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I. KIRJALLISUUSOSIO 

1. Johdanto 

Radikaalit on laajalti tutkittu ja kiinnostusta herättänyt aihe kemian alalla. Niiden löytymi-

nen ja olemassaolon yleinen hyväksyntä 1900-luvulla uudistivat vallalla olleen molekyy-

limalliteorian ja saattoivat radikaalien tutkimuksen kukoistukseen. Radikaaleilla on varsin 

pitkä ja vaiherikas historia orgaanisen kemian tieteenalana ja niiden ominaisuuksia ja reak-

tioita on esitelty useissa teoksissa ja katsausartikkeleissa.1 

Radikaalit ovat atomeja tai yhdisteitä, joilla on pariton elektroni uloimmalla elektronikuo-

rella. Pariton elektroni pyrkii pariutumaan toisen vapaan elektronin kanssa, minkä vuoksi 

radikaalit ovat useimmiten erittäin reaktiivisia. Ne ovat osallisina useissa prosesseissa niin 

teollisuudessa kuin ihmiskehossakin. Radikaalien reaktiivisuuden vuoksi ne esiintyvät 

usein niin kutsuttuina reaktiivisina välituotteina monissa reaktioissa niin orgaanisen- kuin 

polymeerikemiankin alalla, esimerkiksi radikaalipolymerisoinnissa. Ne ovatkin osallisena 

useiden eri materiaalien kuten muovien ja maalien valmistuksessa. Radikaalit voivat muo-

dostua esimerkiksi lämmön vaikutuksesta, fotokemiallisen reaktion tuotteena, pelkistymäl-

lä tai hapettumalla. Merkittävä osa radikaaleista esiintyy myös täysin stabiileina yhdisteinä. 

Tässä tutkielmassa tutustutaan radikaaleihin ja perehdytään erityisesti niiden stabiileihin 

muotoihin, joista tärkein ja suurin on nitroksyyliradikaalien ryhmä. Tutkielmassa esitellään 

niiden tärkeimmät ominaisuudet, valmistusmenetelmät, reaktiot ja biologiset vaikutukset.  

Kirjallisuusosion toinen merkittävä osa koostuu katsauksesta nitroksyyliradikaalien sovel-

luksiin erilaisissa spektroskopisissa menetelmissä ja lääketieteellisessä spektroskopiassa. 

Eräs lääketieteen, erityisesti lääketieteellisen fysiikan, suurimmista tutkimusaiheista on 

nykyisten ja uusien kuvantamismenetelmien kehittäminen. Hoitokeinojen kehittyessä pyr-

kimyksenä on ollut parantaa myös diagnostiikkaa. Yleisimmin käytössä olevat menetelmät 

ovat tehokkaita, mutta niihin liittyy useita puutteita, kuten haitallisen säteilyn tai radioak-

tiivisten yhdisteiden käyttö. Yhdeksi tärkeimmistä kriteereistä kuvantamismenetelmien 

kehitykselle onkin muodostunut noninvasiivisuus.  

Eräs yleisimmistä ja tehokkaimmista kuvantamismenetelmistä on magneettikuvantaminen 

(MRI). Ihmiskeho koostuu pääasiassa vedestä ja MRI perustuu veden ytimien ominaisuuk-

siin ja liikkeisiin.2 Tarkemmin sanottuna nämä ominaisuudet aiheuttavat kontrastieroja eri 
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kudosten välillä. Näitä eroja voidaan parantaa käyttämällä kuvantamisessa kontrasti- eli 

varjoaineita. Suuri osa magneettikuvantamisesta suoritetaankin käyttäen kontrastiaineita. 

Nykyisellään kliinisessä käytössä olevat kontrastiaineet voivat olla terveydelle haitallisia. 

Ne sisältävät gadoliniumia, joka on kehoon vapautuessaan myrkyllistä. Tutkielmassa esi-

tellään nitroksyyliradikaalit varteenotettavana mahdollisuutena uusiksi kontrastiaineiksi 

lääketieteelliseen kuvantamiseen. Orgaanisilla radikaaleilla voi olla tulevaisuudessa suuri 

rooli uusina vaarattomina kontrastiaineina.  

 

  



 

3 

 

2. Radikaalit 

Osiossa käydään lyhyesti läpi radikaalien historia. Reaktiivisten välituotteiden ja radikaali-

reaktioiden sijaan keskitytään tarkastelemaan stabiileja radikaaleja ja niiden suurinta ryh-

mää, nitroksyyliradikaaleja. Lisäksi pohditaan radikaalien stabiiliuteen vaikuttavia tekijöi-

tä. Nitroksyyliradikaalien stabiiliudella on tärkeä merkitys niiden lääketieteellisissä sovel-

luksissa sekä biologisten ominaisuuksien määrityksessä. 

2.1 Historia 

Käsite radikaali tunnettiin jo 1700-luvulla, tosin sen merkitys poikkesi nykyisestä melkoi-

sesti. Nimitystä käytettiin atomia vastaavasta orgaanisesta analogista, kuten esimerkiksi 

metyylistä.1c Orgaanisen kemian suurimpia oivalluksia 1800-luvulla olivat Couperin3 ja 

Kekulen4 hiilen sitoutumismallit ja van’t Hoffin5 keksintö näiden yhdisteiden kolmiulottei-

sesta rakenteesta. Teorioiden mukaan hiilen valenssiluku oli neljä eli se muodosti aina nel-

jä ekvivalenttia sidosta ja nämä neljä sidosta asettuivat niin, että molekyyli muodosti tetra-

edrin. 

Näiden vallitsevien teorioiden vuoksi Gombergin6 valmistama ensimmäinen radikaaliyh-

diste sai epäilevän vastaanoton sen poikkeavan rakenteen vuoksi. Gomberg valmisti en-

simmäisen radikaalimolekyylin, trifenyylimetyylin, vuonna 1900. Se muodostui trifenyy-

limetyylikloridin ja hopeajauheen reaktiossa hapettomissa oloissa (kuva 1). Yhdiste esiin-

tyi radikaalina vain liuoksissa, mikä ilmeni liuoksen keltaisena värinä. Gombergin radikaa-

li ei kuitenkaan ollut niin stabiili, että se olisi voitu eristää liuoksesta.  

 

Kuva 1. Gombergin trifenyylimetyyliradikaalin valmistus. 
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Gombergin löydöksen jälkeen radikaalitutkimus alkoi kiinnostaa useita tutkijoita orgaani-

sen kemian uutena tieteenalana. Tutkimus keskittyi trifenyyliradikaaleihin, ja Schlenkin7 

vuonna 1910 syntetisoima tris(4-bifenylyyli)metyyli (kuva 2) poisti lopulta kaiken epäilyk-

sen radikaalien olemassaolosta.  

 

Kuva 2. Tris(4-bifenylyyli)metyylin rakenne. 

Seuraava mullistus koettiin, kun pystyttiin osoittamaan stabiilien radikaalien olemassaolo.  

Tähän asti radikaaleja oli esiintynyt vain liuoksissa ja yritykset eristää niitä liuoksista joh-

tivat yhdisteiden dimerisoitumiseen. Koelsch8 valmisti vuonna 1931 vinyyliradikaalin, 1,3-

bisdifenyleeni-2-fenyyliallyylin (BDPA) (kuva 3), joka voitiin eristää ja käsitellä normaa-

lien kemikaalien tapaan huoneenlämmössä ja normaali-ilmanpaineessa. Käsite ”stabiili 

radikaali” oli niin epäuskottava, että julkaisu hylättiin. Vasta 26 vuotta myöhemmin Koe-

lschin tuotteen rakenne varmistettiin ESR-spektroskopian avulla ja alkuperäinen kirjoitus 

julkaistiin sellaisenaan. 

 

Kuva 3. 1,3-bisdifenyleeni-2-fenyyliallyylin rakenne. 

2.2 Radikaalien ominaisuudet 

Yleisesti ottaen radikaalien perusominaisuudet ja niiden erot tavallisiin molekyyleihin ai-

heutuvat niiden parittomasta elektronista. Radikaalien ominaisimpana piirteenä pidetään 

reaktiivisuutta. Kuitenkin radikaalien stabiiliuteen vaikuttavat useat eri tekijät ja stabiilien 

radikaalien kirjo on hyvinkin laaja. Tietyissä yhteyksissä ne on jaoteltu kahteen eri ryh-

mään: stabiilit (stable) ja pysyvät (persistent) radikaalit. Pysyviksi radikaaleiksi kutsutaan 

radikaaleja, joiden olemassaolo voidaan todeta esimerkiksi spektroskopisilla menetelmillä, 

mutta joita ei voida eristää tai käsitellä ilman hajoamista. Tällaiset yhdisteet voivat esiintyä 
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radikaaleina esimerkiksi liuoksissa, mutta eristämisen tuloksena ne yleensä muodostavat 

dimeerin. Stabiilit radikaalit taas ovat niin stabiileja, että niitä todella voidaan eristää, puh-

distaa ja käsitellä huoneenlämmössä ja normaali-ilmanpaineessa kuten tavallisia kemikaa-

leja. Yleisimmät stabiilien radikaalien ryhmät ovat fenyyli-, hydratsyyli- ja nitroksyylira-

dikaalit. Näistä tärkein ja tutkituin on nitroksyyliradikaalien ryhmä. 

Radikaalien pariton elektroni aiheuttaa toisen niiden merkittävistä ominaisuuksista: radi-

kaalit ovat siirtymämetallien tavoin paramagneettisia. Paramagneettisilla aineilla on pysy-

vä magneettinen dipoli. Radikaalien paramagneettisilla ominaisuuksilla on suuri merkitys 

useissa sovelluksissa, erityisesti EPR eli elektronin paramagneettinen resonanssi – spektro-

skopiassa, kuten myöhemmin kappaleessa 3 tullaan näkemään.  

Radikaalit voivat reagoida pääasiassa neljällä eri tavalla.1a Kolme yleisintä tapaa ovat   

substituutioreaktio, additio kaksoissidokseen ja reaktio toisen radikaalin kanssa. Neljäs ja 

harvinaisin tapa on disproportionaatioreaktio. Radikaalin reagoidessa toisen radikaalin 

kanssa syntyy varaukseton molekyyli. Elektronin additio taas tuottaa anionin ja elektronin 

poistaminen kationin. Nämä voivat edelleen toimia vastaavasti nukleofiilinä tai elektrofii-

linä seuraavissa reaktioissa. Radikaalien on myös mahdollista reagoida niin, että radikaali-

keskus pysyy koskemattomana.9 Tämä on mahdollista stabiileimmilla radikaaleilla, esi-

merkiksi spin-leimojen valmistuksessa. 

2.3 Nitroksyyliradikaalit 

Nitroksyyliradikaalit ovat tunnetuin stabiilien radikaalien ryhmä. Niiden perusrakenne on 

esitetty kuvassa 4. Olennaisinta niiden rakenteessa on radikaalikeskuksena toimiva nitrok-

sidi-ryhmä, joka on sitoutunut kovalenttisesti kahteen sivuryhmään. Yleisesti niiden raken-

netta kuvaillaan N,N-disubstituoiduiksi NO-radikaaleiksi. Muita nimityksiä ryhmälle ovat 

nitroksidit ja harvoin käytetty aminoksyylit. Sivuryhmät voivat olla joko orgaanisia tai 

epäorgaanisia substituentteja. Alkyylisivuryhmät voivat olla primäärisiä, sekundäärisiä tai 

tertiäärisiä, vaikkakin kaksi ensin mainittua ovat muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta 

hyvin epästabiileja. Nitroksyyliradikaalien stabiiliutta on käsitelty erikseen luvussa 2.3.1. 

 

Kuva 4. Nitroksyyliradikaalin perusrakenne. 
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Epäorgaaninen Fremyn suola oli ensimmäinen löydetty nitroksyyliradikaali.10 Yhdistettä 

käytetään hapettimena orgaanisessa synteesissä. Ensimmäisen orgaanisen nitroksyyliradi-

kaalin, porfyreksidiinin, eristivät Piloty ja Schwerin11 vuonna 1901.  Kuvassa 5 on esitetty 

näiden aikaisimpien nitroksyyliradikaalien rakenteet. Lebedevin ja Kazarnovskiin12 sekä 

Hoffmannin13 julkaisut mullistivat stabiilien radikaalien tutkimuksen 60-luvulla julkaise-

malla TEMPO:n ja di-t-butyylinitroksyylin rakenteet (kuva 5).  

 

Kuva 5. Ensimmäisten nitroksyyliradikaalien rakenteita. 

Nitroksyyliradikaalien yleisimmät käyttökohteet ovat orgaanisessa synteesissä, materiaali-

kemiassa, biofysiikassa ja biolääketieteessä.14 Materiaalikemian alalla niitä on sovellettu 

muun muassa molekyylimagneeteissa15 ja paristoissa16. Nitroksyyliradikaalit ovat poolisia, 

pääasiassa kiinteitä tai nestemäisiä aineita. Niiden ominaisuuksiin kuuluu kyky muodostaa 

vetysidoksia, pH-herkkyys ja muiden radikaalien tapaan paramagneettisuus. Nitroksyylira-

dikaalit kuuluvat -radikaalien ryhmään. Niiden vapaa elektroni sijaitsee hajottavalla *-

SOMO-rajaorbitaalilla (yhden elektronin miehittämä molekyyliorbitaali, singly occupied 

molecular orbital). Koska vapaan elektronin delokalisaatioenergia on suhteellisen suuri 

(noin 120 kJ/mol), N-O – sidosta voidaan kuvata kolmen elektronin sidokseksi ja sen si-

dosluku on 1,5. N-O sidoksen pituus nitroksyyliradikaaliessa on noin 1,23-1,29 Å, eli se 

muistuttaa ominaisuuksiltaan enemmän N-O kaksoissidosta, jonka sidospituus on 1,20 Å, 

kuin yksinkertaista N-O sidosta (1,44 Å). Nitroksyyliradikaalit ovat neutraaleja yhdisteitä 

ja protonoidun TEMPO:n pKa-arvo on -5,8.17 Nitroksyyliradikaalit, kuten radikaalit yleen-

sä, absorboivat valoa sellaisella aallonpituusalueella, joka saa aikaan niille ominaisen kirk-

kaan värin. Esimerkiksi yksi yleisimmistä nitroksyyleistä, TEMPO, on väriltään oranssi ja 

di-tert-butyylinitroksyyli punaoranssi.  



 

7 

 

Useilla nitroksyyliradikaaleilla on käytössään vakiintuneita lyhenteitä. TEMPO:n lisäksi 

yleisimpiä niistä ovat TEMPOL (4-hydroksi-2,2,6,6-tetrametyylipiperidin-1-oksyyli) 

PROXYL (2,2,5,5-tetrametyylipyrrolidiini-1-oksyyli) ja DOXYL (4,4-

dimetyylioksoatsolidiini-1-oksyyli). Kuvassa 6 on esitetty muutamien yleisimpien nitrok-

syyliradikaalien rakenteita. 

 

Kuva 6. Nitroksyyliradikaalien rakenteita. 

Nitroksyyliradikaalit voivat hapettua tai pelkistyä vastaavasti oksoammoniumkationiksi tai 

hydroksyyliamiinianioniksi (kuva 7). Tällöin ne muodostavat diamagneettisia yhdisteitä 

menettäen paramagneettisuutensa. Tätä ilmiötä voidaan yhdessä EPR-spektroskopian kans-

sa hyödyntää elektroninsiirtoreaktioiden tutkimuksissa.18 Elektroninsiirtoreaktioiden reak-

tionopeuksia on pystytty tutkimaan hapettamalla nitroksyyliradikaaleja rutenium-

komplekseilla, mikä voidaan havaita EPR-signaalin heikkenemisenä. Reaktionopeudet on 

pystytty määrittämään sekä liuoksissa että spin-leimoissa. 

 

Kuva 7. Nitroksyyliradikaalien hapettuminen ja pelkistyminen. 
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Imidatsolipohjaiset nitroksyyliradikaalit ovat pH-sensitiivisiä ja ne ovatkin osoittautuneet 

hyviksi pH-indikaattoreiksi EPR-menetelmällä.19 Yhdisteiden pH-sensitiivisyys perustuu 

asemassa kolme olevan typen protonoitumiseen (kuva 8).  

 

Kuva 8. Imidatsoliumpohjaisten nitroksyyliradikaalien protonoitumismekanismi.20  

Protonoituminen saa vastaavasti aikaan muutoksen yhdisteen EPR-spektrissä, mikä havai-

taan hyperhienon kytkeymisvakion (a) ja g-kertoimen muutoksina. Nämä muutokset on 

helppo havaita mittaamalla EPR-spektri pK-arvoa vastaavassa pH:ssa. Tällöin puolet yh-

disteestä esiintyy protonoituneessa muodossa ja puolet perustilassa ja spektrissä voidaan 

havaita kaksi signaalia, jotka vastaavat yhdisteen eri muotoja. Varsinkin suuritaajuuksisilla 

ESR-laitteistoilla mitattaessa signaalien erottuminen on hyvä.  

2.3.1 Stabiilius 

Nitroksyyliradikaalien tärkein ominaisuus on niiden stabiilius. Radikaalien stabiilius koos-

tuu useista eri tekijöistä. Näiden tekijöiden joukosta voidaan kuitenkin osoittaa kaksi pää-

seikkaa, jotka vaikuttavat radikaalien rakenteiden stabiiliuteen: delokalisaatio ja steerisyys. 

Kun tarkastellaan tunnettujen stabiilien radikaalien rakenteita, kuten Gombergin trifenyy-

limetyyliä, huomataan, että sen rakenne on steerisesti hyvin estynyt. Lisäksi se sisältää 

kolme fenyylirengasta, jotka muodostavat -systeemin, johon vapaa elektroni voi delokali-

soitua. Myös nitroksyyliradikaalien stabiilius perustuu näihin kahteen seikkaan. Pariton 

elektroni delokalisoituu -systeemin sijaan typen ja hapen väliseen sidokseen (kuva 9). 

Elektronin delokalisaatioenergian suuruus dialkyylinitroksyyliradikaaleissa on noin 125 

kJ/mol.21  

 

Kuva 9. Nitroksyyliradikaalin resonanssimuodot. 
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Vielä merkittävämmässä asemassa on N-O•-ryhmään sitoutuneiden sivuryhmien tarjoama 

steerinen suoja. Rakenteet, jotka sisältävät -protonin ovat huomattavasti reaktiivisempia 

kuin rakenteet, joilla -asemassaan on liittynyt esimerkiksi kaksi hiiliketjua. Nitroksyylira-

dikaali reagoi itsensä kanssa muodostaen hydroksyyliamiinin ja nitronin.22 

 

Kuva 10. -protoni-nitroksyyliradikaalien disproportoituminen.23 

Muutamaa kuvassa 11 esitettyä poikkeusta24 lukuun ottamatta nitroksyyliradikaalit, joilla 

on -asemassa protoni, ovat erittäin reaktiivisia. Yhdiste on stabiili, sillä se on estynyt 

muodostamaan nitronia Bredt’n säännön mukaisesti. 

 

Kuva 11. Stabiilien -protoni-nitroksyyliradikaalien rakenteet. 

Nitroksyyliradikaalien stabiiliutta mitataan yleisesti tutkimalla niiden kemiallista tai elekt-

rokemiallista pelkistymistä hydroksyyliamiineiksi (kuva 12). Usein menetelmiä käytetään-

kin rinnakkain parantamaan tulosten tarkkuutta. Kemiallisena pelkistimenä käytetään 

yleensä askorbiinihappoa tai sen suolaa, askorbaattia. Joissain tapauksissa askorbaatti on 

ainoa toimiva pelkistin.25 Eräs askorbaatin käytön hyödyistä on se, että se esiintyy pelkis-

tävänä komponenttina usein myös biologisissa matriiseissa kuten veressä. 

 

Kuva 12. Nitroksyyliradikaalien pelkistys elektrokemiallisesti yhden elektronin pelkistyk-

sellä tai kemiallisesti askorbiinihapolla. 
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Nitroksyyliradikaalien pelkistymispotentiaaleista on suoritettu kattavia mittauksia elektro-

analyyttisillä menetelmillä.26 Lisäksi niiden stabiiliutta on arvioitu mittaamalla niiden pel-

kistymisreaktioiden kinetiikkaa.27 Yksi parhaista menetelmistä on kuitenkin seurata nitrok-

syyliradikaalien pelkistymisreaktioita EPR-spektroskopian avulla. Pelkistyessään nitrok-

syyliradikaalit menettävät paramagneettisuutensa, mikä havaitaan EPR-signaalin häviämi-

senä. Muun muassa Yamasaki et al.28 ovat tutkineet nitroksyyliradikaalien rakenne-

reaktiivisuussuhdetta. Tutkimuksien perusteella voitiin päätellä, että suurikokoisemmat 

sivuryhmät suojaavat radikaalikeskusta (kuva 13). Kuvasta voidaan kuitenkin huomata, 

että spiro-rengas-sivuryhmät eivät suuresta koostaan huolimatta stabiloi nitroksyyliradikaa-

lien rakenteita yhtä tehokkaasti kuin pienikokoisemmat metyyli- ja etyylisivuryhmät. Tämä 

selittyy sivuryhmien heterosyklisestä rakenteesta. Happi- ja typpiatomit tekevät sivuryh-

mistä elektroneja puoleensavetäviä. Elektroneja puoleensavetävät ryhmät, kuten heterosyk-

lit ja karbonyyli destabiloivat nitroksyylien rakennetta. Näiden lisäksi fenyylisivuryhmät 

destabiloivat nitroksyyliradikaalien rakenteita, sillä tällöin elekrtroni voi delokalisoitua 

typen ja hapen välisen sidoksen sijaan aromaattiseen renkaaseen. 

 

Kuva 13. Nitroksyyliradikaalien rakenteiden vaikutus radikaalin EPR-signaalin häviämis-

nopeuteen.28 
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Malliesimerkki sivuryhmien koon vaikutuksesta yhdisteen stabiiliuteen on myös kuvassa 

13 esitettyjen TEMPO:n vertailu TEEPO:n kanssa.29 Askorbiinihapon ja radikaalin välisen 

reaktion vapaan Gibbsin energian suuruus on metyyliversiolla negatiivinen, kun taas etyy-

liversiolla se on positiivinen.30 Myös renkaan koko vaikuttaa yhdisteen stabiiliuteen. Viisi-

renkaiset nitroksyyliradikaalit ovat osoittautuneet stabiilimmiksi kuin kuusirenkaiset yhdis-

teet.19 Viisirenkaisiin yhdisteisiin kuuluvat muun muassa pyrrolidiini- ja imidatsoliiniyh-

disteet, jotka ovat osoittautuneet erittäin stabiileiksi.31 Kuitenkin etyyliryhmillä substituoitu 

kuusirenkainen piperidiinioksyyli yltää lähes samalle stabiiliustasolle viisirenkaisten kans-

sa.32 Metyyliryhmien korvaaminen etyyliryhmillä parantaa myös viisirenkaisten rakentei-

den, jo valmiiksi stabiilia luonnetta.20, 33  Renkaan kokojen aiheuttamat erot yhdisteiden 

stabiiliudessa ovat vaikeasti selitettävissä. Renkaiden elektrokemiallisilla pelkistymispo-

tentiaaleilla ei ole merkittäviä eroja, joten erot saattavat johtua nitroksyyliryhmän steerises-

tä lähestyttävyydestä.27b 

2.3.2 Valmistus 

Rozantsev ja Sholle34 ovat kirjoittaneet kattavan katsausartikkelin nitroksyyliradikaalien 

valmistuksesta. Yleisin tapa valmistaa nitroksyyliradikaaleja on hapettaa vastaava disubsti-

tuoitu amiini. Hapettimena voidaan käyttää muun muassa peroksideja ja peroksihappoja. 

Kuvassa 14 on havainnollistettu retrosynteettisellä analyysillä eri valmistusmenetelmiä. 

 

Kuva 14. Nitroksyyliradikaalien valmistus a) amiinien hapetuksella, b) hydroksyyliamii-

neista, c) nitroneista d) nitroyhdisteistä, e) nitrosoyhdisteistä. 
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2.3.2.1 Amiinien hapetuksella 

Vastaavan amiinin hapetus on ylivoimaisesti tutkituin ja käytetyin menetelmä nitroksyyli-

radikaalien valmistuksessa (kuva 15). Hapettimena voidaan käyttää hydroperoksideja, ve-

typeroksidia useiden katalyyttien läsnä ollessa, hopea- tai lyijyoksidia, perhappoja, per-

volframaatteja tai bentsoyyliperoksidia.  Käytetyimmät hapetusmenetelmät ovat kuitenkin 

vetyperoksidi volframaatin läsnä ollessa34 ja perhapot, etenkin m-klooriperbentsoehappo 

(m-CPBA)35. Vetyperoksidia käytettäessä ongelmaksi saattaa muodostua sekundääristen ja 

tertiääristen amiinien huono vesiliukoisuus.36  

 

Kuva 15. Esimerkki TEMPOn valmistuksesta 2,2,6,6-tetrametyylipiperidiinin hapetuksella 

Hapettumisreaktion mekanismi pysyi kauan epäselvänä tutkijoille. Shi ja Li37 tutkivat 

amiinien hapetusta perhapoilla käyttäen EPR- ja DFT- (tiheysfunktionaalinen teoria, densi-

ty function theory) -tekniikoita. He selvittivät muun muassa reaktion mekanismin, reaktii-

visen välituotteen ja transitiotilojen rakenteet sekä aktivoitumisenergioiden suuruudet. Ku-

vassa 16 on esitetty mekanismi pyrrolidiinioksyylin muodostumiselle pyrrolidiinistä per-

etikkahapon vaikutuksesta.  

 

Kuva 16. Reaktiomekanismi pyrrolidiinioksyylin muodostumiselle pyrrolidiinin rea-

goidessa peretikkahapon kanssa.37 
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Reaktiossa peretikkahappo muodostaa reaktiivisen peroksyyliradikaalivälituotteen, joka 

reagoi spontaanisti amiinin kanssa muodostaen vastaavan nitroksyyliradikaalin. Reaktion 

nopeutta rajoittava vaihe on karboksyyliradikaalin muodostuminen. Reaktiossa amiinin 

kanssa peroksyyliradikaalin terminaalinen happi siirtyy amiinin typelle.  Tätä seuraa ve-

dynsiirtoreaktio, jossa vety siirtyy amiinilta karbonyylin hapelle. Lopputuotteena saadaan 

nitroksyyliradikaali.  

2.3.2.2 Hydroksyyliamiineista 

Hydroksyyliamiinien hapetus oli yksi aikaisimmista menetelmistä nitroksyyliradikaalien 

valmistuksessa. Menetelmään soveltuvat miedommat hapettimet kuten kaliumpermanga-

naatti, fluori, (elo)hopeaoksidi, lyijy(IV)oksidi ja nikkeliperoksidi. Ensimmäinen orgaani-

nen nitroksyyliradikaali, porfyreksidiini, valmistettiin hydroksyyliamiinin hapetuksella. 

Reaktiossa käytettiin hapettimena kaliumferrisyanidia (kuva 17). 

 

Kuva 17. Nitroksyyliradikaali porfyrexidin valmistus 1-hydroksy-2,4-di-imino-5,5-

dimetyyli-imidatsoliinistä. 

Yleinen menetelmä aromaattisten nitroksyylien valmistukselle on synteesi, jonka ensim-

mäisessä vaiheessa hydroksyyliamiini valmistetaan nitrosoyhdisteestä Grignardin reaktiol-

la (kuva 18). Toisen vaiheen hapetuksessa yleisin hapetin on hopeaoksidi. 

 

Kuva 18. Aromaattisten nitroksyyliradikaalien valmistus. 

Alifaattiset nitroksyyliradikaalit ovat varsin lyhytikäisiä, mutta niitä voidaan valmistaa 

tällä menetelmällä tai vaihtoehtoisesti fotolyysillä. Menetelmää voidaan soveltaa myös 

syklisten nitroksyyliradikaalien valmistuksessa.  
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2.3.2.3 Nitroni-, nitro- ja nitrosoyhdisteistä 

Nitroksyyliradikaaleja voidaan valmistaa nitroneista.38 Reaktiossa käytetään organometal-

liyhdisteitä, yleisimmin Grignardin reagenssia tai organolitiumyhdisteitä. Kuvassa 19 on 

esitetty reaktiolle kaksi vaihtoehtoista reittiä. Nitronin reagoidessa organometalliyhdisteen 

kanssa syntyy deprotonoitu hydroksyyliamiini, joka hapetetaan edelleen nitroksyyliradi-

kaaliksi (reitti a). Vaihtoehtoinen reitti kulkee hydroksyyliamiinin kautta (reitti b). 

 

Kuva 19. Nitroksyylien valmistus nitroneista organometaalien kanssa; reitti a: depro-

tonoidun hydroksyyliamiinin; reitti b: hydroksyyliamiinin kautta.38 

Nitronit ovat hyviä radikaaliloukkuja, mikä tarjoaa hyvät lähtökohdat nitroksyylien valmis-

tukselle.39 Reaktiossa tapahtuu radikaalin additio hiilen ja typen väliseen kaksoissidokseen. 

Tällöin on kuitenkin vaarana, että reaktion tuotteena syntyvä nitroksyyliradikaali reagoi 

radikaalin kanssa muodostaen alkoksiamiinin (kuva 20). 

 

Kuva 20. Nitroksyyliradikaalien valmistus nitronien toimiessa radikaaliloukkuna sekä nit-

roksyylin mahdollinen jatkoreaktio radikaalin R• kanssa. 
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Nitroksyyliradikaaleja voidaan valmistaa myös nitroyhdisteistä pelkistämällä. Hoffmann ja 

Kentaro13 käyttivät menetelmää valmistaessaan ensimmäisinä di-tert-

butyylinitroksyyliradikaalin. Menetelmässä käytettiin pelkistimenä metallista natriumia. 

Pelkistymisreaktion mekanismi on esitetty kuvassa 21.40 Kyseinen menetelmä ei kuiten-

kaan ole yleisessä käytössä. Muita sopivia pelkistimiä ovat alkyyli- ja aryylilitium ja – nat-

riumyhdisteet, litiumalumiinihydridi, t-butyylimagnesiumkloridi tai Grignardin reagenssi. 

 

Kuva 21. Nitroksyyliradikaalien valmistus nitroyhdisteistä.40 

Nitroksyylejä voidaan valmistaa myös nitroso-yhdisteiden pelkistyksellä. Initiaatioreaktio-

na tapahtuu fotolyysi, minkä tuloksena muodostunut radikaali reagoi nitroson kanssa (kuva 

22). 

 

Kuva 22. Nitroksyyliradikaalin valmistus nitrosoyhdisteestä.34 
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2.3.2.4 Muut menetelmät 

Nitroksyyliradikaaleja voidaan valmistaa myös nitroniyhdisteistä reaktiolla vapaiden radi-

kaalien kanssa. Meyerin menetelmässä alkyylifenyylieetteri reagoi typpihapon kanssa, 

minkä jälkeen reaktio perkloorihapon kanssa tuottaa diaryyli-immoniumoksidiperkloraatin, 

joka pelkistetään jodidilla nitroksyyliksi (kuva 23). 

 

Kuva 23. Meyerin menetelmä.34 

2.3.3 Reaktiot 

Nitroksyyliradikaalien stabiilin luonteen vuoksi niille ovat ominaisia reaktiot, joissa radi-

kaalikeskus ei osallistu itse reaktioon.9 Rozantsevin ja Shollen41 katsausartikkelin toisessa 

osassa on esitelty useita nitroksyyliradikaalien reaktioita. Lisäksi nitroksyyliradikaalien 

yleisintä käyttökohdetta syntetiikassa, alkoholien hapetusta, käsitellään kattavasti useissa 

katsausartikkeleissa.23, 39, 42 Muita mahdollisia kohteita hapetusreaktioille ovat amiinit, fos-

fiinit ja sulfidit. Tässä kappaleessa käsitellään ainoastaan menetelmistä merkittävin, alko-

holien hapetus. Muita nitroksyyliradikaaleja voidaan käyttää myös inhibiittoreina hapettu-

mis- ja polymerisoinireaktioissa, sillä ne voivat reagoida muiden radikaalien kanssa muo-

dostaen neutraaleja yhdisteitä. 

2.3.3.1 Alkoholien hapetus 

Nitroksyyliradikaalien yleisin käyttökohde orgaanisessa synteesissä on primääristen ja se-

kundääristen alkoholien hapetus vastaaviksi ketoneiksi, aldehydeiksi ja karboksyylihapoik-

si.23, 42 Menetelmä on mieto, yksinkertainen ja selektiivinen. Nitroksyyliradikaalit ovat 

poikkeuksellisia hapettimia, sillä ne voivat toimia myös antioksidantteina pelkistysreakti-

oissa. Nitroksyyliradikaalit voivat toimia hapetusreaktioissa joko katalyytteinä tai suoraan 
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hapettimina. Tällöin hapettimen aktiivinen muoto on oksoammonium-ioni. Oksoammoni-

umioni on nitroksyyliradikaalin hapettunut muoto ja se voi muodostua disproportionaatio-

reaktiolla hapon vaikutuksesta, kuten kuvassa 24 on esitetty. Reaktiossa käytetty happo, 

tarkemmin sanottuna haposta muodostuva vastaioni, määrittää muodostuvan oksoammoni-

umin stabiiliuden. Yksi yleisimmin käytetyistä hapoista on HBF4, jolloin vastaionina toimii 

BF4
-. Muita yleisesti käytettyjä vastaioneja ovat kloridi (Cl-), bromidi (Br-) ja perkloraatti 

(ClO4
-). 

 

Kuva 24. Nitroksyyliradikaalin disproportionaatio oksoammoniumioniksi ja hydroksyyli-

amiiniksi hapon vaikutuksesta.43 

Happamat olosuhteet suosivat sekundääristen alkoholien hapettumista. Tällöin hapettumi-

nen on myös hidasta. Korkea pH taas suosii primäärisiä alkoholeja, ja reaktio on nopea. 

Nopeusero on selitettävissä kuvassa 25 esitetyillä mekanismeilla.  

 

Kuva 25. Alkoholien hapetus a) happamissa39 b) emäksisissä42 olosuhteissa TEMPO:n 

avulla. 

Reaktiossa (a) tapahtuu hydridin siirto alkoholilta oksoammoniumille, ja sekundääriset 

alkoholit ovat parempia hydridin luovuttajia kuin primääriset alkoholit. Emäksisissä olo-

suhteissa (b) reaktio on selektiivinen primääristen alkoholien hapetukselle, myös sekundää-

a) 

b) 

i 

ii 
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risten alkoholien läsnä ollessa.43 Reaktion selektiivisyys perustuu reaktiossa muodostuvan 

intermediaatin (ii) rakenteeseen. Elektrofiilistä typpiatomia on suojaamassa neljä metyyli-

ryhmää, ja kookkaat sivuryhmät alkoholilla aiheuttaisivat steerisen esteen reaktiolle. 

Yllä esitetyissä esimerkeissä TEMPO:a on käytetty stoikiometrinen määrä. Tällöin okso-

ammoniumioni joudutaan yleensä valmistamaan erikseen, mikä voi olla hankalaa sen epä-

stabiiliuden vuoksi. Käytännöllisempää onkin käyttää nitroksyyliradikaalia katalyyttinä. 

Tällöin reaktiossa on mukana stoikiometrinen määrä kohapetinta, joka palauttaa nitroksyy-

likatalyytin takaisin aktiiviseen muotoonsa in situ. Yleisesti käytetään Anellin olosuhteita, 

jolloin hapettimena toimii natriumhypokloriitti dikloorimetaanissa.44 Bromidi toimii reak-

tiossa kokatalyyttinä (kuva 26). 

 

Kuva 26. Katalyyttinen sykli alkoholin hapetusreaktiolle natriumhypokloriitilla TEMPO-

katalyytin läsnä ollessa. 

Kokatalyyttinä voidaan käyttää myös siirtymämetalleja. Esimerkiksi kuparikatalyytit ovat 

yleisesti tutkittuja ja käytettyjä kokatalyyttejä nitroksyyliradikaalien katalysoimissa alko-

holien hapetusreaktioissa. Kuvassa 27 on esitetty katalyyttinen sykli alkoholin hapettumi-

selle TEMPO:n ja kuparin katalysoimana. Toisin kuin aiemmissa menetelmissä, kyseisessä 

reaktiossa hapettuminen ei ole oksoammoniumionin vaan kuparin katalysoima.45 Lisäksi 

menetelmässä ei tarvita erillistä kohapetinta. Lisäksi huomattavaa reaktiossa on TEMPO:n 

regenoituminen hapen vaikutuksesta. 
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Kuva 27. Katalyyttinen sykli kuparin ja TEMPO:n katalysoimalle alkoholin 

hapetukselle.45 

Edellä mainittujen menetelmien lisäksi hapetuksissa tarvittavan oksoammoniumin valmis-

tuksessa on hyödynnetty elektro-46 ja valokemiaa47. Myös kiraalisia48 ja immobilisoituja49 

niroksyyliradikaaleja on testattu katalyytteinä alkoholien hapetusreaktioissa. 

2.3.3.2 Pelkistymisreaktiot 

Nitroksyyliradikaalien pelkistymistä hyödynnetään muun muassa tutkittaessa niiden stabii-

liutta. Yleisin pelkistin on askorbiinihappo, jolloin nitroksyyliradikaalit pelkistyvät hyd-

roksyyliamiineiksi.50 Käytettäessä voimakkaampaa pelkistintä kuten natriumsulfidia saa-

daan pelkistymistuotteeksi sekundäärinen amiini.51  

 

Kuva 28. Nitroksyyliradikaalien pelkistyminen hydroksyyliamiineiksi ja sekundäärisiksi 

amiineiksi. 
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Nitroksyyliradikaalit pelkistyvät myös esimerkiksi hydratsobentseenillä (kuva 29).52 Mene-

telmä on hyödyllinen, kun halutaan tutkia nitroksyyliradikaalien rakenteita NMR-

spektroskopialla (ydinmagneettinen resonanssispektroskopia). Reaktio voidaan suorittaa 

yksinkertaisesti NMR-näyteputkessa ja pelkistymisreaktio on erittäin nopea. 

 

Kuva 29. Nitroksyyliradikaalin pelkistys hydratsobentseenillä. 

2.4 Radikaalien biologiset vaikutukset 

Nitroksyyliradikaalien biologisista vaikutuksista on tehty useita tutkimuksia. Kiinnostus 

tutkimusta kohtaan sai alkunsa 1960-luvulla, kun nitroksyyliradikaalien havaittiin herkis-

tävän bakteereja tuhoavalle säteilylle.53 Tätä seurasivat niiden sovellukset spin-leimoina54 

ja verenpainetta alentavina aineina55. 

Vapaita radikaaleja esiintyy kehossa luonnollisesti ja ne ovat välttämättömiä muun muassa 

tulehduksien ja taudinaiheuttajien torjunnassa.56 Radikaaleja syntyy muun muassa aineen-

vaihdunnan sivutuotteina, kuten soluhengityksessä ja entsyymien toiminnassa. Lisäksi ne 

ovat osallisina solujen välisissä viestintämekanismeissa, jotka säätelevät esimerkiksi solu-

jen kasvua. Vääränlainen ravinto, elämäntavat ja ilmansaasteet voivat laukaista radikaalien 

tuotannon. Liiallista vapaiden radikaalien määrää pidetään terveydelle haitallisena, sillä se 

voi aiheuttaa tilan nimeltä oksidatiivinen stressi. Oksidatiivinen stressi aiheutuu kehon 

hapettumis-pelkistymis-tasapainosuhteen vääristymisestä. Kyseisessä tilassa suhde on kal-

listunut hapettuneelle puolelle johtuen joko antioksidanttien puutteesta tai hapettavien ai-

neiden liikaesiintymästä. Tällaisia hapettavia aineita ovat pääasiassa reaktiiviset happi- 

(reactive oxygen species, ROS) ja typpiyhdisteet (reactive nitrogen species, RNS), kuten 

superoksidi (•O2
-), hydroksyyli (•OH), nitroksidi (•NO) sekä alkoksyylit (•OR) ja perok-

syylit (•OOR). Niitä muodostuu lähinnä ihmisen hapenottoon liittyvissä prosesseissa. Ra-

dikaalit voivat aiheuttaa rasvahappojen härskiintymistä, proteiinivaurioita ja DNA-

mutaatiota. Edellä mainutut seikat taas voivat aiheuttaa solujen toimintahäiriöiden kautta 

muun muassa sydänsairauksia, neurologisia ongelmia ja syöpää.  
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Keholla on oma entsyymeistä koostuva antioksidatiivinen puolustusmekanismi oksidatii-

vista stressiä vastaan. Lisäksi ravinnon kautta saatavat antioksidantit inaktivoivat radikaa-

leja. Varsin uutena löydöksenä on todettu, että myös reduktiivinen stressi on 

mahdollinen.57 Reduktiivinen stressi on vastine oksidatiiviselle stressille. Reduktiivisessa 

stressissä pelkistävien aineiden lisääntynyt osuus aiheuttaa hapetus-pelkistystasapainon 

siirtymän pelkistyneelle puolelle. Ilmiöillä on keskenään hyvin samankaltaiset vaikutuset. 

Nitroksyyliradikaalien on osoitettu vähentävän oksidatiivisen stressin vaurioita. Tämän 

vuoksi nitroksyyliradikaaleja pidetään niin kutsuttuina superoksididismutaasin (SOD) jäl-

jittelijöinä.56 Entsyymi SOD on antioksidantti, joka katalysoi superoksidin hajoamista ve-

typeroksidiksi ja hapeksi. Entsyymi on suurikokoinen molekyyli, eikä näin ollen pysty 

läpäisemään solumembraaneja, mikä estää sen akkumuloitumisen solujen sisään. Nitrok-

syyliradikaalit sitä vastoin voivat toimia antioksidantteina myös solunsisäisesti. Nitroksyy-

liradikaalit jäljittelevät entsyymin toimintaa seuraavasti: 

RR'NO· + ·O2
- + 2H+  [RR'NO+] + H2O2 (1a) 

[RR'NO+] + ·O2
-  RR'NO· + O2 (1b) 

2 ·O2
- + 2H+  H2O2 + O2 (1c) 

Nitroksyyliradikaalien kyky toimia antioksidantteina perustuu hydroksyyliamiinien kykyyn 

luovuttaa protoni. Kuten ylläolevista kaavoista huomataan, nitroksyyliradikaali toimii pro-

sessissa katalyyttinä, eli se ei kulu reaktiossa ja palaa lopuksi takaisin aktiiviseen muotoon-

sa. Nitroksyyliradikaalit ehkäisevät hapettavia vaurioita myös muilla tavoilla. Ne reagoivat 

vapaiden radikaalien kanssa muodostaen neutraaleja, reagoimattomia yhdisteitä. 

RR'NO· + R''·  RR'NOR'' (2) 
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Lisäksi nitroksyyliradikaalit ovat hapettumis-pelkistymis-aktiivisia.58 Ihmiskehossa ne 

voivat esiintyä kaikissa kuvassa 30 esitetyissä muodoissa. 

 

Kuva 30. Nitroksyyliradikaali sekä sen hapettunut ja pelkistynyt muoto. 

Nitroksyyliradikaaleja voidaan käyttää malliaineina tutkittaessa oksidatiivista stressiä. 

Näissä tutkimuksissa nitroksyyliradikaalien voidaan olettaa vastaavan reaktiivisia radikaa-

leja, vaikka ovatkin stabiileja. Käytännössä tutkimuksissa mitataan radikaalien pelkistymi-

sestä tai hapettumisesta johtuvaa signaalin häviämistä yleisimmin in vivo EPR:lla. Oksida-

tiivista stressiä voidaan tutkia myös EPR-kuvantamisella. 

Nitroksyyliradikaalit voivat toimia ihmiskehossa myös säteilysuoja-aineina (radioprotec-

tor).59 Ne ovat aineita, jotka suojaavat soluja haitalliselta, ionisoivalta säteilyltä. Tällaiset 

aineet voivat olla tarpeellisia esimerkiksi ydinonnettomuuksien yhteydessä tai sädehoitopo-

tilailla niin kutsuttuina kliinisinä säteilysuoja-aineina. Merkittävin tutkimus aiheesta on 

TEMPOL:n kaljuuntumista vähentävä vaikutus potilailla, jotka ovat saaneet sädehoitoa 

aivoihin.60 Ionisoivan säteilyn haitallisuus perustuu pääosin DNA-vaurioihin. Suuri osa 

näistä DNA-vaurioista aiheutuu vapaiden radikaalien vaikutuksesta. Nitroksyyliradikaalien 

toiminta säteilysuoja-aineina perustuu muun muassa niiden reagointikykyyn vapaiden ra-

dikaalien kanssa, mikä näin ollen välillisesti vähentää DNA-vaurioita. 
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3. Elektronin paramagneettinen resonanssispektroskopia (EPR) 

Radikaalien havaitseminen ja analysointi vaatii erityismenetelmiä niiden ainutlaatuisen 

rakenteen vuoksi. Eräs orgaanisen kemian käytetyimmistä analyysimenetelmistä, NMR-

spektroskopia, ei sellaisenaan sovellu radikaalien rakenteiden tutkimukseen johtuen niiden 

paramagneettisuudesta. Radikaalien rakennetta voidaan kuitenkin muokata kemiallisesti. 

Yleisin keino on pelkistää nitroksyyliradikaali vastaavaksi hydroksyyliamiiniksi. Mene-

telmä on helppo ja reaktio voidaan suorittaa nopeasti suoraan NMR-näyteputkessa.52 Tä-

män lisäksi on olemassa kehittyneitä NMR-tekniikoita, kuten CIDNP (kemiallisesti indu-

soitu dynaaminen ydinpolarisaatio, Chemically Induced Dynamic Nuclear Polarization), 

joilla voidaan mitata paramagneettisia molekyylejä. Dynaaminen ydinpolarisaatiomene-

telmä perustuu polarisaation siirtämiseen parittomalta elektronilta ytimelle.61 Stabiileja 

radikaaleja voidaan analysoida yksinkertaisesti myös massa- (MS) tai infrapunaspektro-

metrialla (IR). MS-ionisaatiotekniikoista paras vaihtoehto radikaaleille on sähkösumu-

tusionisaatio (ESI), sillä se on erittäin hellävarainen menetelmä.62  

Radikaalien tutkimiseen on kehitetty ainutlaatuinen analyysimenetelmä, elektronin para-

magneettinen resonanssi (EPR) –spektroskopia. EPR-spektroskopiasta käytetään yleisesti 

myös nimitystä elektronin spin resonanssi (ESR) –spektroskopia. Se on ylivoimaisesti käy-

tetyin menetelmä paramagneettisten aineiden tutkimuksessa. EPR-spektroskopiaa, sen teo-

riaa ja sovelluksia, on käsitelty useissa teoksissa.63 Menetelmä kehitettiin Neuvostoliitossa 

Zavoiskyn tutkimusryhmässä vuonna 1945 siirtymämetallikompleksien analyysimenetel-

mäksi. Menetelmän tutkimusta vauhditti mikroaaltotekniikan kehittyminen toisen maail-

mansodan aikaan. Sittemmin menetelmän herkkyyttä ja resoluutiota on parannettu lukuisin 

uusin sovelluksin.  

EPR-menetelmä soveltuu ainoastaan paramagneettisten aineiden tutkimiseen sekä neste-

mäisessä että kiinteässä muodossa oleville näytteille.52 EPR-spektroskopiaa hyödynnetään 

muihin tekniikoihin yhdistettynä niin fysiikan, kemian, biokemian kuin lääketieteenkin 

aloilla. Menetelmä soveltuu paramagneettisten yhdisteiden analysoinnin lisäksi radikaali-

reaktioiden seurantaan ja niiden reaktiomekanismien selvittämiseen. Radikaalit esiintyvät 

reaktiivisina välituotteina esimerkiksi monissa elektroninsiirtoreaktioissa, jotka ovat osalli-

sina muun muassa useissa biologisissa prosesseissa kuten fotosynteesissä. 
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3.1 Teoria 

EPR-spektroskopia on verrattavissa NMR-spektroskopiaan, sillä teoria ilmiöiden takana on 

periaatteiltaan sama. Oleellisin ero menetelmien välillä on se, että EPR-spektroskopiassa 

seurataan elektronien ja NMR-spektroskopiassa ytimien käyttäytymistä. Elektronit ja pro-

tonit ovat kvanttimekaanisilta ominaisuuksiltaan erittäin samankaltaisia ja näin ollen ne 

käyttäytyvät lähes identtisesti. Kummallakin on pysyvä magneettinen dipolimomentti. 

Elektronin magneettinen dipolimomentti on kuitenkin 103 kertaa suurempi kuin protonin. 

Elektroneilla magneettinen dipolimomentti aiheutuu elektronin spin- ja rataimpulssimo-

menteista, jotka ovat seurausta niiden liikkeestä ytimen ympärillä. Elektronin tai protonin 

joutuessa ulkoiseen magneettikenttään, sen spinit toimivat sauvamagneettien tavoin ja aset-

tuvat joko magneettikentän suuntaisesti vai vastaisesti. Tämä aiheuttaa elektronien energia-

tilojen jakaantumisen kahteen eri energiatilaan (kuva 31). Ilmiötä kutsutaan Zeemanin-

ilmiöksi.  

 

Kuva 31. Zeemanin-ilmiön mukainen elektronin energiatasojen jakautuminen magneetti-

kentässä. 
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Korkea energiatila vastaa elektroneja, joiden spinit ovat suuntautuneet magneettikentän 

vastaisesti ja matalampi taas elektroneja, joiden spinit ovat asettuneet magneettikentän 

suuntaisesti. Tiloja kuvataan EPR:ssa suureilla ms = ± 1/2. Elektronien jakautuminen ener-

giatilojen välillä noudattaa Boltzmannin lakia: 

= /( ) (3) 

Kaavassa esiintyvät h, , k ja T ovat vastaavasti Planckin vakio, säteilyn taajuus, Boltz-

mannin vakio ja absoluuttinen lämpötila. Kun näytteeseen kohdistetaan tietyn taajuuden, , 

omaavaa monokromaattista elektromagneettista säteilyä, elektronit siirtyvät alemmalta 

energiatasolta ylemmälle. Siirtymiseen tarvittava energia vastaa absorboidun säteilyn taa-

juutta: 

= = g B  (4) 

Kaavassa g on g-kerroin, B Bohrin magnetoni ja B0 magneettikentän voimakkuus. Näihin 

käsitteisiin palataan tarkemmin hieman myöhemmin. Käytännössä säteilyn taajuus pide-

tään yleensä vakiona, ja muuttamalla magneettikentän voimakkuutta energiatilojen ero 

saadaan vastaamaan säteilyn taajuutta. Tämä taajuus taas vastaa elektronien spinien pre-

kessiotaajuutta. Prekessiota kutsutaan Larmorin prekessioksi ja ilmiö on havainnollistettu 

kuvassa 32.  

 

Kuva 32. Larmorin prekessio. 
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Toisin sanoen ilmiössä spinin pyörimisakseli kiertyy ulkoisen magneettikentän suuntaises-

ti. Kaiken kaikkiaan edellä mainituissa olosuhteissa elektronit alkavat liikkua energiatilo-

jen välillä. Detektointi tapahtuu seuraamalla absorptiokäyrän kulmakerrointa. Itse spektri 

muodostuu absortiokäyrän ensimmäisestä derivaatasta (kuva 33). 

 

Kuva 33. EPR absorptiokäyrä ja sen ensimmäinen derivaatta. 

Kuten kuvasta nähdään, jokaista absorptiovyötä vastaa kaksi signaalia, positiivinen ja ne-

gatiivinen. Nollakohta niiden välissä vastaa taas absorptiokäyrän maksimikohtaa. Elektro-

nin magneettisen momentin suuruuden vuoksi EPR-spektroskopiassa käytetään mikroaal-

toja vastaavaa säteilytaajuutta. Näistä säteilytaajuuksista EPR-spektrokopiassa yleisimmin 

käytetty on X-kaista.  

Tärkeimpiä käsitteitä EPR-spektroskopiassa ovat g-kerroin (g-factor) ja ylihieno kytkey-

tyminen (hyperfine coupling). Ne vastaavat NMR-spektroskopian kemiallista siirtymää ja 

kytkentävakiota J. Kuvassa 34 on esitetty kaksi yksinkertaista EPR-spektriä, joilla on py-

ritty havainnollistamaan näitä käsitteitä.  
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Kuva 34. Esimerkkejä yksinkertaisista EPR-spektreistä a) Signaalin g-tekijä. b) Metyyli-

radikaalin (•CH3) EPR-spektri, ja hyperhieno kytkeytymisvakio a. 

Nämä tekijät ovat riippuvaisia elektronien kemiallisesta ja fysikaalisesta ympäristöstä. Yli-

hieno kytkeytyminen aiheutuu ytimen spinien vuorovaikutuksesta elektronien spinien 

kanssa. Nämä vuorovaikutukset saavat aikaan lisäenergiatasoja, joiden välillä spinit voivat 

myös liikkua. Tämän johdosta signaalit pilkkoutuvat multipleteiksi, joiden intensiteettija-

kaumat noudattavat Pascalin kolmiota. Signaalin pilkkoutuminen määräytyy ytimen spin-

luvun (I) perusteella kaavan 2I+1 mukaisesti. Kytkeytymisvakio a ilmoitetaan magneetti-

kentän voimakkuuden yksikkönä, joko gausseina (G) tai millitesloina (mT). 

Vapaan elektronin g-tekijä on 2,0023. Myös orgaanisilla ja epäorgaanisilla radikaaleilla g-

tekijä on aina noin kaksi, siirtymämetallikomplekseilla taas arvo voi vaihdella nollan ja 

kuuden välillä. Pelkästään g-tekijän ja hyperhienon kytkeytymisvakion perusteella voidaan 

jo päätellä paljon radikaalin rakenteesta. 

3.2 Sovellettuja EPR-tekniikoita 

EPR-spektroskopialla on useita sovelluksia molekyylitieteiden, polymeerikemian, ympäris-

tötieteiden ja katalyysin tutkimuksessa. Sovelletuilla EPR-tekniikoilla on pystytty paran-

tamaan esimerkiksi spektrien resoluutiota.63e Tällaisia tekniikoita ovat muun muassa multi-

resonanssi- ja pulssitetut EPR-tekniikat. Multiresonanssitekniikoista yleisin on ENDOR 

(elektroni-ydin kaksoisresonanssi, electron-nuclear double resonance) -menetelmä. Pulssi-
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tetuista tekniikoista taas yleisessä käytössä on PELDOR (pulssitettu elektroni-elektroni 

kaksoisresonanssi, pulsed electron-electron double resonance). Menetelmällä mitataan 

etäisyyksiä perustuen dipolaarisiin elektroni-elektroni kytkeytymisiin.64 Lisäksi sillä voi-

daan selvittää yhdisteiden konformaatiojakaumia, monomeerien lukumääriä ja spinien 

suuntautumista toisiinsa nähden.  

Lyhytikäisten radikaalien tutkimuksessa voidaan käyttää menetelmää nimeltään spin trap-

ping.65 Siinä lyhytikäinen radikaali reagoi toisen yhdisteen, kuten nitronin, kanssa muodos-

taen pidempi-ikäisen radikaalin, esimerkkitapauksessa nitroksyyliradikaalin. Näin muodos-

tunutta radikaalia kutsutaan sekundääriseksi radikaaliksi.  

3.3 Spin-leimaus 

Spin-leimaus on menetelmä, jolla voidaan tutkia bioaktiivisten membraanien tai suurten 

makromolekyylien rakenteita ja dynamiikkaa EPR-spektroskopialla.63d Yleensä tutkittavat 

molekyylit eivät itsessään sisällä paramagneettista keskusta. Spin-leimat ovat molekyylejä, 

jotka antavat vasteen paramagneettisessa mittauksessa. Leimoina käytetään yleisimmin 

nitroksyyliradikaaleja, sillä ne ovat stabiileja ja ne voidaan liittää kovalenttisesti tutkitta-

viin makromolekyyleihin niin, että radikaalikeskus säilyy muuttumattomana. Spin-leimat 

toimivat ikään kuin biofysikaaliset antennit. Spin-leimoja voidaan liittää spesifiseen koh-

taan tutkittavaa molekyyliä, mikä mahdollistaa varsinkin makromolekyylejä tutkittaessa 

niiden eri osien toiminnallisuuden määrittämisen. Näin ollen EPR-spektroskopian avulla 

voidaan tutkia muun muassa biomolekyylien rakenteita ja dynaamiikkaa tai mitata niiden 

välisiä etäisyyksiä. Spin-leima voi olla myös osa ligandia, joka liitetään tutkittavaan mak-

romolekyyliin.  

Kohdennettu spin-leimaus (site-directed spin labeling, SDSL) on varsin käyttökelpoinen 

menetelmä proteiinien tutkimuksissa.66 Menetelmää sovelletaan, kun tutkittava proteiini ei 

sisällä reaktiivista kohtaa halutussa asemassa. Tällöin proteiinin rakennetta voidaan muo-

kata lisäämällä proteiiniin aminohapposekvenssi, jolla on jokin reaktiivinen ryhmä. Yleen-

sä sekvenssinä käytetään kysteiiniä, sillä se sisältää tioliryhmän, joka voidaan helposti liit-

tää useisiin eri spin-leimoihin. Lisätty sekvenssi ei kuitenkaan saa muuttaa proteiinin ra-

kennetta tai toiminnallisuutta liikaa. 
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3.4 Elektronin paramagneettinen resonanssikuvantaminen (EPRI) 

EPR-menetelmää voidaan käyttää myös kuvantamismenetelmänä. Tällöin menetelmästä 

käytetään nimitystä EPRI (EPR-kuvantaminen, EPR-imaging) tai in vivo EPR. Vaikka ku-

vantamismenetelmä onkin tunnettu jo 80-luvulta67 asti, se ei ole yleisessä kliinisessä käy-

tössä. EPRI-menetelmällä voidaan suorittaa useita erilaisia mittauksia ja määrityksiä.68 

Hyviä esimerkkejä ovat farmakokineettiset mittaukset, kuten radikaalien metabolian ja 

levinneisyyden tutkiminen kudoksissa. Lisäksi menetelmällä voidaan seurata spin-

leimattujen lääkkeiden kulkeutumista kehossa.69  

EPRI on varteenotettava vaihtoehto kehon hapettumis-pelkistymistilan tutkimuksissa.58 

Tällöin nitroksyyliradikaaleja voidaan käyttää kontrastiaineina. Menetelmä on esitelty 

kappaleessa 5 tarkemmin, mutta lyhyesti sanottuna se perustuu nitroksyyliradikaalin ja sen 

hapettuneen muodon, oksoammoniun-ionin väliseen tasapainoon. Diamagneettinen okso-

ammonium ei anna vastetta EPR-spektroskopiassa. Näin ollen ympäristössä, joka sisältää 

paljon hapettavia tekijöitä, oksoammoniumin osuus kasvaa nitroksyyliradikaalin osuuden 

pienentyessä. Toisin sanoen EPR-detektoitavan aineen osuus laskee eli EPR-signaalin in-

tensiteetti pienenee. Muun muassa kasvaimen ympäristön hapetus-pelkistystilaa on tutkittu 

vertaamalla sitä normaalin kudoksen tilaan käyttäen nitroksyyliradikaaleja kontrastiainei-

na. EPRI-menetelmän heikkous on se, ettei se tuota korkearesoluutioisia anatomisia kuvia.  
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4. Ydinmagneettinen resonanssi (NMR) 

Yksi nykylääketieteen tärkeimmistä alueista on kudosten noninvasiivinen kuvantaminen. 

Tässä luvussa esitetään lyhyt katsaus ydinmagneettiseen resonanssiin ja sen tärkeimpään 

lääketieteelliseen sovellukseen, magneettikuvaukseen. Lisäksi keskitytään magneettikuva-

uksessa käytettyihin kontrastiaineisiin, erityisesti uusiin nitroksyyliradikaalipohjaisiin 

kontrastiaineisiin ja niiden etuihin yleisesti käytössä oleviin metallikomplekseihin verrat-

tuna.  

NMR-spektroskopia kehitettiin 30- ja 40-lukujen vaihteessa. Vaikka menetelmä on jo yli 

70 vuotta vanha, kehitetään parempia ja nopeampia menetelmiä edelleen. Lisäksi sen käyt-

tökohteiden kirjo laajenee jatkuvasti.  Ilmiötä voidaan soveltaa molekyylien rakennetutki-

muksen lisäksi lääketieteellisessä kuvantamisessa. Menetelmää alettiin kehittää kuvantami-

seen 70-luvun alussa70 ja sitä alettiin soveltaa ihmiskehon kuvantamisessa vuosikymmenen 

loppupuolella71.  

NMR:ssa spinit, jotka altistetaan ulkoiselle magneettikentälle toimivat sauvamagneettien 

tavoin kohdistaen itsensä joko magneettikentän suuntaisesti tai vastaisesti. Tästä johtuen 

ytimille, joiden spin on ½, kuten 1H, 13C, 19F ja 31P, syntyy kaksi energiatilaa, joiden välillä 

tapahtuu siirtymiä alemmalta ylemmälle energiatilalle. Lisäksi relaksaatioksi kutsutussa 

ilmiössä spinit luovuttavat energiansa ympäröivään hilaan ja palaavat takaisin alemmalle 

energiatilalle. Ilmiön nopeutta kuvataan pitkittäisillä (T1) ja poikittaisilla (T2) relaksaa-

tioajoilla.  

Tässä kappaleessa esitellään tärkein NMR:n tärkein lääketieteellinen sovellus, magnettiku-

vaus, joka on yksi yleisimmistä kuvantamismenetelmistä nykylääketieteessä. Toinen tärkeä 

NMR:n lääketieteellinen sovellus on MRS (magneettinen resonanssispektroskopia), jossa 

tutkitaan kudosten metaboliaa mittaamalla kudoksesta NMR-spektrejä. Lisäksi esitellään 

kuvanlaadun parantamisessa tärkeässä osassa olevien paramagneettisten kontrastiaineiden 

toimintaa sekä hieman relaksaatioteoriaa niiden takana. Esimerkkeinä käytetään gadolini-

um(III)komplekseja, jotka ovat yleisimpiä kliinisessä käytössä olevia kontrastiaineita.  
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4.1 Magneettikuvantaminen (MRI) 

Magneettikuvaus (MRI, magnetic resonance imaging) on noninvasiininen ja erittäin teho-

kas kuvantamismenetelmä, joka on ollut käytössä 1980-luvulta lähtien. Menetelmä perus-

tuu ydinmagneettiseen resonanssiin, eli magneettisen momentin vuorovaikutuksiin ulkoi-

sen magneettikentän kanssa. Alan pioneereja ovat Raymond Damadian72, Richard Lauter-

bur70 ja Peter Mansfield73, joista kaksi viimeksi mainittua saivat MRI-tutkimuksistaan No-

bel-palkinnot. 

Magneettikuvauksella on hyvä avaruudellinen ja ajallinen resoluutio. Sillä voidaan niin 

diagnosoida sairauksia kuin arvioida hoitokeinojen vaikutusta ja tehokkuutta. MRI eroaa 

MRS:sta siten, että MRI kuvaa tarkasti kehon anatomisia rakenteita perustuen protonien 

avaruudellisiin sijainteihin, kun taas MRS:n toiminta perustuu mitattavien kohteiden kemi-

allisiin koostumuksiin.2 MRI mittaa veden protonien intensiteettiä niiden avaruudellisen 

sijainnin funktiona. Signaalin intensiteetti riippuu kuvattavan kudoksen vesipitoisuudesta 

ja vesimolekyylin protonien relaksaatioajoista. Eri kudosten välistä kontrastia voidaan pa-

rantaa vaikuttamalla relaksaatioaikoihin kontrastiaineiden avulla. Kontrastiaineina käyte-

tään paramagneettisia molekyylejä, jotka lyhentävät lähistöllä olevien ytimien relaksaatio-

aikoja. Toisin kuin esimerkiksi röntgenkuvauksessa, jossa jodikontrastiaineet antavat suo-

ran visuaalisen vasteen absorboimalla ja sirottamalla röntgensäteitä, magneettikuvauksessa 

kontrastiaineet antavat vasteen epäsuorasti vaikuttamalla relaksaatioaikoihin.74 Parittoman 

elektronin gyromagneettinen vakio on yli 600 kertaa suurempi kuin protonin. Kuvassa 35 

on esitetty havainnollistava kuva kontrastiaineiden toiminnasta. Ilmiö perustuu paramag-

neettiseen relaksaatiomekanismiin.  

 

Kuva 35. Paramagneettisen relaksaatiomekanismin vuoksi paramagneettisen systeemin 

lähistöllä sijaitsevien vesimolekyylien T1 ja T2 relaksaatioajat ovat lyhyet. 

Paramagneettinen systeemi 

H2O 

Pitkät T1 ja T2 
relaksaatioajat 

Lyhyet T1 ja T2 
relaksaatioajat 

H2O 
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Pehmytkudosten kuvantamisen lisäksi MRI on erittäin hyödyllinen verenkiertoelimistön ja 

keskushermoston virtausnopeuksien, liikkeiden ja fysikokemiallisten ominaisuuksien tut-

kimuksessa. Magneettikuvauksella voidaan myös korostaa joko T1 tai T2 –muutoksia, jol-

loin menetelmää kutsutaan T1- tai T2 –painotetuksi kuvantamiseksi. T1-painotettu magneet-

tikuvantaminen on yleisempää kuin T2-painotettu, sillä pitkittäisen relaksaation muutos on 

voimakkaampaa. Yleensä T2-painotettua kuvantamista käytetään ainoastaan rautaoksidi-

kontrastiaineiden yhteydessä, sillä rautapartikkelit aiheuttavat suuremman muutoksen poi-

kittaiseen relaksaatioaikaan.  

4.1.1 Kontrastiaineet magneettikuvauksessa 

Kuten aiemmin mainittiin, magneettikuvauksessa käytettävät kontrasti- eli varjoaineet ovat 

paramagneettisia aineita. Vapaiden radikaalien lisäksi siirtymämetallit ovat paramagneetti-

sia, sillä niillä on myös pariton määrä elektroneja. Optimaalinen kontrastiaine on yhdiste, 

jolla on korkea magneettinen momentti ja pitkä elektronin spinrelaksaatioaika T1e. Lisäksi 

kontrastiaineiden tulee olla myrkyttömiä, vesiliukoisia, hyvin relaksoivia ja stabiileja ih-

miskehossa. Lisäksi suotavia ominaisuuksia olisi solujen läpäisevyys, mikä asettaa rajoi-

tuksia yhdisteiden koolle.  

Nykyisin merkittävä osa magneettikuvauksista suoritetaan hyödyntäen kontrastiaineita.75 

Aikaisimmat kontrastiaineet olivat mangaani(II)suoloja. Nykyään kontrastiaineina käyte-

tään yleisimmin gadolinium(III)komplekseja. Edellämainittujen lisäksi myös lantanidi-

komplekseja on tutkittu. Lisäksi joitain pienhiukkasia, tarkemmin sanottuna superpara-

magneettisia materiaaleja, kuten pieniä – ja ultrapieniä rautaoksidipartikkeleja (SPIO, 

Small Particles of Iron oxide, USPIO, Ultra Small Particles of Iron Oxide) on hyödynnetty 

kontrastiaineina. Kuvassa 36 on esitetty muutamien kliinisessä käytössä olevien Gd(III)-

kontrastiaineiden rakenteita. Gd(III)-DTPA (dietyleenitriamiinipentaetaanihappo), kaup-

panimeltään MagnevistTM, oli ensimmäinen FDA:n (Federal Drug Agency) vuonna 1988 

hyväksymä kontrastiaine magneettikuvantamiseen.76 Muita esimerkkejä FDA:n ja EMA:n 

(European Medicines Agency) hyväksymistä Gd(III)-kontrastiaineista ovat kuvassa esitetyt 

Gd(III)-DOTA (1,4,7,10-tetra-atsasyklododekaani-1,4,7,10-tetraetaanihappo, DotaremTM) 

ja Gd(III)-DTPA-BMEA (bis(metoksietyyliamidi))77. 
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Kuva 36. Gd(III)-DTPA:n, Gd(III)-DOTA:n ja Gd(III)-DTPA-BMEA:n rakenteet. 

Gadolinium(III):lla on seitsemän paritonta elektronia ja sen T1e on pitkä,  eli  sillä on erin-

omainen relaksaatiokyky. Vapaat siirtymämetallit ovat kuitenkin erittäin myrkyllisiä. Ne 

sitoutuvat seerumin proteiineihin ja keräytyvät lopulta pysyvästi luukudokseen. Vapaan 

gadoliniumin (III) LD50-arvo on 0,2 mmol kg-1.78 Tämän vuoksi Gd-pohjaiset kontrastiai-

neet ovat vahvasti kelatoituja ja suurikokoisia. Kokonsa vuoksi ne eivät läpäise veriaivoes-

tettä (BBB, Blood-Brain Barrier). Suuri kelatointiaste huonontaa Gd-kontrastiaineiden 

kontrastitehokkuutta ja nopeuttaa niiden häviämistä kehosta, jolloin kontrastiainetta on 

annettava kuvattavalle potilaalle suhteellisen suuria määriä. Annostuksen määrää on kui-

tenkin pyritty pienentämään parantamalla kontrastiaineiden stabiiliutta ja relaksaatio-

ominaisuuksia. Näitä ominaisuuksia on pyritty parantamaan muun muassa liittämällä pa-

ramagneettinen keskus dendrimeereihin79 tai proteiineihin80.Gd-kompleksit ovat epäspesi-

fisiä, eli eivät kohdennu mihinkään tiettyyn kudokseen.  

Yleisesti ottaen magneettikuvauksessa käytetyt kontrastiaineet ovat turvallisia, mutta gado-

liniumkelaattien on todettu aiheuttavan munuaisten vajaatoimintaa sairastavilla potilailla 

nefrogeenistä systeemistä fibroosia (NSF).81 NSF aiheuttaa muun muassa sidekudoksen 

muodostumista ihoon näin ollen paksuntaen ja kovettaen ihoa. Lisäksi se voi aiheuttaa 

muiden kudosten, kuten keuhkojen ja sydämen vajaatoimintaa. Käytännössä riski sairas-

tumiseen on varsin pieni johtuen kontrastiaineiden korkeasta kelatointiasteesta, jolloin ne 

kulkeutuvat kehosta nopeasti pois aineenvaihdunnan kautta. Lisäksi kohdespesifisiä kont-

rastiaineita on tutkittu hiukan.82 
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Kontrastiaineet voidaan luokitella T1-  ja  T2 – kontrastiaineiksi sen mukaan, kumpaan re-

laksaatioaikaan niillä on suurempi vaikutus.80 Useimmat kontrastiaineet ovat T1-

painotteisia kontrastiaineita. Ne eivät vaikuta millään lailla kudosten omaan magneettiseen 

suskeptibiliteettiin, jolloin esimerkiksi potentiaalisten artefaktien mahdollisuus pienenee. 

4.1.2 Relaksaatioteoria ja paramagneettinen relaksaation vahvistus 

Magneettikuvauksen perusta on kontrastin luominen eri kudosten välille. Kontrastin syn-

tyminen koostuu useasta eri tekijästä, kuten T1- ja T2-relaksaatioaikojen suuruuksista, ku-

vattavien kudosten protonitiheyksistä sekä laitteen parametreistä.83 Suurin merkitys näistä 

on kuitenkin relaksaatioajoilla ja kontrastiaineiden vaikutuksilla niihin. Perusta relaksaatio-

teorialle luotiin 40-luvun loppupuolella.84 NMR relaksaatioteorian varsinaisia kehittäjiä 

olivat Solomon85 ja Bloembergen86 50-luvulla. Hieman myöhemmin julkaistiin tutkimus 

paramagneettisen metalli-ionin kiinnittämisestä DNA:han, minkä huomattiin nopeuttavan 

lähistöllä olevan veden protonien relaksaatiota.87 Ilmiötä kutsutaan paramagneettiseksi 

relaksaation vahvistukseksi (PRE, Paramagnetic Relaxation Enhancement).  

Paramagneettisten systeemien pariton elektroni aiheuttaa positiivisen magneettisen suskep-

tibiliteetin, eli paramagneettiset aineet vahvistavat ulkoisen magneettikentän voimakkuutta. 

Paramagneettisilla aineilla on myös suuri magneettinen momentti, mikä aiheuttaa kemial-

listen siirtymien asteikon laajentumisen, jolloin 1H-siirtymiä voidaan havaita jopa yli 100 

ppm:ssa. Ne myös vahvistavat lähistöllä olevien ytimien relaksaatiota, nopeuttamalla T1 ja 

T2 relaksaatioaikoja. Tämän vuoksi NMR-spektroskopia ei sovi radikaalien rakennetutki-

mukseen, sillä se aiheuttaa vapaan elektronin spinin lähistöllä olevien ydinspinien NMR 

resonanssisignaalit levenevät ja lopulta häviävät.  

Paramagneettinen relaksaation vahvistus aiheutuu ytimen ja parittoman elektronin välisistä 

magneettisista dipolaarisista vuorovaikutuksista.88 Juuri tämä ilmenee ytimen relaksaatio-

aikojen lyhenemisenä. Ilmiö on verrattavissa NOE-efektiin (Nuclear Overhauser Effect), 

joka kuvaa kahden ytimen välisiä vuorovaikutuksia. Kuitenkin PRE:n vaikutus on suurem-

pi ja kattaa jopa 35 Å:n etäisyyksillä olevien hiukkasten vuorovaikutukset NOE:n vaiku-

tusten yltäessä vain 5-6 Å:n etäisyyteen. PRE-ilmiöllä on useita sovelluksia myös 

NMR:ssä. Ilmiön avulla on mahdollista tutkia muun muassa makromolekyylien dynaami-

sia ominaisuuksia spin-leimaus menetelmällä. Menetelmä antaa tietoa muun muassa etäi-

syyksistä tutkitun ytimen ja paramagneettisella yksiköllä leimatun aseman välillä. 
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Yksinkertaisimmillaan  relaksaatiokyky  ri  voidaan  ilmaista  relaksaationopeuden       

muutoksena kontrastiaineen pitoisuutta kohti.  

=
1
×  (5) 

Relaksaation suuruuteen vaikuttavat ominaisuudet koostuvat useista eri parametreistä, joi-

den avulla voidaan johtaa kaavoja relaksaation laskemiseksi.85-86 Kyseiset parametrit voi-

daan jakaa karkeasti kontrastiaineen rakenteellisista ja dynaamisista ominaisuuksista joh-

tuviin ja elektroni-spin relaksaation aiheuttamiin tekijöihin.89 Laufferin74 katsausartikkeli 

paramagneettisten metallien relaksointiominaisuuksista vesimolekyylejä kohtaan esittelee 

kattavasti ilmiön teorian. Yksi tärkeimmistä tekijöistä relaksaatiota määritettäessä on kont-

rastiaineen pitoisuus tutkittavassa kudoksessa. Toinen merkittävässä asemassa oleva tekijä 

on paramagneettisen keskuksen etäisyys (r) veden protonista. Vesi voi sekä koordinoitua 

suoraan metallikeskukseen että vetysitoutua kompleksin ligandiin (kuva).76  

 

Kuva 37. Vesi voi olla vuorovaikutuksissa Gd(III)-kompleksin kanssa kahdella eri tavalla: 

koordinoitumalla metalliin (punainen) ja vetysitoutumalla ligandiin (vihreä). 

Vetysitoutuneen veden relaksaatio on huomattavasti pienempi ja merkityksettömämpi kuin 

metalliin koordinoituneen veden ja jätetäänkin usein huomiotta.31 Metalliin koordinoitu-

neen veden määrää kuvataan muuttujalla q. Nykyisin käytössä olevien kontrastiaineiden 

rakenteet sallivat vain yhden metalliin koordinoituneen vesimolekyylin, toisin sanoen q=1. 

Uusien Gd-kontrastiaineiden relaksaatiota on pyritty parantamana kehittämällä uusia li-

gandeja, jotka sallivat useamman vesimolekyylin koordinoitumisen metallikeskukseen.  



 

36 

 

Esimerkki tällaisesta kontrastiaineesta on kuvassa 38 esitetty Gd(III)-TREN-bis(1,2-

HOPO)-TAM (tris(2-aminoetyyli)amiini-1,2- hydroksipyridinoni -2,3-

dihydroksiterpeftalamidi) – etyyliamiinikompleksi.90 

 

Kuva 38. Gd(III)-TREN-bis(1,2-HOPO)-TAM-etyyliamiinikompleksin rakenne. 

Kontrastiaineiden dynaamisista ominaisuuksista merkittävimmät ovat rotaatiokorrelaatio-

aika R, sekä viipymisaika M. Rotaatiokorrelaatioaika kuvaa kompleksin pyörimisliikettä ja 

viipymisvakio vesimolekyylin vaihtumisnopeutta systeemissä (kuva 39).  

 

Kuva 39. Gd(III)-kontrastiaineen dynaamisia ominaisuuksia.31 

Lyhyt viipymisaika ja hidas rotaatio tai ylipäänsä kontrastiainemolekyylin liikkumatto-

muus parantavat relaksaatiovaikutuksen tehokkuutta. Molekyylien liikettä on pyritty vä-

hentämään suurentamalla ligandien kokoa liittämällä paramagneettinen metalli esimerkiksi 

makromolekyyliin. Toisaalta kuitenkin kontrastiainemolekyylin koon suurentamisen on 

 R 

 M 
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todettu pidentävän vesimolekyylien viipymisaikaa, jolloin niiden vaihtuvuus harvenee. 

Muutos on niin suuri, että se huonontaa kuvauksen laatua merkittävästi. Tähän on pyritty 

löytämään parannus muun muassa lisäämällä molekyyliin useita paramagneettisia keskuk-

sia. Esimerkiksi aiemmassa kappaleessakin mainittuun dendrimeeriliitännäinen mahdollis-

taa sekä useiden metallikeskuksien liittämisen että molekyylikokoon kasvattamisen saman-

aikaisesti.79 Edellä mainittujen parametrien lisäksi systeemistä riippuen relaksaation suu-

ruus koostuu lukemattomista eri seikoista.89 Relaksaatiota kuvaavia yhtälöitä voidaan 

muodostaa lukuisin eri tavoin mutta niitä ei ole tarkoitus käsitellä tässä tutkielmassa. 
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5. Nitroksyyliradikaalit kontrastiaineina  

Metallipohjaisten kontrastiaineiden rinnalle on kehitetty uusi kontrastiaineryhmä: radikaa-

lipohjaiset kontrastiaineet. Radikaaleina käytetään nitroksyyliradikaaleja niiden erinomai-

sen stabiiliuden vuoksi. Nitroksyyliradikaaleja voidaan käyttää kontrastin parantajina 

MRI:n lisäksi myös EPRI:ssa.  

Nitroksyyliradikaalien tutkiminen MRI kontrastiaineina alkoi 1980-luvulla. Braschn et 

al.91 julkaisivat useita raportteja niiden relaksaatio-ominaisuuksista. Tuolloin tutkimus 

keskittyi munuaisten toimintaan ja veriaivoesteen läpäisevyyteen. Useimpien radikaalien 

kuitenkin havaittiin pelkistyvän liian nopeasti in vivo entsyymien tai kehossa olevien pel-

kistimien vaikutuksesta. Lisäksi niiden relaksaatiota aiheuttavat ominaisuudet olivat hei-

kompia kuin yleisessä käytössä olevien gadoliniumkompleksien, sillä radikaaleilla on ai-

noastaan yksi vapaa elektroni, kun taas Gd3+-ionilla niitä on seitsemän. Kuitenkin MRI-

laitteiden ja pulssisarjojen kehityttyä 80-luvun jälkeen, stabiilimpien radikaalien kontras-

tiainetutkimus lähti uuteen nousuun 1990- ja 2000-luvuilla. Esimerkiksi kuvassa 42 esite-

tyssä hiiren MRI-kuvassa on käytetty kontrastiaineena nitroksyyliradikaalipohjaista kon-

trastiainetta. 

 

Kuva 40. MRI-kuvat ilman kontrastiainetta(A, E) ja annostelun jälkeen (B-D, F-H) vaih-

tuvina ajanjaksoina.92 (Kuvan julkaisemiseen saatu lupa Americal Chemical Societylta) 
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Kuten kuvasta 40 voidaan havaita, nitroksyyliradikaalit toimivat kontrastin parantajina 

MRI:ssa ja tarjoavat varteenotettavan vaihtoehdon nykyisin käytössä oleville kontrastiai-

neille. Kuten aiemmin todettiin, gadoliniumpohjaiset kontrastiaineet altistavat NSF-

taudille.  Nitroksyyliradikaalit taas ovat täysin orgaanisia, metallivapaita yhdisteitä, mikä 

tarjoaa ratkaisun Gd-kontrastiaineiden haitallisiin ominaisuuksiin. Nitroksyyliradikaalien 

toksisuutta on tutkittu paljon, ja ne on todettu useissa tutkimuksissa turvallisiksi.93 Kuiten-

kin jokaista rakennetta tulee tarkastella erikseen, sillä nitroksyyliradikaalien toksisuuksissa 

on havaittu eroja ja osa yhdisteistä on osoittautunut muutamissa testeissä haitallisiksi eri-

tyisesti suurina pitoisuuksina. Eräs nitroksyyliradikaalien eduista gadoliniumkompleksei-

hin verrattuna on myös niiden kyky läpäistä solumembraaneja. Tämän johdosta niiden ti-

heysjakauma kudoksissa on suuri, mikä kompensoi niiden heikompaa relaksointikykyä Gd-

kontrastiaineisiin verrattuna. Radikaalikontrastiaineita on toistaiseksi tutkittu ainoastaan 

eläinkokein. 

Kuvassa 41 on esitetty muutamia kontrastiaineina tutkittuja nitroksyyliradikaaleja. Kont-

rastiainetutkimuksissa on käytetty yleisimmin pyrrolidiini- ja piperidiininitroksyylejä mut-

ta myös imidatsoliumnitroksideja.94 Imidatsoliumnitroksideja kehitettiin, koska ne ovat 

stabiileja pH:n vaihteluille ja näin ollen annosteltavissa sekä suonensisäisesti että suun 

kautta.95 Ensimmäiset raportoidut radikaalikontrastiaineet olivat 2,2,5,5,-tetrametyyli-1-

pyrrolidinyyloksi-3-karboksyylihappo (PCA) ja 2,2,6,6-tetrametyyli-1-oksido-4-

piperidinyl-1-sukkiinihappo (TES) 80-luvulla.91d  

 



 

40 

 

 

Kuva 41. Kontrastiaineina käytettyjen nitroksyyliradikaalien rakenteita. 

5.1 Fantomikokeet 

Kontrastiaineiden toimivuutta ja tehokkuutta voidaan mitata niin kutsutuilla fantomikokeil-

la.58, 96 Fantomikokeita käytetään myös kuvauslaitteiden kalibroinnissa, pulssisarjojen ke-

hityksessä ja laitteenkäyttäjien koulutuksessa.97 Fantomit voivat olla geelipohjaisia, ihmis-

kudosta muistuttavia, tai vesipohjaisia näytteitä. Kontrastiaineita tutkittaessa fantomiko-

keessa valmistetaan näytteitä, jotka sisältävät tutkittavaa kontrastiainetta eri pitoisuuksina. 

Nitroksyylikontrastiainenäytteet valmistetaan yleensä PBS- eli fosfaatti puskuroituun suo-

laliuokseen (phosfate-buffered saline). Kuvassa 42 on esitetty hypoteettinen esimerkki fan-

tomikokeesta, jossa on mitattu sarja näytteitä, jotka sisältävät tutkittavaa kontrastiainetta 

eri pitoisuuksina. Ensimmäinen näyte on niin sanottu nollanäyte, ja loput sisältävät kont-

rastiainetta vähenevässä määrin näytteestä i näytteeseen vi. Kuvassa esitetty väri havainnoi 

signaalin intensiteettiä, joka on suurin näytteelle i, jonka nitroksyyliradikaalipitoisuus on 

suurin. 
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Kuva 42. Hahmotelma fantomikokeesta.58, 96 

Fantomikokeiden avulla voidaan myös kartoittaa nitroksyyliradikaalien pelkistymistä. Sta-

biilisuutta on tutkittu EPR- ja magneettikuvantamisella. Kokeissa näytteiden joukkoon 

lisätään pelkistävää yhdistettä kuten askorbaattia, jolloin nitroksyyliradikaalien pelkisty-

mistä voidaan seurata ajan funktiona.  

Fantomikokeet tarjoavat myös käytännöllisen tavan vertailla eri kuvantamismenetelmiä 

kuten ERPI:a ja MRI:a.98 EPRI:a on käytetty useissa yhteyksissä muun muassa hapettumis-

pelkistymistilan tutkimuksissa. Vertailujen perusteella kummallakin menetelmällä saadaan 

aikaan nitroksyyliradikaalien relaksaatiota parantava vaikutus, mutta magneettikuvantami-

sen edut tulivat ilmi menetelmän helppoutena. EPRI asettaa suuria vaatimuksia spektrien 

laadulle, kuten signaalin leveydelle ja signaali-kohina – suhteelle, ja näin ollen rajoituksia 

kontrastiaineen rakenteelle. Toisaalta EPRI:n herkkyys paramagneettisten yhdisteiden de-

tektoinnille tukee MRI:tä kehon hapettumis-pelkistymistilan tutkimuksissa. 

5.2 Nitroksyyliradikaalikontrastiaineiden rakenteiden muokkaus 

Nitroksyyliradikaalikontrastiaineiden ominaisuuksia on pyritty parantamaan muokkaamal-

la niiden rakennetta. Nitroksyyliradikaaleja on muun muassa liitetty polymeereihin,99 na-

noputkiin100 sekä lukuisiin eri biomolekyyleihin kuten esimerkiksi DNA oligomeereihin,101 

albumiiniin ja arabinogalaktaaniin102. Näillä operaatioilla on pyritty sekä parantamaan ai-

neiden relaksoivuutta että luomaan spesifisyyttä tiettyjä kudoksia kohtaan. Kontrastiainei-

den relaksaatio-ominaisuuksiin on pyritty vaikuttamaan liittämällä kontrastiaineyksikköön 

useita paramagneettisia keskuksia. Hyviä menetelmiä ovat esimerkiksi radikaalien liittämi-

nen dendrimeereihin103 tai polyradikaaleihin104. Kuvassa 43 on esitetty polyamidoamiini 
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(PAMAM) – dendrimeerirakenteeseen perustuva nitroksyyliradikaalikontrastiaine.92 Nit-

roksyyliradikaaleilla päällystetty dendrimeeri on hyvin hydrofobinen, joten sen pinnalle 

liitettiin polyetyleeniglykoli (PEG) – ketjuja lisäämään sen vesiliukoisuutta. 

 

Kuva 43. Orgaaninen dendrimeeri-radikaalikontrastiaine.92 

Lisäksi dendrimeerin rakenne tarjoaa steeristä suojaa radikaalille, jolloin sen stabiilius pa-

ranee. Menetelmää on käytetty myös parantamaan gadoliniumpohjaisten kontrastiaineiden 

relaksaatiota, jolloin perustana on ollut jäykistää kontrastiainemolekyylin rakennetta ja 

vähentää sen liikehtimistä (tumbling).105 Relaksaatiohan on riippuvainen molekyylin ase-

masta vesimolekyyleihin nähden. Lisäksi kontrastiaineen sitominen dendrimeeriin pidentää 

sen puoliintumisaikaa. Tutkimuksessa pelkistymisnopeusmittaukset osoittivat, että dendri-

meerikontrastiaine pelkistyi noin 20 kertaa hitaammin kuin verrokkina käytetty 3-karboksi-

PROXYL. Samalla periaatteella polyradikaalit voivat toimia tehokkaina kontrastiaineina 

useiden radikaalikeskusten parantamien relaksointiominaisuuksiensa vuoksi.104 Polyradi-

kaalien rakenteissa käytetään yleisimmin kaliks[4]areeneja, sillä ne muistuttavat proteiini-

en rakenteita. Lisäksi niiden jäykkä rakenne parantaa relaksaatio-ominaisuuksia. Kytkey-

tyminen voi polyradikaaleilla tapahtua sidosten kautta tai avaruuden kautta (kuva 44). Si-

dosten kautta tapahtuva kytkeytyminen on tehokkaampaa, erityisesti ristikonjugoituneen -

systeemin kautta.  

PEG=polyetyleeniglykoli 

NR=nitroksyyliradikaali 
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Kuva 44. Kaliks[4]areeni pohjaisia polyradikaalikontrastiaineita. Kuvassa on havainnollis-

tettu sidosten kautta tapahtuva kytkeytyminen punaisella ja avaruuden kautta sinisellä. 

5.3. Sovellukset lääketieteellisissä tutkimuksissa 

5.1 Kehon hapettumis-pelkistymistilan tutkimus 

Suuri osa nitroksyyliradikaalikontrastiaineiden tutkimuksesta on keskittynyt kudosten ha-

pettumis-pelkistymistilan (redox-tila) kartoitukseen.58, 106 Redox-tila on riippuvainen useis-

ta biokemiallisista tekijöistä kuten eri entsyymien ja luonnollisten pelkistimien toiminnas-

ta. Poikkeavuudet tilassa voivat olla merkki oksidatiivisesta stressistä tai aineenvaihdun-

nallisesta häiriöstä. Nitroksyyliradikaalien sovellettavuus tutkimuksissa perustuu sen ky-

kyyn pelkistyä stressitilaa aiheuttavien pelkistimien toimesta. Toisin sanoen nitroksyylira-

dikaaleja voidaan kuvailla hapettumis-pelkistymis sensoreiksi: prosessia voidaan seurata 

tarkkailemalla paramagneettisen vasteen katoamista niin EPR- ja MRS- kuin magneettiku-

vantamisellakin. MRI:n etu muihin menetelmiin nähden on kuvien anatomisen resoluution 

ylivoimaisuus. Redox-tilan arvioinnin lisäksi menetelmällä voitaisiin helposti seurata hoi-

toa saavan potilaan tilaa ja edelleen hoidon tehokkuutta. 

Oksidatiivisen stressin todentamisen lisäksi kehon redox-tilan tutkiminen yhdistettynä ana-

tomiseen kuvantamiseen voi antaa viitteitä kasvainten sijainnista.107 Kasvainten ympäris-

tön on todettu olevan erittäin pelkistävä ja hypoksinen eli vähähappinen. Tällöin nitroksyy-

liradikaalien pelkistyminen kasvainkudoksissa on nopeampaa kuin muualla kehossa, mikä 

ilmenee paramagneettisuuden menetyksenä ja edelleen signaalin häviämisenä. Nitroksyyli-

radikaalikontrastiaineissa yhdistyykin sekä kontrastin parantaminen että redox-tilan rapor-

tointi. Redox-tilan kuvantaminen on yleistä EPRI ja OMRI menetelmillä. OMRI:ssa eli 

overhauser magneettikuvantamisessa yhdistyvät MRI:n korkea resoluutio ja EPRI:n herk-
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kyys. Ilmiötä on tukittu muun muassa vertailemalla eri nitroksyyliradikaalikontrastiainei-

den pelkistymisnopeuksia kasvainten läheisyydessä ja muualla kehossa.96a  

Tutkimukset osoittivat, että nitroksyyliradikaalit jakautuivat tasaisesti sekä terveeseen että 

kasvainkudokseen. Nitroksyylien pelkistyminen kasvaimen alueella on nopeampaa kuin 

normaalissa kudoksessa, mikä ilmenee nopeana signaalin intensiteetin laskuna. Signaalin 

häviämisen tapahtuminen pelkistymisen vaikutuksesta varmistettiin toisessa tutkimuksessa 

vertailemalla kolmen eri nitroksyyliradikaalikontrastiaineen, joista yksi oli solua läpäise-

mätön, vaikutuksia. Solua läpäisemättömän yhdisteen antaman signaalin intensiteetti ei 

laskenut kuten kahden muun kontrastiaineen. Tämän perusteella tutkimuksessa pääteltiin, 

että kahden muun kontrastiaineen signaalien pieneneminen aiheutui solunsisäisestä pelkis-

tymisestä, eikä kontrastiaineen häviämisestä tutkittavalta alueelta. 

5.2 Veri-aivoesteen läpäisevyyteen liittyvä tutkimus 

Myös veri-aivoesteen läpäisevyyttä on tutkittu. Jos kontrastiaine antaa vasteen terveessä 

aivokudoksessa, se on BBB-läpäisevä. Kontrastiaineiden lisäksi nitroksyyliradikaaleja voi-

daan hyödyntää magneettikuvauksessa myös spin-leimoina. Menetelmällä voidaan tutkia 

muun muassa nitroksyyliradikaalien BBB-läpäisevyyttä lääkkeiden kuljetusta varten.108 

Lääkkeiden läpäisevyyden tietäminen on tärkeää annostuksen ja kohdespesifisen vaikutuk-

sen ennustuksen määrittämisessä. BBB-läpäisevyyden määritys on yleisesti hankalaa. Se 

on invasiivista, kallista, aikavievää ja vaatii koe-eläintutkimuksia. Nitroksyyliradikaalit, 

kuten aiemmin todettu, ovat BBB-läpäiseviä. Syöpälääkeaineen BBB-

läpäisevyystutkimuksessa lomustiini eli CCNU (1-(2-kloorietyyli)-3-sykloheksyyli-1-

nitrosourea) leimattiin MRI-vasteen antavalla nitroksyyliradikaalilla. Samalla syöpälääke-

vaikutuksen sisältävä nitrosoureapuolisko pystyttiin säilyttämään koskemattomana. Kuvas-

sa  45 on esitetty lomustiinin ja sen spin-leimatun vastineen rakenteet.  

 

Kuva 45. Lomustiinin ja SLENU:n rakenteet. 
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Kuvassa sinisellä rajattu sykloheksyyli korvattiin punaisella rajatulla TEMPO-derivaatalla. 

Näin saatu spin-leimattu tuote muistutti suuresti tutkittavaa lääkeainetta, minkä lisäksi se ei 

osoittautunut haitalliseksi toksikologisuustutkimuksissa. Spin-leimatulla tuotteella pystyt-

tiin seuraamaan sen lokalisaatiota in vivo magneettikuvantamisella.  

5.3 Nitroksyyliradikaalien biologisten ominaisuuksien tutkimus MRI:lla 

Magneettikuvantamisella voidaan tutkia myös nitroksyyliradikaalien säteilysuoja-

aineominaisuuksia.109 Tätä voidaan tutkia käsittelemällä soluja in vitro tai koe-eläimiä in 

vivo valituilla nitroksyyliradikaaleilla ja säteilyttämällä niitä ionisoivalla säteilyllä. Solujen 

ja eläinten elinikä on huomattavasti korkeampi yksilöillä, joita on käsitelty nitroksyyliradi-

kaaleilla. Nitroksyyliradikaalien toiminta säteilysuoja-aineina perustuu muun muassa nii-

den reagointikykyyn ionisoivan säteilyn vaikutuksesta syntyvien vapaiden radikaalien 

kanssa. Kysymys siitä, suojaavatko säteilysuoja-aineet myös pahanlaatuista kudosta, on 

selitettävissä tarkastelemalla kasvaimen hapetuspelkistymistilatutkimuksien tuloksia. Tu-

losten mukaan nitroksyyliradikaalien pelkistyminen on nopeampaa kasvainkudoksessa 

normaaliin, terveeseen kudokseen verrattuna. Nitroksyyliradikaalien pelkistynyt muoto, 

hydroksyyliamiini ei taas omaa säteilysuojaominaisuuksia. Näin ollen tutkimuksessa todet-

tiin epätodennäköiseksi, että nitroksyyliradikaalit suojaisivat myös säteilytettävää kudosta. 

 

Kuva 46. Säteilysuoja-aineina tutkittujen nitroksyyliradikaalien rakenteet. 
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6. Johtopäätökset 

Nitroksyyliradikaalit ovat vakiinnuttaneet asemansa orgaanisessa synteesissä primääristen 

ja sekundääristen alkoholien hapetusreaktioissa. Lisäksi niiden biologiset ominaisuudet 

antioksidantteina, SOD-jäljittelijöinä ja radiosuoja-aineina ovat saaneet runsaasti huomiota 

useissa tutkimuksissa. Nämä ominaisuudet ovat poikkeuksellisia, sillä yleensä ottaen va-

paat radikaalit voivat aiheuttaa kehossa ongelmia, esimerkiksi oksidatiivisen stressin muo-

dossa. Sitä vastoin nitroksyyliradikaalien biologiset vaikutukset ovat lähes poikkeuksetta 

positiivisia. Nämä ominaisuudet ovat mahdollisia lähinnä nitroksyyliradikaalien erittäin 

stabiilin rakenteen vuoksi. Kaksi merkittävintä radikaalien stabiilisuuteen vaikuttavaa teki-

jää ovat elektronien delokalisaatio ja molekyylin parittomalle elektronille tarjoama steeri-

nen suoja. Nitroksyyliradikaaleilla vapaa elektroni delokalisoituu N-O –sidokseen. Lisäksi 

niiden rakenne mahdollistaa kookkaiden sivuryhmien liittämisen molekyyliin, mikä luo 

suojan radikaalikeskukselle. 

Nitroksyyliradikaalien stabiilisuus yhdessä paramagneettisuuden kanssa ovat mahdollista-

neet niiden sovellukset useissa spektroskopisissa menetelmissä. Yleisimpiä näistä ovat 

EPR-spektroskopiassa käytetyt spin-leimaus ja spin-trapping. Varsin kiinnostava ja mullis-

tava sovellus on myös nitroksyyliradikaalien käyttö kontrastiaineina lääketieteellisissä ku-

vantamismenetelmissä, erityisesti MRI:ssa. Kontrastiaineiden käyttö on hyvin yleistä ku-

vantamisessa. Nykyisin käytössä olevat kontrastiaineet sisältävät siirtymämetalleja, jotka 

ovat kehoon vapautuessaan erittäin myrkyllisiä. Kontrastiaineiden toiminta perustuu niiden 

kykyyn relaksoida tehokkaasti ympärillä olevia vesimolekyylejä. Nitroksyyliradikaalikont-

rastiaineita on testattu useissa kuvantamissovelluksissa, kuten kehon hapettumis-

pelkistymis-tilan seurannassa ja veri-aivoesteen läpäisevyyden tutkimuksessa. Tulevaisuu-

dessa voidaan odottaa lisätutkimuksia ja uusia sovelluksia tältä lupaavalta alalta. 
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II. KOKEELLINEN OSIO 

7. Johdanto 

Ennen lääketieteellisiä kuvantamismenetelmiä kasvaimet pystyttiin havaitsemaan ainoas-

taan kirurgisilla operaatioilla eli leikkauksilla tai koepaloilla.110 Nykyään syövän kuvanta-

misessa käytetään yleisimmin positroniemissiotomografiaa (PET) yhdistettynä tietokone-

tomografiaan (CT). Varjoaineita on arvioitu katsausartikkelissa111. PET-CT:n haittavaiku-

tuksia ovat CT:ssa käytettävän röntgensäteilyn ja PET:ssa käytettävien radioleimattujen 

merkkiaineiden haitallisuus. Lisäksi PET-CT-laitteet ovat kalliita ja käytettävissä suhteelli-

sen harvoissa sairaaloissa. 

Magneettikuvauksesta (MRI) on tullut yksi tärkeimmistä kuvantamismenetelmistä sen 

erinomaisen kuvanlaadun ja vaarattomuuden vuoksi. Sen käyttö tarjoaa monia etuja verrat-

tuna muihin kuvantamismenetelmiin.60 Menetelmä ei altista ionisoivalle säteilylle tai ra-

dioaktiivisille aineille. Lisäksi MRI-laitteita on saatavilla useimmissa sairaaloissa ja laitok-

sissa. Tärkeä apuväline MRI:ssa ovat kontrastiaineet. Yleisin MRI:ssa käytetty kontrastiai-

ne on dietyleenitriamiinipentaetaanihapon gadolinium (III) kompleksi (Gd-DTPA), kaup-

panimeltään MagnevistTM. Gd-DTPA ei kuitenkaan ole spesifinen mitään kudosta kohtaan 

eikä suuren kokonsa vuoksi läpäise veriaivoestettä. Lisäksi vapaat siirtymämetallit ovat 

erittäin myrkyllisiä. 

Vapaat radikaalit ovat siirtymämetallien tavoin paramagneettisia. Niitä käyttäen voidaan 

valmistaa metallivapaa, täysin orgaaninen molekyyli, joka voidaan edelleen liittää kova-

lenttisesti spesifiseen kohdentuvaan yksikköön kuvan 47 tavoin. 

 

Kuva 47. Suuntaa-antava kuva kontrastiaineen rakenteesta. 

Orgaaniset radikaalit ovat usein erittäin reaktiivisia mutta niiden stabiilisuutta voidaan lisä-

tä muokkaamalla niiden rakennetta suojaamaan paritonta elektronia. Nitroksyyliradikaalit 

ovat esimerkki tällaisesta ryhmästä. Yksi yleisimmistä nitroksyyliradikaaleista on 4-okso-

TEMPO. Se on stabiili kovissakin olosuhteissa ja sitä on tutkittu kontrastiaineena 

MRI:ssa.108 Korvaamalla molekyylin metyylisivuryhmät kookkaamilla etyyliryhmillä radi-

Vapaa radikaali Linkkeri Kohdentuva yksikkö 
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kaalin stabiilisuutta voidaan lisätä huomattavasti (kuva 13). Tetraetyylisubstituoidun yhdis-

teen on useissa julkaisuissa todettu olevan resistiivinen pelkistymistä kohtaan, näin ollen 

kuuluen stabiileimpien nitroksyyliradikaalien ryhmään.28-30, 32 Lisäksi sen on todettu ole-

van tietyissä olosuhteissa vähemmän myrkyllinen.30 Tuloksena saatava 4-okso-TEEPO (4-

okso-2,2,6,6-tetraetyylipiperidin-1-oksyyli) voidaan edelleen liittää esimerkiksi syöpään 

kohdentuvaan yksikköön, kuten glukoosimolekyyliin (kuva 48).  Syöpäkudos kuluttaa 

normaalia enemmän glukoosia sen nopean kasvamisen ja leviämisen vuoksi. Näin ollen 

glukoosimolekyyli kohdistuu syöpäkudokseen. 

 

Kuva 48. TEEPO-Glc:n rakenne. 

Tämän erikoistyön tavoitteena oli valmistaa näin saatava molekyyli, 4-hydroksi-2,2,6,6-

tetraetyylipiperidiini-1-oksyyli glukoosi konjugaatti, TEEPO-Glc, ja testata sen ominai-

suuksia mahdollisena syöpään kohdentuvana kontrastiaineena MRI:ssa. Radikaalipohjai-

nen kohdespesifinen kontrastiaine on varsin vähän tutkittu aihe, eikä kirjallisuudessa esiin-

ny vastaavan rakenteen tutkimusta MRI-kontrastiaineena. 
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8. Tulokset ja niiden tarkastelu 

Työ koostui kahdesta osiosta: mahdollisena kontrastiaineena toimivan nitroksyyliradikaa-

lin syntetisoinnista ja sen relaksointikykyjen testauksesta. Tulosten tarkastelun ensimmäi-

sessä osiossa käydään läpi TEEPO-glukoosikonjugaatin valmistuksessa käytetyt syn-

teesireitit. Toisessa osiossa esitellään in vitro NMR-kokeiden tulokset, jotka koostuivat 

veden T1-  ja  T2-relaksaatioaikojen mittauksista yhdisteen konsentraation funktiona sekä 

molekyylin stabilisuustesteistä. 

8.1 TEEPO-glukoosikonjugaatin valmistus 

Synteesin tavoitteena oli valmistaa stabiili nitroksyyliradikaali, TEEPOL, ja liittää se syö-

päkudokseen kohdentavana yksikkönä toimivaan glukoosiin. Toisin kuin TEMPOL, joka 

on yleinen ja helposti kaupallisesti saatavissa oleva yhdiste, TEEPOL täytyi valmistaa itse. 

Radikaalin valmistuksessa kokeiltiin useita kirjallisuudessa esitettyjä menetelmiä (syn-

teesireitit A, C ja D) sekä kehitettiin itse yksi (synteesireitti B). Useiden menetelmien 

osoittauduttua huonoiksi tai toimimattomiksi kirjallisuudessa esitetty synteesireitti E antoi 

halutun lopputuloksen. Glykosylointireaktio optimoitiin hakemalla parhaiten toimivat do-

nori ja promoottori.  

8.1.1 Synteesireitti A: dispiro-välituotteen kautta 

Synteesireitti A112 koostui TEEPOL:n valmistuksesta ditiadispiro-välituotteen kautta. Rei-

tin retrosynteettinen analyysi on esitetty kuvassa 49. Kirjallisuudessa esitetty menetelmä 

koostui metyloidun 4-okso-TEMPO:n (5) 2,6-substituoinnista tetrahydro-4H-tiopyran-4-

onilla, minkä tuotteena syntynyt tetraetyylipiperidinoni (3) voitiin hapetettaa 4-okso-

TEMPO:ksi ja pelkistetään edelleen TEMPOL:ksi. Synteesireitin heikkoudeksi ilmeni sen 

huono kokonaissaanto, jonka raportoitiin olevan alle neljä prosenttia.  
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Kuva 49. Retrosynteettinen analyysi synteesireitistä A.112 

Reaktiosarjan ensimmäisessä vaiheessa 4-okso-TEMPO (6) metyloitiin käyttäen reagens-

sina metyylijodidia. Tätä seurasi pentametyylipiperidinonin (5) reaktio tetrahydro-4H-

tiopyran-4-onin kanssa tavoitteena muodostaa disubstituoitu dispirovälituote (4) (kuva 50).  

 

Kuva 50. Synteesireitti A. 
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Reaktiossa ei kuitenkaan syntynyt haluttua tuotetta vaan tuotteen analysoinnin perusteella 

reaktio oli kesken. Näytteen NMR- ja massaspektrien perusteella (liite, sivu 2, kuvat L3-

L4) substituutio oli tapahtunut vain toiselle puolelle molekyyliä ja tuotteena saatiin 1-atsa-

2,2-dimetyyli-9-tiaspiro[5.5]undekan-4-oni (7). Synteesireitin 2,6-substituutioreaktion me-

kanismi on esitetty kuvassa 51.  

 

Kuva 51. 1,2,2,6,6-pentametyylipiperidin-4-onin 2,6-substituutioreaktion mekanismi.112 

Reaktio tapahtuu aldolireaktion mekanismin mukaisesti, mikä voi aiheuttaa ongelmia reak-

tion spesifisyyden kanssa. Lähtötuote voi kondensoitua reagenssina käytetyn karbonyy-

liyhdisteen lisäksi itsensä kanssa (kuva 52). Tämä voi ilmetä halutun lopputuotteen huono-

na saantona. 

 

Kuva 52. Aldolireaktion vaihtoehtoinen reitti. 
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8.1.2 Synteesireitti B: karbonyyli-välituotteen kautta 

Synteesireitti A:n osoittauduttua huonoksi, seuraava reitti suunniteltiin kirjallisuudessa 

esitetyn syklisointireaktion113 pohjalta. Julkaisussa on esitetty tetraetyylipiperidinonin (3) 

muodostus avoketjuisesta karbonyylivälituotteesta (8). Kyseisen karbonyyliyhdisteen (8) 

valmistuksessa päätettiin käyttää Grignardin reaktiota. Retrosynteettisessä analyysissä ku-

vassa  53 on esitetty lähtöaineena käytetty karbonyyliasetaattiyhdiste (11), joka suojattiin 

ketaalisuojauksella ennen Grignardin reaktiota. 

 

Kuva 53. Retrosynteettinen analyysi synteesireitistä B. 

Reaktion ensimmäisessä vaiheessa lähtöaineen (11) keskimmäinen karbonyyliryhmä suo-

jattiin ketaalisuojauksella. Suojauksessa kokeiltiin useita perinteisiä asetylointimenetelmiä, 

kuten refluksointia klooritrimetyylisilaanin kanssa114 ja atseotroopista tislausta p-

tolueenisulfonihapon ja bentseenin kanssa115 (kuva 54). Kaikki edellä mainitut menetelmät 

kuitenkin epäonnistuivat. 

 

Kuva 54. Perinteisiä menetelmiä karbonyylien asetaalisuojauksessa.114-115 

Arnott et al.116 olivat havainneet saman ongelman ja onnistuneet suojauksessa Noyorin117 

menetelmällä.  Menetelmässä valmistettiin aluksi bis(trimetyylisilyyliokso)alkyyli (13,14), 

joka reagoi lähtöaineen (11) kanssa muodostaen ketaalisuojatun diasetaatin. Suojauksen 

jälkeen suoritettiin nelinkertainen Grignardin reaktio, missä reagenssina käytettiin etyyli-

bromidia (kuva 55).  
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Kuva 55. Synteesireitti B. 

Synteesireitin heikkoudeksi kuitenkin osoittautui Grignardin reaktion huono saanto. Tämä 

saattoi johtua siitä, että Grignardin reagenssia tarvittiin neljä ekvivalenttia, ja ongelmaksi 

saattoi muodostua steerisyys.  

8.1.3 Synteesireitti C: happokloridin olefinaation kautta 

Synteesireitti C118 perustui samaan syklisointireaktioon kuin reitti B. Tavoitteena oli val-

mistaa karbonyylivälituotetta (8) paremmalla saannolla. Reitin retrosynteettinen analyysi 

on esitetty kuvassa 56. Se perustui happokloridin (16) valmistukseen sekä sen olefinointiin 

2-etyylibuteenilla tuottaen karbonyylin 8. Happokloridi (16) valmistettiin vastaavasta kar-

boksyylihaposta (17) oksalyylikloridilla119. Karboksyylihappo (17) taas muodostettiin -

hydroksiesterin (19) hydrolyysin ja näin muodostuneen -hydroksihapon (18) dehydraation 

kautta. 
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Kuva 56. Retrosynteettinen analyysi synteesireitistä C.118-119 

Kuvassa 57 esitetyn synteesireitin ensimmäinen vaihe koostui etyylibromiasetaatin reakti-

osta 3-pentanonin (21) kanssa. Reaktio noudatti Reformansky-mekanismia, kuitenkin ero-

ten perinteisestä menetelmästä siten, että metallina käytettiin sinkin sijaan magnesiumia. 

Reaktion tuotteena saatu -hydroksiesteri (19) hydrolysoitiin kaliumhydroksidilla ja -

hydroksihappo (18) dehydratisoitiin etikkahapon anhydridillä. Happokloridin (16) muodos-

tuksen jälkeen sen annettiin reagoida 2-etyylibuteenin kanssa Lewisin hapon läsnä 

ollessa120. 

 

Kuva 57. Synteesireitti C. 
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Tuotteeksi saadun yhdisteen massaspetri (liite, sivu 10, kuva L18) ja DOSY-NMR-kokeen 

tulokset kuitenkin osoittivat, että tuote oli muodostanut polymeerin. Kuitenkin reak-

tioseoksesta ajetun massaspektrin perusteella reaktiossa muodostui oikeaa tuotetta (liite, 

sivu 10, kuva L19). Tästä voitiin päätellä, että tuote ei ole stabiili ja polymerisoituu joko 

puhdistuksen, ajan tai jonkin muun tekijän vaikutuksesta. 

8.1.4 Synteesireitti D: ditiokarbamaatti-välituotteen kautta 

Synteesireitti D121 koostui ditiokarbamaatti-välituotteen (23) valmistuksesta. Kirjallisuu-

dessa on raportoitu menetelmä tetraetyylipiperidinonin (22) valmistukselle ditiokarbamaa-

tin  (23) reaktiolla asetonin kanssa Lewisin hapon läsnä ollessa. Reitin retrosynteettinen 

analyysi  on  esitetty  kuvassa  58.  Välituote  ditiokarbamaatti  (23) valmistettiin sekundääri-

sestä amiinista (24), joka muodostettiin primäärisen amiinin (25) pelkistävällä substituuti-

olla122. 

 

Kuva 58. Retrosynteettinen analyysi synteesireitille D.121-122 

Synteesisuunnitelma (kuva 59) sisälsi sekundäärisen amiinin valmistuksen vastaavan imii-

nin (27) pelkistyksellä. Imiinin valmistuksessa kokeiltiin niin atseotrooppista tislausta trif-

luorietikkahapon ja tolueenin kanssa123 kuin  reaktiota  Ti4Cl:n kanssa124, mutta reaktion 

loppuunsaattaminen osoittautui ongelmalliseksi. 
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Kuva 59. Synteesisuunnitelma sekundäärisen amiinin muodostukselle imiinin kautta. 

 

Helpompi ja käytännöllisempi menetelmä sekundäärisen amiinin valmistukselle löytyi kir-

jallisuudesta.122 Menetelmän synteesireitti on esitetty kuvassa 60. Synteesissä sekundääri-

nen amiini (24) muodostettiin suoraan primäärisestä amiinista (24) pelkistävällä aminoin-

nilla. Reagenssina käytettiin 5-etyyli-2-metyylipyridiini boraania (PEMB). Ditiokarba-

maatti (23) valmistettiin sekundäärisen amiinin (24) reaktiolla rikkihiilen kanssa NaOH-

etanoli-liuoksessa.125 Kirjallisuudessa esitetty menetelmä piperidinonin (22) valmistukselle 

ditiokarbamaatista (23) osoittautui kuitenkin toimimattomaksi. 

 

Kuva 60. Synteesireitti D. 

8.1.5 Synteesireitti E: monivaiheinen synteesi 

Synteesireitti E126 koostui useasta vaiheesta. Reitin retrosynteettinen analyysi on esitetty 

kuvassa 61. Menetelmässä piperidinoni (3) muodostettiin pyrimidiinistä (28), joka sykli-

soitiin -aminoketonista (29). -aminoketoni (29) valmistettiin syklisestä amidista eli -

laktaamista (31), joka oli suojattu di-tert-butyylidikarbonaatti (boc) -suojauksella (30). -

laktaami (31) valmistettiin 2-etyylibuteenin (32) reaktiolla kloorisulfonyyli-isosyanaatin 

(CSI) (33) kanssa. 



 

57 

 

 

Kuva 61. Retrosynteettinen analyysi synteesireitille E. 

Reaktion ensimmäisessä vaiheessa muodostettiin -laktaami (31), joka suojattiin perintei-

sellä Boc-suojauksella. Seuraavaksi muodostettiin -aminoketoni (29) Grignardin reaktiol-

la, jossa reagenssina toimi metyylibromidi. Boc-suojaus poistettiin trifluorietikkahapolla, 

ja -aminoketoni (29) reagoi ammoniakin kanssa muodostaen pyrimidiinin (28). Pyrimi-

diini (28) taas reagoi 3-pentanonin kanssa, jolloin tuotteksi saatiin piperidinoni (3). Radi-

kaali 4-okso-TEEPO (2) muodostettiin hapettamalla piperidinoni (3) vetyperoksidilla vol-

framaattikatalyytin läsnä ollessa. Lopuksi 4-okso-TEEPO (2) pelkistettiin TEEPOL:ksi (1) 

NaBH4:lla. Synteesireitti on esitetty kuvassa 62. 



 

58 

 

 

Kuva 62. Synteesireitti E. 

Synteesireitti E osoittautui toimivaksi ja TEEPOL saatiin valmistettua. Mekanismi piperi-

dinonin (3) valmistukselle Boc-suojatusta -aminoketonista (29) on esitetty kuvassa 63.127 

Pääpiirteissään mekanismi koostuu pyrimidiinin (28) muodostumisesta imiinivälituotteen 

kautta ja sen purkautumisesta ja uudelleenkokoontumisesta piperidiniumiksi (3). 
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Kuva 63. Reaktiomekanismi piperidinonin valmistukselle Boc-suojatusta aminoketonista 

pyrimidiinin kautta.127 

8.1.6 TEEPOL:n glykosylointi 

Lopullinen TEEPO-glukoosikonjugaatti valmistettiin TEEPOL:n glykolysoinnilla. Kirjalli-

suudessa on esitetty runsaasti eri menetelmiä glykosylointireaktioille.128 Reaktiossa sokeri 

toimii elektrofiilinä (donori) ja alkoholi nukleofiilinä (akseptori). Lisäksi tarvitaan pro-

moottori, joka toimii reaktiossa aktivaattorina. Donorin rakennetta muunneltiin vaihtele-

malla sen lähtevää ryhmää. Lähtevä ryhmä voi olla esimerkiksi halogeeni- tai rikkiyhdiste. 

Koska TEEPOL:n valmistus oli aikaavievää ja vaati useita eri synteesivaiheita, oli ainetta 

käytettävissä niukalti. Näin ollen glykolysointireaktion optimoinnissa käytettiin malliai-

neena TEMPOL:a. Taulukossa 1 on esitetty menetelmät, joita kokeiltiin synteesissä. 
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Talukko 1. Testatut glykosylointimenetelmät.128b, 129 

Donori Promoottori Emäs Liuotin 

Glc-Br AgOTf - CHCl3 

Glc-Br AgOTf 2,4,6-kollidiini DCM 

Glc-Br AgCO3 - DCM 

Glc-Br AgOTf - MeCN 

Glc-F BF3·Et2O - DCM 

 

Parhaiten toimiva menetelmä oli asetofluori- -D-glukoosin reaktio BF3·Et2O-promoottorin 

kanssa.129b Kuvassa on esitetty glykosylointireaktion retrosynteettinen analyysi. Syn-

teesireitin viimeisessä vaiheessa poistettiin asetaalisuojaryhmät. 

 

Kuva 64. Retrosynteettinen analyysi glykolysointireaktiolle. 

Glykosylointireaktiossa muodostui haluttu tetra-asetyloitu TEEPO-Glc (35) ja sivutuottee-

na muodostui tetraetyylipiperidiini-Glc (37). Sivutuotteena syntynyt amiini yritettiin kier-

rättää takaisin radikaaliksi hapettamalla m-CPBA:lla, mutta yhdiste ylihapettui oksopiperi-

diniumioniksi (38). Yhdisteen 38 IR-spektrissä voitiin havaita ryhmälle ominainen signaali 

taajuudella 1534 cm-1 (liite, s. 34, kuva 63).130 Suojaryhmien poistoon testattiin myös eri 

vaihtoehtoja, kuten Zemplén de-O-asetylaatiota129a, kaliumsyanaattia etanolissa131 ja ka-

liumkarbonaattia metanolissa132. Nämä menetelmät joko eivät aiheuttaneet mitään muutok-

sia yhdisteessä tai hajottivat yhdisteen glukoosiksi ja amiiniksi (kuva 65). 
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Kuva 65. Tetra-asetyloidun TEEPO-Glc:n käsittely natrium-metoksilla. 

Parhaiten toimiva menetelmä oli kuitenkin yhdisteen käsittely ammoniakin 

vesiliuoksella133. Glykosylointimenetelmän koko synteesireitti on esitetty kuvassa 66. 

 

Kuva 66. Synteesireitti E:n suoritus. 
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Tuotteet 35-38 analysoitiin NMR-spektroskopialla pelkistämällä ne aluksi hydrazobent-

seenillä vastaavaksi hydroksiamiiniksi.52 Analyysin mukaan lopputuote 36 sisälsi suoja-

ryhmien poiston yhteydessä sivutuotteena muodostunutta asetamidia, mikä täytyi ottaa 

huomioon jatkokokeissa. Lisäksi NMR-spektrien perusteella selvitettiin yhdisteen stereo-

rakenne perustuen anomeerisen protonin (H-1') ja protonin H-2' välisen visinaalisen kyt-

keytymisvakion  (3JHH) suuruuteen. Mitattua arvoa (8,0 Hz) verrattiin kirjallisuusarvoon 

(7,9 Hz)129b ja vertailun perusteella tuotteen todettiin olevan -muotoa. 

8.2 In vitro NMR testaus 

Työn toinen osio koostui TEEPO-glukoosikonjugaatin in vitro NMR testauksesta. Mittauk-

set koostuivat veriplasman veden T1-  ja  T2-relaksaatioaikojen mittauksista TEEPO-Gl-

konjugaatin konsentraation funktiona. T1-mittauksiin käytettiin kyllästys-palautumiskoetta 

(saturation-recovery) perinteisen kääntämis-palautumiskokeen (inversion-recovery) sijaan 

johtuen suuren vesisignaalin aiheuttamasta niin kutsutusta radiation damping-ilmiöstä. 

Ilmiön vuoksi kääntämis-palautumiskokeessa tarvittavaa riittävän tarkkaa 180°-pulssia ei 

ole mahdollista saavuttaa. Kyllästymis-palautumiskoe toteutettiin mitaten sarja normaaleja 
1H-spektrejä erilaisilla toistoväleillä TR (TR=relaksaatioviive (D1) + keräysaika (AT)).  

Kyllästymis-palautumiskokeessa magnetisaatio noudattaa yhtälöä: 

( ) = 1  (6) 

Kaavan 5 mukaan voidaan piirtää kuvassa 68 esitetty kehittymiskäyrä. 

 
Kuva 68. Kyllästymis-palautumissekvenssikokeen kehittymiskäyrä. 

Meq 

TR 

Mz(t1) 
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Taulukoissa 2 ja on esitetty relaksaatiomittauksissa käytettyjen näytteiden konsentraatiot ja 

niitä vastaavat T1 ja T2 –relaksaatioajat ja -nopeudet. Kuvissa 69 ja 70 on esitetty vastaa-

vasti näytteiden T1-  ja  T2-relaksaatioajat ja –nopeudet konsentraatioin funktiona. Kuvista 

havaitaan, että valmistettu TEEPO-Glc-konjugaatti lyhentää veden protonin relaksaatioai-

kaa huomattavasti. Toisin sanoen yhdiste käyttäytyy MRI-kontrastiaineiden tavoin. Lisäksi 

kuvista nähdään, että relaksaatioajat lyhenevät eksponentiaalisesti näytteiden konsentraati-

oiden suhteen. 

Taulukko 2. Relaksaatiomittauksissa käytetyt konsentraatiot ja niitä vastaavat T1-

relaksaatioajat ja –relaksaationopeudet. 

c (mM) T1 (s) T1
-1 (s-1) 

0 3,1000 0,3226 
0,4 2,6320 0,3799 
0,8 2,2220 0,4500 
1,6 1,7070 0,5858 
2,5 1,3880 0,7205 
4,1 1,0140 0,9862 
6,2 0,7738 1,2923 

 

  

Kuva 69. Veden a) T1-relaksaatioajat (s) b) T1-relaksaationopeudet (s-1) TEEPO-Glc:n 

konsentraation (mM) suhteen. 
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Taulukko 3. Relaksaatiomittauksissa käytetyt konsentraatiot ja niitä vastaavat T2-

relaksaatioajat ja –relaksaationopeudet. 

c (mM) T2 (s) T2
-1 (s-1) 

0 0,3399 2,9420 
0,4 0,3253 3,0741 
0,8 0,4943 2,0231 
1,6 0,2724 3,6711 
2,5 0,2556 3,9124 
4,1 0,1872 5,3419 
6,2 0,1630 6,1350 

 

 

Kuva 70. Veden a) T2-relaksaatioajat (s) b) T2-relaksaationopeudet (s-1) TEEPO-Glc:n 

konsentraation (mM) suhteen. 

Relaksaatiotitrausten lisäksi testattiin TEEPO-Glc:n stabiiliutta veriplasmassa 37 ºC:ssa. 

Näytteestä mitattiin relaksaatioajat tasaisin väliajoin. Yhdiste osoittautui erittäin stabiiliksi. 

Näytteen relaksointiominaisuudet eivät olleet muuttuneet lainkaan, kun näytettä oli säily-

tetty 37 ºC:ssa viikko. Taulukossa 4 on esitetty näytteen säilytysajat ja niitä vastaavat T1- ja 

T2-relaksaatioajat. Kuvassa 71 on esitetty relaksaatioaikojen muutos ajan funktiona. 
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Taulukko 4. TEEPO-Glc-näytteen (2,5 mM) T1 ja T2 relaksaatioajat, kun näytettä on   

säilytetty 37 ºC:ssa tietty aika. 

aika T1 (s) T2 (s) 
20 min 1,505 0,4188 
60 min 1,498 0,3852 

100 min 1,494 0,4133 
140 min 1,492 0,3898 
180 min 1,490 0,3871 
220 min 1,489 0,3867 
280 min 1,487 0,4078 
340 min 1,483 0,4134 
460 min 1,480 0,4004 

22 h 1,464 0,3868 
viikko 1,428 0,4451 

kk 1,451 0,3658 
 

 

Kuva 71. Relaksaatioaikojen (T1 ja T2) muutos ajan funktiona. 

0

0,5

1

1,5

2

0 1500 3000 4500 6000

T i
(s

)

Aika

T1
T2

0       8 h        22 h                     viikko                                               kk 



 

66 

 

9. Menetelmät 

Yleiset menetelmät: Reagenssit hankittiin kaupallisista lähteistä (Sigma Aldrich, TCI) ja 

käytettiin ilman erillistä esipuhdistusta lukuunottamatta trietyyliamiinia, joka tislattiin. 

Veriplasma hankittiin Suomen Punaisen Ristin veripalvelusta. 

Laitteistot kuivattiin tarpeen vaatiessa säilyttämällä niitä yön yli lämpökaapissa (100 °C) 

tai vaihtoehtoisesti liekittämällä. Jäähdytys suoritettiin argon-virrassa tai vakuumissa. Liu-

ottimet kuivattiin tarvittaessa siten, että niiden joukkoon lisättiin Na-lastuja, minkä jälkeen 

niiden annettiin kuivua yön yli CaCl2-putkella varustetussa kolvissa. Lopuksi liuottimet 

tislattiin natriumin päältä kuivatulla tislauslaitteistolla.  

Reaktioiden etenemistä seurattiin Merckin Silicagel 60 F254 TLC-levyillä, ja visualisoitiin 

UV-valolla tai värjäämällä. Värjäysaineina käytettiin p-anisaldehydi-, ninhydriini- tai 

KMnO4-värjäysliuosta. Anisaldehydiliuos sisälsi etikkahappoa, p-anisaldehydiä ja rikki-

happoa etanolissa, ninhydriiniliuos ninhydriiniä ja etikkahappoa n-butanolissa ja KMnO4-

liuos KMnO4:a, K2CO3:a ja NaOH:a vedessä. Tuotteet puhdistettiin kromatografisesti käyt-

täen Merckin Silicagel 60 silikageeliä. 

1H- ja 13C-NMR-spektrit mitattiin Varian Mercury 300 MHz tai Varian Unity Inova 500 

MHz NMR-spektrometreillä. Liuottimina käytettiin CDCl3:a,  D2O:a  tai  CD3OD:a. Radi-

kaalien NMR-analyysiä varten yhdisteet pelkistettiin liuottamalla näytteet sopivaan deute-

roituun liuottimeen ja lisäämällä joukkoon ylimäärä hydratsobentseeniä. NMR-spektrit 

prosessoitiin MestReNova-ohjelmalla. Yhdisteiden 7, 24, 29 ja 28 1H- ja 13C-NMR-

spektreille tehtiin spektriparametrien (kemialliset siirtymät ja 1H1H–kytkentävakiot) ratkai-

semiseksi spektrianalyysi käyttäen Perch-analyysiohjelmaa. 

MS-spektrit mitattiin Applied BioSystems Mariner ESI-TOF – spektrometrilla tai JEOL 

JMS-700 MStation EI-MS – spektrometrilla. IR-spektrit mitattiin Brukerin Alpha ATR-

FTIR –spektrometrilla. 

9.1 Synteesireitti A 

1,2,2,6,6-pentametyylipiperidin-4-oni (5): 2,2,6,6-tetrametyylipiperidin-4-oni (10 g;  

64,4 mmol) liuotettiin 25 ml:aan asetonia ja seokseen lisättiin 4,5 g (32,6 mmol) K2CO3. 

Metyylijodidi (4,45 ml; 71,5 mmol) lisättiin hitaasti tipoittain huoneenlämmössä sekoitta-
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en. Reaktioseoksen väri muuttui lisäyksen aikana punertavaksi. Sekoitusta jatkettiin yön 

yli. Yön aikana seoksen väri oli muuttunut ruskeaksi ja reaktioastian pohjalle oli muo-

dostunut valkoinen saostuma. Reaktion etenemistä seurattiin TLC:lla. Kun reaktio oli val-

mis, seos siirrettiin erotussuppiloon ja reaktioastia huuhdottiin huolellisesti etyyliasetaatilla 

ja vedellä. Seokseen lisättiin 1 M NaOH- liuosta, ja emäksistä vesifaasia uutettiin kolme 

kertaa etyyliasetaatilla. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja pestiin vedellä ja kyllästetyllä 

NaCl-liuoksella. Liuos kuivattiin Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuote 

ajettiin ohuen silikakerroksen läpi alipaineella käyttäen eluenttina heksaani-etyyli-asetaatti- 

seosta (1:1). Tuotteeksi  saatiin punertavan ruskea neste. Reaktion saanto oli 83 %. 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 2,37 (s, 4 H, CH2), 2,32 (s, 3 H, CH3), 1,13 (s, 12 

H, CH3). 13C  NMR  (300  MHz;  CDCl3):  (ppm): 210,12 (CO), 58,84 (C), 55,78 (CH2), 

28,70 (CH3), 27,35 (CH3). MS (ESI) C10H19NO: laskettu: 170,26 [M+H]+, 192,26 [M+Na]+ 

havaittu: 170,2 [M+H]+, 192,2 [M+Na]+. 

7-atsa-3,11-ditiadispiro[5.1.5.3]heksadekan-15-oni (4): 1,2,2,6,6-pentametyylipiperidin-

4-oni (5; 1,69 g; 10,0 mmol) ja tetrahydro-4H-tiopyran-4-oni (3,49 g; 30,0 mmol) liuotet-

tiin DMSO:iin (15 ml). Ammoniumkloridi (3,21 g; 60,0 mmol) lisättiin seokseen pienissä 

erissä huoneenlämmössä sekoittaen. Reaktioseosta sekoitettiin 60 °C:ssa viisi tuntia. Reak-

tion aikana seoksen väri oli muuttunut punaisesta ruskeaksi. Seos siirrettiin erotussuppi-

loon, laimennettiin vedellä (40 ml) ja joukkoon lisättiin 10 ml 7 % HCl-vesiliuosta. Hapan 

vesiliuos uutettiin eetterillä kolme kertaa (30 ml). Vesifaasi tehtiin emäksiseksi 10 % 

K2CO3-vesiliuoksella ja uutettiin neljä kertaa etyyliasetaatilla (30 ml). Orgaaniset faasit 

yhdistettiin ja pestiin kyllästetyllä NaCl-vesiliuoksella, kuivattiin Na2SO4:lla, suodatettiin 

ja haihdutettiin kuiviin. Ruskea tuote puhdistettiin flash-kromatografialla käyttäen eluent-

tina heksaani/etyyliasetaatti (1:1) – seosta. Massaspektrin mukaan tuote ei ollut kuitenkaan 

oikea. MS- ja NMR -spektrien perusteella reaktion tuotteeksi saatiin 2,2-dimetyyli-9-tia-1-

1-atsaspiro[5.5]undekan-4-oni (7). 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 3,00 (m, 3J=2,70 Hz; 10,74 Hz, 2J=13,24 Hz, 1 H, 

CH2), 3,00 (m, 3J=2,64 Hz; 10,79 Hz, 2J=14,03 Hz, 1 H, CH2), 2,28 (s, 2 H, CH2), 2,23 (s, 

2 H, CH2), 1,93 (m, 3J=2,70 Hz; 5,96 Hz, 2J=13,61 Hz, 1 H, CH2), 1,92 (m, 3J=2,64 Hz; 

5,78 Hz, 2J=14,15 Hz, 1 H, CH2),  1,23 (s,  6 H, 2xCH3). MS (ESI) C11H19NOS: laskettu: 

214,34 [M+H]+, 236,34 [M+Na]+ havaittu: 214,2 [M+H]+, 236,1 [M+Na]+. 
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9.2 Synteesireitti B 

1,3-bis(trimetyylisilyylioksi)-2,2-dimetyylipropaani (13): Neopentyyliglykoli (1 g; 9,6 

mmol) ja THF mitattiin kaksikaulakolviin. Kolvin päälle asetettiin Ar-pallo ja toinen kaula 

suljettiin septumilla. Seokseen lisättiin septumin läpi ruiskulla klooritrimetyylisilaani (2,7 

ml; 21,3 mmol) ja trietyyliamiini (2,9 ml; 20,8 mmol). Seokseen muodostui valkoinen sa-

ostuma. Sekoitusta jatkettiin huoneenlämmössä yön yli, minkä jälkeen seos siirrettiin ero-

tussuppiloon, laimennettiin eetterillä ja pestiin vedellä kaksi kertaa. Lopuksi orgaaninen 

faasi pestiin kyllästetyllä NaCl-vesiliuoksella, kuivattiin MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdu-

tettiin kuiviin. Reaktion saanto oli 82 %. Tuotteeksi saatiin vaalean kellertävä kirkas liuos. 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 3,28 (s, 4 H, CH2), 0,80 (s, 6 H, 2xCH3), 0,08 (s, 18 

H, 6xCH3). 

Dimetyyli-2,2’-(5,5-dimetyyli-1,3-dioksaani-2,2-diyyli)diasetaatti (9): Kuivaan kolviin  

mitattiin 8 ml dikloorimetaania ja 0,05 ml (0,3 mmol) trimetyylisilyyli trifluorime-

taanisulfonaattia (TMSOTf). Seos asetettiin NaCl-jäähauteeseen ja joukkoon lisättiin hi-

taasti 5,1 g (20,5 mmol) 1,3-bis(trimetyylisilyylioksi)-2,2-dimetyylipropaania (13). Dime-

tyyliasetonidikarboksylaatti (2,5 ml; 17,2 mmol) liuotettiin 6 ml:aan dikloorimetaania ja 

lisättiin reaktioseokseen. Seosta sekoitettiin yön yli huoneenlämmössä. Reaktion etenemis-

tä seurattiin TLC:n avulla. Kun reaktio oli valmis, kolvi asetettiin jäähauteeseen ja seok-

seen lisättiin 0,6 ml pyridiiniä. Seos siirrettiin erotussuppiloon ja joukkoon lisättiin 60 ml 

kyllästettyä NaHCO3-vesiliuosta. Vesifaasi uutettiin kolme kertaa etyyliasetaatilla (50 ml). 

Orgaaniset faasit yhdistettiin ja pestiin kyllästetyllä NaCl-vesiliuoksella, kuivattiin 

MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuote puhdistettiin flash-kromatografialla 

käyttäen eluenttina heksaani/etyyliasetaatti (7:3) – seosta. Reaktion saanto oli 93 %. 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 3,69 (s, 6 H, 2xCH3), 3,55 (s, 4 H, 2xCH2), 3,07 (s, 

4 H, 2xCH2), 0,95 (s, 6 H, 2xCH3). 

3,7-dietyylinona-3,6-dien-5-oni (8): Kuivaan kolmikaulakolviin mitattiin 0,58 g (23,9 

mmol) magnesiumia, 10 ml kuivattua THF:a ja jodikide. Kolvin päälle asetettiin pystyjääh-

dytin ja CaCl-putki. Kolvin toiseen kaulaan asetettiin tiputussuppilo, johon mitattiin 10 ml 

THF:a ja 1,72 ml (23,0 mmol) etyylibromidia. Reagenssiliuosta laskettiin pieni määrä re-

aktiokolviin, ja samalla reaktioseosta alettiin sekoittaa varovasti. Reaktion käynnistyminen 

havaittiin värimuutoksella (punertavasta harmaaksi) ja kolvin lämpenemisellä. Tiputussup-
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piloon lisättiin vielä 10 ml kuivattua THF:a ja loput reagenssiliuoksesta lisättiin hitaasti 

reaktioseoksen joukkoon. Lisäyksen jälkeen seosta refluksoitiin 10 minuuttia. Seos jäähdy-

tettiin asettamalla kolvi jäähauteeseen. Tipustussuppiloon mitattiin 10 ml THF:a ja 1 g (3,8 

mmol) dimetyyli-2,2’-(5,5-dimetyyli-1,3-dioksaani-2,2-di-yyli)diasetaattia (9). Liuos lisät-

tiin reaktioseokseen tipoittain. Lisäyksen aikana seoksen väri muuttui aluksi kellertäväksi 

ja lopulta punertavaksi. Lähtöaineen lisäyksen jälkeen seosta refluksoitiin puoli tuntia. 

Kolvi asetettiin jäähauteeseen ja jäähtyneeseen seokseen lisättiin 40 ml 2 M HCl-

vesiliuosta pienissä erissä. Seos siirrettiin erotussuppiloon ja uutettiin neljä kertaa 40 ml:lla 

dietyylieetteriä. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja pestiin vedellä ja kyllästetyllä NaCl-

vesiliuoksella. Orgaaninen faasi kuivattiin MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. 

Ruskea tuote ajettiin lyhyen silikapylvään läpi käyttäen eluenttina heksaania. Tuoteeksi 

saatiin keltainen neste ja reaktion saanto oli 6 %. 

MS (ESI) C13H22O: laskettu: 195,31 [M+H]+, havaittu: 195,2 [M+H]+. 

1,3-bis(trimetyylisilyylioksi)propaani (15): Reaktio noudatti yhdisteen 13 valmistuksessa 

kuvailtuja menetelmiä. Kuiva etyleeniglykoli (0,9 ml; 16,1 mmol) liuotettiin 30 ml:aan 

THF:a. Seokseen lisättiin 4,5 ml (35,5 mmol) klooritrime-tyylisilaania ja 4,9 ml (35,2 

mmol) trietyyliamiinia. Tuote oli vaalean kellertävä kirkas liuos ja reaktion saanto oli 91 % 

(3,02 g). 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 3,65 (s, 4 H, 2xCH2), 0,12 (s, 18 H, 6xCH3).  

Dimetyyli-2,2’-(1,3-dioksolaani-2,2-diyyli)diasetaatti (10): Reaktio suoritettiin kuten 

yhdisteen 9 valmistuksessa. Kolviin mitattiin 3 ml dikloorimetaania ja 0,02 ml (0,1 mmol) 

trimetyylisilyyli trifluorimetaanisulfonaattia (TMSOTf). 1,3-bis(trimetyylisilyylioksi)-

propaania (15) lisättiin 1,42 g (6,9 mmol) ja dimetyyliasetonidikarboksylaattia 0,83 ml (5,7 

mmol) 2 ml:ssa dikloorimetaania. Tuote puhdistettiin flash-kromatografialla käyttäen 

eluenttina heksaa-ni/etyyliasetaatti (3:1) – seosta. Reaktion saanto oli 55 %. 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 4,00 (s, 4 H, 2xCH2), 3,68 (s, 6 H, 2xCH3), 2,94 (s, 

4 H, 2xCH2). 

3,7-dietyylinona-3,6-dien-5-oni (8): Reaktio suoritettiin kuten aiemmin kuvailtiin, mutta 

tällä kertaa liuottimena käytettiin dietyylieetteriä. Kuivaan kolmikaulakolviin mitattiin 0,8 

g (32,9 mmol) magnesiumia, 5 ml kuivattua dietyylieetteriä ja jodikide. Kolvin päälle ase-
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tettiin pystyjäähdytin ja CaCl2-putki. Kolvin toiseen kaulaan asetettiin tiputussuppilo, jo-

hon mitat-tiin 5 ml dietyylieetteriä ja 2,05 ml (27,5 mmol) etyylibromidia. Reagenssiliuos-

ta laskettiin hiukan tiputussuppilosta reaktiokolviin ja seosta alettiin sekoittaa varovasti. 

Reaktion käynnistyminen havaittiin värimuutoksella (punertavasta harmaaksi) ja eetterin 

refluksoitumisen alkamisena. Tiputussuppiloon lisättiin vielä 5 ml kuivattua dietyylieette-

riä ja loput reagenssiseoksesta lisättiin hitaasti niin, että reaktio-olosuhteet pysyivät hillit-

tyinä. Lisäyksen jälkeen seosta refluksoitiin 10 minuuttia. Seos jäähdytettiin asettamalla 

kolvi jäähauteeseen ja tipustussuppiloon mitattiin 5 ml dietyylieetteriä ja 1 g (4,6 mmol) 

dime-tyyli-2,2’-(1,3-dioksolaani-2,2-diyyli)diasetaattia (10). Liuos lisättiin reaktioseokseen 

tipoittain. Lisäyksen aikana seoksen väri muuttui vaalean kellertäväksi ja seokseen muo-

dostui vaalea saostuma. Lähtöaineen lisäyksen jälkeen seosta refluksoitiin puoli tuntia. 

Kolvi asetettiin jäähauteeseen ja jäähtynyt seokseen lisättiin aluksi 0,1 M ja lopuksi 2 M 

HCl-vesiliuosta niin, että saatiin aikaan hapan liuos, joka ei sisältänyt kiinteitä aineita. 

Seos siirrettiin erotussuppiloon ja uutettiin neljä kertaa 50 ml:lla dietyylieetteriä. Orgaani-

set faasit yhdistettiin ja pestiin vedellä ja kyllästetyllä NaCl-vesiliuoksella. Orgaaninen 

faasi kuivattiin MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Keltainen tuote ajettiin 

lyhyen silikapylvään läpi käyttäen eluenttina heksaania. Tuotteeksi saatiin keltainen neste 

ja reaktion saanto oli 6 %. 

MS (ESI) C13H22O: laskettu: 195,31 [M+H]+, havaittu: 195,2 [M+H]+. 

9.3 Synteesireitti C 

3-etyyli-3-hydroksypentaanihapon etyyliesteri (19): Kuivaan 250 ml:n kolmikaulakol-

viin mitattiin 50 ml kuivattua THF:a, 12,3 ml, 3,10 g (127,5 mmol) magnesiumia ja jodiki-

de. Kolvin päälle asetettiin peräkkäin kaksi pystyjäädyttäjää ja CaCl-putki. Kolviin lisättiin 

hitaasti (116,1 mmol) dietyyliketonia ja 11,6 ml (104,5 mmol) etyylibromiasetaattia. Seos-

ta alettiin sekoittaa varovasti huoneenlämmössä. Reaktion käynnistyttyä seoksen väri 

muuttui punaisesta keltaiseksi ja THF alkoi refluksoitua kiivaasti, mitä hillittiin jäähauteel-

la. Seosta refluksoitiin tunti, minkä jälkeen se jäähdytettiin jäähauteella. Jäähtyneeseen 

seokseen lisättiin 200 ml kylmää 10 % rikkihappoa. Seos siirrettiin erotussuppiloon ja lai-

mennettiin 100 ml:lla eetteriä. Faasit erotettiin ja hapan vesifaasi uutettiin kaksi kertaa 50 

ml:lla eetteriä. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja pestiin kolme kertaa 100 ml:lla vettä, kuusi 

kertaa 100 ml:lla 10 % NaOH-vesiliuosta ja kaksi kertaa 100 ml:lla kyllästettyä NaCl-
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vesiliuosta. Orgaaninen faasi kuivattiin MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. 

Tuotteeksi saatiin keltainen neste ja reaktion saanto oli 82 % (14,9 g).  

1H NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 4,18 (q, 3J=7,2 Hz, 2 H, CH2), 2,45 (s, 2 H, CH2), 

1,55 (q, 3J=7,5  Hz,  2  H,  CH2), 1,54 (q, 3J=7,5  Hz,  2  H,  CH2), 1,28 (t, 3J=7,5  Hz,  3  H,  

CH3), 0,89 (t, 3J=7,5 Hz, 6 H, 2xCH3). 13C NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 173,15 (C), 

73,20 (C), 60,46 (CH2), 42,16 (CH2), 31,09 (CH2), 14,08 (CH3), 7,86 (CH3). MS (ESI) 

C9H18O3: laskettu: 197,24 [M+Na]+, havaittu: 196,9 [M+Na]+. 

3-etyyli-3-hydroksipentaanihappo (18): 3-etyyli-3-hydroksypentaanihapon etyyliesteri 

(19; 13,66 g; 78,4 mmol), 60 ml metanolia ja 12 ml vettä mitattiin 250 ml:n kolviin.  Seok-

seen lisättiin kaliumhydroksidi (6,6 g; 117,6 mmol) ja seosta refluksoitiin yön yli. Suurin 

osa metanolista haihdutettiin pöyröhaihduttimella pois. Seos siirrettiin erotussuppiloon ja 

reaktiokolvi huuhdottiin huolellisesti eetterillä ja vedellä. Erotussuppiloon lisättiin vettä 

yhteensä 200 ml, ja vesiliuos uutettiin kuusi kertaa 70 ml:lla eetteriä. Vesifaasi tehtiin hap-

pamaksi (pH 2-3) kylmällä väkevällä suolahappoliuoksella, ja uutettiin neljä kertaa 100 

ml:lla eetteriä. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja pestiin kaksi kertaa 100 ml:lla kyllästettyä 

NaCl-liuosta. Eetteriliuos kuivattiin MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuot-

teeksi saatiin kiinteä, tummankeltainen aine ja reaktion saanto oli 83 % (9,5 g). 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):   (ppm): 2,53 (s,  2H, CH2), 1,60 (q, 3J=7,5 Hz, 4H, CH2), 

1,59 (q, 3J=7,5  Hz,  4H,  CH2), 0,91 (t, 3J=7,5 Hz, 6 H, 2xCH3). 13C  NMR  (300  MHz;  

CDCl3):  (ppm): 177,64 (C) 74,02 (C), 42,21 (CH2), 31,15 (CH2), 8,03 (CH3). MS (ESI) 

C7H14O3: laskettu: 169,18 [M+Na]+, havaittu: 168,9 [M+Na]+. 

3-etyyli-2-penteenihappo (17): 3-etyyli-3-hydroksipentaanihappo (18; 9,5 g; 65,0 mmol) 

ja etikkahappoanhydridi (18,4 ml; 195 mmol) mitattiin 250 ml:n kolviin. Seosta refluksoi-

tiin yön yli. Seos vesihöyrytislattiin ja tislettä kerättiin kunnes se ei ollut enää sameaa vaan 

kirkasta, noin 250 ml. Tisle kyllästettiin NaCl:lla ja siirrettiin erotussuppiloon. Vesiliuos 

uutettiin neljä kertaa 100 ml:lla eetteriä. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja kuivattiin 

MgSO4:lla. Liuos suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Jäännös fraktiotislattiin alipaineessa 

ja tuotteeksi saatiin kirkas väritön neste (5,9 g). Tuotteen kiehumispiste oli 130 °C 30 

mmHg:ssa ja reaktion saanto 71 %. 
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1H NMR (300 MHz; CDCl3):   (ppm): 5,63 (s,  1H, CH), 2,63 (q,  3J=7,5 Hz, 2 H, CH2), 

2,23 (q, 3J=7,5 Hz, 4Jallyl=1,2 Hz, 2 H, CH2), 1,08 (t, 3J=7,5 Hz, 3 H, CH3), 1,09 (t, 3J=7,5 

Hz,  3  H,  CH3). 13C  NMR  (300  MHz;  CDCl3):  (ppm): 172,64 (C), 170,56 (C), 113,46 

(CH), 31,15 (CH2), 25,67 (CH2), 13,02 (CH3), 11,97 (CH3).  MS (ESI) C7H12O3: laskettu: 

129,17 [M+H]+, havaittu: 128,9 [M+H]+. 

3-etyyli-2-pentenoyylikloridi (16): 3-etyyli-2-penteenihappo (17; 5,6 g; 43,7 mmol) liuo-

tettiin 30 ml:aan dikloorimetaania. Reaktiokolvi asetettiin jäähauteeseen ja seokseen lisät-

tiin hitaasti 5,72 ml (65,6 mmol) oksalyylikloridia. Seosta sekoitettiin hetki jäähauteessa, 

sitten huoneenlämmössä yhteensä viisi tuntia. Reaktion aikana seos oli muuttunut värittö-

mästä vaalean ruskeaksi. Seos haihdutettiin kuiviin ja jäännös tislattiin alipaineessa. Tuot-

teeksi saatiin kirkas kellertävä neste, jonka kiehumispiste oli 76 °C 20 mmHg:ssa. Reakti-

on saanto oli 94 % (6,01 g). 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 5,97 (s, 1 H, CH), 2,53 (q, 3J=7,5 Hz, 2 H, CH2), 2,27 

(q, 3J=7,5 Hz, 4Jallyl=0,9 Hz, 2 H, CH2), 1,11 (t, 3J=7,2 Hz, 3 H, CH3), 1,08 (t, 3J=7,5 Hz, 3 

H, CH3). 13C  NMR  (300  MHz;  CDCl3):  (ppm): 175,06 (C), 163,35 (C), 120,35 (CH), 

31,23 (CH2), 26,91 (CH2), 12,48 (CH3), 11,67 (CH3). 

3,7-dietyylinona-3,6-dien-5-oni (8): Kuivaan kaksikaulakolviin mitattiin 3-etyyli-2-

pentanoyylikloridi (16; 5,78 g; 39,4 mmol), 30 ml kloroformia ja 10,5 g (78,7 mmol) alu-

miinitrikloridia. Kolvin päälle asetettiin Ar-pallo ja toinen kaula suljettiin septumilla. 

Seokseen lisättiin hitaasti 9,61 ml (78,8 mmol) 2-etyyli-1-buteenia. Seosta sekoitettiin 

huoneenlämmössä 1,5 h ja reaktion etenemistä seurattiin TLC:lla. Kun reaktio oli valmis, 

seos siirrettiin erotussuppiloon ja laimennettiin 200 ml:lla kloroformia. Orgaanista faasia 

pestiin vedellä, kunnes pesuvesi oli neutraalia. Lopuksi se pestiin vielä kyllästetyllä NaCl-

vesiliuoksella, kuivattiin MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tumman ruskea 

tuote puhdistettiin flash-kromatografialla käyttäen eluenttina heksaani/etyyliasetaatti 

(100:1) – seosta. Tuotteeksi saatiin keltainen neste, jonka havaittiin massaspektrin perus-

teella olevan polymeeri. 

9.4 Synteesireitti D 

Dipentan-3-yyliamiini (24): Kuivattuun kaksikaulakolviin mitattiin 4 ml (34,4 mmol) 3-

aminopentaania, 4,01 ml (37,9 mmol) 3-pentanonia ja 2,5 ml etikkahappoa. Seosta sekoi-
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tettiin 15 minuuttia, mikä jälkeen sen joukkoon lisättiin 2,56 ml (17,2 mmol) PEMB:a. 

Seosta lämmitettiin yön yli 50 ºC:ssa. Reaktion etenemistä seurattiin TLC:lla. Koska reak-

tio ei ollut mennyt loppuun, seokseen lisättiin 1 ml 3-pentanonia ja lämmitystä jatkettiin 

kunnes reaktio oli valmis. Kolvi nostettiin huoneenlämpöön jäähtymään. Jäähtynyt seos 

liuotettiin 100 ml vettä ja vesiliuoksen pH säädettiin seitsemään 2 M NaOH-vesiliuoksella. 

Vesifaasi uutettiin kaksi kertaa dietyylieetterillä (100 ml). PEMB-reagenssin sisältävä or-

gaaninen faasi heitettiin pois ja vesifaasi tehtiin emäksiseksi 2 M NaOH-vesiliuoksella. 

Vesiliuos uutettiin kolme kertaa dietyylieetterillä (100 ml). Orgaaniset faasit yhdistettiin ja 

pestiin kaksi kertaa 100 ml:lla vettä ja kerran 100 ml:lla kyllästettyä NaCl-vesiliuosta. Liu-

os kuivattiin MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuotteeksi saatiin keltainen 

neste ja reaktion saanto oli 60 %. 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 2,32 (p, 3J=5,7 Hz, 1H, CH), 1,32 (qd, 3J=7,5 Hz; 

5,4 Hz, 2 H, CH2), 1,30 (qd, 3J=7,5 Hz; 5,4 Hz, 2 H, CH2), 0,80 (t, 3J=7,5 Hz, 6 H, 2xCH3) 

13C NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 57,10 (CH), 26,47 (CH2), 9,88 (CH3) 

N,N-dipentan-3-yyliditiokarbamaatin Na-suola (23): Kaksikaulakolviin mitattiin 20 ml 

etanolia ja 0,89 (22,3 mmol) NaOH:a. Seoksen lisättiin hukan vettä, kunnes kaikki NaOH 

oli liuennut. Kolvin päälle asetettiin Ar-pallo ja toiseen kaulaan septumi. Septumin läpi 

ruiskutettiin 1,87 ml (31,1 mmol) rikkihiiltä ja hitaasti 3,25 g (20,7 mmol) di-(pentan-3-

yyli)amiinia (24). Keltaista seosta sekoitettiin yön yli huoneenlämmössä. Lopuksi reak-

tioseos haihdutettiin kuiviin ja tuotteeksi saatiin vaalean keltainen kiinteä aine. 

IR:  (cm-1): 1464 (C–NR2), 1090 (C–S), 1046 (C=S), 443 (Na–S) 

2,2,6,6-tetraetyyli-4-piperidonin AlCl4—suola (22): N,N-dipentan-3-yyliditiokarbamaatin 

Na-suola  (23) liuotettiin asetoniin. Seokseen lisättiin AlCl3 ja refluksoitiin yön yli. Seos 

siirrettiin erotussuppiloon, johon lisättiin 100 ml 2 M NaOH-vesiliuosta. Vesiliuos uutettiin 

dietyylieetterillä; kerran 100 ml:lla ja kaksi kertaa 50 ml:lla. Orgaaniset faasit yhdistettiin 

ja pestiin kaksi kertaa vedellä (50 ml) ja kerran kyllästetyllä NaCl-vesiliuoksella. Seos kui-

vattiin MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Reaktiota ei ollut onnistunut, sillä 

tuote sisälsi massaspektrin mukaan lähtöainetta, joka oli osittain hajonnut dipentan-3-

yyliamiiniksi. Lisäksi spektrissä havaittiin muita tuntemattomia aineita (liite, s.13, kuva 

24). 
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9.5 Synteesireitti E 

4,4-dietyyliatsetidin-2-oni (31): Kaksikaulakolviin mitattiin 80 ml dietyylieetteriä ja 15 

ml (172,3 mmol) kloorisulfonyyli-isosyanaattia. Kolvin päälle asetettiin Ar-pallo ja toinen 

kaula suljettiin septumilla. Kolvi asetettiin vesihauteeseen ja seokseen lisättiin 2-

etyylibuteeni (20 ml; 163,7 mmol) hitaasti ruiskulla septumin läpi. Seosta sekoitettiin huo-

neenlämmössä yön yli. Reaktion aikana seoksen väri oli muuttunut värittömästä keltaisek-

si. Reaktion etenemistä seurattiin TLC:lla. Kun reaktio oli valmis, seokseen lisättiin 160 ml 

kyllästettyä NaSO3-vesiliuosta ja sekoitusta jatkettiin kaksi tuntia. Seoksen pH säädettiin 

neutraaliksi lisäämällä kiinteää NaHCO3:a. Seos siirrettiin erotussuppiloon ja faasit erotet-

tiin. Vesifaasia uutettiin kaksi kertaa 100 ml:lla dikloorimetaania. Orgaaniset faasit yhdis-

tettiin, kuivattiin MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuotteeksi saatiin kirkas, 

vaaleankeltainen viskoottinen neste. Reaktion saanto oli 65 % (13,4 g). 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):   (ppm):  5,29  (s,  1  H,  NH),  2,62  (s,  2  H,  CH2), 1,68 (q, 
3J=7,5 Hz, 4 H, 2xCH2), 0,91 (t, 3J=7,5 Hz, 6 H, 2xCH3). 13C NMR (300 MHz; CDCl3):  

(ppm): 168,37 (CO), 57,98 (C), 46,16 (CH2), 29,64 (CH2), 8,75 (CH3). 

N-(tert-butoksikarbonyyli)-4,4-dietyyliatsetidin-2-oni (30): Kolviin mitattiin 13,43 g 

(105,57 mmol) 4,4-dietyyliatsetidin-2-onia (31) ja 100 ml dikloorimetaania. Seokseen li-

sättiin 17,7 ml (127,0 mmol) trietyyliamiinia ja katalyyttinen määrä dimetyyliamonipyri-

diiniä. Di-tert-butyylidikarbonaatti (27,7 g; 126,9 mmol) liuotettiin 50 ml:n dikoorimetaa-

nia ja liuos lisättiin reaktioseoksen joukkoon. Kolvin päälle asetettiin Ar-pallo ja seosta 

sekoitettiin yön yli huoneenlämmössä. Seoksen väri oli muuttunut reaktion aikana keltai-

sesta oranssiksi. Reaktion etenemistä seurattiin TLC:lla. Kun reaktio oli valmis, seos siir-

rettiin erotussuppiloon, pestiin kaksi kertaa kyllästetyllä ammoniumkloridi-vesiliuoksella 

ja vedellä sekä kerran kyllästetyllä NaCl-vesiliuoksella. Orgaaninen faasi kuivattiin 

MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Punertavan ruskea tuote suodatettiin sili-

kalla täytetyn sintterin läpi käyttäen eluenttina heksaani-etyyliasetaatti-seosta (1:1). Tuot-

teeksi saatiin keltainen viskoottinen neste ja reaktion saanto oli 93 % (22,3 g). 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 2,69 (s, 2 H, CH2), 1,87 (q, 3J=7,5 Hz, 4 H, 2xCH2), 

1,50 (s, 9 H, 3xCH3), 0,93 (t, 3J=7,5  Hz,  6  H,  2xCH3). 13C NMR (300 MHz; CDCl3):  

(ppm): 165,16 (CO), 148,09 (CO), 82,78 (C), 63,27 (C), 43,48 (CH2), 28,77 (CH2), 28,19 

(CH3), 8,22 (CH3). 
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 (1,1-dietyyli-3-oksobutyyli)-karbamiinihapon tert-butyyliesteri (29): Kuivattuun kak-

sikaula-kolviin mitattiin 8 g (35,2 mmol) N-(tert-butoksikarbonyyli)-4,4-dietyyli-atsetidin-

2-onia (30) ja 120 ml kuivaa THF:a. Kolvin päälle asetettiin Ar-pallo ja toiseen kaulaan 

septumi. Kolvi asetettiin -40 ºC hauteeseen (asetonitriili-hiilihappo) ja seokseen lisättiin 

hitaasti septumin läpi ruiskuttaen 15 ml (45,0 mmol) 3 M MeMgBr-dietyylieetteriliuosta 

samalla sekoittaen. Sekoitusta jatkettiin -40 ºC:ssa kaksi tuntia, ja reaktion etenemistä seu-

rattiin TLC:lla. Kun lähtöainetta ei ollut enää jäljellä, tumman harmaan seoksen joukkoon 

lisättiin runsaasti kyllästettyä ammoniumkloridi-vesiliuosta ja kolvi nostettiin pois kylmäs-

tä hauteesta. Kun seos oli huoneenlämpöinen, se siirrettiin erotussuppiloon. Faasit erotet-

tiin toisistaan ja vesifaasi uutettiin kaksi kertaa 100 ml:lla dikloorimetaania. Orgaaniset 

faasit yhdistettiin, kuivattiin MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuotteeksi 

saatiin keltainen viskoottinen neste. Reaktion saanto oli 97 % (8,3 g). 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):   (ppm): 2,84 (s,  2 H, CH2),  2,14 (s,  3 H, CH3), 1,56-1,83 

(m, 3J=7,5 Hz, 2J=14,7 Hz; 7,8 Hz, 4 H, 2xCH2) 1,41 (s, 9 H, 3xCH3), 0,80 (t, 3J=7,5 Hz, 6 

H, 2xCH3). 13C NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 208,48 (CO), 154,69 (CO), 78,96 (C), 

57,27 (C), 47,09 (CH2), 32,11 (CH3), 28,50 (CH2), 27,88 (CH3), 7,64 (CH3). 

2,2,6,6-tetraetyyli-1,2,5,6-tetrahydro-4-metyylipyrimidiini (28): (1,1-dietyyli-3-okso-

butyyli)-karbamiinihapon tert-butyyliesteri (29; 9,85 g; 40,5 mmol) liuotettiin 

dikloorimetaanin (20 ml). Seokseen lisättiin trifluorietikkahappo (20 ml). Kolvin päälle 

asetettiin Ar-pallo ja seoksen annettiin reagoida kaksi tuntia huoneenlämmössä sekoittaen. 

Reaktion etenemistä seurattiin TLC:lla, ja kun lähtöainetta ei ollut enää jäljellä, seos haih-

dutettiin kuiviin. Jäljelle jäänyt keltainen amiinin trifluoroasetaattisuola siirrettiin metalli-

reaktoriin ja liuotettiin metanoliin (10 ml). Reaktoriin lisättiin 21 ml 3-pentanonia ja reak-

tori asetettiin -78 ºC asetoni-hiilihappohauteeseen. Seokseen lisättiin noin 50 ml nesteytet-

tyä ammoniakkia. Reaktori suljettiin tiiviisti ja nostettiin huoneenlämpöön. Seosta sekoitet-

tiin yön yli huoneenlämmössä. Reaktori asetettiin uudelleen asetoni-hiilihappohauteeseen 

ja seoksen annettiin jäähtyä. Jäähtynyt reaktori avattiin ja seosta sekoitettiin avonaisena 

huoneenlämmössä kunnes kaikki reagoimaton ammoniakki oli haihtunut. Jäljelle jäänyt 

seos laimennettiin dikloorimetaanilla, siirrettiin erotussuppiloon ja pestiin kaksi kertaa kyl-

lästetyllä NaHCO3-vesiliuoksella. Orgaaninen faasi kuivattiin MgSO4:lla, suodatettiin ja 

haihdutettiin kuiviin. Tuote puhdistettiin flash-kromatografialla käyttäen eluenttina dikloo-
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rimetaani/asetoni (1:1) –seosta. Tuotteeksi saatiin keltainen neste, ja reaktion saanto oli 66 

% (5,58 g). 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):   (ppm): 1,97 (s,  2 H, CH2),  1,81 (s,  3 H, CH3), 1,47-1,61 

(m, 3J=7,5, 2J=21,0 Hz; 16,0 Hz, 4 H, 2xCH2), 1,16-1,41 (m, 3J=7,5 Hz, 2J=7,0 Hz, 4 H, 

2xCH2), 0,83 (t, 3J=7,5 Hz, 3 H, CH3), 0,79 (t, 3J=7,5 Hz, 3 H, CH3). 13C NMR (300 MHz; 

CDCl3):  (ppm): 164,53 (C), 74,21 (C), 51,99 (C), 39,14 (CH2), 33,46 (CH2), 31,39 

(CH2), 28,46 (CH3), 8,16 (CH3), 7,57 (CH3). 

 2,2,6,6-tetraetyyli-4-piperidoni (3): 2,2,6,6-tetraetyyli-1,2,5,6-tetrahydro-4-metyyli-

pyrimidiini (28; 1,36 g; 6,5 mmol), ammoniumbromidi (0,03 g; 0,3 mmol) ja dietyyliketoni 

(3,4 ml; 32,1 mmol) liuotettiin metanoliin (13 ml). Seos asetettiin jää-hauteeseen ja sen 

joukoon lisättiin 0,5 ml väkevää suolahappoa hitaasti tipoittain. Seosta sekoitettiin yön yli 

huoneenlämmössä. Yön aikana seoksen väri oli muuttunut keltaisesta ruskeaksi. Seos ase-

tettiin jäähauteeseen ja siihen lisättiin noin 18 % suolahappoliuosta. Seosta lämmitettiin 

noin 60 ºC:ssa kaksi päivää. Reaktion etenemistä seurattiin TLC:n avulla. Kun lähtöainetta 

ei ollut enää jäljellä, seokseen lisättiin 2 M NaOH-liuosta ja metanoli haihdutettiin pois. 

Seos uutettiin kolme kertaa dikloorimetaanilla. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja kuivattiin 

K2CO3:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Ruskea tuote ajettiin silikan läpi imu-

suodatuksella käyttäen eluenttina 1:1 heksaani/etyyliasetaatti – seosta. Tuotteeksi saatiin 

tummankeltainen öljy, ja reaktion saanto oli 53 % (0,72 g). 

1H NMR (300 MHz; CDCl3):  (ppm): 2,23 (s, 4 H, 2xCH2), 1,30-1,60 (m, 3J=7,5 Hz, 
2J=14,0 Hz, 8 H, 4xCH2), 0,83 (t, 3J=7,5 Hz, 12 H, 4xCH3). 13C NMR (300 MHz; CDCl3): 

 (ppm): 212,25 (CO), 58,54 (C), 49,89 (CH2), 33,16 (CH2), 8,13 (CH3). 

2,2,6,6-tetraetyylipiperidin-4-oni-1-oksyyli (2): 2,2,6,6-tetraetyyli-4-piperidoni (3; 1,27 

g; 6,0 mmol) liuotettiin metanoliin (12 ml). Seokseen lisättiin katalyyttinen määrä natri-

umvolframaatti dihydraattia (Na2WO4 · 2 H2O) ja 5 ml 30 % vetyperoksidia hitaasti tipoit-

tain. Seosta sekoitettiin huoneenlämmössä. Reaktion etenemistä seurattiin tasaisin väliajoin 

TLC:lla ja reaktioseoksen joukkoon lisättiin pieniä määriä vetyperoksidia, kunnes reaktio 

oli valmis. Seokseen lisättiin kyllästettyä K2CO3-liuosta ja se uutettiin kaksi kertaa dietyy-

lieetterillä. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja kuivattiin MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdutet-

tiin kuiviin. Oranssi tuote puhdistettiin kahdesti flash-kromatografialla, ensin käyttäen 

eluenttina 10:1 heksaani/etyyliasetaatti –seosta ja toisen kerran käyttäen eluenttina puhdas-
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ta dikloorimetaania. Tuotteeksi saatiin ruskeanoranssi kiinteä aine. Reaktion saanto oli 44 

% (0,59 g). 

MS (ESI) C13H24NO2
•: laskettu: 227,34 [M+H]+, havaittu: 227,2 [M+H]+. 

4-hydroksi-2,2,6,6-tetraetyylipiperidini-1-oksyyli (1): 2,2,6,6-tetraetyylipiperidin-4-oni-

1-oksyyli (2; 0,59 g; 2,6 mmol) liuotettiin 10 ml:aan etanolia. Seos asetettiin jäähauteeseen 

ja joukkoon lisättiin 0,15 g (4,0 mmol) NaBH4:a. Seosta sekoitettiin jäähauteessa kaksi 

tuntia. Reaktion etenemistä seurattiin TLC:lla, ja kun lähtöainetta ei enää havaittu, seos 

siirrettiin erotussuppiloon, johon lisättiin 40 ml kyllästettyä NaCl-vesiliuosta. Seos uutet-

tiin kaksi kertaa 20 ml:lla dietyylieetteriä. Orgaaniset faasit yhdistettiin, kuivattiin 

MgSO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuote uudelleenkiteytettiin heksaanista. 

Tuotteeksi saatiin kirkkaanoranssi kiinteä tuote, ja reaktion saanto oli 91 % (0,54 g). 

MS (ESI) C13H26NO2
•: laskettu: 229,35 [M+H]+, havaittu: 229,2 [M+H]+. 

9.6 Glykolysointireaktio ja suojaryhmien poisto 

2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-TEEPO (35). TEEPOL 1 (103,7 mg, 

0,45 mmol), Glc -F (193,7 mg, 0,55 mmol) ja murskatut 4 Å molekyyliseulat (50 mg) 

liuotettiin dikloorimetaaniin (1 ml). Reaktioseos jäähdytettiin 0 °C:een ja joukkoon lisättiin 

BF3·Et2O (0,11 ml, 0,89 mmol) hitaasti. Reaktioseosta sekoitettiin huoneenlämpötilassa 

argonin alla kuusi tuntia. Reaktion etenemistä seurattiin TLC:lla. Kun reaktio oli valmis, 

seokseen kaadettiin kylmää vettä ja se suodatettiin Celite®:n läpi. Celite® pestiin etyyli-

asetaatilla ja seos siirrettiin erotussuppiloon. Orgaaninen faasi pestiin kyllästetyllä NaCl-

vesiliuoksella, kuivattiin Na2SO4:lla ja haihdutettiin kuiviin. Tuote puhdistettiin flash-

kromatografialla käyttäen eluenttina aluksi n-heksaani/eyyliasetaatti 1:1 seosta, ja lopuksi 

10 % metanoli/dikloorimetaaniseosta. Tuotteksi saatiin vaalenoranssi, kiinteä 2,3,4,6-tetra-

O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-TEEPO (35) (57,1 mg, 23 %) ja sivutuotteeksi kel-

tainen, kiinteä 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-2,2,4,4-tetraetyylipiperi-

diini 37 (152,2 mg; 62 %). 

35: 1H NMR (500 MHz, CDCl3 + hydratsobentseeni):  (ppm): 5,21 (t, 3J=9,5 Hz, 1 H, H-

3'), 5,06 (t, 3J=9,5 Hz, 1 H, H-4'), 4,95 (t, 3J=9,5 Hz, 1 H, H-2'), 4,57 (d, 3J=8,0 Hz, 1 H, 

H-1'), 4,24 (dd, 3J=5,0 Hz, 2J=12,0 Hz, 1 H, H-6b'), 4,14 (dd, 3J=2,0 Hz, 2J=12,0 Hz, 1 H, 

H-6a'), 3,81-3,88 (m, 1 H-4), 3,68-3,73 (m, 1 H, H-5'),  2,07 (s,  3 H, OAc),  2,05 (s,  3 H, 
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OAc), 2,02 (s, 3 H, OAc), 2,00 (s, 3 H, OAc), 1,88-1,97 (m, 2 H, CH2), 1,83-1,85 (m, 1 H, 

CH2), 1,68-1,71 (m, 1 H, CH2), 1,58-1,67 (m, 4 H, CH2), 1,48-1,48 (m, 1 H, CH2),  1,27-

1,37 (m, 2 H, CH2), 1,23-1,25 (m, 1 H, CH2),  0,86 (t, 3J=7,5 Hz, 6 H, CH3), 0,84 (t, 3J=7,5 

Hz, 6 H, CH3); 13C NMR (500 MHz, CDCl3 + hydratsobentseeni):  (ppm): 170,64 (C=O), 

170,32 (C=O), 169,41 (C=O), 169,23 (C=O), 100,05 (C-1), 72.82 (C-3'), 72,54 (C-4), 

71,90 (C-5'), 71,47 (C-2'), 68,57 (C-4'), 62,31 (C-6'), 36,86 (CH2), 35,79 (CH2), 29,97 

(CH2), 26,71 (CH2), 20,70 (OAc), 20,67 (OAc), 20,62 (OAc), 20,60 (OAc), 9,81 (C), 8,13 

(CH3); IR:  (cm-1): 2966, 1747 (C=O), 1464 (N-O•), 1364 (N-O•), 1217 (N-O•), 1166, 

1036. 

37: 1H NMR (500 MHz, CD3OD):  (ppm) 5,32 (d, 3J=8,0 Hz, 1 H, H-1'), 5,23-5,29 (m, 1 

H, H-3'), 4,99-5,06 (m, 1 H, H-4'), 4,88 (m, 1 H, H-2'), 4,22-4,27 (m, 1 H, H-6a'), 4,16-

4,22 (m, 1 H, H-4), 4,07-4,16 (m, 1 H, H-6b'), 3,89-3,93 (m, 1 H, H-5'), 2,88-3,01 (m, 2 H, 

CH2),  2,64-2,76 (m, 2 H, CH2), 2,47-2,59 (m, 4 H, CH2),  2,11-2,25 (m, 1 H, CH2), 1,97-

2,06 (m, 1 H, CH2), 2,05 (s, 3 H, OAc), 2,02 (s, 3 H, OAc), 1,99 (s, 3 H, OAc), 1,97 (s, 3 

H, OAc), 1,76-1,86 (m, 1 H, CH2), 1,62-1,71 (m, 1 H, CH2),  1,01 (t, 3J=7,5 Hz, 6 H, CH3), 

0,90 (t, 3J=7,5 Hz, 3 H, CH3), 0,80 (t, 3J=7,5 Hz, 3 H, CH3); 13C NMR (500 MHz, CDCl3 + 

hydratsobentseeni):  (ppm): 172,17 (C=O), 171,64 (C=O), 171,59 (C=O), 171,22 (C=O), 

95,88 (C-1), 74,22 (C-3'), 73,02 (C-2'), 71,49 (C-5'), 69,77 (C-4'), 63,47 (C-6'), 63,14 (C-

4), 35,98 (CH2) 35,01 (CH2), 32,64 (CH2), 31,74 (CH2), 26,74 (CH2), 20,53 (OAc), 9,18 

(C), 8,29 (CH3), 8,23 (CH3),  8,13  (CH3); IR:  (cm-1): 2925, 1743 (C=O), 1366, 1213, 

1030, 599. 

2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyyli-1-okso-2,2,6,6-tetraetyylipiperidinium 

(38). 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-2,2,4,4-tetraetyylipiperidiini (37; 

155,2 mg 0,29 mmol) liuotettiin dikloorimetaaniin (1,5 ml). Seokseen lisättiin m-

klooriperbentsoehappo (79,0 mg, 0,46 mmol) jäähauteessa. Reaktioseosta sekoitettiin kol-

me tuntia antaen sen samalla lämmetä huoneenlämpöön. Seoksen joukkoon lisättiin 5 % 

Na2CO3-liuosta ja vesifaasi uutettiin etyyliasetaatilla. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja kui-

vattiin Na2SO4:lla. Seos haihdutettiin kuiviin ja tuote puhdistettiin flash kromatografialla. 

Eluenttina käytettiin n-heksaani/etyyliasetaattiseosta (1:1). Tuote 38 oli valkoinen kiinteä 

aine( 59,5 mg; 37%) 
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1H NMR (500 MHz, CD3OD):  (ppm) 5,19 (d, 3J=8,0 Hz, 1 H, H-1'), 5,11-5,19  (m, 1 H, 

H-3'), 4,83-5,02 (m, 1 H, H-4'), 4,74-4,78 (m, 1 H, H-2'), 4,16-4,27 (m, 1 H-6a'), 4,10-4,16 

(m, 1 H-4), 4,02-4,05 (m, 1 H, H-6b'), 3,76-3,80 (m, 1 H, H-5'), 3,08-3,15 (m, 1 H, CH2), 

2,70-2,82 (m, 2 H, CH2), 2,45-2,51 (m, 2 H, CH2),  2,34-2,39 (m, 1 H, CH2), 2,00-2,28 (m, 

4 H, CH2), 1,91-2,00 (m, 2 H, CH2), 2,11 (s, 3 H, OAc), 2,05 (s, 3 H, OAc), 2,00 (s, 3 H, 

OAc),  1,94  (s,  3  H,  OAc),  1,14  (t,  3J=7,5  Hz,  3  H,  CH3), 0,92 (t, 3J=7,5  Hz,  6  H,  CH3), 

0,91 (t, 3J=7,5 Hz, 3 H, CH3), 0,84 (t, 3J=7,5 Hz, 3 H, CH3); 13C NMR (500 MHz, CDCl3 + 

hydratsobentseeni):  (ppm): 172,13 (C=O), 171,62 (C=O), 171,45 (C=O), 171,19 (C=O), 

94,57 (C-1), 74,76 (C-3'), 73,07 (C-2'), 72,84 (C-5'), 69,50 (C-4'), 63,48 (C-6'), 62,75 (C-

4), 50,37 (CH2), 41,82 (CH2), 37,17 (CH2), 30,49 (CH2), 27,40 (CH2), 20,67 (OAc), 20,63 

(OAc), 20,56 (OAc), 20,52 (OAc), 8,49 (C), 8,35 (CH3), 8,22 (CH3), 8,05 (CH3), 7,80 

(CH3); IR:  (cm-1): 2976, 1744 (C=O), 1534 (N-O+), 1365, 1212, 1032, 907, 826, 599. 

TEEPO- -D-glukopyranosidi (34). 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-

TEEPO (35; 50 mg; 0,09 mmol) liuotettiin metanoliin (1 ml) ja seoksen joukkoon lisättiin 

1 ml 25 % NH3-liuosta. Reaktioseosta sekoitettiin huoneenlämmössä kaksi tuntia. Seos 

haihdutettiin kuiviin ja tuotteeksi saatiin lopputuote 4 oranssina kiinteänä aineena. Lisäksi 

tuote sisälsi sivutuotteena muodostunutta asetamidia. 

 1H NMR (500 MHz, CD3OD + D2O + hydratsobentseeni):  (ppm): 4.40 (d, 3J=8,0 Hz, 1 

H, H-1'), 4,10-4,13 (m, 1 H, H-4), 4,01-4,09 (m, 1 H, H-6'), 3,86-3,99 (m, 1 H, H-4'), 3,69-

3,84 (m, 1 H, H-3') 3,39-3,45 (m, 1 H, H-2') 3,31-3,38 (m, 1 H, H-5'), 1,84-1,90 (m, 2 H, 

CH2),  1,58-1,70 (m, 4 H, CH2), 1,42-1,47 (m, 2 H, CH2),  1,31-1,40 (m, 2 H, CH2), 1,23-

1,25 (m, 2 H, CH2), 0,89 (t, 3J=7,5 Hz, 6 H, CH3), 0,85 (t, 3J=7,5 Hz, 6 H, CH3). 13C NMR 

(500 MHz, CDCl3 + hydratsobentseeni):  (ppm): 101,64 (C-1), 76,31 (C-3'), 75,32 (C-5'), 

73,45 (C-2'), 71,48 (C-4), 69,75 (C-4'), 61,80 (C-6') 37,62 (CH2), 30,04 (CH2), 26,36 

(CH2), 9,68 (C), 8,22 (CH3); IR:  (cm-1): 3346 (OH), 2964, 1381 (N-O•), 1019 (N-O•). 

9.7 In vitro NMR-kokeet 

Kaikki in vitro NMR-mittaukset  suoritettiin  Varian  Unity  Inova  (1H-taajuus 500 MHz) 

NMR-spektrometrillä 37 °C:ssa. 

Titraussarja: NMR-näyte valmistettiin mittaamalla NMR-putkeen 540 l veriplasmaa ja 

60  l  D2O:a. Kantaliuos valmistettiin liuottamalla 3,8 mg TEEPO-Glc:a 500 l:aan veri-
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plasmaa. Näytteen kokonaismassasta vähennettiin epäpuhtautena olleen asetamidin osuus, 

joka arvioitiin 1H-NMR-spektrin perusteella. Näin kantaliuoksen konsentraatioksi saatiin 

16 mM. Näytteestä mitattiin T1- ja T2-relaksaatioajat eri konsentraatioissa siten, että jokai-

sen mittauksen jälkeen putkeen lisättiin tietty tilavuus kantaliuosta. Lisäysten tilavuudet ja 

näytteen loppukonsentraatiot on esitetty taulukossa 2. 

Taulukko 2. In vitro NMR-titraussarjan muuttujat. 

c (mM) kantaliuoksen lisäys ( l) kokonaistilavuus ( l) 
0 0 600 

0,4 15,5 615,5 
0,8 16,5 632,0 
1,6 36,0 668,0 
2,5 40,0 708,0 
4,1 98,0 806,0 
6,2 169,0 975,0 

 

Mittaukset ja lisäykset suoritettiin siten, että eri mittausten välillä aikaa kului 40 minuuttia. 

Stabiilisuusmittaukset: Näyte valmistettiin mittaamalla NMR-putkeen 540 l veriplas-

maa, 60 l D2O:a ja 108 l TEEPO-Glc:n sisältävää 16 mM kantaliuosta. Näytteestä mitat-

tiin T1-  ja  T2-relaksaatioajat 40 minuutin välein ensimmäisten viiden tunnin ajan, sitten 

tunnin välein ja lopuksi 22 tunnin ja viikon päästä. Mittausten välillä näytettä säilytettiin 

37 °C:ssa.  
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10. Johtopäätökset 

Mahdollisen nitroksyyliradikaaliin pohjautuvan kasvaimeen kohdistuvan MRI-

kontrastiaineen, TEEPO-Glc:n, onnistunut synteesi suoritettiin kirjallisuudessa tunnetun 

monivaiheisen synteesireitin ja kirjallisuuden pohjalta kehiteltyjen menetelmien mukaan. 

Yhdiste osoittautui in vitro NMR-kokeissa relaksaatiota parantavaksi yhdisteeksi hyvin 

tuloksin. Tämän perusteella yhdisteellä voi olla potentiaalia mahdollisena kontrastiaineena 

magneettikuvauksessa. Jatkossa yhdisteestä on tarkoitus valmistaa konsentraatiosarja MRI-

fantomikokeita varten, minkä jälkeen voidaan tehdä lisäpäätelmiä yhdisteen mahdollisuuk-

sista kliinisenä kontrastiaineena ja suunnitella mahdollisia lisätestejä.  

TEEPO-nitroksyyliradikaali voidaan liittää moniin eri rakenteisiin vapaan hydroksyyli-

ryhmän kautta. Tämä tarjoaa mahdollisuuden rakentaa kontrastiainealusta kytkemällä 

TEEPO erilaisiin kohdentuviin yksiköihin kuten nukleiiniemäksiin,134 peptideihin135 ja 

folaatteihin136 sekä dopamiinireseptoreihin ja – kuljettajiin kuten spiperoniin97 ja kokaiini-

in137. Onnistuessaan nämä uudet MRI-kontrastiaineet voisivat tuoda arvokkaan lisän lääke-

tieteelliseen kuvantamiseen ja diagnostiikkaan. 
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LIITE 

Kokeellisen osion reaktiotuotteiden spektrit



 

1 

 

 

Kuva L1. 1,2,2,6,6-pentametyylipiperidin-4-onin (5) 1H-spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L2. 1,2,2,6,6-pentametyylipiperidin-4-onin (5) 13C-spektri CDCl3:ssa. 



 

2 

 

 

Kuva L3. 2,2-dimetyyli-9-tia-1-1-atsaspiro[5.5]undekan-4-onin (7) 1H-spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L4. 2,2-dimetyyli-9-tia-1-1-atsaspiro[5.5]undekan-4-onin (7) massaspektri 



 

3 

 

Kuva L5. 2,2-dimetyyli-9-tia-1-1-atsaspiro[5.5]undekan-4-onin (7) kokeellinen (sinisellä) 
ja laskettu (punaisella) 1H-spektri. 



 

4 

 

 
Kuva L6. 1,3-bis(trimetyylisilyylioksi)-2,2-dimetyylipropaanin (13) 1H-spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L7. Dimetyyli-2,2’-(5,5-dimetyyli-1,3-dioksaani-2,2-diyyli)diasetaatin (9) 1H-
spektri CDCl3:ssa. 



 

5 

 

 

Kuva L8. 1,3-bis(trimetyylisilyylioksi)propaanin (15) 1H-spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L9. Dimetyyli-2,2’-(1,3-dioksolaani-2,2-diyyli)diasetaatin (10) 1H-spektri 
CDCl3:ssa. 



 

6 

 

 

Kuva L10. 3-etyyli-3-hydroksypentaanihapon etyyliesterin (19) 1H-spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L11. 3-etyyli-3-hydroksypentaanihapon etyyliesterin (19) 13C-spektri CDCl3:ssa. 



 

7 

 

 

Kuva L12. 3-etyyli-3-hydroksipentaanihapon (18) 1H-spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L13. 3-etyyli-3-hydroksipentaanihapon (18) 13C-spektri CDCl3:ssa. 



 

8 

 

 

Kuva L14. 3-etyyli-2-penteenihapon (17) 1H-spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L15. 3-etyyli-2-penteenihapon (17) 13C-spektri CDCl3:ssa. 



 

9 

 

 

Kuva L16. 3-etyyli-2-pentenoyylikloridin (16) 1H-spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L17. 3-etyyli-2-pentenoyylikloridin (16) 13C-spektri CDCl3:ssa. 



 

10 

 

 

 

 

Kuva L18. 3,7-dietyylinona-3,6-dien-5-onin (8) synteesissä muodostuneen polymeerin 
massaspektri 

 

 

Kuva L19. 3,7-dietyylinona-3,6-dien-5-onin (8) synteesin reaktioseoksesta mitattu 
 massaspektri 
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Kuva L20. Dipentan-3-yyliamiinin (24) 1H-spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L21. Dipentan-3-yyliamiinin (24) 13C-spektri CDCl3:ssa. 
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Kuva L22. Dipentan-3-yyliamiinin (24) kokeellinen (sinisellä) ja laskettu (punaisella)   
1H-spektri 
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Kuva L23. N,N-dipentan-3-yyliditiokarbamaatin Na-suolan (23) IR-spektri 

 

Kuva L24. 2,2,6,6-tetraetyyli-4-piperidonin AlCl4-suolan massaspektri 



 

14 

 

 

Kuva L25. 4,4-dietyyliatsetidin-2-onin (31) 1H-spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L26. 4,4-dietyyliatsetidin-2-onin (31) 13C-spektri CDCl3:ssa. 



 

15 

 

 

Kuva L27. N-(tert-butoksikarbonyyli)-4,4-dietyyliatsetidin-2-onin (30) 1H-spektri 
CDCl3:ssa. 

 

Kuva L28. N-(tert-butoksikarbonyyli)-4,4-dietyyliatsetidin-2-onin (30) 13C-spektri 
CDCl3:ssa. 



 

16 

 

 

Kuva L29. (1,1-dietyyli-3-oksobutyyli)-karbamiinihapon tert-butyyliesterin (29) 1H-
spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L30. (1,1-dietyyli-3-oksobutyyli)-karbamiinihapon tert-butyyliesterin (29) 13C-
spektri CDCl3:ssa. 



 

17 

 

Kuva L31. (1,1-dietyyli-3-oksobutyyli)-karbamiinihapon tert-butyyliesterin (29) 
kokeellinen (sinisellä) ja laskettu (punaisella) 1H-spektri. 
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Kuva L32. 2,2,6,6-tetraetyyli-1,2,5,6-tetrahydro-4-metyylipyrimidiinin (28) 1H-spektri 
CDCl3:ssa. 

 

Kuva L33. 2,2,6,6-tetraetyyli-1,2,5,6-tetrahydro-4-metyylipyrimidiinin (28) 13C-spektri 
CDCl3:ssa. 



 

19 

 

Kuva L34. 2,2,6,6-tetraetyyli-1,2,5,6-tetrahydro-4-metyylipyrimidiinin (28) kokeellinen 
(sinisellä) ja laskettu (punaisella) 1H-spektri. 

 



 

20 

 

 

Kuva L35. 2,2,6,6-tetraetyyli-4-piperidonin (3) 1H-spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L36. 2,2,6,6-tetraetyyli-4-piperidonin (3) 13C-spektri CDCl3:ssa. 



 

21 

 

Kuva L37. 2,2,6,6-tetraetyyli-4-piperidonin (3) kokeellinen (sinisellä) ja laskettu 
(punaisella) 1H-spektri. 
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Kuva L38. 2,2,6,6-tetraetyylipiperidin-4-oni-1-oksyylin (2) massaspektri. 

 

Kuva L39. 4-hydroksi-2,2,6,6-tetraetyylipiperidini-1-oksyylin (1) massaspektri. 
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Kuva L40. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-TEEPO:n (35) 1H-spektri 

CDCl3:ssa. 

 
Kuva L41. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-TEEPO:n (35) 13C-spektri 

CDCl3:ssa. 
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Kuva L42. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-TEEPO:n (35) 2D COSY-
spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L43. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-TEEPO:n (35) HSQC-
spektri CDCl3:ssa. 
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Kuva L44. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-TEEPO:n (35) HMBC-
spektri CDCl3:ssa. 

 
Kuva L45. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-TEEPO:n (35) IR-spektri. 
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Kuva L46. TEEPO- -D-glukopyranosidin (34) 1H-spektri CD3OD/D2O:ssa. 

 

Kuva L47. TEEPO- -D-glukopyranosidin (34) 13C-spektri CDCl3:ssa. 
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Kuva L48. TEEPO- -D-glukopyranosidin (34) 2D COSY-spektri CDCl3:ssa. 

 

Kuva L49. TEEPO- -D-glukopyranosidin (34) HSQC-spektri CDCl3:ssa. 
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Kuva L50. TEEPO- -D-glukopyranosidin (34) HMBC-spektri CDCl3:ssa. 

 
Kuva L51. TEEPO- -D-glukopyranosidin (34) IR-spektri. 
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Kuva L52. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-2,2,4,4-

tetraetyylipiperidiinin (37) 1H-spektri CD3OD:ssa. 

 
Kuva L53. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-2,2,4,4-

tetraetyylipiperidiinin (37) 13C-spektri CD3OD:ssa. 
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Kuva L54. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-2,2,4,4-

tetraetyylipiperidiinin (37) 2D COSY-spektri CD3OD:ssa. 

 
Kuva L55. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-2,2,4,4-

tetraetyylipiperidiinin (37) HSQC-spektri CD3OD:ssa. 
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Kuva L56. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-2,2,4,4-

tetraetyylipiperidiinin (37) HMBC-spektri CD3OD:ssa. 

 
Kuva L57. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyylioksi-2,2,4,4-

tetraetyylipiperidiinin (37) IR-spektri. 
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Kuva L58. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyyli-1-okso-2,2,6,6-

tetraetyylipiperidiniumin (38) 1H-spektri CD3OD:ssa. 

 
Kuva L59. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyyli-1-okso-2,2,6,6-

tetraetyylipiperidiniumin (38) 13C-spektri CD3OD:ssa. 
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Kuva L60. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyyli-1-okso-2,2,6,6-

tetraetyylipiperidiniumin (38) 2D COSY-spektri CD3OD:ssa. 

 
Kuva L61. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyyli-1-okso-2,2,6,6-

tetraetyylipiperidiniumin (38) HSQC-spektri CD3OD:ssa. 



 

34 

 

 
Kuva L62. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyyli-1-okso-2,2,6,6-

tetraetyylipiperidiniumin (38) HMBC-spektri CD3OD:ssa. 

 
Kuva L63. 2,3,4,6-tetra-O-asetyyli- -D-glukopyranosyyli-1-okso-2,2,6,6-

tetraetyylipiperidiniumin (38) IR-spektri. 


