalisten aro-

maattisten oligoamidien P- ja M-konformaatioiden kiteytyminen sentrosym-
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metrisin avaruusryhmin. Diastereomeeriset kierteet voivat kiyttiytyd enan-
tiomeeristen tapaan ja olla tidten pseudo-enantiomeereji. Pseudoraseemis-
ten kiteiden muodostumisessa helikaalisella kiraalisuudella vaikuttaa olevan

enemmén painoarvoa kuin stereogeeniselld keskuksella.

5.6 Katisyyden maarityksen menetelmét

Nykyadn rontgenkristallografiaa kiytetddan laajalti kierteiden kétisyyden
méiirittimisessi.?! Menetelmiissi tarvittavia sopivia kiteitd ei kuitenkaan ai-
na saada kiteytettyd.Talloin NMR voi tarjota vaihtoehdon liuostilan kier-
teisyyden méarittamiseksi, esimerkiksi taipuisien [-peptidien tapauksessa.
NMR-spektrien tulkinta ei ole aina onnistunut m-fenyleenietynyleenioli-
gomeerien, polyisosyanaattien, alifaattisten ja aromaattisten polyisosyani-
dien, polysilyleenien ja polyasetyleenien tapauksessa. NMR:n jéilkeen CD-
spektroskopia ja molekyylimekaniikan laskut ja -mallinnukset ovat seuraa-
vat vaihtoehdot, mutta namaé eivit useinkaan tuota yksiselitteisid ratkaisu-
ja. Absorptio- ja CD-spektrien eksitonimallinnusanalyysien pohjalta on silti
méadritetty esimerkiksi N-alkyloitujen poly-p-bentsamidien kierteiden suun-

tautumista.

Katisyyden madrittdmisen lisdksi kiraaliseen induktioon liittyy my6s kati-
syyden muuttumisen sekd enantiomerian ja diasteromerian selvittdminen.
CD-spektroskopia on erinomainen menetelméi seuraamaan kitisyyden vaih-
tumista.?? Kitisyyksien yhtdaikainen esiintyminen ja toisikseen muuttumi-
nen ei vilttaméattd estd foldameerin kdtisyyden yksiselitteistd méaarittamis-
td.3! Enantiomerian selvittiminen onnistuu NMR:n ja kiraalisen vaihdanta-
reagenssin, Eu(hfc);:n avulla.'® Reagenssin lisiyksen jilkeinen aromaattis-

ten, amidi- ja esteriprotonien signaalien jakautuminen viittaa enantiomee-



5 KIRAALINEN INDUKTIO 42

riseen seokseen. Jakautuminen yhta intensiivisiin osiin viittaa edelleen sii-
hen, etteivit stereoselektiiviset vuorovaikutukset luo liuokseen enantiomee-
ristd ylimidrai.® Diastereomeerien toisikseen muuttuminen on hidasta NMR-
aikaskaalalla, minkd seurauksena molempien diastereomeerien signaalisetit
ovat havaittavissa. R/S-raseemisen seoksen NMR-spektri on kuitenkin ident-
tinen R- ja S-enantiomeerin spektrin kanssa. NMR:n ja kierteisyyden muut-
tumisen avulla voidaan erottaa kaksiosaisen helikaalin raseemisen seos ja me-
so-yhdiste toisistaan.® Meso-yhdiste nimittdin muuttuu osa kerrallaan, jol-

loin NMR-spektriin muodostuu kaksi signaalisettid yhden sijaan.

Liuostilan hallitsevan ja viistyvin diastereomeerin kitisyyden selvittdminen
voi onnistua mittaamalla vastaliuotettujen kiteiden NMR-spektri.®! Aluksi
signaalin tuottaa S-P- ja R-M-kierteiden raseeminen seos, joka vastaa ki-
teen koostumusta, eikd toinen seospari ole havaittavissa. Lampdtilan nosto
paljastaa vallitsevan diastereomeerin, ja lampotilan laskulla voidaan varmen-
taa, ettei tasapainotilan muutos ole seurausta lampdotilan muutoksesta. Ajan
my6td myoOs toisen diastereomeeriparin signaalit ilmaantuvat. Jos kierteen
kitisyyden muuttumisen puoliintumisaika on tarpeeksi pitki, diastereomee-
rien kromatografinen erottaminen on mahdollista, jolloin puhtaiden diaste-
reomeerien NMR- (kuva 13) ja CD-spektrit voidaan mitata ennen kuin tasa-

painotila muodostuu uudelleen.
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11.8 11.4 11.0 & (ppm)

KuvA 13 Kinoliinifoldameerin 25 diastereomeerien seitsemén intramole-
kulaarisesti vetysitoutuneen amidiprotonin "H NMR -spektrit
CDCly:ssa. a) P-diastereomeeri, b) tasapainotila ja c¢) M-

diastereomeeri.®! Copyright 2005 American Chemical Society
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6 Isantia—vieras-kemia ja kompleksoituminen

[sdnta—vieras-kemia perustuu kahden tai useamman molekyylin tai ionin véli-
seen selektiiviseen, ei-kovalenttiseen sitoutumiseen.?’ Pedersenin ensihavain-
nosta** lihtien sferandien ja sferandijohdannaisten on todettu olevan tehok-
kaita kompleksoimaan alkalimetalli-ioneita.” Isinti—vieras-kemiaa on folda-
meereilld pddasiassa tutkittu aromaattisilla amidi- ja hydratsidioligomeereil-
4. Foldameerienkin tapauksessa isdntien konformationaalinen esijarjestiy-
tyminen esimerkiksi intramolekulaaristen vetysidosten avulla edistdd mole-
kyylien vilisid vuorovaikutuksia. Foldameereilli on mahdollista muodostaa
sferandeja muistuttavia rakenteita, joilla on kompleksoitu seké orgaanisia et-
ti epiorgaanisia kationeja.” Foldameerit voivat tunnistaa erilaisten kationien
lisiksi my6s neutraaleja ja biologisia vieraita. Vieraita on kompleksoitu folda-
meerikapselien avulla ja molekyylien tunnistamiseen on kiytetty intramole-

kulaaristen vetysidosten avulla ennaltajirjestiytyneitd molekyylipinsetteja.

6.1 Kationivieraat

Foldameerien ja alkalimetallikationien vélistd kompleksoitumista on tutkit-
tu foldameerien anisolijohdannaisten hydrolyysiin pohjautuen.” Useat folda-
meerit ovat sitoneet alkalimetallikationeja ja siten edistdneet alkalihydroksi-
din aikaansaamaa hydrolyysii.? Pidempien foldameerien nopeampi hydroly-
soituminen viittaa oleelliseen metoksiryhmén ja alkalimetallikationin viliseen
kompleksoitumiseen. Rungon pidentyminen lisda kuitenkin steeristéd efektié,
mikd yhdistettynd vastaavan alkalihalidin lisdykseen hidastaa hydrolyysid
merkittavisti. Alkalihydroksideistd (LiOH, KOH ja NaOH) LiOH oli nopein

hydrolysoimaan foldameereji, mista voidaan paatelld Li-kationin kompleksoi-
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tuvan parhaiten kyseisen foldameerin kanssa. Orgaanisista kationeista folda-

meereilld on kompleksoitu alifaattisia ammoniumkationeja kloroformissa.” >

6.2 Neutraalit ja biologiset vieraat

Tiettyjen lineaaristen ja antibioottisten a-kierteité jéljitelleiden oligomeerien
on todettu tunnistavan luonnollista hepariinipolymeerid.'! Joillakin helikaa-
lisilla oligomeereilld on havaittu merkittava affiniteetti guaniinirikasta neli-
juosteista DNA:ta kohtaan. Helikaaliset oligomeerit voivat liséiksi toimia mo-
lekyylireseptorina ja tunnistaa fullereeneja ja fullereenijohdannaisia seké so-
kereita ja pienid polaarisia molekyyleja. Sakkarideja on puolestaan komplek-
soitu hydratsidifoldameereillid.? My6s hydrofobisia molekyyleji on ollut tun-
nistettavien yhdisteiden joukossa, muun muassa Mooren tutkima oligo-m-
fenyleenietynyleeni-foldameeri kompleksoi komplementaarisia kiraalisia mo-

noterpeenivieraita hydrofobisilla vuorovaikutuksilla.? 2239

Fullereeneja on kompleksoitu tehokkaasti molekyylipinseteilld, joiden komp-
leksoimiskyky pohjautuu sinkkiporfyriiniyksikdihin (kuva 14).26 Soveltuva
pinsetin etdisyys Cgo- ja Cyo-fullereenien sitomiseen on 1,2 nm.? Fullereene-
ji kompleksoineiden foldameeripinsettien on havaittu myds voivan gelatoida

hiilivetyji, kuten n-dekaania, n-heksaania, sykloheksaania ja dekaliinia.2%4

Molekyylipinsettien toiminta perustuu sinkkiporfyriinin ja pyridiinin typen
viliseen koordinoitumiseen sekd Cg,:n kanssa tapahtuvaan pinoutumiseen 7-
m-vuorovaikutuksilla.? Sinkkiporfyriiniyksikksjen Zn(II) on viisikoordinoitu-
nut, mikd tarkoittaa sinkin pystyvin esteettoméssi tapauksessa koordinoitu-
maan porfyriinin liséiksi toiseenkin ligandiin.?6 Molekyylipinsetit ovat usein

symmetrisid, mutta my0s epasymmetrisid pinsetteja tunnetaan. Talloin fulle-
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Tol

27+ 28

R = (CH.CH,0):Me

KuUvA 14 Sinkkiporfyriiniryhmiin perustuvia molekyylipinsetteja fulleree-

neille.?

reeni on ollut osa foldameeripinsettii ja sitoutuva yhdiste on sinkkiporfyriini
(kuva 15). Sinkkiporfyriinifoldameereilld on kompleksoitu myos pentafluo-
rifenyyliryvhmén sisdltdvad pyridiinijohdannaista, jolloin paras kompleksoi-
tuminen tapahtui, kun yhtd pyridiinijohdannaista ympéroi kaksi porfyriini-
ryhmié (kuva 16).26 Foldameerien siséltiessi kaksi tai kolme porfyriiniryh-
méd kompleksoituminen tapahtui 1:1 tai 1:2 suhteessa, mutta lisidligandin

kompleksoituminen oli silti mahdollista.?¢

R
G H

29a:- Ar=rh
AT 2ghy Ar = 3,5-(di-t-butyl)phenyl

/ 30a (n=0)
30b (n=1)

R =n-CgH;7 I

Rgm---ﬁ

KuvA 15 Episymmetrinen molekyylipinsetti.?
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R =n-CyaHos

KUuUvA 16 Pentafluorifenyyliryvhmén siséiltiavad pyridiinijohdannaista 31
kompleksoiva kolmen porfyriiniryvhmén molekyylipinsettifolda-

meeri 32.26

6.3 DNA-vuorovaikutus

Proteiini- ja nukleiinihappopintojen selektiivisen tunnistamisen kannalta fol-
dameereilld on useita lupaavia ominaisuuksia: stabiili rakenne, proteiinisivu-
ketjujen liittimismahdollisuus, sopiva koko (0,5-5 kDa), hyvi proteiiniha-

19,4749 Tiettyyn proteii-

jottajien kestokyky ja hyva solukalvon lapéisykyky.
niin tai nukleiinihappoon sitoutuvan foldameerin suunnittelu ja valmistami-
nen on iso kuitenkin haaste.'® Onnistuneita tuloksia on saatu rakenteeltaan
proteiineja tai nukleiinihappoketjuja muistuttavilla foldameereill4, jotka ovat
muodostaneet haluttuja sekundéarisid rakenteita. Naihin on lukeutunut esi-
merkiksi a-kierrejaljittelijoita, nukleiinihappoanalogeja sekd DNA-ligandeja.
Kombinatorista lahestymistapaa ja jirjestelmillista seulontaa, jolloin raken-

teen sijaan on keskitytty oligomeerin monomeereihin ja sekvensseihin, on

onnistuneesti kiiytetty muutamien biologisten inhibiittorien valmistamisessa.

Klassinen tapa tutkia DNA:n ja pidempien foldameerisekvenssien vuorovai-
kutuksia on systemaattinen foldameerin muokkaus ja sitoutumiskokeiden te-

keminen pienelld miirilli DNA-jaksoja.'® Vaihtoehtoinen tapa on kiiyttid
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suurta madrad DNA-sekvenssejd ja samaa foldameeris ja hakea parasta vas-
tetta. Kédyttokelpoinen menetelmé suuren DNA-sekvenssiméaran 1apikdymi-
sessi ja karsinnassa on SELEX (systematic evolution of ligands by exponen-
tial enrichment), joka soveltuu laajalle joukolle kohdemolekyyleji. Biotiini-
funktionalisoidut (biotiini — H- tai B-vitamiini, koentsyymi R) kinoliini-
pohjaiset oktameerit ovat muodostaneet yhden kohdemolekyyliparin, joille
on haettu DNA-aptameeria (oligonukleiinihappo tai peptidi, joka sitoutuu

tiettyyn kohdemolekyyliin).

Tutkimuksissa on osoitettu monikiifinteisten (multiturn) (Q"), oligomeerien
(kuva 17) ja G-4DNA:n vélinen erityinen vuorovaikutus, joka voidaan tehda
diastereoselektiiviseksi yksikitisilli oligomeerikierteilld.!® Samalla on tunnis-
tettu ensimmainen esimerkki DNA- vs RNA-selektiivisestd G-4DNA:n syn-

teettisestd ligandista. Foldameeri sitoutui selektiivisesti vain yhteen G-4DNA

sekvenssiin.
07" NH, o™~ °
Z “ o
SN SN L0
NH _NH i
Q Q

KUVA 17 DNA-aptameerin kinoliinitihteet.'®

DNA:n sitoutumista foldameeriin seurattiin pintaplasmoniresonanssin (SPR)
avulla.' 30 nukleiinihapon muodostamista, kirjastoiduista (SELEX) DNA-
sekvensseistd valittiin SPR:n perusteella parhaimmat vaihtoehdot jatkotutki-
muksiin. Ndiden huomattiin siséltdvin runsaasti tymiinia, keskiverrosti gua-
niinia ja sytosiinié ja vain vdhén adeniinia (T: 40,1 %; G: 27,9 %; C: 22,8 %
ja A: 9,2 %). Neljiannes vaihtoehdoista sisdlsi vahintddn neljia GG tai GGG
jaksoa, joista voi muodostua G-4DNA-rakenne. Pelkkd DNA:n guaniinipitoi-

suus ei kuitenkaan tee foldameerin sitoutumisesta selektiivista, silla sitou-
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tuminen voi olla seurausta elektrostaattisesta vuorovaikutuksesta negatiivi-
sesti varautuneen DNA:n ja positiivisesti varautuneen foldameerin valilla.
Sitoutumisen laatua voidaan tutkia muuttamalla olosuhteita eli esimerkiksi
lisddmilli kationin pitoisuutta. Suurempi kationipitoisuus (K': 140 mM —
1 M) véhentdd ei-selektiivista sitoutumista ja guaniinikdyhempié sekvensse-
ji. DNA-sekvenssin guaniinipitoisuutta muokkaamalla sitoutuminen muut-
tui: nelja GGG-jaksoa sisdltdvin DNA:n havaittiin olevan ainoa aptameeri,
joka sitoutui selektiivisesti (Q"),(Q ),-foldameerin kanssa. Nukleiinihapon
laadulla on my6s merkitystid. Vertailukohtana toimineen 3 x GGG + GG
DNA-aptameerin RNA-vastineella affiniteetti (Q")s-foldameeriin viheni sel-

vasti.

Monien yhdisteiden on havaittu tunnistavan selektiivisesti G-4DNA:ta, mut-
ta ei kaksi- tai kolmijuosteista DNA:ta.'?5% Tutkimuksissa osoitettiin myos,
etti kolmikierroksinen (Q")g-foldameeri tunnisti diastereoselektiivisesti nel-
ji GG-jaksoa siséltdvi aptameerin, kun L-kiralian DNA sitoutui ainoastaan
M-kitisen foldameerin kanssa. Vaikka havainnon perusteella voisi odottaa ap-
tameerin edistdvin jompaa kumpaa akiraalisen foldameerin kitisyytté, ndin
ei kuitenkaan tapahtunut johtuen erittdin suuresta kineettisestd vallista P-

ja M-kierteiden valilla kiytetyissa olosuhteissa.

6.4 Kapselit

Kapseleita ja kapseloitumista voidaan hyodyntda muun muassa molekyylien
tunnistamisessa ja katalyysisovelluksissa.?? Oligoamidit voivat laskostua kap-
selimaiseksi kokonaisuuksiksi, joissa foldameerin keskelle jaa kokonaan ympé-
ristosté eristetty tila erotuksena péaistdén avoimille onkaloille. Namé suljetut

onkalot ovat suurimmillaan olleet jopa 3 nm. Kapselien aikaansaamiseksi on
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monia menetelmid, mutta helikaalisten oligomeerien tapauksessa ideana on
tehda kierteen keskiosasta leved ja sulkea paat. Kapselin padtyjen sulkeminen
voidaan toteuttaa suurikokoisilla foldameerin padtyryhmilld ja kapselin le-
veyttd sdatas foldameerikierteen halkaisijan avulla. Aromaattisten oligoami-
dikierteiden halkaisija on sdadeltdvissd monomeerikoon ja aromaattisen ren-
kaan substituenttien suuntautumisen avulla. Kapselirakenteita on tehty aina-
kin 3, 5 ja 7 pyridiinirengasta siséltdvista foldameereistd (33, 34, 35), joissa
pyridiinit olivat osana vetysitoutuvia 2,6-pyridiinidikarboksiamidiyksikoitéa
(kuva 18). Foldameerin pituuden kasvaessa kierteen sisdinen onkalo odote-

tusti suureni ja muuttui pallomaisesta sylinteriméiseksi.

I}IO; o /l 0 o) /‘ o hIIO,
N S N N N
o 1B AR
\I h H = Hn H =
2 ’ 2
OBu R OBu

33 n=1,R=0Bn
3a n=2 R=0iBu
35 n=3 R=H

KuvA 18 Kapseloivien 3, 5, ja 7 pyridiinirengasta sisiltivien foldameerien
33, 34, 35 rakenneckaavat.??

Toistaiseksi vieraiden sitoutuminen ja poistuminen kapselista on ollut liian
nopeaa, jotta foldameerikapseleiden kontrolloitu kiiyttd olisi mahdollista.??
Suurilla, steerisen esteen tuottavilla paatyryhmilld, kuten kinoliineilla, lii-
kettd voidaan hidastaa. Kontrolloitua vieraiden sitoutumista ja vapautumis-
ta voitanee edesauttaa myos foldameerin pituutta ja siten onkalokokoa kas-
vattamalla. Foldameerin ja sitoutumistilan kasvaessa on entropiasyistd ole-
tettavaa, ettd myds suurikokoisempien vierasmolekyylien sitoutuminen on
mahdollista sen sijaan, ettd onkaloon sitoutuisi useampi pienempi molekyyli
yhtéaikaisesti. Suurempikokoisten vierasmolekyylien vapautuminen onkalos-

ta on hitaampaa kuin pienien liuotinmolekyylien, miké auttaa vieraiden kont-
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rolloinnissa. My0s vieraan tyypilld on todennikoisesti vilia, silla esimerkiksi
fosfaatti- ja sulfaattianionit vuorovaikuttavat voimakkaammin elektrostaat-

tisesti kuin orgaaniset molekyylit.

Kapselimaisten oligoamidien tiedetdiin kompleksoineen sisélleen pienid po-
laarisia molekyyleji.?? Vieraan sitoutuminen voi tapahtua ilman, ettd fol-
dameerikierteen rakenne muuttuu tai siten, ettd foldameerikierre muuttaa
viliaikaisesti muotoaan. Atsa-aromaattisiin amidioligomeereihin perustuvilla
kapseleilla vesi on ensisijainen vieras. Veden ensisijaisuus todistettiin havait-
semalla veden kapseloituminen, vaikka liuottimena kiytettiin jotain muuta.
Veden lisiksi tutkittuja ja kapseloituja liuotinmolekyyleja ovat olleet meta-

noli, hydratsiini, vetyperoksidi ja metaanihappo.

Oligoamidifoldameerien vieraiden sitoutumisen edellytyksené oli helikaalisen
rakenteen viliaikainen konformaation muutos. Sitoutumista kuitenkin rajoit-
ti onkalon tilavuus. Esimerkiksi viiden pyridiinirenkaan foldameeri 34 sisil-
si kaksi vetysitoutuvaa 2,6-pyridiinidikarboksiamidiyksikkod, joiden kanssa
vesimolekyyli saattoi sitoutua, mutta tilaa oli vain yhdelle vesimolekyylil-
le. Veden sitoutuminen oli néin ollen degeneroitunutta eli foldameerin vesi-
molekyyli saattoi olla sitoutuneena kumpaan tahansa 2,6-pyridiinidikarbok-
siamidiyksikk6én. Vieraiden degeneroitunut sitoutuminen voi aiheuttaa ki-
derakenteeseen epéjirjestystd, mutta titd ei kuitenkaan tapahtunut veden
tapauksessa. [soimmassa seitsemén pyridiinin foldameerissé yksikoité oli kol-
me, mutta tilaa vain kahdelle vesimolekyylille. Missdén vaiheessa ei havaittu
tilannetta, jossa 0, 1 ja 2 vesimolekyylid sitoneita foldameerikapseleita esiin-
tyisi samaan aikaan. Isoin foldameeri (35) oli tutkituista ainoa, joka pystyi
kompleksoimaan jokaista muuta tutkittua liuotinmolekyylid, tosin my6s kes-

kimmadinen (34) pystyi sitomaan vetyperoksidia. Toisin kuin vedestid metano-
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lista seurasi jonkin verran epijarjestaytymistd kiteessia. Metanolin ja metaa-
nihapon tapauksessa tarvittiin yliméara liuotinta, jotta pystyttiin havaitse-
maan myos muuta kuin hydratoitunutta foldameeria. Mielenkiintoista isom-
pien 5 ja 7 pyridiinin foldameerikapselien tapauksessa oli, ettei vetyperoksidi
N-hapettanut keskisia 2,6-diaminopyridiiniyksiko6ita, jotka foldameerirungon
padssé ja vahvemman hapettimen (m-klooriperbentsoehappo) avustamana

hapettuisivat selektiivisesti ja helposti.

Sekd foldameerikapselin suuria konformaation muutoksia ettd tyhjan tilan
tayttoastetta voidaan seurata NMR-spektroskopian avulla, mitd voidaan hyo-
dyntii sensoreita suunnitellessa.?? Vieraiden liike on silti NMR:n aikaskaa-
lalla nopeaa, alle 100 ms.Téayttoasteen muutoksen seuraamiseen soveltuu esi-
merkiksi vetysitoutuvan amidin resonanssi, joka siirtyy alakentéalle pdin, kun
foldameeri sitoo vesimolekyylin tai vieraiden méaard kasvaa. Yhden ja kah-
den vesimolekyylin sitoutuessa veden resonanssissa havaitaan selvd ero 4.50

ppm:sta 5.26 ppm:aan.

2,6-dipyridiinikarboksiamidifoldameerien tapauksessa pienten molekyylien si-
toutuminen todistettiin vieraan kapseloinniksi pelkén inkluusion sijaan niin
ikiin NMR:n avulla.?? Vetysidosten takia foldameerin onkalon alueen proto-
nit resonoivat eri lailla tyhjéssa ja tdydessa kapselissa. Foldameerikapselit ei-
vit ole olleet taydellisesti eristévié ja vieraiden on mahdollista siirtyé sisdédn
ja ulos kapselista. Liike kuitenkin hidastuu matalissa lampdotiloissa, jolloin
on mahdollista havaita eri signaalit tyhjille ja tdydelle kapselille. NMR:11&
havaittu suurin siirtymé tyhjélle ja tidydelle kapselille oli pienimmaille folda-
meerille (33) 0.7 ppm ja keskikokoiselle (34) 1.6 ppm. Isompien kapseleiden
kinetiikka veden vapauttamisessa ja sitomisessa on hitaampi, mikd on ym-

mérrettdvid pidempien ja stabiilimpien kierteiden perusteella.
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7 Valokemialliset reaktiot

Foldameerit soveltuvat erinomaisesti responsiivisten materiaalien suunnitte-
luun dynaamisesta luonteestaan johtuen.®! Tavallisesti konformaation muu-
tos vaatii jonkinlaisen muutoksen ymparistossa, kuten lampdtilassa, pH:ssa
tai liuottimessa, mistd voi myos seurata ei-toivottavaa sivutuotteiden muo-
dostumista.Valo on téssi suhteessa erinomainen viritin, jonka ajoitusta ja
kohdistusta seké sille altistumista voidaan tarkasti kontrolloida. Fotokromis-
ten molekyylien avulla materiaali- ja molekulaariset ominaisuudet, kuten li-
neaaristen peptidien kiertymisen tasapainotila, ovat sdddeltévissd. Valofysi-
kaalisia ominaisuuksia on myods muutettu vetysidosten miirii varioimalla.®?
Ideaalitapauksessa fotokromisessa jarjestelméssé on kaksi itsendisté tilaa, joi-
den toisikseen muuntumisesta seuraa suuria muutoksia molekyylin geomet-
riassa.'® Taman lisiksi jirjestelmin tulisi kestdé toistuvia reaktioita ja valo-

reaktion olla seurattavissa spektroskooppisin menetelmin.

Valoon reagoiva foldameeri valmistetaan sijoittamalla fotoisomeroituva ydin
osaksi foldameerijuostetta.’’ Foldameerin isomeroituminen tapahtuu valon
vaikutuksesta nopeasti, kun taas palautuminen alkuperdiseen tilaan niin
ikddn valokemiallisen tai termisen isomeroitumisen myoté tapahtuu hitaasti.
Fotokromiset foldameerit ovat koostuneet jopa 20 aromaattisesta renkaasta,
mutta foldameerin pituuden ei ole havaittu vaikuttavan palautumisen nopeu-

teen toisin kuin liuottimen.'6

Valoon reagoivien foldameerien runkoina on kiytetty muun muassa amfifii-
lista oligo-meta-fenyleenietynyleenia, joka muodostaa polaarisissa liuoksissa
helikaalisia rakenteita aromaattisten ryhmien solvofobisuuden toimiessa aja-

vana voimana.'®5! Kinoliinijohdannaisfoldameereilli on siidelty varauksen
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siirtymisti kromoforien vililli.5? Aryyliamidifoldameerien vetysidoksilla on
kontrolloitu kromoforien suuntautumista sekd energian ja elektronin siirty-

mista.

Fotokromisia ryhmia siséiltdvien foldameerien kontrolloituihin konformaa-
tionmuutoksiin ja laskostumiseen on kéytetty kahta lihestymistapaa: sivu-
ketjuldhtoistd ja liikkkumavaraldhtdistd (tether).'s Sivuketjuperustaisessa 1i-
hestymistavassa fotokromiset yksikot, kuten spiropyraanit ja atsobentseenit,
ovat polypeptidirungon, kuten poly-L-glutamiinihapon, sivuketjuina. Esi-
merkiksi poly-L-lysiiniin liitetyt atsobentseeni-kromoforit ovat fotoisomeri-
saation seurauksena muuntuneet rakenteeltaan [S-levysta a-kierteeksi. Myos
polyisosyanaatteja kiytetty yhdessid atsobentseenien kanssa. Liikkumavara-
perustaisessa ldhestymistavassa fotokromiset yksikot yhdistdvit kahta eri
peptidirunkoa, kuten atsobentseeni kysteiinisegmentteji. Segmenttien pituu-
della on vaikutusta foldameerin konformaatioon: neljin kysteiiniryhmén ero
(i ja i + 4) segmenttien pituuksissa saa kromoforin cis-muodon suosimaan
helikaalista rakennetta, kun taas 11 kysteiiniryhmén erolla (i ja ¢ + 11) cis-

muoto destabiloi helikaalista kierretta.

7.1 Turn-on ja turn-off -foldameerit

Fotokromiset foldameerit voivat olla joko péélle- (turn-on) tai poiskytketté-
vid (turn-off).’® Piillekytkettiivi foldameeri on lihtotilanteessa laskostuma-
ton ja laskostuu fotoisomerisaation seurauksena. Vastaavasti poiskytketté-
van foldameerin laskostuneisuus katoaa fotoisomerisaation myota. Isomeroi-
tumisen seurauksena foldameeri saa tai siltd katoavat edellytykset muodos-
taa stabiili kierteinen konformaatio esimerkiksi kromoforiin liittyneiden juos-

teiden lyhyydesti johtuen.?! Aromaattisen fotokromaattisen yksikon substi-
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tuenttien orientaatiovaatimukset riippuvat foldameerin kytkemisen luontees-
ta. Poiskytkettavissi tapauksessa yksikon tulisi olla meta-substituoitu, joka
sallii molekyylin kiertymisen ja kierroksen muodostumisen kuudella toistu-
valla yksikolla. Padllekytkettavien foldameerien tapauksessa on kokeiltu pa-
ra-substituoituja yksikoitd, mutta valoaltistus ei ole tuottanut eroja fluo-
resenssispektreihin, miké viittaa vahaisiin konformaatiomuutoksiin. Turn-on
-foldameerien valmistaminen on néin ollen ollut hankalampaa kuin turn-off

-foldameerien.

7.2 Itsejarjestaytyvit ja varausta siirtavat foldameerit

Valoon reagoivien foldameerien joukossa on myos itsejarjestaytyvid ja inter-
molekulaarisesti varauksia siirtivid foldameereji.’® Peryleeni-3,4-dikarbok-
siamidista, melamiinijohdannaisesta (elektroniluovuttaja) ja niitd yhdisté-
vastd bifenyylistd koostuvat monomeerit muodostavat itsejirjestaytyvia fol-
dameerejé, jotka sisdltivit jopa kolme heksameeristd rengasta ja kierretta.
Itsejarjestdytyminen on todistettu poolittomassa metyylisykloheksaanissa ja
noin 10~* M konsentraatiossa. Polaarisessa tetrahydrofuraanissa foldamee-
rissd tapahtuu varauksen siirtyminen, mité ei havaita monomeerisséi johtuen

mm. etdisyydestd elektronin luovuttajan ja vastaanottajan valilla.

Valon avulla voidaan vaikuttaa myd6s foldameerien kompleksointikykyyn esi-
merkiksi anioneja kohtaan.*® Anionien sitoutumivahvuuden kontrollointi va-
lolla ei kuitenkaan ole kovin yleistd. Aryylitriatsoliryhmé on todettu toimi-
vaksi vetysidosluovuttajaksi, joka sitoo anioneja. Aryylitriatsoliryhmié sisil-
tavid reseptoreja on kiytetty niin foldameereissd kuin makrosykleissa. Tri-
atsoliryhmié on syntetisoitu "klik-kemian” menetelmilld atsidi- ja etynyyli-

ryhmien viliselld kytkentareaktiolla. Triatsoliryhmén suuri affiniteetti ja se-
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lektiivisyys anioneja, erityisesti halideja, kohtaan perustuu aryylitriatsoli-
viisirenkaan ennaltajirjestdytymiseen. Samalla reseptorin ja anionin vilinen

komplementaarisuus on oleellista selektiivisyydelle.

7.3 Fotoisomeroituvat ja -dimerisoituvat foldameerit

Atsobentseeni on usein kiytetty kromofori, jonka ominaisuuksiin lukeutuu
selked ja reversiibeli trans— cis fotoisomeroituminen UV-valon vaikutukses-
ta.163% TH NMR -spektrissi tistd seuraa useiden protonien siirtyminen yli-
kentélle péin. Fotoisomeroitumisesta seuraa merkittivid rakenteellisia muu-
toksia ja atsobentseenin tasomainen ja levittynyt trans-muoto muuttuu tai-

puneempaan ja tiivimpadn cis-muotoon.

Atsobentseenin ja fenyyli-1,2,3-triatsolin sisiltdva foldameeri 36 sitoo anio-
neja ja on valoon reagoiva ja palautuva sekd anionien lasné- ettd poissaolles-
sa (kuva 19).%° Foldameerin isomeerilld on oleellinen merkitys sitoutumisen
vahvuudelle, mutta anionien sitoutuminen on kuitenkin tapahtunut aina 1:1-
stoikiometrialla. Trans-isomeeri sitoi anioneja jarjestyksessd CI° < HSO, <
Br <1 =~ NO; . (Cis-isomeerin onkalo on pienempi kuin ¢rans-muodon, mis-
td seuraa herkkyyden kasvu anionin koon pienentyessi. Valoisomerisaation
seurauksena suurimmat erot sitoutumisessa ilmenevat pallomaisilla halideil-
la (3—4-kertainen), kohtalaiset kolmiomaisella nitraatilla (yli 2-kertainen) ja

pienimmit tetraedriselld vetysulfaatilla (alle 2-kertainen).

Atsobentseenis pienempiid geometrian muutoksia tuottavia fotokromeja ovat
ditienyylieteenit, fulgidit ja spiropyraanit (kuva 20).! Kromoforeihin voi
liittyd myos varausseparaatiota ja varauksen siirtoa sekd radikaalisen io-

niparin muodostumista.?? Tilldisii kromoforipareja, dyadeja, ovat oligo-p-
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Kuva 19 Anioneja sitova foldameeri 36.3% Copyright 2010 American Che-

mical Society.

fenyleenivinyleeni- ja peryleenibisimidi-kromoforit (kuva 21) sekd porfyrii-
ni ja fullereeni-Cgy.52°* Ainakin porfyriinin ja fullereeni-Cqy:n tapauksessa
kromoforien on todettu olevan korvattavissa toisilla elektronin luovuttajil-
la ja vastaanottajilla. Kahden kromoforin dyadien lisiksi varausseparaation
elinaikaa mahdollisesti lisddvat kolmen kromoforin triadit ovat mahdollinen
vaihtoehto uusien valoon reagoivien molekyylien ja materiaalien luomisessa.
0020
YA RHR"’ EN\\/(O}

R R"

ditienyylieteeni fulgidi spiropyraani

KuvaA 20 Ditienyylieteeni seka esimerkki fulgidista ja spiropyraanista.

Valokemiallisiin reaktioihin lukeutuu fotoisomeroitumisen ohella muitakin il-
miditd kuten fotodimerisoituminen. Antraseenin nikyvian valon aiheuttama
fotodimerisaatio on erdis vanhimmista valokemiallisista reaktioista.!'’ Antra-
seenin fotodimerisaatio on [4-+4] sykloadditio, joka palautuu takaisin mono-
meereiksi lammon tai UV-valon vaikutuksesta (<300 nm). Fotodimerisaation
seurauksena muodostuvassa konformaatiossa monomeerit ovat liittyneet jo-
ko samansuuntaisesti (head-to-head, HH) tai vastakkaissuuntaisesti (head-

to-tail, HT).

Foldameerien kohdalla fotodimerisoitumista onkin tutkittu 1,8-diatsa-antra-

seenijohdannaisilla, joiden dimerisoituminen muistuttaa antraseenin dimeri-



7 VALOKEMIALLISET REAKTIOT 38

KuvaA 21 Oligo-p-fenyleenivinyleeni- ja peryleenibisimidiosat sisaltava fol-

dameeri 37.54

soitumista.'! Foldameerit ovat olleet sekii syklisiéi etti helikaalisia.'’ Antra-
seenijohdannaisfoldameerien fotodimerisoituminen on mahdollista myd&s liu-
oksessa, mutta hapellisissa olosuhteissa padtuote voi fotodimeerin sijaan ol-
la foto-oksidi (kuva 22). Kiintefissi tilassa tapahtuvaan dimerisoitumiseen
hapella ei ole vaikutusta. Sivuketjuiltaan eroavat (metyyli, isobutyyli, 5-
nonyyli) 1,8-diatsa-antraseenijohdannaiset ovat kiteytyneet kaikki HT-kon-
formaatioon. m-m-vuorovaikutusten myotd foldameerimolekyylit pinoutuvat
pylviasmaéisesti. Valon avulla antraseeniryhmia sisdltdvid helikaalisia folda-
meerejd on mahdollista muuttaa kovalenttisesti heliseenin kaltaisiksi mole-

kyyleiksi.
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KuvaA 22 1,8-diatsa-antraseenijohdannaismonomeerin 38 fotodimerisoitu-
minen ja fotohapettuminen.'’ Copyright 2007 American Che-

mical Society.
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7.4 Valokemiallisten reaktioiden tutkiminen

UV /Vis-absorptiospektroskopia on soveltuva tutkimusmenetelmé valoke-
miallisten ja -fysikaalisten reaktioiden seuraamiseen. Esimerkiksi fotoisome-
roitumisen myota absorptio vihenee 380 nm alueella (7-7*) ja lisdédntyy
290 nm alueella (runkoalue), ja molaarisen absorptiokertoimen pienenemi-
nen ilmaisee valon aikaansaamaa elektronin siirtymistd kromoforien vilil-
14.16:52 Selektiivisen virittimisen mahdollistamiseksi molekyylin absorptio-
ominaisuuksia voi kuitenkin joutua muokkaamaan, esimerkiksi kromoforin
oikeanlaisilla substituenteilla, kuten elektronitiheyttd luovuttavilla metoksi-
ryhmilla, jotka saavat aikaan punasiirtymdé. Substituentit voivat kuitenkin
vaikuttaa merkittavisti molekyylin elektronisiin ominaisuuksiin (elektronics)
ja seurauksena heikentdd m-m-vuorovaikutusta ja siten laskostumista. Kiraali-
sen substituentin liittdmisestd voi puolestaan olla etua konformationaalisten

muutosten seuraamisessa CD-spektroskopian avulla.l®5!
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8 Amidifoldameerien toksisuus ja vuorovaiku-

tus solujen kanssa

Vastustuskykyisten bakteerikantojen esiintyminen on lisinnyt mielenkiintoa
antimikrobisia peptideji (AMP) kohtaan ja nostanut niiden merkitysta 144-
ketieteessid.? % Antimikrobisia peptideji esiintyy useissa eukaryoottisissa la-
jeissa, kasveista nisdkkaisiin, ja ne koostuvat tavallisesti 20-50 aminohap-
potihteesti.?® Peptideille on usein ominaista amfifiilisuus, yleensi positiivi-
sesti varautunut pinta parantaa vuorovaikutusta negatiivisesti varautuneen
bakteerisolukalvon kanssa ja hydrofobinen osa auttaa sijoittumisessa solu-
kalvoon.?® Antimikrobiset peptidit eroavat entsymaattisiin kohteisiin vaikut-
tavista antibiooteista toimimalla kohdesolujensa pinnalla muodostaen solu-
kalvoon aukkoja ja hairiten sen eheyttd, mikd tekee bakteerien resistenssin
muodostumisesta vaikeampaa.’” Antimikrobisten peptidien hyddyntimisti
on vaikeuttanut niiden koko (yleensd 2-5 kDa), stabiilisuus, jakautuminen

kudoksessa ja toksisuus.?>58

Antimikrobisia peptidejd on jéljitelty pienilld, alle 1000 Da:n aryyliamidi-
foldameereilld, joiden vetysidokset ovat paitsi jaykistédneet molekyylirunkoa
my0s lisdnneet antimikrobista aktiivisuutta Escherichia coli (Gram-negatii-
vinen) ja erityisesti Staphylococcus aureus (Gram-positiivinen) -bakteereja
kohtaan.?® Antimikrobisia foldameereji on valmistettu aryyliamidi-, fenylee-
nietynyleeni-, polynorborneeni- ja polymetakrylaattirungoista, joista aryy-
liamidit ovat tutkituimpia.’® Oligoaryyliamidien amfifiilisesti sekundiirira-
kenteesta ja pienestd koosta on etua kudokseen levittymisessi ja valmistus-
kustannusten vihentédmisessi.’” Antimikrobiset aryyliamidit ovat usein muo-

dostuneet kolmesta amidisidoksin toisiinsa liittyneestd aromaattisesta ren-
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kaasta (kuva 23). Aminohapot voivat olla hyvé vaihtoehto laajentamaan fol-
dameerien rakennetta; aminoryhmét tuovat uusia positiivisesti varautuneita
keskuksia ja erilaisilla sivuketjuilla rakenteeseen luodaan monipuolisuutta.
Tioeetteriryhmét mahdollistavat eméksisten ryhmien liittdmisen, ja lisdksi
rikkiatomit toimivat intramolekulaaristen vetysidosten vastaanottajina seké
sivuketjuista etti amideista ja stabiloivat tilli tavoin molekyylid.5?»57-58 Oli-
goaryyliamidien ohella muita antimikrobisten peptidien amfifiilisen luonteen
jaljittelijoita ovat esimerkiksi S-aminohappokierteet ja antimikrobiset poly-

meerit.%®

KuvA 23 Geneerisen antimikrobisen aryyliamidifoldameerin sekd erdén

tutkitun 1063 Da:n AMP-foldameerin 41 rakentekaavat.?® %8

8.1 Vuworovaikutus solukalvon kanssa

Positiivisesti varautuneiden antimikrobisten peptidien ja negatiivisesti varau-
tuneiden bakteeristen fosfolipidisolukalvojen vilinen elektrostaattinen vuoro-
vaikutus on lahtokohta peptidien kyvylle lapéistéd solukalvo hydrofobisen vuo-
rovaikutuksen avulla.’® Sopivan varauksen ja hydrofobisten tihteiden tyypin
ja jakauman omaavat antimikrobiset peptidit voivat tappaa bakteerisoluja
hyvin selektiivisesti isdntdsoluihin verrattuna ilman aggregoitumista, mika
johtuu eroista bakteerien ja eukaryoottisten solukalvojen vélilld.!%% Liian

polaarisilla peptideilld ei ole affiniteettid bakteerien solukalvoja kohtaan ja
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lilan hydrofobiset peptidit eivit tee eroa bakteeri- ja eukaryoottisolujen va-

lilla.

Bakteerisissa solukalvoissa negatiivisesti varautuneiden fosfolipidien (esimer-
kiksi fosfatidyyliglyserolit ja fosfatidyylietanoliamiinit) osuus on noin 30 % ja
suurempi kuin eukaryoottisissa solukalvoissa.?® 5" Lisiksi fosfolipidit ovat ja-
kautuneet eri tavoin, bakteerisoluissa solun ulkokalvolle ja eukaryoottisoluis-
sa siséipinnalle.’® Eukaryoottisolut koostuvat p#fisiintoisesti kahtaisionisista
fosfolipideistd kuten sfingolipideisté ja kolesterolista, kahtaisionista fosfati-

dyylikoliinia esiintyy kummankin tyyppisissi solukalvoissa.?®57

Aryyliamidien on havaittu ensisijaisesti sitoutuvan solukalvon lipopolysakka-
ridikokonaisuuksiin.?® Molekyylimallinnuksen perusteella aryyliamidien tasa-
painotilan konformaatio hydratoituneessa lipidikaksoiskerroksessa sijoittuu
kerrosten viliin ja symmetria-akseli osoittaa kohti lipidikalvon pintaa. Aryy-
liamidit sijoittuvat "veitsen” tavoin lipidien padaryhmien alle, vesi-membraani-
rajapinnalle, ja "terdn” pyOrdyttdminen vahingoittaa lipidikalvoa, miki va-
hingoittuminen ei kuitenkaan ole pysyvii.®® Lipidien p#it toimivat kuiten-
kin molekulaarisina elektrometreind kalvon pintavarauksille ja hairiintyvét

positiivisten varausten lisdyksestd solukalvolla.

Molekyylimallinnuksen ohella antimikrobisten foldameerien sijoittumista ja
suuntautumista sekii dynamiikkaa on tutkittu myos kiintesin tilan °F ja 3'P
NMR -spektroskopian avulla.’® 3'P NMR on herkki antimikrobisten mole-
kyylien aiheuttaman solukalvon epéjirjestédytymisen ja morfologian ilmaisin.
YF NMR on hyvin herkki, tausta vapaa (background-free) indikaattori kal-
voaktiivisille molekyyleille ja sitd on kdytetty oligomeeristen solukalvopep-
tidien ja -proteiinien suuntautumisen ja kvaternairisen rakenteen madrityk-

sessi. 19F NMR soveltuu aryyliamidifoldameerin suuntautumisen ja sijoittu-
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misen madrittdmiseen solukalvossa, mikd perustuu foldameerien sisidltidmien
trifluorimetyyliryhmien kemiallisesti ekvivalenttien '“F-spinien erottamiseen

dipolaaristen kytkentdjen avulla.

8.2 Toksisuuden maaritys ja kontrollointi

Antimikrobinen aktiivisuus voidaan ma#rittaa inhiboivan minimikonsentraa-
tion avulla (minimal inhibitory concentration, MIC), joka riittdd estdmééin
bakteerien kasvun.®® Toksisuutta voidaan toisaalta mitata myds 1Cs,-arvon
perusteella (half maximal inhibitory concentration; pitoisuus, jossa puolet
reaktioista estyy).!® Télloin voidaan kiyttdi esimerkiksi HeLa-soluja (van-
hin ja kdytetyin solulinja) seké kolorimetriaa ja MTS-analyysid. Useasti mai-
nittujen 8-amino-2-kinoliinikarboksyylihappojohdannaisiin lukeutuvien oli-
goamidien toksisuus (100-500 pg/ml) on esimerkiksi ollut samaa luokkaa
muiden polykationeiden kuten polylysiinien, polyetyleeni-imiinien, kitosaa-
nien ja polyamidoamiinidendrimeerien kanssa. Yhdisteiden toksisuutta ih-
missoluja vastaan on arvioitu mydés niiden hemolyyttisen aktiivisuuden pe-
rusteella.”” Hemolyyttisen aktiivisuuden tunnuslukuna kiytetiin esimerkiksi
HC;-arvoa (konsentraatio, jossa 50 % punasoluista hajoaa).”® Tunnusluku-
jen tarkkuuksissa on eronsa, MIC-arvot ovat toistettavissa kahden numeron
tarkkuudella (factor of 2), kun taas HCy,-arvoissa voi olla 10-20 %:n vir-
he riippuen solujen alkuperastd. Molekyylien hydrofobisuutta médritetaéin
usein n-oktanoli/vesi-jakautumiskertoimen avulla, jota on kiytetty kvantita-
tiivisten rakenne-aktiivisuus-suhteiden tutkimuksissa monien liuenneiden ai-
neiden tapauksessa korreloimaan ja ennustamaan niiden ominaisuuksia, ku-
ten toksisuutta.’” Selektiivisyyden (HCj,/MIC) esittdminen hydrofobisuu-

den, log Kow, funktiona voi soveltua nopeaksi menetelméksi yhdisteiden tur-
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vallisuuden arviointiin.

Foldameerin jaykistdmisen on todettu lisddvan seké affiniteetti ettd selektii-
visyytta eli lisddvin antimikrobista aktiivisuutta ja vihentavan hemolyyttista
potentiaalia.”® Hemolyyttisen toksisuuden on todettu kasvavan peptidin si-
vuketjujen hydrofobisuuden funktiona, ja vihdisempad toksisuutta on haet-
tu esimerkiksi polyetyleenioksiditihteill.!%57 Positiivisten varausten luku-
méaridn kasvattaminen voi liséta toksisuutta, jota toisaalta saattaa vihentad
hydrofobisen rungon tarjoama suoja.!® Foldameerien toksisuus eukaryootti-
soluja kohtaan lienee seurausta antimikrobisen aktiivisuuden vaatimuksis-
ta paljon poikkeavista konformaatioista, joita vihemmaén jaykat foldameerit

pystyvéit helpommin ja useammin muodostamaan.

Funktionaalisia ryhmié, kuten aniliinin aminoryhméi, muokkaamalla voi-
daan vaikuttaa foldameerien toksisuuteen. Aminoryhmét ovat heikosti emék-
sisid ja eivatkd valttamattd varaudu neutraalissa pH:ssa, minka takia naita
ryhmid on muutettu guanidiineiksi, erityisesti kun ryhmaét sijaitsevat folda-
meerin padssi.”® Ei-terminaalisten alkyyliaminoryhmien vaihto guanidiinei-
hin voi vaikuttaa selektiivisyyteen positiivisesti tai negatiivisesti riippuen
bakteerista. Terminaalisten amiinien muuntaminen guanidiiniksi sen sijaan
lisdd mikrobista aktiivisuutta ja selektiivisyyttd sekd F. colia ettd S. aureusta
kohtaan. Guanidiinisubstituutio tuottaa poikkeavia tuloksia selektiivisyydes-
sd, jos keskimmdinen aromaattinen rengas on substituoitu 5-asemasta 4- ja
6-asemien sijaan. Foldameerin keskimmaisen aromaattisen renkaan 5- tai 4-
ja 6-asemiin sijoittuneiden positiivisesti varautuneiden aminoetoksiryhmien
on todettu vihentivin toksisuutta punasoluja kohtaan. Sivuketjujen varaus-
ta (2-aminoalkyyliryhméd — metoksiryhmi) ja hydrofobisuutta vihentdmél-

14 (tert-butyyli — trifluorimetyyli) on saatu aikaan foldameerej, jotka ovat
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erittdin aktiivisia bakteereja vastaan, mutta osoittavat vain vahaista toksi-

suutta nisidkkiiden soluja kohtaan (selektiivisyys 250-20000).

8.3 Kalvojen lapaisykyvyn tutkimusmenetelméat

Kalvojen lapéisykykyé tutkitaan kolorimetristen entsyymisubstraattien diffe-
rentiaalisella bakteerikalvon lapikulkeutumisella ja entsyymien substraattien
hydrolysoitumisella kalvoa héiritsevien yhdisteiden ldsni- ja poissaollessa.®®
Ulkokalvoa on tutkittu g-laktamaasin aktiivisuuden ja nitrosefiini-substraa-
tin avulla ja sisdkalvoa (-galaktosidaasin avulla. Aryyliamidien aiheuttama
ero esimerkiksi nitrosefiinin hydrolysoitumiseen voi olla 30-kertainen. Luon-
nossa esiintyvié kalvoja vain karkeasti vastaavien vesikkelien ja niihin perus-
tuvien tutkimusten myota on kuitenkin todettu, etteivit aryyliamidit 1apaise
kalvorakennetta yhtd hyvin kuin luonnossa esiintyvit antimikrobiset peptidit.
Ainakin F. colin tapauksessa solun ulkokalvon lapéisevyys on suurempi kuin
sisiikalvon, esimerkiksi nitrosefiini lapéisee ulkokalvon selvisti ennen MIC-
pitoisuutta, mikad riittdd héiritsemadn solukalvoa. MIC-pitoisuudessa aryy-
liamidin aiheuttama solukalvon lipiisevyys voi olla 90 % 300 sekunnissa.5”
Solun sisdkalvon ldpéiseminen on sen sijaan vaikeampaa ja voi vaatia ldhes
kymmenkertaista MIC-pitoisuutta (50 pg/ml). Siséikalvon hiiridstd seuraa
pienempien ionien lisddntynyt ldpaisy, mikd havittad kalvon vilisen sdhkoke-

miallisen gradientin ja vaikuttaa aryyliamidien tappavuuteen.

Vaikkeivat MIC-arvot ole absoluuttisen tarkkoja ja toistettavia, voidaan so-
lukalvojen depolarisoitumista silti tarkastella kvalitatiivisesti.’® Pienimméin
MIC-arvon aryyliamidit ovat depolarisoineet parhaiten S. aureus -bakteerin

55,57

solukalvoja, ja tuhonneet tilla tavoin soluja. [Imiota on tutkittu vériai-

neita sisiltdvien vesikkelien avulla ja soluun pdatyvéin véiriaineen fluoresens-
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sin intensiteettiin perustuen. Solukalvon depolarisoituminen vaatii huomat-
tavasti suurempia pitoisuuksia kuin MIC-pitoisuudet, mité voidaan toisaal-
ta selittdd eroavilla mittausolosuhteilla.?® Osittainenkin solukalvon depola-
risoituminen riittdd kuitenkin aiheuttamaan solukuoleman. Tappava AMP-
pitoisuus riippuu solupitoisuudesta: suurempi maéra soluja vaatii suuremman
AMP-konsentraation tuhoutuakseen. Suurissa pitoisuuksissa depolarisoitu-
minen itsessddn aiheuttaa solukuoleman, kun taas pienemmilld pitoisuuk-
silla toiset, hitaammat mekanismit korostuvat.?®%¢ Esimerkiksi solukalvos-
sa saattaa tapahtua proteolyyttistd hajoamista aryyliamidien aiheuttamien

viarinlaskostumisten ja -sijoittumisten seurauksena.

8.4 In wvivo, in vitro ja resistenssikokeet

Antimikrobisten peptidien in vivo -tutkimuksia on tehty istuttamalla neut-
ropenisen (veren héiritila) hiiren reiteen bakteereita ja tdmén jilkeen an-
nostelemalla kohtaan tutkittavaa yhdistettd.’® In vivo -aktiivisuutta esiintyi
jo huomattavasti ennen annosmaksimin saavuttamista. Aktiivisuus saattaa
parantua annostusvilid pidentamaéllakin, mutta syytd tdhan ei tiedetd. Par-
haimmillaan foldameerin ehkiisevé vaikutus on ollut samassa suuruusluokas-
sa kuin vancomysin-antibiootilla. In wvitro -kokeissa molekyylien liikkuvuus
ei ole yhta merkityksellistd kuin n vivo -kokeissa, joissa vain jaykkarakentei-

simmat foldameerit ovat osoittaneet riittavad antimikrobista aktiivisuutta.

Resistenssikokeita on tehty S. aureus -bakteerilla.’® Ei-tappavissa olosuh-
teissa MIC ei muuttunut oleellisesti 16 vuorokaudessa, kun taas kahdella
positiivisella kontrollikokeella muutos on havaittavissa kuuden vuorokauden
jilkeen. Tamé osoittaa, ettei bakteerin ole erityisen helppoa muodostaa re-

sistenssia aryyliamidia vastaan. Aryyliamidifoldameerejd on tdhin mennesi
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kokeiltu akuuttien bakteeri-ihoinfektioiden hoidossa ja niihin perustuvat 134-
keaineet ovat siten saavuttaneet pienessa potilasryhméssé tehtivin ladketut-

kimuksen toisen vaiheen."%
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9 Yhteenveto

Foldameerit ovat synteettisid, biomolekyylien tavoin laskostuvia yhdistei-
td. Laskostuminen perustuu heikkoihin, intramolekulaarisiin vuorovaikutuk-
siin, joista laskostumisen kannalta oleellisimmat ovat vetysidokset ja m-m-
vuorovaikutukset. Foldameerien avulla yritetddn ymmartiaa ja jaljitelld bio-
logisia jarjestelmid, esimerkiksi peptideja ja proteiinipintaa. Foldameerit voi-
vat muistuttaa myos sferandien ja kruunueetterien kaltaisia ei-biologisia mo-
lekyyleja. Biologisten ja ladketieteellisten sovellusten lisidksi foldameerien so-
velluskohteeksi on esitetty esimerkiksi optista tietojenkésittelyd. Kemian alan

sovelluksia ovat esimerkiksi katalyytit ja sensorit.

Foldameerien molekyylipaino on tavallisesti alle 1000 Da. Suurempien folda-
meerien haasteena on niiden syntetisointi. Foldameerien rakennuspalikoina
kiytetddn esimerkiksi pyridiinid, antraniilihappoa ja kinoliinia ja niiden joh-
dannaisia. Amidisidokset valmistetaan erilaisilla kytkentédreaktioilla. Muita
funktionaalisia ja rakenneyksikoitd yhdistdvid ryhmid ovat esimerkiksi imi-
dit ja hydratsidit. Lineaaristen synteesien ohella myds konvergentteji ja di-
vergentteji menetelmid on kiytetty. Valokemiallisten reaktioiden avulla fol-

dameereji on isomeroitu ja dimerisoitu.

Foldameerin konformaatio riippuu muun muassa foldameerin pituudesta. Ra-
kenteet voivat olla laskostuneita, sirppimaéisid tai helikaalisia. My6s kaksois-
kierrerakenteita voi muodostua. Aromaattiset foldameerit suosivat tasomais-
ta konformaatiota, mutta foldameerin pidentyessid konformaatio muuttuu
kierteiseksi. Kierteisyys on pitkélti seurausta aromaattisen renkaan substi-
tuenttien suhteellisesta orientaatiosta toisiinsa ndhden. Sivuketjujen avulla

vaikutetaan foldameerien fysikaalisiin ominaisuuksiin, kuten liukoisuuteen.
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Foldameerien konformaatio on ennustettavissa vetysidoksiin ja aromaattisiin
vuorovaikutuksiin perustuen ja ekstrapoloitavissa toistuvien yksikdiden ja
vuorovaikutusten pohjalta. Vetysidokset ovat térkein laskostumista ohjaava
tekija ja ainakin tietyissa tilanteissa aromaattisen pinoutumisen on ainoas-
taan todettu olevan optimaalista vetysidosten mairittamassa sijainnissa. Fol-
dameerien suunnittelussa aromaattiset vuorovaikutukset voidaan néin ollen

jattad vihemmalle huomiolle.

Foldameerikierteilld esiintyy kiraalista induktiota, joka voi aiheutua kiralia-
keskuksista foldameerin rungossa tai kiraalisista vieraista. Erityisesti kira-
liakeskuksilla on merkitysta rungon péaéssi, jolloin steeriset tekijat kilpai-
levat aromaattisten vuorovaikutusten kanssa konformaation muodostumises-
sa. Foldameerikierteet voivat esiintya sekd vasen- ettéd oikeakétisind versioina,
jotka periaatteessa ovat tasapainossa keskenddn, mutta usein toista diaste-

reomeeristd muotoa ei havaita.

Foldameereilld on kompleksoitu neutraaleita ja varautuneita orgaanisia, epé-
orgaanisia sekéd biologisia vieraita. Foldameeripinsettien avulla on komplek-
soitu fullereenijohdannaisia ja kapselirakenteiden avulla pienié polaarisia liu-

otinmolekyyleja.

Foldameereilld on jiljitelty antimikrobisia peptideja. Selektiivisyys bakteeri-
ja eukaryoottisolujen ja -solukalvojen vililla perustuu foldameerien sopivaan

varautuneiden ja hydrofobisten tdhteiden viliseen suhteeseen.

NMR-spektroskopia on tidrked menetelma foldameeritutkimuksessa, ja sen
avulla voidaan seurata esimerkiksi vetysitoutumista. Rontgendiffraktion avul-
la saadaan selville absoluuttiset kiderakenteet, joita voidaan ennustaa mole-
kyylimallinnusten avulla. CD-spektroskopian avulla havaitaan yhdisteiden

kiraalisuus ja UV /Vis-spektroskopia soveltuu valoreaktioiden seuraamiseen.
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KOKEELLINEN OSA

10 Tyon tarkoitus

Tyon tarkoituksena oli valmistaa kolme eripituista amidifoldameerii, 42, 43
ja 44, (kuva 24) ja tutkia niiden kiteytymisté ja kiderakenteiden eroja. Té-
mén lisdksi tutkittiin foldameerien kompleksoitumista TBA-X-yhdisteiden
(X = F, Cl, Br) kanssa. Kompleksoitumista tutkittiin myés FM Minna Kor-
telaisen aiemmin syntetisoimalla lyhyelld neljin aromaattisen renkaan fol-
dameerilld 45.°° Kiteytyksiin ja kompleksointikokeisiin liittyivit oleellisesti
myos liukoisuuskokeet. Foldameereisté ehdittiin tehdé erikoistyon puitteissa
seitsemén ja kahdeksan aromaattisen renkaan yhdisteet (foldameerit 42 ja
43). Foldameerisynteeseissi avuksi olivat FM Minna Kortelaisen ja tyonoh-

jaajana toimineen tohtorikoulutettava Aku Suhosen aiemmat tyot,? 60

joiden
pohjalta synteeseissd kiytettiin EDC/HOBt-kytkentad amidisidoksen muo-
dostamisessa. Aiemmin syntetisoidut ldhtéaineet myos helpottivat ja yksin-
kertaistivat foldameerien valmistusta. Foldameerit nimettiin systemaattisesti

ChemBioDraw Ultra 12.0 -ohjelman avulla.
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KuUvA 24 Erikoistyon aikana syntetisoidut foldameerit 42 ja 43 seki aiem-

min syntetisoidut foldameerit 44 ja 45.
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11 Tyossa kaytetyt synteesimenetelmat ja reak-

tiomekanismi

11.1 Kaytetyt synteesimenetelmét

Foldameeri 42 valmistettiin kahdesta osasta, karboksyylihaposta 46 ja amii-
nista 47, jotka liitettiin toisiinsa EDC/HOBt-kytkennén avulla (kuva 25).
Molemmat lihtoaineet olivat aiemmin syntetisoituja® (ks. s. 77) ja niité

kiytettiin sellaisenaan.

KuvA 25 Foldameerin 42 valmistus.

Asymmetrinen foldameeri 43 valmistettiin kolmesta osasta, kahdesta ekvi-
valentista karboksyylihappoa 46 ja yhdestd kaksi amiiniryhméa sisdltavéis-
td amidiyhdisteestd 48 (kuva 26). Foldameerin keskiosan amidisidos te-
kee kokonaisuudesta asymmetrisen, kun amidisidoksen molemmille puo-
lille EDC/HOBt-kytkennén avulla kovalenttisesti sitoutuvat molekyylilii-
tanniiset ovat identtiset (kuva 26). Symmetriset karboksyylihappo-osat
oli syntetisoitu aiemmin®® (ks. s. 77). Asymmetrinen keskus syntetisoi-
tiin 2-aminobentsoehaposta 49 ja 1,2-diaminobentseenistd 50 niin ikidn

EDC/HOBt-kytkennén avulla.
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KuvA 26 Foldameerin 43 valmistus.

11.2 Reaktiomekanismi

Karbodi-imiineja kiytetddn happojen aktivoimiseksi amiinien lasnéollessa si-
vutuotteiden helpon erottamisen takia sekd N-asyyliurean muodostumisen
ehkiiisemiseksi.%! Karbodi-imiiniyhdisteisiin lukeutuva EDC (kuva 27) rea-
goi karboksyylihappojen kanssa muodostaen o-asyyli-isourea-vélivaiheen, jo-
ka on kosteusherkki.®? Menetelmilld on kuitenkin tehty amideja myds ve-
siympiristossi.®® EDC-silloitus on tehokkainta pH:ssa 4,7, mutta toimii myos
neutraaleissa olosuhteissa. Reaktioita on tehty 0-40 °C lampotiloissa 6-24
tunnin reaktioajoilla.53

\N

/

N=C=N
N=C=N

EDC DCC

KuvaA 27 Karbodi-imiinit EDC ja DCC.

Primé&érisen amiinin nukleofiilinen liittyminen karbonyylihiileen ja amidisi-
doksen muodostuminen vapauttaa sivutuotteena isourean (kuva 28), joka on
vesiliukoinen toisin kuin toisen usein kdytetyn karbodi-imiinin, DCC:n (ku-

va 27), sivutuotteet. Raseemisten tuotteiden muodostumista ehkiistdin ja
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saantoa parannetaan lisdaineiden, kuten HOBt:n, kiyt6lli.o3

R'—NH,

KuvA 28 Karboksyylihapon ja priméirisen amiinin vélisen amidisidoksen

muodostuminen EDC:n avulla.

Kiytetyn HOBt:n méiird on vaihdellut katalyyttisestsi stoikiometriseen.%?

HOB¢t toimii reaktion toisessa vélivaiheessa irrottaen ja korvaten isourea-
ryhmén (kuva 29). Tuote muodostuu talldinkin priméérisen amiinin liittyes-
sé karbonyyliryhmé&in, minkd jilkeen HOBt regeneroituu. My6s matalan die-
lektrisyysvakion omaavien liuottimien kiytto parantaa saantoa ja vilivaiheen

stabiilisuutta karbodi-imiinikytkentéreaktioissa.

H H
e e
/ 7
o R)koe TTNN H
o] ¢ — & —N®
RJ\O Ho s NK @M /
~
L L@
o N
- n
R( 0% nH

KUVA 29 HOBt:n vaikutus EDC-kytkentiiin.5*
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12 Tyossa kaytetyt reagenssit, liuottimet ja lait-

teet

12.1 Kaytetyt reagenssit ja liuottimet

Kaytetyt, kaupallisesti saatavilla olevat reagenssit

Reagenssi Puhtaus (%) Valmistaja

1,2-diaminobentseeni > 98,0 Aldrich

(o-fenyleenidiamiini)

2-aminobentsoehappo > 98,0 Sigma-Aldrich
(antraniilihappo)

EDC > 97,0 Aldrich

Et;N > 99 Sigma-Aldrich
HOBt > 97,0 Aldrich
Na,CO, 99,8 Riedel-de Haén
Na,SO, > 99,0 Sigma-Aldrich
SOCl, > 99 Merck-Schuchardt
TBA—Br 99 Fluka
TBA-CI > 97,0 Fluka

TBA-F -3H,0 97,0 Aldrich

Tyon aikana kiytetyista linottimista tetrahydrofuraani ja tolueeni oli kuivat-

tu MBraun Solvent Purification System -laitteistolla.
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Kaytetyt liuottimet

Liuotin Puhtaus (%) Valmistaja
asetoni >99,5 Sigma-Aldrich
asetonitriili HPLC grade  J.T. Baker
dietyylieetteri > 99,8 Sigma-Aldrich
dikloorimetaani 99,9 Sigma-Aldrich
dimetyyliasetamidi 99,7 VWR
dimetyyliformamidi 99,9 VWR
dimetyylisulfoksidi 99 Merck-Schuchardt
etanoli 99,5 ETAX
etyyliasetaatti 99,5 Aldrich
heksaani 97,0 Sigma-Aldrich
kloroformi 99,0-99,4 VWR
isopropanoli 99,7 VWR
metanoli HPLC grade  J.T. Baker
tetrahydrofuraani (kuivattu) 99,9 Sigma-Aldrich
tolueeni (kuivattu) 99,7 Riedel-de Haén

12.2 Kaytetyt laitteet

NMR-mittauksissa linottimina kiytettiin CDCl;:a ja DMSO-dg:a. Puhtai-

den tuotteiden julkaisukelpoiset NMR-mittaukset Bruker Avance DRX 500

-spektrometrilld suoritti laboratorioinsinéori Esa Haapaniemi. Bruker Avance

AV 300 -spektrometrilld mitattiin alustavat spektrit, mutta myos 2-amino-N-

(2-aminofenyyli)bentsamidin spektri. Alkuaineanalyysit teki laboratoriomes-

tari Elina Hautakangas Vario EL III -analysaattorilla. Kukin ndyte analysoi-

tiin kahdesti. Massa-analyysit mittasi yliopistonlehtori Elina Kalenius LCT
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Kaytetyt, ailemmin syntetisoidut reagenssit

Reagenssi Valmistaja
6-((2-bentsamidofenyyli)karbamoyyli)- Anniina Aho, 17~
pikoliinihappo (46) 18.4.2012 (TDS-020F)

N2 (2-bentsamidofenyyli)- N°-fenyyli- Minna Kortelainen, val-
pyridiini-2,6-dikarboksiamidi (45) mistuspaivi tuntematon
N?-(2-aminofenyyli)- N®-(2-bentsamido- Aku Suhonen, 4.12.2012
fenyyli)pyridiini-2,6-dikarboksiamidi (47) (TDZ-032)

Micromass ESI-TOF -massaspektrometrilla. Sulamispisteet mitattiin Stuart

Scientific Melting Point Apparatus SMP30:1la.

Yksikidemittauksissa kiiytettiin kolmea laiteyhdistelmaé. Mittaukset suoritti
tyonohjaajana toiminut Aku Suhonen. Laiteyhdistelmét ja mittausolosuhteet

olivat:

1. Bruker Nonius KappaCCD -diffraktiometri ja Bruker AXS APEX II
CCD-detektori, Mo-Ka-siteily (0,7107 A) ja 173 K ldimpétila. Ab-
sorptiokorjaus tehtiin Sadabs-2008 -ohjelmalla.

2. Agilent SuperNova -diffraktometri ja Eos CCD-detektori, peilimonok-
romatisoitu Mo-Ka-séteily (0,7107 A) ja 173 K:n lampétila. Absorp-
tiokorjaus tehtiin CrysAlisPro-ohjelmalla SCALE3 ABSPACK -skaa-

lausalgoritmilla.

3. Agilent Supernova Dualsource -diffraktometri ja Atlas CCD-detektori,
peilimonokromatisoitu Cu-Koa-séteily (1,54178 A) ja 123 K:n lampdtila.
Absorptiokorjaus tehtiin CrysAlisPro-ohjelmalla SCALE3 ABSPACK

-skaalausalgoritmilla.
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13 Synteesiohjeet

13.1 N?% N?¥-(1,2-fenyleeni)bis(N°-(2-bentsamidofenyyli)-
pyridiini-2,6-dikarboksiamidi) (42)

Foldameerin 42 valmistus.

Tehtiin kaksi synteesié, joista ensimmaéinen oli kokeileva ja pienempien ai-
nemédrien synteesi. Tamén reaktion saanto oli pieni eikd sitd saatu méari-
tettyd. Saanto kuitenkin riitti NMR-spektrin (DMSO-d) ja massaspektrin
mittaamiseen. Molemmat synteesit tehtiin argonilmakehdssd kiyttdaen lam-

pokaapissa kuivattuja astioita ja kuivia liuottimia.

Karboksyylihappo 46 (230 mg; 0,63 mmol), amiini 47 (280 mg; 0,63 mmol)
ja HOBt (97 mg; 0,63 mmol) liuotettiin THF:iin (150 ml), jolloin syntyi kir-
kas kellertéva liuos. Liuos jadhdytettiin alle 0 °C:n lampotilaan ja annettiin
sekoittua 30 minuuttia, minkd jilkeen lisdttiin EDC (130 ul; 0,73 mmol)
ja Et;N (100 pl; 0,72 mmol). Tamén jialkeen sekoittamista jatkettiin, en-
sin suola—jid-hauteessa toiset 30 minuuttia, sitten huoneenlammossé 22 tun-
tia. Huomattavaa viarinmuutosta ei tapahtunut. Liuotin haihdutettiin, jolloin
muodostui hunajamainen jainnss, jossa erottui kiteitd. Jaannos liuotettiin
DCM:iin (60 ml, hidas liukeneminen) ja pestiin 1 M HCLlla (3 x 60 ml).

Tamén jalkeen orgaaninen faasi pestiin vield NaCl-liuoksella, jonka NaCl-
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pitoisuus oli noin 80 % kylldisestd. NaCl-pesussa faasien vilille muodostui
kiinteAimmastd aineksesta valkoinen "kalvo”, joka jii vesifaasiin. Orgaaninen
faasi kuivattiin Na,SO,:1la ja liuotin haihdutettiin, jolloin saatiin keltaisen

ruskeaa raakatuotetta.

Pylviaspuhdistusta (silika) varten kokeiltiin TLC:1l4 kymmenen eri eluent-
tivaihtoehtoa. Sekd ldhtoaineen ettd tuotteen erottivat vain CHCl;-asetoni
80:20 ja CHCl;-EtOAc 80:20 -seokset, joista kiytettiin jalkimmaista. Raaka-
tuote ei liuennut taysin eluenttiin, joten samea linos imusuodatettiin ja kirkas
kellertdva suodos ajettiin saman pylvaan lapi kahdessa osassa. Puhdistettu
tuote kuivattiin vakuumissa, mutta kuivaus ei poistanut kaikkea etyyliase-

taattia. Saanto 66,1 mg eli 13,2 %.
M(CH34NgOg) = 794,81 g/mol
Sulamispiste 298-300 °C.

'H NMR (DMSO-dg) 500 MHz: 10.96 (s, 2H), 10.91 (s, 2H), 10.24 (s, 2H),
7.96 (qd, 4H, J; = 1,0 Hz, J, = 2,4 Hz, J5 = 3,9 Hz), 7.80-7.72 (m, 4H), 7.60
(dd, 4H, J, = 8,3 Hz, Jo = 1,1 Hz), 7.52-7.49 (m, 2H), 7.44-7.40 (m, 4H),
7.28-7.22 (m, 4H), 7.20-7.17 (m, 2H), 7.17-7.12 (m, 4H)

13C NMR (DMSO-d,) 126 MHz: 165.9, 161.7, 160.8, 148.2, 147.6, 138.7, 133.3,
131.8, 130.4, 130.2, 130.1, 128.0, 127.7, 125.6, 125.4, 125.3, 125.3, 125.1, 124.8

MS(ESI-TOF): m/z 817,62 [M -+ Na]*

NMR:n perusteella foldameerin mukana on 0,5 ekvivalenttia EtOAc:a. Veden
osuutta ei voida NMR:n perusteella arvioida, mutta 1 ekvivalentti vetta ja
0,5 ekvivalenttia EtOAc:a pitdd kunkin hiilen ja typen alkuaineanalyysin

maksimivirheen alle 0,4 %-yksikossé, vedyn osalta virhe jaa kuitenkin noin
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H,O

DMSO

Foldameerin 42 "H NMR -spektri (DMSO-dy).

0,6 %-yksikkoon.

13.2 2-amino-N-(2-aminofenyyli)bentsamidi (48)

Yhdistetti 48 yritettiin valmistaa kahdella tavalla, joista vain EDC/HOBt-
kytkentddn perustuva menetelmid A toimi. Menetelmén B erona oli yritys
muuttaa karboksyylihappoldhtoaine 49 ensin vastaavaksi happokloridiksi, jo-
ka sitten olisi reagoinut ldhtéaineamiinin 50 kanssa muodostaen tavoitellun

tuotteen 48.
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Foldameerin 42 '3C NMR -spektri (DMSO-dg).
13.2.1 Menetelmd A

Tehtiin kaksi synteesid, kuivatulla liuottimella ja kuivatuilla astioilla argon-
ilmakehéssa. Ensimmainen oli jilleen kokeileva synteesi, joka ei tuntemat-
tomaksi jadneestd syystd onnistunut. Myohemmin tehty toinen synteesi sen
sijaan onnistui hyvin.

HOBt

Q EDC NH; O
©\)KDH NH, Et3N
+ 0L — .
NH, NH, THE o N,
19 50

Antraniilihappo 49 (0,30 g; 2,21 mmol), fenyleenidiamiini 50 (0,71 g; 6,60
mmol) ja HOBt (0,34 g; 2,21 mmol) liuotettiin THF:iin (50 ml) ja liuos jadh-
dytettiin alle 0 °C:n lampdtilaan. Liuoksen annettiin sekoittua 50 minuuttia
ennen kuin EDC (0,55 ml; 3,11 mmol) ja Et;N (0,45 ml; 3,23 mmol) lisdttiin,

minkd jalkeen sekoittamista jatkettiin jadhauteessa toiset 50 minuuttia. T4é-
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Alkuaineanalyysi, C;sH;,NgOg, 794,812 g/mol

Alkuaine Teoreettinen arvo % Mitattu k.a. % Virhe %-yks.

C 67,278 66,905 0,372
H 4,705 4,0965 0,609
N 13,080 13,105 —0,025

maéan jilkeen liuos siirrettiin huoneenldampd&on ja annettiin sekoittua 20 tun-
tia. Sekoittumisen jélkeen liuos oli kirkas ja oranssi. Liuotin haihdutettiin ja
saatiin tumma jdidnnos. Jadnnos liuotettiin EtOAc:iin (20 ml) ja liuos pes-
tiin vedella (3 x 40 ml). Kolmannessa pesussa punertavan EtOAc-faasin ja
kellertavan vesifaasin vélille muodostui samea oranssi vilifaasi. EtOAc-faasi
kuivattiin (Na,SO,) ja haihdutettiin. Jadnnos puhdistettiin pylvaalla (silika,
EtOAc¢-CHCI,; 80:20 -eluentti). Kaikki jadnnos ei liuennut pylvéiseluenttiin,
ja TLC:n perusteella liukenematon yhdiste oli tuotetta. Pylvés pidatti diami-
nofenyleenin ja lipi tuli vain tuotetta. Tuotetta vakuumikuivattiin 15 tuntia,

mutta kaikki CHCl, ja EtOAc ei silti haihtunut. Saanto 55,5 %.

Ensimmadisessd synteesissi tuotetta pestiin ensin 1 M HCl:lla ja sitten kyl-
ldiselld NaCl:lla. Synteesi epdonnistui todennikdisesti HCl-pesussa, jolloin
tuote lienee siirtynyt protonoituneena vesifaasiin. Vesifaasi varjaytyi, mut-
ta tdmén ajateltiin johtuvan fenyleenidiamiinista 50. Mychemmin vesifaasi
neutraloitiin Na,COj:lla ja uutettiin etyyliasetaatilla, jolloin TLC:1l4 havait-
tiin uutoksessa lahtoaineita. Vesifaasi myos haihdutettiin, jolloin jéljelle jai
vaaleanruskea suolajadnnos. Jadnnoksestd ei saatu uutettua mitadn etyylia-

setaattiin tai kloroformiin.

M(C,3H3N,;0) = 227,26 g/mol
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Sulamispiste 127 °C.

'H NMR (DMSO-d,) 500 MHz: 9.37 (s, 1H), 7.68 (dd, 1H, J; = 8,1 Hz, J, =
1,5 Hz), 7.11-7.22 (m, 2H), 6.99-6.91 (m, 1H), 6.77 (dd, 1H, J; = 10,5 Hz,
Jo = 1,2 Hz), 6.74 (dd, 1 H, J; = 11,0 Hz, Jo = 1,1 Hz), 6.58 (qd, 2H, J; —
15,0 Hz, J, = 1,5 Hz), 6.34 (s, 2H), 4.82 (s, 2H)

H,0
DMSO

—

T T T T
13 12 1 10

EtOAc
EtOAC
‘ EtOAc A
) "
T T T T T T
9 8 7 6 5 4

T
3 2 1 ppm

Yhdisteen 48 'H NMR -spektri (DMSO-dg).

130 NMR (DMSO-d;) 126 MHz: 167.7, 149.8, 143.0, 131.9, 128.8, 126.6, 126.2,
123.5, 116.3, 116.2, 116.1, 114.8, 114.6

MS(ESI-TOF): m/z 250,02 [M + Na]*

NMR:n perusteella foldameerin mukana on noin 0,04 ekvivalenttia EtOAc:ia
ja CHCl;:a. Naiilla liuotinjddmien osuuksilla alkuaineanalyysin virhe jaa alle
0,3 %-yksikkoon. Veden osuutta ei voi NMR:n perusteella arvioida, mutta

0,12 ekvivalenttiin asti maksimivirhe (hiili) pysyy alle 0,4 %-yksikossa.
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DMSO
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Yhdisteen 48 13C NMR -spektri (DMSO-dg).

13.2.2 Menetelmi B

o]
NH; Et;N fHz @
e - Ol —2— R
51 49 48
Synteesi tehtiin Minna Kortelaisen ja Aku Suhosen erikoistydselostusten poh-
jalta, joissa lahtoaineena oli kilytetty bentsoyylikloridia.?*% Synteesi tehtiin

typpi-ilmakehéssi ja kuivatuissa astioissa.

Puhtaan 2-aminobentsoyylikloridin sijaan ldhtoaineena kiytettiin aiemman
synteesin tuotetta (2-aminobentsoyylikloridi 51, taulukko 1, synteesi 3), jon-
ka ajateltiin sisdltdvin sekd 2-aminobentsoyylikloridia 51 ettd 2-aminobent-
soehappoa 49 1:1-suhteessa. Lihtoaine 51 yritettiin liuottaa THEF:iin 1am-
mityksen avulla, mutta tuloksena oli samea keltainen liuos, joka kuitenkin

kiytettiin sellaisenaan.
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Alkuaineanalyysi, C,3H,3N;0, 227,264 g/mol

Alkuaine Teoreettinen arvo % Mitattu k.a. % Virhe %-yks.

C 67,299 67,045 0,254
1 5,717 5,5865 0,133
N 17,842 17,660 0,182

Fenyleenidiamiini 50 (1,08 g; 10,0 mmol) linotettiin THEF:iin (25 ml) ja liu-
okseen lisdttiin Et;N (240 pl; 2,44 mmol), jonka jélkeen ldmpoétila nostettiin
refluksoitumisen vaatimalla tasolle. THF:iin liuotettu ldhtdaine 51 liséttiin
liuokseen vahitellen 100 minuutin aikana. Liuoksen viri muuttui kirkkaan kel-
lertavastd melko sameaksi ja vihertivin keltaiseksi. Liuosta refluksoitiin kaksi
tuntia, minka jilkeen liuos jatettiin jadhtymé&dn huoneenldmpoon. Reaktio-
astian pohjalla oli jonkin verran vaaleaa sakkaa. Liuos pyorohaihdutettiin ja

jaljelle jai ruskea, sakaton liuos. Liuos kiinteytyi 20 tunnin aikana.

Raakatuote sisédlsi TLC:n perusteella 4-5 yhdistettd. Tuote pylvaspuhdistet-
tiin (silika, EtOAc—CHCI; 50:50 -eluentti). Kaksi todennékéisintd yhdistettd
tuotteeksi eristettiin ja tutkittiin 'H NMR:lla ja MS:lla. Kumpikaan ei kui-

tenkaan osoittautunut tuotteeksi.

13.3 2-aminobentsoyylikloridi (51)

Tehtiin nelji synteesid hieman eri olosuhteissa (taulukko 1), joista mikddn
ei kuitenkaan tuottanut toivottua tulosta ja tunnistettavaa tuotetta, vaikka

osa synteesiohjeista perustui kirjallisuuteen.%5 66

Antraniilihappo 49 liuotettiin orgaaniseen liuottimeen tai SOCl,:iin. SOCl,:a
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o]

e}
50CI,
OH = cal
NH NH

49 ’ 51 ’
kiaytettiin ylimaarin. DMF:a kaytettiin reaktion edistimiseen kahdessa syn-
teesissd. Liuosta refluksoitiin vihintddn 30 minuuttia ja annettiin jadhtyé,

jonka jalkeen liuotin erotettiin. Jadnnds oli niukkaliukoista.

Yhden synteesin tuote pylvispuhdistettiin kahdesti (silika, CHCl,-MeOH
90:10 -eluentti) ja TLC osoitti tuoteseoksen siséltdvin kolme isompaa ja kak-
si pienemp#i komponenttia. Isommat komponentit tutkittiin ‘H NMR:lla.
Amidi- ja amiiniprotoneita ei voitu selkeésti 16ytdd, mika viittasi sithen, ettei

tuotetta ollut muodostunut tai jéljella.

TAULUKKO 1 2-aminobentsoyylikloridisynteesien olosuhteet

Synteesi 1 2 3 4

m(happo) / g 0,88 1,37 4.4 1,76

m(happo) / mmol 6,4 10 32 13

V(SOCl, / ml 2,0 8,0 10 10

n(SOC], / mmol 28 110 140 140

liuotin tolueeni CHCl; SOCI, SOCI,

V (liuotin) / ml 15 50 10 10
t(refluksointi) / h 4 20 0,5 0,5

muuta 3 tippaa DMF:a, - pylvés- 5 tippaa DMF':a,

argonilmakeh& puhdistus  SOCI, tislattiin
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13.4 N?-(2-bentsamidofenyyli)- N®-(2-(2-(6-((2-bentsami-
dofenyyli)karbamoyyli)pikolinamido)bentsamido)fe-
nyyli)pyridiini-2,6-dikarboksiamidi (43)

o]
NH, O /
NH
N + 2 HW@(OH
Ho h, N
o] o]
18 "

HOBt
EDC 1.-5°C, 30 min
Et:N 2.RT, 20h
THF

: o o :
NH 8] [e] [s] HM
b_\fw HN HN
< />—NH N= @ ) N\ HN
[s] \ / = Q
43

2-amino- N-(2-aminofenyyli)bentsamidi 48 (51 mg; 0,22 mmol), karboksyy-
lihappo 46 (150 mg; 0,42 mmol) ja HOBt (68 mg; 0,45 mmol) liuotettiin
THF:iin (50 ml), jolloin syntyi kirkas, hieman kellertava liuos. Liuos jadhdy-
tettiin alle 0 °C:n lampdtilaan ja annettiin sekoittua 45 minuuttia. Lisdttiin
EDC (100 ul; 0,57 mmol) ja Et;N (80 ul; 0,57 mmol) ja annettiin sekoittua 60
minuuttia, jonka jilkeen poistettiin jddhaude. Sekoitettiin huoneenlammossé
21 tuntia, minka aikana kirkas liuos kellertyi hieman. TLC-reaktioseurannan
perusteella tuotteen muodostuminen alkoi huoneenlimmaossa. Liuotin haih-
dutettiin, jolloin saatiin vaaleanharmaan kellertdvi, jihmed ja&nnds. Jéin-
nds livotettiin DCM:iin (20 ml), pestiin vedelld (3 x 40 ml) ja kuivattiin
NaySO,:lla. Linotin haihdutettiin ja saatiin vaaleanruskea jadnnos. Jaannos
pylvispuhdistettiin (silika, EtOAc-CHCIy 80:20 -eluentti) ja vakuumikuivat-

tiin. Vakuumikuivaus ei poistanut kaikkea eluenttia. Saanto 33,5 mg eli 8,7 %.

Sulamispiste 174-177 °C.
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'H NMR (DMSO-d;) 500 MHz: 12.91 (s, 1H), 11.04 (s, 1H), 10.60 (s, 1H),
10.53 (s, 1H), 10.23 (s, 1H), 10.20 (s, 1H), 9.80 (s, 1H), 8.37 (d, 1H), 8.32-8.22
(m, 4H), 8.18-8.12 (m, 2H), 7.93 (d, 1H), 7.76-7.66 (m, 4H), 7.62 (d, 1H),
7.60-7.54 (m, 3H), 7.50 (d, 1H), 7.43 (t, 1I), 7.39-7.32 (m, 3M), 7.32-7.24
(m, 4H), 7.10 (t, 1H), 7.08-6.99 (m, 4H), 6.95 (t, 1H), 6.64 (t, 1H)

H,0

DMSO

EtOAc

EtOAc
u EtOAC |
I

Foldameerin 43 'H NMR -spektri (DMSO-dg).

13C NMR (DMSO-d;) 126 MHz: 167.6, 166.1, 165.3, 161.4, 161.1, 160.8, 160.5,
148.1,147.8,140.3, 140.1, 137.8, 134.2, 133.1, 132.1, 131.5, 131.2, 131.0, 130.7,
130.5, 130.0, 128.5, 127.9, 127.8, 127.5, 127.2, 126.5, 126.1, 125.6, 125.5, 125.4,
125.3, 125.1, 124.9, 124.7, 124.6, 122.8, 122.1, 119.8

MS(ESI-TOF): m/z 936,10 [M + Na]*

NMR:n perusteella tuotteessa oli jaljelld noin 0,15 ekvivalenttia EtOAc:a,
miké jattad virheen vield huomattavaksi, hiilen osalta ldhes 2 %-yksikkoon.

NMR paljasti myos pienid madria muita epdpuhtauksia alifaattisella alueella.
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DMSO

WWMWMM | UUWWMMWW T

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Foldameerin 43 '3C NMR -spektri (DMSO-dg).

Alkuaineanalyysi, C53Hq9NgO-, 913,93 g/mol

Alkuaine Teoreettinen arvo % Mitattu k.a. % Virhe %-yks.

C 69,432 67,590 1,842
5] 4,371 4,331 0,040
N 13,600 12,710 0,890
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14 Kiteytykset ja kompleksoinnit

14.1 N? N?¥-(1,2-fenyleeni)bis(N®-(2-bentsamidofenyyli)-
pyridiini-2,6-dikarboksiamidi) (42)

14.1.1 Kiteytykset

Seitsenrenkaista foldameeria 42 kiteytettiin kahdeksasta eri puhtaasta liu-
ottimesta 4 mg:n néytteilld (taulukko 2). Liuotinta kiytettiin aluksi 0,5-1,0
ml ja sita lisdttiin 5-6 ml:aan, jos kiinted aine ei liuennut kokonaan. Liuke-
nemattomien néytteiden annettiin sekoittua huoneenlammossi kaksi vuoro-
kautta. Alkulivostilavuudeltaan 0,5 ml:in kiteytykset tehtiin koeputkessa ja
muut painokansipurkeissa. Haihtuvimpien liuottimien, asetonin ja DCM:n,
haihtumista rajoitettiin kansittamalla purkit, muissa tapauksissa liuottimen

annettiin haihtua rei’itetyn parafilmin lapi.

Foldameeri liukeni DM A:iin helposti ja DMF:iin melko hyvin. DMSO:ssa fol-
dameeri sen sijaan yllattdaen sakkasi. DMSO:sta saatiin kuitenkin kiteitd, kun
NMR-néyte jatettiin kiteytymadn. DCM liuotti myds hyvin. MeOH ja EtOAc
eivit liuottaneet foldameerid kokonaan. Tésté johtuen sakan ylapuolelta pi-
petoitiin liuos koeputkeen kiteytyméin. Siirron jilkeen koeputkeen lisédttiin
0,5 ml vastaavaa liuotinta, jottei kylldinen liuos muodostunut liian nopeasti.
Asetoniin liukeneminen vaati aikaa (< 1 vrk), mutta samanaikaista sekoit-
tamista ei tarvittu. Asetonista kiteytymistd tapahtui vasta kun liuotin oli
lihes kokonaan haihtunut. Etyyliasetaatista sen sijaan havaittiin sakkautu-

mista. Asetoni- ja DMSO-kiteet olivat heikkolaatuisia.
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TAULUKKO 2 Foldameerin 42 kiteytykset.

Liuotin V / ml Huomioita Kiteitd
Asetoni 6,0 liukeneminen n. 1 vrk:ssa kylld, huonolaatuisia
ACN 1,0 nopein kiteytyminen kylla
DCM 1,0 liukeni kylla
DMA 0,5 liukeni kylla,
DMF 0,5 liukeni kylla
DMSO-dg 0,5 saostui kylld, huonolaatuisia
EtOAc 6,0 ei liuennut kokonaan, liuennut ei, saostui
osuus siirrettiin kiteytyméan,
saostul
MeOH 6,0 ei liuennut kokonaan, liuennut kylla

osuus siirrettiin kiteytyméan

14.1.2 Kiderakenteet

Kiteytyessadin ACN:sta, DMF:sta, DMA:sta ja MeOH:sta foldameerin 42 ki-

dejérjestelmé oli trikliininen ja avaruusryhmi P-1 (taulukko 3, kuva 30).

ACN- ja DMA-kiteytykset kiteytyivéit isomorfisesti. Vain MeOH-kiteytyksen

kiderakenteeseen ei sisdltynyt vettd. Muissa kiteytyksissd vettd oli mukana

ja vetysidokset vesimolekyyleihin linkittivit foldameerit toisiinsa. Trikliini-

sen kidejarjestelméin foldameerit muodostivat kierteisen rakenteen, noin kak-

si kierrosta, jonka muodostumisessa foldameerin kaikkein kauimmaisten ami-

dien karbonyyliryhmilld on merkittava rooli vetysidosten vastaanottajana.

Vetysidosten luovuttajina toimivat karbonyyliryhméd seuraavien ja edelta-

vien amidien vedyt. Vetysidoksiksi huomioitiin kontaktit, joissa kulma on
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105° tai enemmaén ja kun vetysidoksen luovuttajaa ja vastaanottajaa erottaa

vahintaan kolme kovalenttista sidosta.

TAULUKKO 3 Foldameerin 42 kiderakenteen ominaisuuksia.

Kiteytys- Kide- Vettd kide- Liuotin- Vetysidoksia
liuotin rakenteen rakenteessa molekyyleji liuotin-
avaruus- kiderakenteessa molekyylien
ryhmé ja foldameerin
valilla
ACN P-1 kylla, 1 kpl kylla, 2 kpl kyll&
DCM P21/c el kylla, 1 kpl, epajar- ei
jestaytynyt
DMA P-1 kylla, 1 kpl kylla, 3 kpl (1 epé- kylla
jarjestaytynyt)
DMF P-1 kylla, 1 kpl kylla, 1 kpl, epdjar- kylla
jestaytynyt
MeOH P-1 kylla, 1 kpl kylla, 1 kpl kyll&

Foldameeri 42 kiteytyi DCM:sta monokliinisessd avaruusryhméssd P21 /c

(kuva 31). DCM ei odotetusti muodostanut vetysidoksia, eiké rakenteessa ol-

lut mukana vettd. Molekyylin konformaatio ei ollut enéé kierteinen johtuen

DCM:n sijainnista padtyrenkaiden vilissd ja ylimaardisestd vetysidoksesta

foldameerin toisessa péadssi. Foldameerimolekyylit jirjestaytyivit pareittain,

dimeerimaisesti.
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Kuva 30 Foldameerin 42 a) MeCN-, b) DMF- ja ¢) MeOH-kiteytysten ki-
derakenteet. Vetysitoutumattomat protonit poistettu selvyyden

vuoksi.

14.2 N?-(2-bentsamidofenyyli)- N®-(2-(2-(6-((2-bentsami-
dofenyyli)karbamoyyli)pikolinamido)bentsamido)fe-
nyyli)pyridiini-2,6-dikarboksiamidi (43)

14.2.1 Kiteytykset

Kahdeksanrenkaista foldameeria 43 kiteytettiin neljéstd liuottimesta 4 mg:n
naytteilld (taulukko 4) rei’itetylla parafilmilla peitetyissd koeputkissa. Liu-
otinta kiytettiin 1,0-2,0 ml. Lisdksi viides, DMSO-kiteytys tehtiin NMR-
naytteestd. ACN ja MeOH eivit liuottaneet foldameeris edes lammitettyna.
Molemmissa tapauksissa 24 tuntia seisoneesta néytteestd siirrettiin sakan
ylapuolinen liuos toiseen koeputkeen kiteytyméan. Erikoistyon puitteissa ei
ehditty saada kaikkia naytteitd kiteytyméan eikd mitattua kaikkia kiteité ja

ratkaistua rakenteita.
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KuvA 31 Foldameerin 42 kiderakenne DCM-kiteytyksestd. Padtyrenkai-
den véliin jadva livotinmolekyyli ja vetysitoutumattomat pro-

tonit poistettu selvyyden vuoksi.
14.2.2 Kiderakenteet

Kahdeksan aromaattista rengasta sisiltiavista foldameeristd 43 ehdittiin mi-
tata kaksi kiderakennetta (taulukot 5 ja 6, kuva 33), joista kummassakaan
ei ollut mukana vettd. Molemmat rakenteet, DCM:sta ja DMSO:sta kiteyty-
neet, kiteytyivit avaruusryhméssi P-1. DCM-kiteytyksessé foldameerit eivét
muodostaneet verkostoa vaan kaksi foldameerii muodosti dimeeriméisen ra-
kenteen kahden identtisen vetysidoksen avulla ((NH)1---O2 -vetysidokset, joi-
den pituus oli 2,045 A ja kulma 161,35°, "puuttuvan” vetysidoksen (NH)6---N2
pituus olisi 2,622 A ja kulma 84,12°). DMSO-kiteytys tuotti kaksoiskiteen,
jonka kiderakenne onnistuttiin kuitenkin méérittdmaéaan. T&lla kertaa fol-
dameerien vililla ei ollut vetysidoksia, vaan kaksi DMSO-molekyylid toi-
mi vetysidoksen vastaanottajina ((NH)1.-DMSO: 2,021 A ja 147,79° sekd
(NH)4---DMSO: 1,939 A ja 140,57°).
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KuvA 32 Nimetyt heteroatomit ja vetysidosten muodostajat foldameerissa,
42. Vetysitoutumattomat protonit poistettu selvyyden vuoksi.
Rakenne DMF-kiteytyksestd, mutta vastaa melko tarkasti ACN-
, DMA- ja MeOH-kiteytyksia.

14.3 N2-(2-aminofenyyli)- N°-(2-bentsamidofenyyli)pyri-
diini-2,6-dikarboksiamidi (45)

14.3.1 Kompleksointikiteytykset

Nelirenkaista foldameeria 45 kiteytettiin yhdessd TBA-F, TBA-CI ja TBA-
Br -suolojen kanssa neljistd liuottimesta (taulukko 7, s. 99). Tavoitteena oli
uusien kidemuotojen aikaansaaminen. Asetoni liuotti foldameerin ja suolan
huoneenlimmdssd, mutta liukeneminen vaati neljd vuorokautta. Muut liu-
ottimet vaativat ldmmitystd ja liuottimen lisdystd. Tavoitteena oli 8 mM
pitoisuus molempien yhdisteiden suhteen, mutta lammityksen aiheuttama
liuottimen haihtuminen ja liuottimen lisidminen muuttivat lopullista kon-

sentraatiota. Liuottimen lisdykset, 2 ml kerrallaan, tehtiin ennen lammitysté
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TAULUKKO 4 Foldameerin 43 kiteytykset.

Liuotin V / ml Huomioita Kiteitd

ACN 2,0 ei liuennut taysin ei ehtinyt muodostua

DCM 1,0 ei huomioita kylla

EtOAc 2,0 kiteytymistd 24 h:ssa  kylld

MeOH 2,0 ei livennut tdysin, ki- kylld, kiteet pienid ja neu-
teytymistd 9 vrk:ssa lamaisia, eivat tarpeeksi

suuria mitattavaksi

DMSO-dy 0,6 kiteytymistd 9 vrk:ssa  kylld

TAULUKKO 5 Foldameerin 43 kiderakenteen ominaisuuksia.

Kiteytysliuotin Liuotinmolekyyleji Vetysidoksia liuo-
kiderakenteessa tinmolekyylien ja

foldameerin valilla

DCM kylli, 1 kpl i
DMSO-d, kylls, 4 kpl (2 kpl epéi-  kylli
jarjestdytyneiti)

ja tata toistettiin tarpeen mukaan. Etanoli oli heikoin liuottamaan, mut-
ta tuotti nopeasti kiteitd. Yleisesti TBA-F:n ja TBA-Cl:n mukanaolo edisti
liukenemista parhaiten. EtOAc:ssa foldameeri saostui. Asetonissa ei ehtinyt
muodostua kiteitd. Aiemmin ratkaistuihin kidemuotoihin®® verrattuna ACN-
ja EtOH-kiteytykset tuottivat vain tunnettuja kidemuotoja, avaruusryhmil-

taan P2,2,12, ja P-1, eikd kiderakenteita néin ollen ratkaistu tarkemmin.
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TAULUKKO 6 Foldameerin 43 DCM- ja DMSO-kiteytysten intramoleku-

laaristen vetysidosten pituudet ja kulmat.

DMSO-d,

Kiteytys
DCM
Vetysidos Sidospituus
/A
(NH)2---01 2,125
(NH)2---N1 2,148
(NH)3---01 2,427
(NH)3---N1 2,270
(NH)3---(NH)4 2,330
(NH)5---04 1,848
(NH)5---N2 2,190
(NH)6---O4 2,183
(NH)7---O3 2,094

Kulma
/e
123,97
115,13
144,99
105,12
108,52
44,98
108,38
159,48
159,05

Sidospituus

/A
2,103
2,273
2,719
2,195
1,955
2,052
2,080
2,286
2,276
1,955

Kulma
/®

135,71
108,73
149,48
111,66
148,33
134,27
117,34
156,23
110,62
146,41

14.3.2 Foldameerin 45 ja TBA-F:n livostilan kompleksointi

Foldameerista 45 ja TBA-F:sta tehtiin NMR-néyteliuokset (DMSO-dg) suh-

teilla 1:4 ja 5:1. Naytteiden foldameerikonsentraatio oli 8 mM. NMR-putkeen

liséttiin ensin 300 pwl TBA-F-liuosta ja sitten 300 ul foldameeriliuosta. 1:4-

liuos muuttui keltaiseksi heti foldameerilisdyksen jilkeen. Kompleksoitumista

tutkittiin 'H NMR -spektrien muutoksista vertaamalla puhtaan foldameerin

45 spektriin (kuva 34). Puhtaan foldameerin spektriin verrattuna amidipii-

kit havisiviat ja aromaattisen alueen resonanssit eivit muodostaneet selkeitd
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KuvA 33 Foldameerin 43 DCM- (a) ja DMSO-kiteytysten (b) kideraken-

teet. Vetysitoutumattomat protonit poistettu selvyyden vuoksi

piikist6jd. 1:4-néytteessd erottui vain yksi selvéd tripletti (6.99 ppm), muu-
ten signaalit olivat epdsymmetrisid multiplettejd tai leveitd (n. 0.1 ppm).
5:1-nédytteessd erottui selvisti vain yksi tripletti (7.37 ppm) ja kloroformin
singletti (8.31 ppm). Erot puhtaan foldameerin spektriin verrattuna voivat
johtua kompleksoitumisesta tai DMSO:n muodostamista vetysidoksista. Eri
pitoisuuksien erona oli TBA-F-pitoisemman néytteen siirtyminen noin 0.1

ppm alakentille péin.
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KUVA 34 Puhtaan foldameerin 45 'H NMR -spektri.®?
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TAULUKKO 7 Foldameerin 43 kompleksointikiteytykset.

Livotin TBA-X m(43) m(TBA-X) n(43): Kidemuotojen
/ mg / mg n(TBA-X) avaruusryhmi

Asetoni - 9,9 - 1:0 ei kiteitéd

Asetoni  TBA-F 10,3 7,2 1,03:1 ei kiteita

Asetoni  TBA-CI 10,0 7,6 1:1,19 ei kiteita

Asetoni TBA-Br 10,0 7,8 1:1,06 ei kiteitéd

ACN - 10,0 ; 1:0 P-1

ACN  TBA-F 102 7.7 1:1,04 P-1

ACN TBA-Cl 10,0 6,7 1:1,05 P2,2,2,

ACN TBA-Br 10,3 7.7 1:1,01 P-1

EtOAc - 9,9 - 1:0 ei kiteitd

EtOAc  TBA-F 10,1 7,7 1:1,05 ei kiteita

EtOAc  TBA-Cl 10,1 6,2 1,04:1 ei kiteiti

EtOAc  TBA-Br 10,1 7.8 1:1,05 ei kiteiti

EtOH - 10,2 ; 1:0 P-1

EtOH TBA-F 10,1 7,4 1:1,03 P-1

EtOH  TBA-Cl 10,0 6,2 1,02:1 P-1

EtOH  TBA-Br 104 7,7 1:1,00 P-1
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15 Valmistetut yhdisteet

NHz O
Cj‘LN
N

NH3
48

0 0
C NH 0 o HN :
MH HN
NH N= @ JN N
g 7 =/ o
42

: o o) :
MNH o] o [o] HMN
G%&NH HN HN
NH N= @ V; N HN
g S =/ o
43



16

LAHTEET 101

16 Lahteet

[1]

2]

3]

4]

[5]

6]

H. Masu, I. Mizutani, T. Kato, I. Azumaya, K. Yamaguchi, K. Kishikawa
ja S. Kohmoto, Naphthalene- and anthracene-based aromatic foldamers
with iminodicarbonyl linkers: Their stabilities and application to a chiral
photochromic system using retro [4 + 4] cycloaddition, J. Org. Chem.,
2006, 71, 8037-8044.

J.-L. Hou, X.-B. Shao, G.-J. Chen, Y.-X. Zhou, X.-K. Jiang ja Z.-T.
Li, Hydrogen bonded oligohydrazide foldamers and their recognition for
saccharides, J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 12 386-12 394.

Z.-T. Li, J.-L. Hou ja C. Li, Peptide mimics by linear arylamides: A
structural and functional diversity test, Acc. Chem. Res., 2008, 41,
1343-1353.

D. Seebach, M. Overhand, F. Kiihnle ja B. Martinoni, S-peptides: Synt-
hesis by Arndt-Eistert homologation with concomitant peptide coupling.
structure determination by nmr and cd spectroscopy and by x-ray crys-
tallography. Helical secondary structure of a S-hexapeptide in solution

and its stability towards pepsin, Helv. Chim. Acta, 1996, 79, 913-941.

D. Appella, L. Christianson, I. Karle, D. Powell ja S. Gellman, S-peptide
foldamers: Robust helix formation in a new family of S-amino acid oli-

gomers, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 13071-13072.

Y. Hamuro, S. Geib ja A. Hamilton, Oligoanthranilamides. Non-peptide
subunits that show formation of specific secondary structure, J. Am.

Chem. Soc., 1996, 118, 7529-7541.



16

7l

8]

9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

LAHTEET 102

H.-P. Yi, J. Wu, K.-L. Ding, X.-K. Jiang ja Z.-T. Li, Hydrogen bonding-
induced aromatic oligoamide foldamers as spherand analogues to acce-
lerate the hydrolysis of nitro-substituted anisole in aqueous media, J.

Org. Chem., 2007, 72, 870-877.

H. Jiang, J.-M. Léger, C. Dolain, P. Guionneau ja I. Huc, Aromatic
~v-peptides: design, synthesis and structural studies of helical, quinoline-

derived oligoamide foldamers, Tetrahedron, 2003, 59, 8365-8374.

N. Delsuc, J.-M. Léger, S. Massip ja [. Huc, Proteomorphous objects
from abiotic backbones, Angew. Chem. Int. Ed., 2007, /6, 214-217.

E. R. Gillies, F. Deiss, C. Staedel, J.-M. Schmitter ja I. Huc, Develop-
ment and biological assesment of fully water-soluble helical aromatic

amide foldamers, Angew. Chem. Int. Fd., 2007, 46, 4081-4084.

E. Berni, C. Dolain, B. Kaufmann, J.-M. Léger, C. Zhan ja I. Huc, Ex-
panding the registry of aromatic amide foldamers: Folding, photochemi-

stry and assembly using diaza-anthracene units, J. Org. Chem., 2008,

73, 2687-2694.

Y.-X. Lu, Z.-M. Shi, Z.-T. Li ja Z. Guan, Helical polymers based on int-
ramolecularly hydrogen-bonded aromatic polyamides, Chem. Commaun.,

2010, 46, 9019-9021.

H. Jiang, J.-M. Léger ja I. Huc, Aromatic J-peptides, J. Am. Chem.
Soc., 2003, 125, 3448-3449.

N. Peet, L. Baugh, S. Sunder ja J. Lewis, Synthesis and antiallergic
activity of some quinolinones and imidazoquinolinones, J. Med. Chem.,

1985, 28, 208-302.



16

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

22|

LAHTEET 103

E. Berni, B. Kauffmann, C. Bao, J. Lefeuvre, D. Bassani ja 1. Huc,
Assessing the mechanical properties of a molecular spring, Chem. Fur.

J., 2007, 13, 8463-8469.

A. Khan ja S. Hecht, Towards photocontrol over the helix-coil transition
in foldamers: Synthesis and photoresponsive behavior of azobenzene-core
amphiphilic oligo(meta-phenylene ethynylene)s, Chem. Fur. J., 20086,
12, 4764-4774.

C. Dolain, A. Grélard, M. Laguerre, H. Jiang, V. Maurizot ja I. Huc, So-
lution structure of quinoline- and pyridine-derived oligoamide foldamers,

Chem. Eur. J., 2005, 11, 6135-6144.

I. Huc, V. Maurizot, H. Gornitzka ja J.-M. Léger, Hydroxy-substituted
oligopyridine dicarboxamide helical foldamers, Chem. Commun., 2002,

d78-579.

L. Delauriére, Z. Dong, K. Laxmi-Reddy, F. Godde, J.-J. Toulmé ja
I. Huc, Deciphering aromatic oligoamide foldamer-DNA interactions,

Angew. Chem. Int. Ed., 2012, 51, 473-477.

D.-W. Zhang, X. Zhao ja Z.-T. Li, Aromatic amide and hydrazide
foldamer-based responsive host-guest systems, Acc. Chem. Res., 2014,

47, 1961-1970.

T. de Greef ja E. Meijer, Supramolecular polymers, Nature, 2008, /53,
171-173.

J. Garric, J.-M. Léger ja I. Huc, Encapsulation of small polar guests in

molecular apple peels, Chem. Fur. J., 2007, 13, 8454-8462.



16

23]

[24]

[25]

[26]

[27]

28]

[29]

[30]

LAHTEET 104

M. Stone, J. Heemstra ja J. Moore, The chain-length dependence test,
Acc. Chem. Res., 2006, 39, 11-20.

Y.-X. Xu, G.-T. Wang, X. Zhao, X.-K. Jiang ja Z.-T. Li, Folding of aro-
matic amide-based oligomers induced by benzene-1,3,5-tricarboxylate

anion in DMSO, J. Org. Chem., 2009, 74, 7267-7273.

C. Sun, C. Ren, Y. Wei, B. Qin ja H. Zeng, Patterned recognition of ami-
nes and ammonium ions by a stimuli-responsive foldamer-based hexa-

meric oligophenol host, Chem. Commun., 2013, 49, 5307-53009.

C. Li, X. Zhao, X. Gao, Q. Wang ja Z. Li, Foldamer-derived preorganized
bi- and tri-zinc porphyrin tweezers for a pentafluorobenzene-bearing py-
ridine guest: The binding pattern study, Chin. J. Chem., 2013, 31, 582—
588.

R. Parra, H. Zeng, J. Zhu, C. Zheng, X. Zeng ja B. Gong, Stable three-
center hydrogen bonding in a partially rigified structure, Chem. Eur. J.,
2001, 7, 4352-4357.

J. Nowick, N. Powell, E. Martinez, E. Smith ja G. Noronha, Molecu-
lar scaffolds I: Intramolecular hydrogen bonding in a family of di- and

triureas, J. Org. Chem., 1992, 57, 3763-3765.

G. Dado ja S. Gellman, Intramolecular hydrogen bonding in derivatives
of f-alanine and ~y-amino butyric acid: Model studies for the folding of
unnatural polypeptide backbones, J. Am. Chem. Soc., 1994, 116, 1054—
1062.

Y. Wang, F. Bie ja H. Jiang, Controlling binding affinities for anions by
a photoswitchable foldamer, Org. Lett., 2010, 12, 3630-3633.



16

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

38

[39]

LAHTEET 105

C. Dolain, H. Jiang, J.-M. Léger, P. Guionneau ja I. Huc, Chiral induc-
tion in quinoline-derived oligoamide foldamers: Assignment of helical
handedness and role of steric effects, J. Am. Chem. Soc., 2005, 127,
12943-12951.

L. Pauling, R. Corey ja H. Brandon, The structure of proteins: Two
hydrogen-bonded helical configurations of the polypeptide chain, Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1951, 37, 205-211.

J. Kendrew, R. Dickerson, B. Strandberg, R. Hart, D. Davies, D. Phil-
lips ja V. Shore, Structure of myoglobins: A three-dimensional fourier

synthesis at 2 A. resolution, Nature, 1960, 185, 122-427.

F. Crick ja J. Watson, A structure for deoxyribose nucleic acid, Nature,

1953, 171, 737-738.

R. Cahn, C. Ingold ja V. Prelog, Specification of molecular chirality,
Angew. Chem. Int. Ed., 1966, 5, 385-415.

V. Prelog ja G. Helmchen, Basic principles of the cip-system and pro-
posals for a revision, Angew. Chem. Int. Ed., 1982, 21, 567-583.

C. Li, G.-T. Wang, H.-P. Yi, X.-K. Jiang, Z.-T. Li ja R.-X. Wang, Dias-
tereomeric recognition of chiral foldamer receptors for chiral glucoses,

Org. Lett., 2007, 9, 1797-1800.

A. Palmans, J. Vekemans, E. Havinga ja E. Meijer, Sergeants-and-
soldiers principle in chiral columnar stacks of disc-shaped molecules with

Cs symmetry, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1997, 36, 2648-2651.

R. Prince, S. Barnes ja J. Moore, Foldamer-based molecular recognition,

J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 2758-2762.



16

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

LAHTEET 106

Y. Ferrand, A. Kendhale, B. Kauffmann, A. Grélard, C. Marie, V. Blot,
M. Pipelier, D. Dubreuil ja I. Huc, Diastereoselective encapsulation of

tartaric acid by a helical aromatic oligoamide, J. Am. Chem. Soc., 2010,

182, 7858-7859.

M. Williams ja G. Young, Amino-acids and peptides. Part XVI. Further
studies of racemisation during peptide synthesis, J. Am. Chem. Soc.,

1963, 881-889.

G. Anderson ja F. Callahan, Racemization by the dicyclohexylcarbo-
diimide method of peptide synthesis, J. Am. Chem. Soc., 1958, 80,
2903-2904.

I. Bassi, O. Bonsignori, G. Lorenze, P. Pino, P. Corradini ja P. Temussi,
Structure and optical activity of a crystalline modification of isotactic

poly-(s)-4-methyl-1-hexene, J. Poly. Sci., 1971, 9, 193-208.

C. Pedersen, Cyclic polyethers and their complexes with metal salts, .J.

Am. Chem. Soc., 1967, 89, 2495-2496.

C.-Z. Li, Z.-T. Li, X. Gao ja Q.-R. Wang, Hydrogen bonded semi-
rigidified bispyridyl-incorporating aryl amide oligomers: Efficient “C’-
styled receptors for aliphatic ammoniums, a remarkable protonation ef-

fect and chiral induction, Chin. J. Chem., 1967, 25, 1417-1422.

Z.-Y. Xiao, J.-L. Hou, X.-K. Jiang, Z.-T. Li ja Z. Ma, Complexes between
hydrogen bonded bisporphyrin tweezers and cholesterol-appended ful-
lerenes as organogelators and liquid crystals, Tetrahedron, 2009, 65,

10182-10191.



16 LAHTEET 107

[47] B. Babtiste, F. Godde ja I. Huc, How can folded biopolymers and synt-
hetic foldamers recognize each other?, ChemBioChem, 2009, 10, 1765—
1767.

[48] J. Frackenpohl, P. Arvidsson, J. Schreiber ja D. Seebach, The outstan-
ding biological stability of - and v-peptides toward proteolytic enzy-
mes: An in vitro investigation with fifteen peptidases, ChemBioChem,

2001, 2, 445-455.

[49] A. Unciti-Broceta, F. Diezmann, C. Ou-Yang, M. Fara ja M. Bradley,
Synthesis, penetrability and intracellular targeting of fluorescein-tagged
peptoids and peptide-peptoid hybrids, Bioorg. Med. Chem, 2009, 17,
959-966.

[50] D. Monchaud ja M.-P. Teulade-Fichou, A hitchhiker’s guide to G-
quadruplex ligands, Org. Biomol. Chem., 2008, 6, 627-636.

[51] A. Khan, C. Kaiser ja S. Hecht, Prototype of a photoswitchable folda-
mer, Angew. Chem. Int. Fd., 2006, 45, 1878-1881.

[52] K. Wang, Y.-S. Wu, G.-T. Wang, R.-X. Wang, X.-K. Jiang, H.-B. Fu ja
Z.-T. Li, Hydrogen bonding-mediated foldamer-bridged zinc porphyrin-
Cgo dyads: ideal face-to-face orientation and tunable donor-acceptor in-

teracion, Tetrahedron, 2009, 65, 7718-7729.

[53] K. Lefler, D. Co ja M. Wasielewski, Self-assembly-induced ultra-
fast photodriven charge separation in perylene-3,4-dicarboximide-based

hydrogen-bonded foldamers, J. Phys. Chem. Lett., 2012, & 3798-3805.

[54] M. Wolffs, N. Delsuc, D. Veldman, N. V. Anh, R. Williams, S. Mes-

kers, R. Janssen, I. Huc ja A. Schenning, Helical aromatic oligoamide



16

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

LAHTEET 108

foldamers as organizational scaffolds for photoinduced charge transfer,

J. Am. Chem. Soc., 2009, 151, 4819-4829.

S. Choi, A. Isaacs, D. Clements, D. Liu, H. Kim, R. Scott, J. Winkler
ja W. DeGrado, De novo design and in vivo activity of conformationally
restrained antimicrobial arylamide foldamers, PNAS, 2009, 106, 6968—
6973.

B. Mensa, Y. Kim, S. Choi, R. Scott, G. Caputo ja W. DeGrado, An-
tibacterial mechanism of action of arylamide foldamers, Antimicrob.

Agents Chemother., 2011, 55, 5043-5053.

D. Liu, S. Choi, B. Chen, R. Doerksen, D. Clements, J. Winkler,
M. Klein ja W. DeGrado, Nontoxic membrane-active antimicrobial ary-

lamide oligomers, Angew. Chem. Int. Ed., 2004, /3, 1158-1162.

Y. Su, W. DeGrado ja M. Hong, Orientation, dynamics, and lipid inte-
raction of an antimicrobial arylamide investigated by °F and 3'P solid-

state NMR spectroscopy, J. Am. Chem. Soc., 2010, 132, 9197-9205.

M. Kortelainen, Oksoanionikuoppia jiljittelevdit synteettiset rakenteet,

pro gradu, Jyvaskylan yliopisto, Jyviaskyld, 2012.

A. Suhonen, Orgaanisten yhdisteiden kiintedin tilan rakennemddritysme-

netelmdt, pro gradu, Jyviskylan yliopisto, Jyvaskyléd, 2011.

S.-Y. Han ja Y.-A. Kim, Recent development of peptide coupling rea-
gents in organic synthesis, Tetrahedron, 2004, 60, 2447-2467.

Thermo Scientific, http://www.piercenet.com/method/carbodiimide-

crosslinker-chemistry, (8.4.2014).



16

[63]

|64]

[65]

|66]

LAHTEET 109

Y. Pu, R. Vaid, S. Boini, R. Towsley, C. Doecke ja D. Mitchell, A
practical method for functionalized peptide or amide bond formation

in aqueous-ethanol media with edc as activator, Org. Process Res. Deuv.,

2009, 13, 310-314.

Common Organic Chemistry, http://www.commonorganicchemistry.
com/Rxn_Pages/Amine to Amide Coupling/Amine to Amide
Coupling. HOBt EDC _Mech.htm, (8.4.2014).

7. Xia, K. Wang, J. Zheng, Z. Ma, Z. Jiang, X. Wang ja X. Lv, Copper-
catalyzed domino intramolecular cyclization: a facile and efficient ap-

proach to polycyclic indole derivatives, Org. Biomol. Chem., 2012, 10,
1602-1611.

K. Mahiwal, P. Kumar ja B. Narasimhan, Synthesis, antimicrobial eva-
luation, ot-QSAR and mt-QSAR studies of 2-amino benzoic acid deri-
vatives, Med. Chem. Res., 2012, 21, 293-307.



LIITTEET 110

LIITE 1
Foldameerin 42 1D ja 2D NMR -spektrit (DMSO-d4 ja CDCly)

.
- 1
__r]
202 - S _ _ _-10.959
198 - ° ;———— - ——10.911
=
o
w
218 _ - —10.243
g
s}
|
7.972
[=-]
= 7.970
mf 7.967
=20 = 5~7.959
X?.gsv
~ ] ‘\7.954
© 7.952
7.789
~ ] /7.781
f°° Z-7.777
T —7.770
4.28
=\ - %7.758
- \7.742
o] 7.727
7.606
7~ 27 6oa
408 o - t?.sgo
7.588
— _-7.514
210 2] ——7.498
/7.430
7.422
4_25/_ 7.421
- ~ I-7.418
S N
7.410
7.4086
N
w
r _-7.265
4.20 ——7.248
> /7.195
~ 7.183
%"’ -—/_—7.180
~ ——7.158
4.08 —_ —7.143
- \7.142
'g‘ 7.127

Foldameerin 42 levitetty "H NMR -spektri (DMSO-dy)



LIITTEET 111

0llL
|

165.87

Gol
|

- ——161.62

— ——1¢0.78

5148
|

o¥l
|

— —138.72

sElL
|

ocl
|

P -

14
!
1
|

U_

wdd ozl
|
a

Foldameerin 42 levitetty *C NMR -spektri (DMSO-d;)



LIITTEET 112

o © =

~ ] = % =) e
'S
~ ]
w . c@ ~

5 o¥ =
E < _
L - @ ——

g @ % S ——

wdd g9
78
'8
08
8L
9L
¥l
¢l
02+
89

0L 1L
| | I
wdd T

Foldameerin 42 COSY-spektri (DMSO-dy)



LIITTEET 113

N
- _|
(3]
-
=]
. -
(=] - [ —
=
R
_O_
[3,]
L
L
o
_o_
o
©o ]
[4,]
© |
o
o |
[4,]
@ |
(=] ?
o =
= %
—
—
. =
N
o
k=]
o
3

wdd
041
091
051
orl
0€L
021
0Ll

Foldameerin 42 HMBC-spektri (DMSO-dy)



LIITTEET 114

"
=
el
o
-
= L
[=} =
[
-
_C)_
»
L
-
-
_C)_
=
o
w
©e |
o
© |
o
e |
o = E————
: —
& E______k,
~ ] ? —
o ] %5;:;~f
2 —
4 H =
~ ] ¢
=
-]
k=]
3

wdd

011
091
051
[U4%
0€l -
021+
0kl

Foldameerin 42 HMQC-spektri (DMSO-dy)



LIITTEET 115

€l

[41%

=] _
© ]

;’__=.

| S—
~1 £

€IOHD

Y013

m
o)
N >
L I N
- S}
.38
- r m
o
>
(9]
o]
=]
=}
3

Foldameerin 42 levitetty "H NMR -spektri (CDCl;)



LIITTEET 116

- —11.218

- —11.134

wdd

r
I

(]
o
a

ha
o
1=}

| |=
w| @
@| (>

|8

FURE IR B R R e I B R I B S R I 15 R TR I [ [ B I -3 - S S )
@
w
=

g
o
1

4.14
2.07

|

]
w
=]

;

| 3cd
o
1=}
|

i

¢L ¢l v el 9L 'L 8L 6L 08 L'8 T8 €8 ¥8 68 98 L8 88 68 06 L6

=

w0

-
|

wdd

Foldameerin 42 levitetty "H NMR -spektri (CDCl;)



LIITTEET 117

Foldameerin 42 C NMR -spektri (CDCl,)
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LIITE 2
Foldameerin 43 1D ja 2D NMR -spektrit (DMSO-dg)
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LIITE 3
Yhdisteen 48 1D NMR -spektrit (DMSO-dg)
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LIITE 4

NZ2,N?-(1,2-fenyleeni) bis(N¢-(2-bentsamidofenyyli) pyridiini-2,6-dikarboksiamidi) (42), ACN

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 28.78%
Absorption correction

Max. and min. transmission
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [I=2sigma(I)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

CysH34NgOg - 2 CHHN - HhO
894.94

1732)K

0.71073 A

Triclinie

P-1

a=11.6438(2) A
b=12.0526(2) A B=98.7150(10)°.
¢=17.3568(3) A
2287.60(7) A®

2

1.299 Mg/m®

0.090 mm-!

936

0.28 x 0.24 x 0.16 mm®
1.89 to 28.78°.

<=16, -23<=]<=23

-15<=h<=15, -16<=
22724

11763 [R(int) = 0.0391]

98.6 %

Semi-empirical from equivalents
0.9858 and 0.9753

Full-matrix least-squares on F2
11763 /0/ 630

1.087

R1=10.0590. wR2 = 0.1196
R1=10.0899. wR2 = 0.1328
0.485 and -0.451 ¢. A7

o= 102.3950(10)°.

v=101.0190(10)°.
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NZ2,N?_(1,2-fenyleeni)bis(N6-(2-bentsamidofenyyli) pyridiini-2,6-dikarboksiamidi) (42), DCM

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 26.70%
Absorption correction

Max. and min. transmission
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [I=2sigma(I)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

C4sH34NgOg - CH2Cla

879.74

173K

0.71073 A

Monoclinic

P2l/c

a=2142244)A a=90°.

b=8.59630(10) A B=08.435(2)°.

¢=23.4432(5)A ¥=90°.
4270.45(13) A3

4

1.368 Mg/m?®

0.213 mm-!

1824

0.26 x 0.08 x 0.08 mm?

1.76 to 26.70°.

<=10, -29<=]<=27
15304

8910 [R(iat) = 0.0244]

98.6 %

Semi-empirical from equivalents
0.9832 and 0.9468

Full-matrix least-squares on F2
8910/0/614

1.019

R1=10.0532. wR2 = 0.1056
R1=10.1041. wR2 = 0.1265
0.520 and -0.466 ¢. A~
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NZ2,N?-(1,2-fenyleeni) bis(N6-(2-bentsamidofenyyli) pyridiini-2,6-dikarboksiamidi) (42), DMA

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

z

Density (calculated)
Absorption coeflicient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 26.70%
Absorption correction

Max. and min. transmission
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [I>2sigma(T)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

Cy5H34NgOg - C4HoNO DMA €50 H45 N9 08
899.95

173K

0.71073 A

Triclinic

P-1

a=11.7500(4) A o= 105.575(4)°.

b=12.2120(6) A B=199.439(3)".
¢=17.0988(6) A
2264.02(16) A3

2

1.320 Mg/n?®

0.092 mm*

944

0.18 x 0.10 x 0.10 mm?
1.78 to 26.70°.

9562 [R(int) = 0.0266]
99.8 %

Semi-empirical from equivalents
0.9909 and 0.9837

Full-matrix least-squares on F2
9562 /0/650

1.038

R1=10.0455 wR2 =0.1022

R1=0.0724. wR2=10.1133
0.203 and -0.210 e A
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NZ2,N?_(1,2-fenyleeni)bis(N6-(2-bentsamidofenyyli) pyridiini-2,6-dikarboksiamidi) (42), DMF

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

z

Density (calculated)
Absorption coeflicient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 26.70%
Absorption correction

Max. and min. transmission
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [I>2sigma(T)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

CyH34NgOs - C3H7NO - H2O
1032.12

132K

0.71073 A

Triclinie

P-1

a=11.7989(4) A o= 87.464(3)°.
b=12.1280(5) A B=87.205(3)°.
c=18.4010(8) A v=79.838(3)°.

2587.04(18) A3
2

1.325 Mg/
0.093 mm*
1088

0.22x 0.20 x 0.18 mm?

1.75 to 26.70°.

54121

10945 [R(int) = 0.0345]

99.9 %

Semi-empirical from equivalents
0.9834 and 0.9797

Full-matrix least-squares on F2
10945 /0/725

1.039

R1=10.0461. wR2 = 0.1098
R1=10.0610. wR2 = 0.1200
0.475 and -0.244 ¢ A3
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Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

z

Density (calculated)
Absorption coctficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 74.60°
Absorption correction

Max. and min. transmission
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigma(T)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

CugHayNgOg - CHLO
826.85

1232)K

1.54178 A

Triclinic

P-1

o= 91.830(3)°
B=105.781(3)°.
y=111.941(4)°.

a=118824(5) A
b=12.7973(5) A
¢=14.6130(5) A
1961.13(13) A3

2

1.400 Mg/m?

0.792 mm-!

864

0.56 x 0.14 x 0.06 mm?

3.18 to 74.60°.

=k<=15, -18<=1<=18

37631

7836 [R(inf) = 0.0383]

97.6 %

Semi-empirical from equivalents
0.9540 and 0.6655

Full-matrix least-squares on F2
7836 /0 /581

1.043

R1=10.0390. wR2 = 0.0978
R1=10.0453, wR2 =0.1038
0.216 and -0.306 . A3

132

NZ2,N?_(1,2-fenyleeni) bis(N6-(2-bentsamidofenyyli) pyridiini-2,6-dikarboksiamidi) (42), MeOH
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LIITE 5

Foldameerin 42 kiderakenteiden vetysidospituuksia ja -kulmia.

Foldameerin 42 kiderakenteiden vetysidospituuksia. DCM-kiteytyksen vetysi-
dokset poikkeavat (merkitty *:lla).

Vetysidospituudet eri kiteytysliuottimilla / A
Vetysidos ~ACN DCM* DMA DMF MeOH

(NH)2--O1 1,966 2,188* 1,903 1,914 1,947
(NH)2-+N1 2,222 2241 2199 2,238 2,190
(NH)3--O1 2,457 1,970% 2,234 2276 2271
(NH)3--N1 2251 2,192 2,257 2270 2,163
(NH)4--N2 2,273 2240 2292 2243 2227
(NH)4--06 2,307 2,199 2425 2429 2,543
(NH)5--N2 2,231 2,191 2240 2,213 2,247
(NH)5--06 1,910 1,989 1,958 1,930 1,942
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Foldameerin 42 kiderakenteiden vetysidospituuksia. DCM-kiteytyksen vetysi-
dokset poikkeavat (merkitty *:lla).

o

Vetysidoskulmat eri kiteytysliuottimilla /
Vetysidos ACN  DCM* DMA DMF MeOH

(NH)2---O1 141,54 150,11* 145,42 147,52 143,20
(NH)2---N1 110,74 112,20 109,95 108,61 110,83
(NH)3---O1 155,30 149,36* 157,27 159,08 149,51
(NH)3---N1 112,20 109,13 107,73 108,00 110,80
(NH)4---N2 109,40 110,79 106,61 111,25 111,86
(NH)4---O6 158,33 153,73 158,85 156,02 154,12
(NH)5---N2 108,69 111,22 109,90 110,78 108,05
(NH)5---O6 146,96 146,82 142,83 141,34 142,31
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Foldameerin 42 DCM-kiteytyksen vetysidosten vastaavuus muihin kiteytyksiin

ja vetysidoskulmat.

Vetysidokset Sidospituus / A Sidoskulma / °

muut, DCM (DCM-kiteytys) (DCM-kiteytys)
; (NH)1--02 1,945 145,99
(NH)2--01 (NH)2--04 2,188 150,11
(NH)2--N1 (NH)2--N1 2,241 112,20
(NH)3--O1 (NH)3--04 1,970 149,36
(NH)3--N1 (NH)3--N1 2,192 100,13
(NH)4--N2  (NH)4---N2 2,240 110,79
(NH)4--06  (NH)4---06 2,199 153,73
(NH)5--N2  (NH)5--N2 2,191 111,22
(NH)5--06  (NH)5--06 1,989 146,82




