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KAYTETTYJA LYHENTEITA
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ESIPUHE

Tassa opinndytetyssa esitetyt synteesit on tehty Jyvéskylén yliopiston kemian laitok-

sen orgaanisen kemian osastolla tammi-maaliskuussa 2007.

Kiinnostuin sappihapoista kesalla 2006 tehdessani ammattikorkeakouluopintoihini

kuuluvaa tyoharjoittelua Jyvaskylan yliopiston kemian laitoksella. Kemian laitoksen
orgaanisen kemian osastolla toimii professori Erkki Kolehmaisen johtama sappihap-
pojen ja niiden johdosten tutkimukseen keskittynyt tutkimusryhmg, jonka toimintaan

paasin tuolloin osallistumaan.

Saatuani tdman opinndytetydaiheen paasin perehtymaan sappihappojen rooliin ai-
hiold&kesyntetiikassa entistakin tarkemmin, ja kdytdnnon vaiheen aikana havaitsin
sappihapot paitsi mielenkiintoisiksi myds haastaviksi rakenneosiksi, jotka eivat aina

toimineet teoriassa esitetyll4 tavalla.

Opinnaytetyoni ohjaajana toimi dosentti Elina Sievanen, jota haluan kiittdd mielen-
kiintoisesta aiheesta, asiantuntevista neuvoista ja ohjauksesta seka kritiikista ja kan-
nustuksesta. Liséksi haluan kiittaa professori Kolehmaista hyvista neuvoista. Lisaksi
kiitokset ansaitsee erikoislaboratoriomestari Reijo Kauppinen NMR-spektreista.
Kiitokset kuuluvat myos Pekalle, perheelleni ja ystévilleni, jotka ovat jaksaneet kan-
nustaa minua opintojeni aikana.

Jyvéskyléassa 4.10.2007

Minna Tolonen



1. OPINNAYTETYON LAHTOKOHDAT

Sappihapot ovat valttamattomia ruoansulatuksen ja varsinkin ravinnon rasvojen ja
rasvaliukoisten vitamiinien imeytymisessd. Koska sappihapot ovat elimistossé luon-
nostaan esiintyvan kolesterolin hajoamistuotteita, niiden rakenne on elimistélle tuttu.
Taman takia sappihappoja pidetaan potentiaalisina ladkeaineiden kantajamolekyyleina.
Aihiolaékkeet ovat l4&keaineen biologisesti inaktiivisia johdoksia, jotka elimistd
muuttaa vaikuttavaan muotoon. Aktiivinen aine vapautuu kontrolloidusti joko kemial-
lisen tai entsymaattisen reaktion kautta. Aihioladketeknologialla ei valmisteta taysin
uusia la&keaineita, vaan modifioidaan jo olemassa olevia, farmakologisen vasteen

omaavia ladkeaineita.

Tyon tarkoituksena oli kehitelld potentiaalisia aihioldékkeitd konjugoimalla sappiha-
pon sivuketjuun siltamolekyylin vélityksell4 erityyppisié ladkeaineita. L&akeaineina
kéaytettiin valproiinihappoa, klorambusiilia sek& nikotiinihappoa ja sen isomeerié,
isonikotiinihappoa. Sappihappoja kaytetdan kantajamolekyyleing, koska ne ovat eli-
mistOlle tuttuja aineita. Liséksi niiden k&yttoa puoltavat niiden jaykka steroidirunko-
rakenne ja erityyppiset hydroksyyliryhmat (-OH) sek& sivuketjun karboksyylihappo-
ryhma. Naiden ominaisuuksien lisédksi sappihapot ovat enantiomeerisesti puhtaita, am-
fifiilisia (= sisaltavat hydrofiilisen ja hydrofobisen puolen) ja kaupallisesti suhteellisen
halpoja seka helposti saatavia. Sappihapoista litokoolihappoa LCA, (3a-hydroksi-5p-
kolaani-24-karboksyylihappo) kaytetdan usein malliaineena, koska siind on vain yksi

synteesissa reagoiva hydroksyyliryhma. Tama helpottaa mm. suojauksen tekoa.

Jyvéskylan yliopiston kemian laitoksen orgaanisen kemian osastolla toimii professori
Erkki Kolehmaisen johtama sappihappojen ja niiden johdosten tutkimukseen keskitty-

nyt tutkimusryhmé. Tadman opinnédytetyon aihe on osa tdman tutkimusryhman tyotéa.



2. LAAKE, LAAKEAINE JA KOHDEMOLEKYYLIT

Laakkeell4 ja ld&keaineella on selvé ero: la&keaine on rakenteeltaan yleensa tunnettu
kemiallinen yhdiste, joka on valmistettu synteettisesti laboratoriossa tai se on peraisin
luonnosta. L&dke on yht4 tai useampaa ladkeainetta siséltava valmiste. Lahes kaikki
ld&keaineiden vaikutukset elimistossa perustuvat elimistoon tuotujen ladkeainemole-
kyylien ja elimiston omien molekyylien vuorovaikutukseen. Useimmat nykyisin kay-
tettdvien ld&keaineiden kohdemolekyylit ovat solujen toiminnalle tarkeita proteiineja
(= valkuaisaineita), mutta myos nukleiinihapot voivat valittaa ladkeaineiden vaikutuk-
sia. (Scheinin 1998, 27.)

Ladkeaineiden ensisijaisia kohdemolekyyleja ovat
e reseptoriproteiinit
e aineenvaihduntaa ja valittajdaineita saatelevat entsyymit
e kuljettajaproteiinit
e rakenneproteiinit

e nukleiinihapot.

Monet sy0pé- ja virussairauksien hoidossa kaytettavat ladkeaineet sitoutuvat koh-
desolujen nukleiinihappoihin ja muuttavat solujen perimdaineksen toimintaa.
Hermosolujen vélittdjaaineiden soluunotosta vastaavat kuljettajaproteiinit, maha-
laukun limakalvon solujen protonipumppu ja useat solukalvojen kuljettajaproteiinit
ovat tarkeita ladkevaikutusten kohdemolekyyleja. Myos solukalvojen jannitteen saéte-
lemét ionikanavat ovat monen tarkean la&keaineryhman (mm. paikallispuudutteiden)
vaikutuksen kohteena. Entsyymeihin ja kuljettajaproteiineihin vaikuttavat la&keaineet
ovat useimmiten yhdisteitd, jotka estdvat kohdeproteiiniensa fysiologista toimintaa si-
toutumalla niiden aktiivisiin keskuksiin ja estaméall& fysiologisten substraattien padsyéa
niihin. (Scheinin 1998, 27.)



3. AIHIOLAAKKEET

Jotta l4&keaine toimisi tehokkaasti, sen tulee saavuttaa kohdekudos tai -elin ja aiheut-
taa kudoksessa haluttu reaktio. Joskus halutun vaikutuksen aikaansaava laékeaine voi
olla tehoton, esimerkiksi jos se ei kykene saavuttamaan vaikutuskohtaansa. Léaake-
ainesyntetiikassa on perinteisesti kaytetty menetelmia, jossa ladkeaineiden ominai-
suuksia on yritetty parantaa syntetisoimalla johdoksia, joilla on alkuperaisté laa-
keainetta paremmat fysikokemialliset ominaisuudet. Siind vaarana on farmakologisen
vaikutuksen havidminen ja mahdollisten lisghaittavaikutusten ilmeneminen kemialli-
sen rakenteen muuttumisen my6ta. Ongelma voidaan useissa tapauksissa valttaa juuri
aihioldédketeknologialla. (Jarvinen, Rautio & Niemi, 1997, 2564.) Kuviossa 1 esitetddn

aihiolaakkeen (prodrug) toimintaperiaate.

[ Lagke- P

| ; Aihio-
Ladke- aine- e

| aine | iphdos | | i ]

b -\.._H_H - -LH_H..

= - o
e e e

Ll
i

r L —

Este lidlkeaineen kiytille, asim.

1) vhidinen rasva- tai vesiliukoisuus : 3

{—= huono imeytyminen, formulointiongealmia, paikal-
linen anto ei ole mahdollista), 2) pysymaton rakenne,

3} voimakas ensikierron metabolia, 4) voimakas arsytys,
5) lyhyt vaikutusaika

y . -
Laake- Ladke-
aine- aine
johdos = e
i ;/ " ™. Entsymaattinen
e tai kemizllinen
i hydrolyysi
| by
Ladke-
| ‘aine |
Reseptori Reseptari Resaptori
Ei farmakologista Ei farma kologista Farmakoblginen
vastetta vasietta vasta

KUVIO 1. Aihiol4d&kkeen toimintaperiaate (Jarvinen ym. 1997, 2564)

Aihioladkesyntetiikassa ei valmisteta uusia ladkeaineita, vaan modifioidaaan eli muo-

kataan ja parannellaan jo tunnettujen ja toimiviksi havaittujen farmakologisen vasteen
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omaavien ladkeaineiden ominaisuuksia. Aihioladketeknologialla voidaan parantaa
la&kkeen imeytymista muuttamalla sen rasva- ja/tai vesiliukoisuutta, pidentaa ladkeai-
neen vaikutusaikaa tai kohdentaa ladkeaine tiettyyn elimeen tai soluihin, esim. sy6-
pasoluihin. Aihioladdkkeet ovat itse biologisesti inaktiivisia johdoksia, jotka elimistd
muuttaa vaikuttavaan muotoon. Aktiivinen aine vapautuu kontrolloidusti joko kemial-
lisen tai entsymaattisen reaktion kautta. L&akeaine voi vapautua aihio-osastaan ennen
imeytymistd, imeytymisen aikana tai imeytymisen jalkeen. Useimmat aihioladkkeet
ovat erilaisia la&keaineiden (esim. happojen tai alkoholien) estereitd, jotka muodoste-
taan liittaméalla l1a&keaineeseen tietty kemiallinen ryhmd, esim. alkoholi tai karboksyy-
lihappo. Naissa tapauksissa aktiivinen ladkeaine vapautuu epaspesifisten esteraasien
vaikutuksesta. Né&ita esteraaseja esiintyy luonnostaan esim. suolen seindmassé, mak-

sassa ja silmén sarveiskalvossa. (Turhanen 1997, 3.)

Ideaalisella aihioladdkkeelld on optimaaliset fysikokemialliset ominaisuudet (rasva-
liukoisuus, vesiliukoisuus, pK,—arvo), se on pysyva ja vapauttaa aktiivista
la&keainetta terapeuttisesti sopivalla nopeudella. Aihiolddkkeen ei tulisi myodskéén si-
séltaa myrkyllisi& aihio-osia. Jotta sen kayttdminen ei olisi epamiellyttéavas, sen pitaisi
lisédksi olla hajuton ja mauton. Aihioladketeknologiaa voidaan soveltaa kaikilla tavoil-
la (enteraalinen = ruoansulatuskanavan kautta, parenteraalinen = ei ruoansulatuskana-

van kautta) annosteltuihin l4&keaineisiin. (Turhanen 1997, 3.)

4. SYNTEESEISSA KAYTETYT LAAKEAINEET

4.1. Valproiinihappo eli 2-Propyylipentaanihappo

Valproiinihappoa kaytetaan kouristusten estoladkkeena epilepsiassa seka mieliala-
la&kkeend kaksisuuntaisessa mielialahdiriossa (bipolar disorder). Sitd kaytetadn myos
migreenin ja skitsofrenian hoidossa. Valproiinihappo on suhteellisen laaja-alainen an-
tikonvulsiivinen (= kouristuksia ehkdaisevé) aine, koska sen vaikutus perustuu useaan
mekanismiin. Se est4d ionien virtausta Na*-kanavien kautta ja isompina pitoisuuksina
myds Ca’*-kanavien kautta, jolloin aktiopotentiaalien syntyminen hidastuu. Valpro-

iinihapon rakenne on esitetty kuviossa 2.



11

COOH

Valproiinihappo (VAc)
Moolimassa =144,22g/mol

KUVIO 2. Valproiinihapon rakenne

Valproiinihapon natriumsuolat muodostavat Na-valproaatin, jonka oletetaan vaikutta-
van GABA:n (gamma-aminovoihappo Gamma-Amino Butyric Acid) toimintaan.
Useilla aminohapoilla on joko hermoston toimintaa estdva tai kiihdyttava vaikutus.
GABA on erds aminohappojohdannainen (derivaatta), joka muodostuu, kun glutamaa-
tista lohkeaa karboksyylihapporyhma glutamaattidekarboksylaasi-entsyymin (GAD)
katalysoimassa reaktiossa (kuvio 3).

GAD NH, o

g
I
————>  CH,CH,CH,C—OH

HO—GCHCH,GH,C—OH

0
Glutamaatti GABA

KUVIO 3. GABA:n muodostuminen

Selkérankaisilla GABA toimii aivojen synapseissa inhibiittorina (hillitseva valittajaai-
ne), joka sitoutuu tiettyjen kudossolujen reseptoreihin. Tdmé sitoutuminen avaa solu-
jen vélisen ionikanavan, josta paéasee virtaamaan joko negatiivisesti varautuneita klo-
ridi-ioneja solun sisélle tai positiivisesti varautuneita kaliumioneja solusta pois. Téma

nostaa solun arsytyskynnysta.

Valproiinihapon kiinnostavuutta lisé4 se, ettd nykyaan tutkitaan myos sen soveltuvuut-

ta HIV-la&kkeeksi ja nuoruusian leukemian hoitoon. (Tuomisto 1998, 444.)
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4.2. Klorambusiiili eli 4-N,N-[bis(2-kloorietyyli)amino]fenyylibutaanihappo

Klorambusiilia kaytetdadn kemoterapialddkkeend, varsinkin kroonisen lymfaattisen
leukemian (chronic lymphatic leukemia CLL) hoidossa, yhdessé leikkaushoidon ja s&-
dehoidon kanssa. Klorambusiili on alkyloiva aine, joka sitoutuu DNA:n guaniiniin.
Aine lisdd metyyli- tai muun alkyyliryhman molekyyliin, johon se ei kuulu. Se est&a
syodpasolujen DNA:n juosteiden kaksoiskierrettd avautumasta, jolloin replikaatio ei
onnistu ja tdman seurauksena solut kuolevat. Alkyloivat aineet ovat sukua ensimmai-
sessd maailmansodassa kaytetylle sinappikaasulle ja ne ovat teratogeenisia ja muta-
geenisié. Ladke voi myos estad muita solun toiminnan kannalta tarkeité biokemiallisia
reaktioita ja jopa katkaista DNA-juosteen. Klorambusiilin rakenne on esitetty kuviossa
4,

OH
. D/\/\[r
\/\N

Cl
Kloram busiili
Moolimassa=304,22 g/mol

KUVIO 4. Klorambusiilin rakenne

Klorambusiilia kdytetddn myds nivelreuman hoitoon. Sivuvaikutuksena ldéke voi hai-

tata luuytimen toimintaa. (Elonen 1998, 955.)

4.3. Nikotiinihappo eli pyridiini-3-karboksyylihappo ja isonikotiinihappo eli py-
ridiini-4-karboksyylihappo

Nikotiinihappoa ja sen isomeeria isonikotiinihappoa, joiden rakenteet esitetdén kuvi-
ossa 5, kaytetaddn jonkin verran verisuonia laajentavina ladkeaineina seka seerumin
HDL-kolesterolipitoisuutta kasvattavina aineina. Niiden vaikutus on kuitenkin heikko
verrattuna esim. statiineihin. (McGovern 2005, 117; Paakkari 1998, 547.)
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COOH
| N COOH | X
yZ 7
N
Nikotiinihappo Isonikotiinihappo
Moolimassa =123,11 g/mol Moolimassa = 123,11 g/mol

KUVIO 5. Nikotiinihapon ja isonikotiinihapon rakenteet

Nikotiinihappo tunnetaan paremmin vesiliukoisena B3- vitamiinina eli niasiinina, jota
tarvitaan energiantuotantoon hiilihydraateista, proteiineista seka lipideisté ja edelleen
kudosten kasvuun. Elimistd saa tarvitsemansa niasiinin lihasta, maitotaloustuotteista ja
viljatuotteista, mutta se valmistaa niasiinia myos tryptofaanista, joka on ns. vélttama-
ton aminohappo. Niasiinin puutos aiheuttaa Pellagra-nimisen ihosairauden, joka on

Suomessa melko harvinainen. (Himberg 1998, 765.)

5. RUOANSULATUSKANAVA

Ruoansulatuskanava on periaatteessa pitké letku, joka alkaa suusta ja paattyy pera-

aukkoon (kuvio 6).

takialauklu

Ohutsuali

Pak=uzuoli

Hius=suonet.

Bessolt | = imuhiussuonet

Uloste

KUVIO 6. Ruoansulatuskanava (Nienstedt, Hanninen, Arstila, Bjorkqvist 1995, 295.)



14

Ruoka kulkee suusta nielun kautta ruokatorveen ja sieltd edelleen mahalaukkuun. Ma-
hasta lahtee ohutsuoli, jonka alkuosaa kutsutaan pohjukaissuoleksi (duodenum). Hai-
matiehyt ja sappitiehyt avautuvat pohjukaissuoleen. Loppuosa ohutsuolesta koostuu
tyhjasuolesta (jejunum) ja sykkyrasuolesta (ileum). Vatsaontelon alaosassa ohutsuoli
muuttuu paksusuoleksi (colon). Suoliston viimeinen osa on perésuoli (rectum) ja se
paattyy perdaukkoon (anus). Kun suun kautta nautittu ladkeaine kulkeutuu ruoansula-
tuskanavan eri osien lapi, se joutuu vaihteleviin olosuhteisiin mm. pH:n, entsyymien,
elektrolyyttien, liukoisuuden ja kanavan pinnanmuotojen osalta. Kaikki em. seikat
vaikuttavat la&keaineen imeytymiseen ruoansulatuskanavasta. (Nienstedt ym., 1995,
295; Haug, Sjaastad & Oysten. 1999, 256)

Suurimmassa osassa ruoansulatuskanavaa on ldhes sama yleisrakenne. Sisélta
ulospéin siirryttdessé on ensin limakalvo (mucosa). Limakalvon jélkeen sijaitsevat
limakalvonalaiskudos (submucosa) ja pitkittéiset ja rengasmaiset sileélihaskerrokset
seka uloimpana herakalvo (serosa). Limakalvon poimuisuus suurentaa imeytymispin-
ta-alaa. Poimuja on eniten ohutsuolessa, jossa my6s imeytyminen tapahtuu nopeim-
min. (Nienstedt ym. 1995, 295; Haug ym. 1999, 256.)

5.1. Laakeaineiden imeytyminen

Tarkein este la&keaineen padasylle elimistéon on solukalvo. Aineet kulkevat solukal-
von l&pi joko passiivisen (filtraatio eli suodattuminen tai diffuusio) tai aktiivisen kul-
jetuksen avulla. Aktiivisen ja passiivisen kuljetuksen erona on, etta passiivisessa kul-
jetuksessa aine voi kulkea vain suuremmasta konsentraatiosta pienempéén, eika néin
kuluta energiaa. Filtraation edellytys on pieni molekyylikoko, mistéa johtuen harvat
ld&keaineet pystyvéat suodattumaan solukalvon lapi. Diffuusiossa molekyylit pyrkivét
siirtymadn véakevammaésta pitoisuudesta laimeampaan pitoisuuteen siten, ettd konsent-
raatioerot tasoittuvat. Diffuusiossa aineen kyky kulkeutua solukalvon 1&pi on suoraan
verrannollinen sen lipidiliukoisuuteen; mita parempi lipidiliukoisuus on, sitd enem-
man ainetta on kerrallaan solukalvossa siirtymisvaiheessa ja sitd nopeampi on diffuu-

sio. Poolittomilla yhdisteilld on paras lipidiliukoisuus. (Kivistd & Neuvonen 1998, 75.)
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Mikali imeytyva aine on vahvasti poolinen tai sen molekyylikoko on suuri, tarvitaan
aktiivista kuljetusta. Aktiivisessa kuljetuksessa tarkein tekija on kuljettajamolekyyli.
Kuljettajamolekyylit ovat solukalvon proteiineja, joiden padosin hydrofobisista ami-
nohapoista muodostuvat osat lavistavat solukalvon yhden tai useampia kertoja. Ai-
hioladketekniikassa la&keaineeseen liitetddn kantajamolykyyli, joka muistuttaa solu-
kalvon reseptorien substraatteja. Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd sappihappojen liit-
tdminen ladkeaineisiin parantaa niiden imeytymist, sill& elimiston erityiset sappihap-
pojen kuljettajaproteiinit vastaavat sappihappojen siirtdmisesté solukalvon I&pi. (Ki-
vistd & Neuvonen 1998, 75.)

5.2. Maksan rakenne

Maksa (hepar) sijaitsee vatsaontelon yldosan oikealla puolella pallean alla. Se j&a 1a-
hes kokonaan kylkiluiden suojaan. Maksa saatelee veren sokeripitoisuutta, aminohap-
popitoisuutta sek& osallistuu ruoansulatukseen tuottamalla sappea, joka siséltaa sappi-
happoja, elektrolyytteja, bilirubiinia, kolesterolia ja fosfolipideja. Sapen sisaltdmat
sappihappojen suolat toimivat ruoan sisaltdmien rasvojen emulgaattoreina. Niiden
avustuksella rasvat muuttuvat emulsioksi. Haiman erittama lipaasientsyymi pilkkoo
emulsion sisaltamista rasvoista triglyseridejé. Sappea erittdessdédn maksa poistaa sa-
malla elimiston kuona-aineita kuten bilirubiinia (punasolujen hajoamistuote). (Haug
ym. 1999; Nienstedt ym. 1995, 295.)

Keskellda maksan alapintaa on maksaportti, jonka kautta kulkevat maksaan verta tuo-
vat porttilaskimo (portal vein) ja maksavaltimo (hepatic artery) sek& sappitiet (com-
mon bile duct) (kuvio 7). Porttilaskimoon tulee mahalaukussa, suolistossa, haimassa ja
pernan hiussuonissa kierrellytta niukkahappista laskimoverta. Sappitiet kuljettavat
sappea maksasta pois sappirakkoon (gall bladder). (Haug ym. 1999; Nienstedt ym.
1995, 295.)
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Fossa for ductus venosus
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KUVIO 7. Maksan rakenne (Gray, 1918)

Vuorokaudessa maksasta erittyy 0,5- 1 litraa sappea, joka varastoituu ensin sappirak-
koon. Sappirakon tilavuus on noin 50 ml, mutta se pystyy vakevdimalla varastoimaan
5- 20 kertaa niin suuren maaréan sappea. Vakevoinnissa limakalvon l&pi verenkiertoon
imeytyy natriumkloridia (NaCl) ja vettd. Sappirakosta johtaa sappitiehyt pohjukais-
suoleen. Aterioiden vélilla sappitiehyen suussa oleva kurojalihas on supistuneena.
Rasvaa ja valkuaisaineita sisaltdvan ruokamassan tulo suoleen stimuloi limakalvon
erittdmaan pankreotsyymid eli kolekystokiniinientsyymid, joka saa aikaan sappirakon
tyhjenemisen. (Nienstedt ym. 1995, 295; Haug ym. 1999.)

5.3. Sapen koostumus

Sappisuolat ovat sappihappojen konjugoituneita natrium- ja kaliumsuoloja. Maksa
valmistaa primaarisia sappisuoloja kolesterolista. Sappisuolat ovat valttamattomia ras-
vojen imeytymiselle. Rasvat eivat liukene sellaisenaan veteen, mutta rasvamolekyyli-
en ja sappisuolojen muodostamat misellit sekoittuvat suolen vesipitoiseen sisaltéon
emulsioksi. N&in rasvojen pilkkoutuminen ja imeytyminen suolessa tehostuu. Rasvo-
jen pilkkoutumistuotteet imeytyvéat suurimmaksi osaksi ohutsuolen alkuosassa. Sappi-
suolat itse imeytyvat vasta ohutsuolen loppuosasta. Osan paksusuoleen péaasevista
sappihapoista bakteerit muuttavat sekundaarisiksi sappihapoiksi.. Sappihappojen ko-
konaismaéara elimistdssa on noin 3,5 g. Sappihappoja poistetaan elimistdsté virtsan ja
ulosteen mukana noin 0,2 g paivassa. (Nienstedt ym., 1995, 314; Tamminen, 1996, 3.)



17

5.4. Enterohepaattinen Kkierto

Y1i 90 prosenttia sappisuoloista imeytyy ohutsuolesta ja kulkeutuu porttilaskimon
kautta maksaan ja sieltd takaisin sappeen. Taté kiertokulkua kutsutaan enterohepaatti-
seksi kierroksi. Suolistosta sappihapot imeytyvat lahes kokonaan passiivisen diffuusi-
on ja aktiivisten siirtoprosessien (kuljettajaproteiinien) kautta, palautuen lopulta takai-
sin maksaan. Elimist6 voi siis kayttaa toistakymmenta kertaa samaa molekyylia, en-

nen kuin molekyyli poistuu elimistosta.

L&akeaineiden kuljetusmekanismeista tarkein on passiivinen diffuusio. Diffuusio tar-
koittaa itsestddn tapahtuvaa aineiden sekoittumista, joka on seurausta molekyylien
lampdliikkeestd. Sekoittumista tapahtuu vain konsentraatioeron suuntaan eiké se kulu-
ta energiaa. Suolen bakteeritoiminnan tuloksena glukuronidikonjugaatit hydrolysoitu-
vat, jolloin ladkeaine tai hapettunut metaboliitti (= hajoamistuote) vapautuu ja voi
imeytya takaisin elimistoon. T&st4 syystd sappeen runsaasti erittyvien ld&keaineiden
imeytymiskokeissa voidaan ruokailun jalkeen havaita selvé veren ladkeainepitoisuu-
den nousu, vaikka muista syisté sen tulisi olla jo laskeva. (Nienstedt ym., 1995, 314;
Haug ym., 1999.)

6. SAPPIHAPOT

Sappihapot ovat maksassa muodostuvia steroidirunkoisia kolesterolin aineenvaihdun-
tatuotteita, jotka sisaltavat syklopentanofenantreeni rungon ja 3-9 hiiliatomista muo-
dostuneen sivuketjun, joka paattyy karboksyylihapporyhmaan (-COOH). Selk&rankai-
silla sappihapot ovat 24 hiiltd sisaltdvan kolaanihapon johdannaisia.

(Tamminen 1996, 3.)

Y leisimpid sappihappoja (kuvio 8) ovat litokoolihappo (3a-hydroksi-5p-kolaani-24-
karboksyylihappo), kenodeoksikoolihappo (3a,7a-dihydroksi-5p-kolaani-24-
karboksyylihappo), deoksikoolihappo (3a,12a-dihydroksi-5p-kolaani-24-
karboksyylihappo) seka koolihappo (3a,7a,12a-trinydroksi-5p-kolaani-24-
karboksyylihappo). Naiden liséksi farmakologiassa ké&ytetddn synteettista ursodeoksi-
koolihappoa (3a,7a-dihydroksi-5 pB-kolaani-24-karboksyylihappo). Luonnossa se

esiintyy vain karhun sapessa. (Tamminen 1996, 3.)
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Rl

R' R* R
litokoolihappo (LCA) OH H H
ursodeoksikoolihappo (UDCA) OH H  B-OH
kenodeoksikoolihappo (CDCA) OH H  «o-OH
deoksikoolihappo (DCA) OH OH H
koolihappo (CA) OH OH o-OH

KUVIO 8. Sappihappojen rakenne (Virtanen 2004, 4.)

Sappihapot eivét esiinny sapessa vapaina, vaan glysiiniin (NH,CH,COOH) tai taurii-
niin (NH,CH,CH,SOsH) peptidisidoksella sitoutuneina konjugaatteina (kuvio 9).

CONHCH,COOH

CONHCH,CH,SO,-

vy
W “1y
HO OH
H H

Glykokoolihappo Taurokoolihappo

KUVIO 9. Koolihapon glysiini-ja tauriinikonjugaatit (Tamminen 1996,3)

Sappihappojen ladketieteellisia ja synteettisia sovelluksia tutkitaan paljon.
Sappihappoja voidaan kayttdd monipuolisina rakenneosina. Niiden johdosten on ha-
vaittu toimivan mm. organogelaattoreina, joita kdytetddn mm. ladke-ja kosmetiikkate-
ollisuudessa. Liséksi sappihappoja voidaan kayttdd myds materiaalikemiassa ja ympé-
riston puhdistukseen liittyvissa sovelluksissa. Sappihappoja kéytetdén rakenneosina
supramolekyylikemiassa, jossa niiden taipumusta muodostaa rengasmaisia (head-to-
tail tai head-to-head) rakenteita k&ytetddn hyvéksi. Rengasrakenteita kéytetadan isan-

tdmolekyyleind mm. molekyylintunnistuksessa.
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Laaketieteessa sappihappojen mahdollisuuksia tutkitaan mm. maksasairauksien ja
sappikivien hoidossa. Lisaksi kiinnostusta heréttd4d mahdollisuus kayttaa sappihappoja
geeniterapiassa. Sappihappojen kéyttoa Gram-negatiivisten bakteerien herkistdmiseen
antibiooteille on tutkittu. (Li, Peters, Meredith, Allman & Savage, 1998, 2961; Virta-
nen 2004, 3385.)

Sappihappoja kéytetddn myos aihiold&kkeissd. Mm. herpes-viruksen hoitoon kéytetyn
asykloviiri-ladkkeen oraalisen biosaatavuuden parantamiseksi on kéytetty sappihappoa.
(Tolle-Sander, Lentz, Maeda, Coop & Polli, 2003, 40.)

7. SPEKTROMETRIA

Spektroskopiassa tutkittava kohde usein séteilee, absorboi tai heijastaa saamaansa sa-
teilyd. Kohteeseen saapuva séteily aiheuttaa, tai kohteessa itsessédén tapahtuu muutok-
sia, jotka nakyvat spektrissd. Nama muutokset ovat esimerkiksi elektronien ja kemial-
listen sidosten siirtymid. Spektroskopialla on useita osa-alueita, mm. IR-, UV-, NMR-

ja rontgenspektroskopia. (Simonen 2001.)

7.1. NMR-spektroskopia

NMR-spektroskopia (Nuclear Magnetic Resonance) eli ydinmagneettinen resonanssi
on molekyylien rakennetutkimuksen perusvaline. Se on ainoa menetelma, jolla voi-
daan ratkaista rakenne seké kiintedstd, nestemaisesta ettd kaasumaisesta naytteesté.

Y leensd naytteista ajetaan *H ja **C NMR -spektrit. NMR-laitteen tarkeimmat osat
ovat magneetti, lahetin, vastaanotin ja tulostin (kuvio 10). Tutkittava ndyte asetetaan
~15 cm pitk&én, 5 tai 10 mm halkaisijaltaan olevaan lasiseen nayteputkeen, joka saate-
taan voimakkaan magneettikentdn vaikutuksen alaiseksi (Gunther 1998, 7; Sievénen
2005).
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KUVIO 10. NMR -spektrometrin rakenne (Gunther 1998, 7)

NMR-spektrometria perustuu aineen magneettisiin ominaisuuksiin. Useimmilla ato-
miytimill& on magneettinen ominaisuus, jota kutsutaan spiniksi (+ /-). Ulkoinen mag-
neettikenttd suuntaa ndma spinit vastaamaan energiatasoja. Kaikkein yksinkertaisim-
massa tapauksessa suuntia ja energiatasoja on kaksi (spin -%z -ytimet). Ulkoisessa
magneettikentéssa spinit saadaan nostettua alemmalta energiatasolta ylemmalle tasolle,
kun virittava energia on yhté suuri kuin tasojen vélinen energiaero. Virittdvan energi-
an sanotaan olevan resonanssissa spinsysteemin energiaeron kanssa. Jokaisella ytimel-
14 on sille ominainen, ulkoisesta magneettikentésta riippuva resonanssitaajuus. Kaikki
namé taajuudet ovat radiotaajuusalueella, jolloin virittdvé energia saadaan aikaan rf-

eli radiotaajuuspulssilla. (Virtanen, 2000, 31.)

Spinsysteemi palautuu aikaisempaan tasapainotilaansa pulssin jalkeen ja indusoi nayt-
teen ympérilla olevaan kelaan jannitteen. Tdma jannite vahvistetaan ja havaitaan. Ha-
vaittua NMR-signaalia kutsutaan FIDiksi (Free Induction Decay). Kun t&han signaalin
tehd&é&n Fourier-muunnos, saadaan varahtelyn spektrikomponentit. Spinsysteemissé
jokainen spin on voimakkaan ulkoisen magneettikentén liséksi vuorovaikutuksessa
mya0s viereisten spinien magneettikenttien kanssa, jolloin jokainen magneettisesti ei-
ekvivalentti spin resonoi hieman eri taajuudella. Taman seurauksena NMR-spektri ku-
vaa molekyylin rakennetta ja ympéaristod. NMR-signaalin tuottamiseen tarvitaan voi-
makas magneetti, joka nykyddn on yleensa suprajohdemagneetti. Lisaksi tarvitaan la-
hetin rf-taajuuksille seka vastaanotin tuleville taajuuksille. NMR-laitteisto on tietoko-
neohjattu. (Sievanen, 2005.)

'H NMR-spektroskopiassa kaytettaan yleensa deuteroituja liuottimia, sill4 niiden sig-

naalit eivat ndy spektrissa. Talloin liuottimen signaalit eivat peitd ndytteen mahdollisia
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signaaleja. Lisdksi spektrometrin resonanssin ja taajuuden suhde pidetddn vakioina
mittauksen ajan ns. lukkokanavan avulla. Modernien spektrometrien heterolukkosys-

teemi kayttaa deuteroidun liuottimen 2H NMR-signaalia. (Sievanen, 2005.)

NMR-laitteiston hankintahinta on melko korkea, hinta vaihtelee 200000-350000 € va-
lill4 laitteen tehokkuuden ja varustetason mukaan. Jyvaskylan yliopisto myy NMR-
mittauksia ulkopuolisille hintaan ~100 € /h. Koska mittaus on suhteellisen nopea, yk-
sittdisen naytteen protonispektrin mittaus ei tule asiakkaalle kohtuuttoman kalliiksi,
varsinkin jos liuottimena kaytetaan deuteroitua kloroformia, joka on deuteroiduista

liuottimista halvin. (Kauppinen, 2007.)

7.2. Massaspektrometria

Massaspektrometriassa (MS) mitataan ionin massan ja varauksen suhdetta (m/z) (Vai-
niotalo, 2006). Massaspektrometriassa kéytetdén useita eri ionisaatiomenetelmia mm.
elektroni-ionisaatio (El), kemiallinen ionisaatio (Cl), matriisiavusteinen laserdesorp-
tioionisaatio (MALDI) ja sdhkdésumutusionisaatio (ESI). Lisaksi kdytdssa on useita
analysaattoreita, kuten lentoaika-analysaattori (TOF) ja kvadrupoolilaitteet. Usein
kéytetd&n ndiden menetelmien yhdistelmia kuten esim. ESI-TOF tai MALDI-TOF.
(Virtanen 2000, 6; Siuzdak 2003, 13.)

Koska kéayttdméni menetelma oli ESI-TOF, kasittelen t&ssd vain sita.

7.2.1. SAhkdsumutusionisaatio

Sahkésumutusionisaatio (Electrospray ionization, ESI) sopii menetelmang parhaiten
yhdisteille, jotka ovat liuoksessa ioneina. Parhaiten ionisoituvat yhdisteet, jotka kyke-
nevéat luovuttamaan (happo) tai vastaanottamaan protonin (emas). Menetelméssa nes-
teméinen ndyte saatetaan kaasumaiseen muotoon, jossa se ionisoituu voimakkaassa
séhkokentdssd. Kantokaasuna kaytetaan typped. Naytteen valmistukseen kaytetaéan
liuotinta, johon 1) nayte liukenee hyvin 2) joka haihtuu 3) joka kykenee luovuttamaan

protonin. Usein kdytetddn metanolia. Veden hoyrynpaine on suhteellisen alhainen,
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mika voi vaikuttaa tarkkuuteen. Tamén takia veden kaytto4 liuottimena ei suositella.
My0s puskurit, kuten natrium- ja kaliumfosfaatit, aiheuttavat ongelmia tarkkuudessa.
ESI:1I4 voidaan mitata sek& positiivisia ettd negatiivisia ioneja. Mittauksesta riippuen
yhdisteestd joko poistuu tai siihen tulee lisad yksi tai useampi protoni tai kationi/
anioni ja samalla ndytteen varaus muuttuu. Yleensa varausten lukumaaré kasvaa tut-

kittavan yhdisteen molekyylipainon kasvaessa. (Kostiainen, 2006.)

ESI:ssé nayte ajetaan virtausnopeudella 1 - 100 ul/min kapillaariin, jossa on 3-6 kV:n
jannite. Jannitteen vaikutuksesta yhdiste varautuu joko positiivisesti tai negatiivisesti.
Kun varautunut pisara (kuvio 11) on muodostunut, siitd haihtuu liuotinta ja sen va-
raustiheys kasvaa. Tdman seurauksena repulsio (= hylkimisvoima) kasvaa. Kun repul-
sio kasvaa suuremmaksi kuin pisaran pintajannitys, pisara hajoaa pienemmiksi pisa-
roiksi (Rayleighin raja-arvo). Prosessi toistuu, kunnes varaustiheys on niin suuri, etta
pisara alkaa emittoida kaasufaasi-ioneja. Kaasufaasi-ionit kerétéén erilaisten (elektro-
di)linssien avulla massaspektrometriin, jossa tapahtuu varsinainen ionin analysointi.
(\Vainiotalo, 2006.)
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KUVIO 11. ESI:n toimintaperiaate (Gates, Santos, Gobbo-Neto, Carollo, Crotti, Ves-
secchi, Lopes, 2006.)
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7.2.2. Lentoaika-analysaattori

Lentoaika-analysaattori (Time of flight, TOF) on yksinkertaisin massa-analysaat-
toreista. Siind ionilahteessd muodostuneet ionit emittoidaan analysaattoriin ja kiihdy-
tetd&n mahdollisimman yhtdaikaisesti. Kiihdytyksessé ionit saavat saman kineettisen
energian. Massojensa perusteella ne muodostavat nopeutensa mukaisia ryhmid. lonien
m/z- arvot maaritellaan detektorille saapumisaikojen mukaan. Mit& pienempi (= kevy-
empi) ioni on, sen nopeammin se saavuttaa detektorin. Suuri (painava) ioni puolestaan

tulee detektorille myéhemmin. (Virtanen, 2000, 19).

8. SYNTEESIT

8.1 Reaktiomekanismit sek& kaytetyt tydmenetelmat ja -laitteet

Synteesit perustuivat estergintireaktioon (Fischerin esterdintireaktio) seka karboksyy-
lihappojen nukleofiiliseen asyylisubstituutioreaktioon.

Esterdintireaktiossa karboksyylihappo ja alkoholi reagoivat kesken&én happokatalyy-

tin avustamina muodostaen esterin.

Toinen ja oikeastaan tarkeampi reaktio oli karboksyylihappojen nukleofiilinen asyyli-
substituutioreaktio. Reaktiossa nukleofiili pyrkii luovuttamaan oman vapaan elektro-
niparinsa ja muodostamaan kovalenttisen sidoksen elektrofiilin kanssa. Nukleofiilisen
reaktion tarkeimmat reaktiomekanismit ovat Sy1 ja Sy2. Poolisen karbonyyliryhmén
osittain positiivisesti varautuneeseen hiiliatomiin liittyy nukleofiili, muodostaen véli-
tuotteena alkoksidin. Muodostunut alkoksidi muodostaa uuden karbonyyliyhdisteen.
(kuvio 12).
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R vy B T g
KUVIO 12. Nukleofiilinen asyylisubstituutioreaktio (McMurry, 2003, 315)

Tyossa kaytettiin normaaleja orgaanisen kemian tydmenetelmid, kuten tislausta, ref-
luksointia, evaporointia seka vakuumikuivausta. Tuotteita puhdistettiin ohutlevy- ja
pylvaskromatografisesti. Synteeseissa kaytetyt reagenssit on esitetty taulukossa 1.
Ohutlevyina kaytettiin Merckin Silica gel 60 F 254 -ohutlevyja (koko 20 * 20 cm) se-
k& Macherey-Nagelin Alugram Sil G/UV 254 -ohutlevyjé (koko 20 * 20 cm). Pylvas-
kromatografiassa kaytettiin Merckin Silica gel 60 -geelid, jonka partikkelikoko oli
0,040-0,063 mm. Synteesituotteista ajettiin *H NMR spektrit Jyvaskylan yliopiston
kemian laitoksen orgaanisen kemian osaston Bruker Avance DPX 250 NMR -
spektrometrilld. Joistakin tuotteista mitattiin spektrit k&yttden Bruker Avance DRX
500 NMR -spektrometrid. Osasta tuotteita mitattiin myos Bruker Avance DRX 500
NMR -spektrometrilla **C NMR -spektri seka spektrit *C DEPT-135, 'H, **C HMQC
sekd 'H, *C HMBC NMR -spektrit. Referenssiaineena kaytettiin *H- ja **C NMR -
mittauksissa TMS (tetrametyylisilaani) ja >N NMR -mittauksissa CH3zNO, (nitrome-
taani). Spektrien tulkinnassa kéytettiin apuna synteesiohjeina kaytettyja julkaisuja,
julkaisua sappihappojen ja niiden johdannaisten hiilisiirtymistd (Dias, Gao & Koleh-
mainen 2000, 53) seka Internetin SDBS-tietokantaa. Liséksi spektrejé verrattiin mitat-
tuihin mallispektreihin. Synteesituotteista mitattiin myds massaspektrit Jyvaskylan
yliopiston kemian laitoksen orgaanisen kemian osaston Micromass LCT ESI-TOF-

massaspektrometrilla.



TAULUKKO 1. Synteeseissa kaytetyt reagenssit
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Reagenssi Valmistaja Puhtaus
Asetanhydridi J. T. Baker 99 %
Asetoni 1. VWR 99,9 %
2. Mallinckrodt HPLC
Dietyylieetteri VWR 99,7 %
Dikloorimetaani Fluka 99,9 %
Etyleenidiamiini Fluka 98 %
Etyyliasetaatti LabScan 99,8 %
Etyyliklooriformiaatti Merck 97 %
Heksaani Rathburn HPLC
Hiilitetrakloridi J. T. Baker p.a.
Isonikotiinihappo Acros 99 %
Klorambusiili Fluka 98 %
Kloroformi VWR p.a.
Litokoolihappo Sigma-Aldrich 97 %
Magnesiumsulfaatti Riedel de Haén p.a.
Metanoli Merck 99,8 %
Natriumkloridi J. T. Baker p.a.
Nikotiinihappo Sigma-Aldrich 98 %
Pyridiini BDH 99,5 %
Rikkihappo Fluka 95-97 %
Tetrahydrofuraani LabScan 99,8 %
Tionyylikloridi Riedel de Haén 98 %
Trietyyliamiini Riedel de Haén 99 %
Valproiinihappo Sigma >99,8 %
Vetykloridihappo J. T. Baker 37-38 %
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8.2. N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi(n

valmistaminen)

Metyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-oaatti(n valmistaminen)

Litokoolihaposta, LCA (3o—hydroksi-5p-kolaani-24-karboksyylihappo) valmistettiin
metyyliesteri refluksoimalla sitd metanolin kanssa 20 min ajan. (kuvio 13.) Metanolia
kaytettiin yliméarin. Reaktiossa kéytettiin vakevaa suolahappoa katalyyttina joka

ké&ynnisti reaktion. (Fieser & Rajagopalan, 1950, 5530.)

HCI
OH + CH,OH ————————=
refl.
o 20min
HO
Litokoolihappo
]
~N
CH,
]
HO

Metyylilitokolaatti

KUVIO 13. Metyyli 3a-hydroksi-5p-kolan-24-oaattin valmistus(Fieser, ym.1950)

Refluksoinnin jalkeen tuotteen annettiin jadhty4 huoneen Iamp0oon ja kiteytettiin pa-
kastimessa -20 °C lampdtilassa noin 1,5 h ajan. Kiteet suodatettiin sintterin ja imupul-
lon avulla ja tuotetta kuivattiin vakuumilinjassa yon yli. Tuotteen puhtaus tarkistettiin
'H NMR- mittauksella. Metyylilitokolaatin steroidirungon numerointi esitetaan liit-
teessd 1. 'H NMR spektri esitetaan liitteena 2. Spektreista saadut kemialliset siirtymat
ja integraalit ovat: *H NMR (CDCls, 250 MHz, ppm): & 18-CHs (0,63 (s), 3,00); 21-
CHs ja 19-CH5(0,88 (d,overl.),0,90 (s),6,55; 3p3-H (~3,6 (m,overl.) 0,84); 25-CH3
(3,64 (s), 3,05).

Néisté tuloksista metyyliesterin muodostuminen néhtiin 25-CHs -protonien signaalista,
jonka kemiallisen siirtymén arvo & = 3,64 ppm (s). Integraali on lahelld 3, kuten me-

tyyliryhmalla tuleekin olla. Saanto oli 5,52 g (89 % teoreettisesta saannosta).
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Metyylilitokolaatin valmistuksessa kaytettiin myos pidemman refluksointiajan vaati-
vaa menetelmda. Litokoolihaposta valmistettiin metyyliesteri refluksoimalla sit4 me-
tanolin kanssa 24 tunnin ajan. (kuvio 14.) (Tamminen, Kolehmainen, Haapala ja Lin-
nanto, 2000, 1464).

Metanolia kaytettiin ylimaarin ja katalyyttina oli vékeva rikkihappo. Refluksoinnin
jalkeen tuotteen annettiin jaghtya ensin huoneen I[&mpo6on, minké jalkeen sité jadhdy-
tettiin jddhauteessa. Orgaanista kerrosta pestiin kylldisella NaHCOs-liuoksella rea-
goimattoman hapon poistamiseksi, kuivattiin ja evaporoitiin Tuotetta kuivattiin va-
kuumilinjassa 2 tunnin ajan ja puhtaus tarkistettiin *H NMR- mittauksella. Saanto oli

5,4 g (52 % teoreettisesta saannosta).

H,SO,
OH .
+ CH,OH
refl.
O 24 h
HO
Litokoolihappo
@]
N
CH,
@]
HO

Metyylilitokolaatti

KUVIO 14. Metyyli 3a-hydroksi-5p-kolan-24-oaattin valmistus (Tamminen ym. 2000)
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N-(2-aminoetyyli)-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi(n valmistaminen)

Metyylilitokolaatin karbonyyliryhmaan liitettiin etyleenidiamiini (Pandey & Singh
1997, 5045; Tamminen ym., 2000), joka toimi siltamolekyylind konjugoitaville ladke-
aineille. Reaktiossa metyylilitokolaattia ja ylimaaraa etyleenidiamiinia refluksoitiin

metanolin lasnd ollessa 48 tuntia (kuvio 15.)

N

CHo N reflash
2

HO

Metyylilitokolaatti

HO

Litokoolihapon N-(2-aminoetyyli)amidi

KUVIO 15. N-(2-aminoetyyli)-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidin valmistaminen (Pan-
dey ym. 1997; Tamminen ym. 2000)

Litokoolihapon N-(2-aminoetyyli)amidia k&ytettiin laht0aineena kaikissa seuraavissa
ld&keainekonjugaateissa. Saanto oli 2,53 g (94 % teoreettisesta saannosta). Tuotteen
puhtaus tarkistettiin 'H NMR- ja *3C NMR- sekd MS-mittauksilla. Litokoolihapon
N-(2-aminoetyyli)amidin hiilien numerointi esitetdan liitteessa 1.

'H NMR- ja '3C NMR- spektrit seka taulukoidut *C NMR- siirtymat esitetaan liittees-

sa 3.

Protonien kemialliset siirtymat ja integraalit ovat:

'H NMR (CDCls, 500 MHz, ppm): & 18-CHj3 (0,64 (s),3,00); 19-CHs,21-CH3(0,92
(5),0,93(d),6,12); 26-CH(2,83(t),1,94), 25-CHy( 3,30 (q),1,94); 3p-H (~3,6 (m), 1,11);
CONH(~5,85 (br), 0,95)



29

MS m/z ESI-TOF": 419,23 [M+H]*, CasHasN20:H: 419,36; 837,58 [2M+H]",
Cs2He2N4O4H:837,72; 859,56 [2M+Na]*, CsoHo2N;04Na:859,70; 1255,83
[3M+H]",C7sH13sNsOsH:1256,08:1277,86 [3M+Na]", CgH13sNsOsNa:
1278,06:1293,85[3M+K]", CsH13sNsO6K:1294,03

'H NMR- spektrista nahdaan 26-CH, ja 25-CH,-protonien signaalit kemiallisen siir-
tyman arvoilla 6= 2,83(t) ja 6= 3,30 ppm(q); integraali ~2 ja 2. Amidiprotonin signaali
kemiallisen siirtymén arvolla 6= ~5,85 ppm(s); integraali ~1.

MS m/z ESI-TOF" spektrien avulla voidaan vertaamalla mitattua ja laskennallista m/z

arvoa todeta ettd haluttua tuotetta on syntynyt.

3¢ ja >N NMR -siirtymét on raportoitu aikaisemmin J.Tamminen, E. Kolehmainen,
J.Linnanto, P.Vainiontalo, S.Vuorikoski, R.Kauppinen, **C,**N and ***Cd NMR and
molecular orbital studies of novel bile acid N-(2-aminoetyl)amides and their Cd?*-
complexes, J.Inclusion Phenom.Macrocyclic Chem., 2000, 37, 121-130. Siirtyméat on

taulukoitu liitteessa 3.

2-propyylipentaanihappokloridi(n valmistaminen)

Valproiinihaposta valmistettiin happokloridi (kuvio 16) refluksoimalla sita tionyyli-
kloridin kanssa. (Kolehmainen, Tamminen, Lappalainen, Torkkel, Seppald, 1996,
1082.) L&&keaineesta valmistettiin happokloridi, jotta se reagoisi herkemmin LCA:n
N-(2-aminoetyyli)amidin vapaan aminoryhmén kanssa ja laékeaine saataisiin liitettya
kantajamolekyyliin. Ennen synteesin aloittamista tionyylikloridi tislattiin. Saanto oli

0,98 g (95 % teoreettisesta saannosta).

Tuotteesta mitattiin protonispektri. Tuotteen kemialliset siirtymét ja integraalit ovat:
'H NMR (CDCls, 250 MHz, ppm): & e-CHj (0,94(t), 6,00); d-CHa,c-CH,(~1,3-
1,8,8,02); b-CH(2,79(m), 0,95)

Verrattaessa tuotteen *H NMR —spektria valproiinihapon spektriin hapon — COOH
protonin signaali puuttuu ja myds b-CH-protonin signaali on siirtynyt huomattavasti
alakentalle péin (~2,4 - 2,8 ppm). Taman peruteella haposta on muodostunut happo-
kloridi.



30

O
+ SOCl, - P
refl. 30 min
OH cl
Valproiinihappo Tionyylikloridi Valproiinihappokloridi

KUVIO 16. 2-propyylipentaanihappokloridin valmistaminen (Kolehmainen ym.,
1996).

N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli-3a-hydroksi-5g-kolan-24-amidi(n val-

mistaminen)

Valproiinihappokloridia refluksoitiin aikaisemmin valmistetun LCA:n N-(2 ami-
noetyyli)amidin kanssa 48 tuntia. (Tamminen ym., 2000). Liuottimena kaytettiin di-
kloorimetaania (kuvio 17). Lisaksi reaktioseokseen liséttiin pyridiini&, joka sitoo reak-
tiossa vapautuvan HCl:n ammoniumsuolakseen. Muodostunut ammoniumsuola on ve-

siliukoinen, joten se saadaan poistettua refluksoinnin jalkeen tehtévilla pesuilla.

H
N
o ~"SNH,  Pyridiini, CH,CI,
(o) >
* refl. 48 h
cl
HO

Valproiinihappokloridi LCA:n N-(2aminoetyyli)amidi

" 0
W“wﬁ?
H
(0]
HO

KUVIO 17. N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli 3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidin

valmistaminen (Kolehmainen ym., 1996).

Refluksoinnin jalkeen synteesituotteen annettiin jadhty4 huoneen 1amp0odn ja liuotin
evaporoitiin pois. Evaporoitu tuote liuotettiin kloroformiin. Orgaanista kerrosta pestiin
erotussuppilossa kylléisellda NaHCOs-liuoksella ja lopuksi vedelld. NaHCOj3 -kasit-

telylla poistettiin tuotteeseen mahdollisesti jadnyt reagoimaton valproiinihappo muut-



31

tamalla se Na-suolaksi, joka on vesiliukoinen ja saadaan siten poistettua reaktioseok-
sesta.

Raakatuotteen puhtaus tutkittiin mittaamalla siitd *H NMR -spektri. Lisaksi tuotteesta
mitattiin massaspektri. Mittausten perusteella voitiin todeta, etta reaktiossa oli synty-
nyt haluttua tuotetta sek& dimeeri, jossa valproiinihappoklorid oli liittynyt my6s 3a-

asemaan. Raakatuotteen joukossa oli my6s reagoimatonta lahtdainetta.

Taman jalkeen etsittiin TLC:n (= Thin Layer Chromatography = ohutlevykromatogra-
fia) avulla eluentti pylvaskromatografista puhdistusta varten.
Ohutlevykromatografian perusteella eluentiksi valittiin dikloorimetaani:asetoni
(80:20). Kromatografiapylvas rakennettiin silicasta jonka raekoko oli 0,040-0,06mm,
saatu synteesituote imeytettiin pylvaaseen ja eluentti kerattiin koeputkiin. Jostain
syysté tuote ei litkkunut pylvaassa minka vuoksi eluentiksi vaihdettiin dikloorimetaa-
ni:asetoni (40:60). Fraktioiden kerdysta jatkettiin. TLC:lla tehdyn tarkastelun jalkeen
samaa tuotetta sisaltavat koeputket yhdisteltiin kolveihin ja evaporoitiin. Tdméan jal-
keen tuotteet karakterisoitiin *H NMR -spektroskopian avulla. Tuotteista mitattiin
my6s massaspektri. Tuotteen hiilien numerointi esitetaan liitteessa 1. Tuotteiden *H
NMR-, 3C NMR- ja MS-spektrit seké taulukoidut *C- ja*>N NMR -siirtymét esite-

taan liitteessé 4. Yhdisteiden kemialliset siirtymat ja integraalit ovat:

N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli 3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi

'H NMR (CDCls, 500 MHz, ppm): & 18-CHj3 (0,60 (s), 3,00); 19-CHs, 21-CHs,
2*31CHs (0,83-0,88,12,09); 23-CHp ,28-CH(~2,06 (m, overl.), 1,98);

23-CHa (2,20(m),0,95); 25-CH,,26-CH,(3,3L,(br.), 3p-H (~3,57(m), 1,02):
27-CONH, 24-CONH (6,82,6,89 (br.), 2,14)

13C NMR -siirtymat esitetaan liitteessa 4.

15\ NMR (CDCls, 500 MHz, ppm): 24-CONH -266,6; 27-CONH -265,0.

MS m/z ESI-TOF" : 545,39[M+H]", C34HgoN,O3H: 545,47 ; 567,30[M+Na]",
Ca4HsoN203Na:567,45;583,33[M+K]", Ca4HeoN,03K:583,42; 1089,77[2M+H]",
CegH120N4O06H:1089,93;1111,72[2M+Na]” ;CesH120Ns0Na:1111,91;1127,72[2M+K]
" CegH120N406K:1127,88
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Protonispektristd nahd&én, ettd 3p-protoni ei ole esterditynyt, vaan sen integraali on
1,02. Tarkasteltaessa 19-CHs, 21-CHj3 sekd 2*31-CHjs integraaleja, voidaan todeta nii-

den olevan lahella 12,0. Taméa kertoo tuotteen onnistumisesta.

N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli-3a-(2-propyylipentyylioksi)-5p-kolan-24-
amidi

'H NMR (CDCls, 500 MHz, ppm): & 18-CHj3 (0,58(S), 3,00); 19-CH3,21-CHs,
2*31CH3; 2*31’-CHjs (0,81-0,87,18,06); 25-CH,,26-CH3(3,30,(br.),3p-H
(~3,68(m).1,18); 27-CONH, 24-CONH (6,96, 7,01(br.),2,20)

MS m/z ESI-TOF" : 549,352, 671,45[M+H]", C42H7aN,04H: 671,57 ; 693,42[M+Na]",
Ca2H74N204Na:693,55; 709,41[M+K]", C1oH7aN,04K:709,53; 1341,93[2M+H]",
CasH145N4OgH:1342,14; 1363,95[2M+Na]* CaH14sN4O5Na:1364,12;
1379,91[2M+K]* CaaH145N40gsK:1380,09

3¢ ja >N NMR-siirtymat taulukoitu liitteessa 4.

Protonispektristd voidaan todeta 19-CHs, 21-CHs, 2*31-CHj3 seké 2*31°-CHjs integ-
raaleja tarkasteltaessa, ettd ne ovat lahelld 18. Tasta voidaan paatelld, ettd valproiini-
happo on konjugoitunut sappihapossa seka C3 ettd C24 péaihin. Protonispektrista néh-
daén myos ettd 3p-protoni on esterditynyt, ja sen kemiallisen siirtymén arvo on 6=
~4,09.

Puhdistusten jalkeen LCA:n N-(2-amonoetyyli)amidin ja valproiinihappokloridin kon-
jugaatin saannoksi tuli 0,39 g (12 % teoreettisesta saannosta) ja dimeerin saanto oli
0,14 g.
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8.3. N-(N’-[4-{p-N’’,N’’-bis-2-kloorietyyli}fenyyli]butaaniamidi)etyyli-3a-
hydroksi-58-kolan-24-amidi(n valmistaminen)

Metyyli 3a-asetyylioksi-5f-kolan-24-oaatti(n valmistaminen)

Lahtoaineena kaytettiin metyylilitokolaattia, jonka valmistus on kuvattu kappaleessa
8.2. Metyylilitokolaatin 3a- asema haluttiin suojata asetyylioksiesterindan
(Kolehmainen ym., 1996), koska klorambusiilin ei haluttu liittyvan kyseiseen hydrok-
syyliryhnméan. Reaktiossa metyylilitokolaatin 3a- asemassa oleva hydroksyyliryhma
reagoi anhydridin kanssa muodostaen esterisidoksen. Synteesi aloitettiin tislaamalla
asetanhydridi. Metyylilitokolaattia ja vastatislattua asetanhydridia refluksoitiin yon yli

vakevén rikkihapon toimiessa katalyyttina (kuvio 18).

(6] o
OMe )‘k )‘k
+

H,C o CH, H,S0,
—_—
© refl.20 h
asetanhydridi '
HO
metyylilitokolaatti
OMe

o

P

asetanhydridisuojattu metyylilitokolaatti

KUVIO 18. Metyyli-3a-asetyylioksi-5p-kolan-24-oaattin valmistus
(Kolehmainen ym., 1996).

Refluksoinnin jalkeen tuotteen annettiin jaahtyé ensin huoneen I[ampdon, minka jal-
keen sitd jadhdytettiin jadhauteessa. Kylma tuote kaadettiin eetteri-jaa seokseen. Tuot-
teen tuli olla kylmé&a, koska eetteri on erittain herkasti syttyvaa. Orgaanista kerrosta
pestiin erotussuppilossa vedelld ja kyllaisella NaHCOs-liuoksella niin kauan, etta vesi-
faasin pH oli eméksinen. Reaktioseokseen liséttiin kyllaistd NaCl-liuosta, tuote kui-
vattiin, suodatettiin ja evaporoitiin. ‘H NMR -spektroskopian avulla todettiin etté ase-

tyylioksisuojaus oli onnistunut. Saanto oli 1,62 g (48 % teoreettisesta saannosta).
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N-(aminoetyyli)-3a-asetyylioksi-5p-kolan-24-amidi(n valmistaminen)

Seuraavaksi metyyli-3a-asetyylioksilitokolaattiin haluttiin liitta4 etyleenidiamiini ref-
luksoimalla yhdisteitd metanolissa 48 tunnin ajan (Kolehmainen ym.1996). Etyleeni-

diamiinin oli tarkoitus toimia siltamolekyylina ladkeaineelle (klorambusiili) (kuviol9).

o.
CH
5+ H N/\/NHz
O 2
(@)
)J\O
MeOH
- N
refl. 48 h N,

KUVIO 19. N-(aminoetyyli)-3a-asetyylioksi-5p-kolan-24-amidi(n valmistaminen)
(Kolehmainen ym. 1996)

Refluksoinnin jalkeen tuotteen annettiin jadhtya huoneen 1amp0odn ja liuotin evaporoi-
tiin pois. Taman jalkeen tuote liuotettiin kloroformiin ja annettiin Kiteytya jaédhautees-
sa. Kiteytyminen oli heikkoa ja saanto oli 3,58 g. *H NMR -spektroskopian perusteella
voitiin todeta, ettd asetyylioksisuojaus oli hydrolysoitunut. Syyné tahén oli mahdolli-
sesti liuottimena kaytetty metanoli. Samalla kuitenkin etyleenidiamiinin liittdminen

amidisidoksella C24-karbonyyliin oli onnistunut.

Synteesia jatkettiin suojaamalla LCA:n N-(2-aminoetyyli)amidin 3a-
hydroksyyliryhma (kuvio 20) uudelleen asetyylioksiesterindan (Kolehmainen, ym.,
1996). Synteesi tehtiin kuten edella. *H NMR -spektroskopian avulla voitiin todeta
asetyylioksisuojauksen onnistuneen. Samalla kuitenkin C24-karbonyylin ja etyleeni-

diamiinin valinen sidos oli hydrolysoitunut.
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H 0] 0]
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KUVIO 20. LCA:n N-(2-aminoetyyli)amidin anhydridisuojaus (Kolehmainen, 1996).

4-(p-[N,N-bis-2-kloorietyyli]fenyyli)butaanihappokloridi(n valmistaminen)

Klorambusiilista valmistettiin happokloridi refluksoimalla sité tionyylikloridin kanssa
30 minuutin ajan (kuvio 21) (Kolehmainen, 1996). Refluksoinnin jalkeen tionyyliklo-
ridi tislattiin pois ja tuote liuotettiin hiilitetrakloridiin. Liuotinseos evaporoitiin pois,

minka jalkeen tuotteesta mitattiin ‘HNMR -spektri. Saanto oli 1,32 g (98,5 % teoreet-

tisesta saannosta).

cl socl, C'\,_\ o

refl. 30 min
Cl

KUVIO 21. 4-(p-[N,N-bis-2-kloorietyyli]fenyyli)butaanihappokloridin valmistaminen
(Kolehmainen ym., 1996).

N-(N’-[4-{p-N"’,N’’-bis-2-kloorietyyli}fenyyli]butaaniamidi)etyyli-3a-hydroksi-

5p-kolan-24-amidi(n valmistaminen)

Seuraavaksi synteesistd 8.3. saadun tuotteen, jonka 3a-asetyylioksisuojaus oli hydro-

lysoitunut, annettiin reagoida klorambusiilikloridin kanssa.
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Saatua happokloridia ja LCA:n N-(2-aminoetyyli)amidia refluksoitiin CaCl,-
putkellisen pystyjaédhdyttdjan alla 48 tuntia. Seokseen lisdttiin pyridiinid vapautuvan
HCI:n sitomiseksi (kuvio 22) (Kolehmainen ym., 1996.)

cl Pyridiini, CH,Cl,
H cl
AN N © Refl. 48 h
2
o) H Klorambusiilikloridi
cl
HO
HC I
N
N w \/\CI
N
\/\N
H
0]
HO

KUVIO 22. N-(N’-[4-{p-N’’,N’’-bis-2-kloorietyyli}fenyyli]butaaniamidi)etyyli-3a-
hydroksi-5p-kolan-24-amidin valmistaminen (Kolehmainen ym., 1996).

Refluksoinnin jalkeen raakatuotteen annettiin jaahtya huoneen lamp6on ja liuotin eva-
poroitiin pois. Raakatuote liuotettiin kloroformiin ja orgaanista kerrosta pestiin kyll&i-
sellda NaHCOs -liuoksella ja vedelld. Taman jalkeen tuote kuivattiin, suodatettiin ja

liuotin evaporoitiin pois. Mitattiin *H NMR-, *C NMR- seka massaspektrit. Spektrien

perusteella todettiin, ettd synteesi ei ollut onnistunut.

N-(N’-[4-{ p-N’’,N’’-bis-2-kloorietyyli}fenyyli]butaaniamidi)etyyli-3a-hydroksi-
5p-kolan-24-amidi(n valmistaminen seka-anhydridimenetelmé&a kayttéaen)

Klorambusiilista valmistettiin seka-anhydridi antamalla sen reagoida etyylikloorifor-
miaatin kanssa. Anhydridi on vdhemman reaktiivinen kuin happokloridi, mutta reak-
titvisempi kuin karboksyylihappo. Synteesissé kdytettiin liuottimena kuivaa tetrahyd-
rofuraania (THF), joka tislattiin typpiatmosfaarissé ennen synteesin aloittamista. Syn-
teesi tehtiin ja&-suola-hauteessa, jotta reaktion lampdtila pysyisi alle +10 °C:ssa. Klo-
rambusiili liuotettiin tetrahydrofuraaniin, minka jalkeen tiputussuppilon kautta lisattiin

hitaasti trietyyliamiini sek& etyyliklooriformiaatti. Sekoitusta jatkettiin ja4-suola-

Y
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hauteessa 30 minuutin ajan (kuvio 23). (Virtanen, Tamminen, Linnanto, Manttari,
Vainiotalo, Kolehmainen, 2002, 319.)

OH Et,N CICOOEt
C'\/\Nm THF <+10°C
H Klorambusiili
Cl o\n/o\/
CI\/\N m e}
1

Cl

Klorambusiilin ja etyyliformiaatin anhydridi

KUVIO 23. Klorambusiilin ja etyyliklooriformiaatin anhydridi (Virtanen ym., 2002)
Synteesia jatkettiin lisédmalla reaktioseokseen THF:iin liuotettu LCA:n N-(2-

aminoetyyli)amidi, joka oli valmistettu synteesiohjeen 8.2 mukaisesti (Tamminen ym.,
2000). Sekoitusta jatkettiin huoneenlammdssa yon yli. (kuvio 24) (Virtanen ym., 2002.

o
H
N\/\NHZ + C|\/\N/©/\/\[O( o

ﬁKlorambusiilin ja etyyliklooriformiaatin anhydridi

LCA:n N-(2-aminoetyyli)amidi

HO
THF Cl
rt, yon yli - H
H\/\H\’(\/\@/N\/\cl
© [e]
HO

LCA:n N-(2-aminoetyyli)amidin ja klorambusiilin ja etyyliklooriformiaatin anhydridin konjugaatti

KUVIO 24. N-(N’-[4-{ p-N"’,N’’-bis-2-kloorietyyli}fenyyli]butaaniamidi)etyyli 3a-
hydroksi-5p-kolan-24-amidin valmistaminen seka-anhydridimenetelmé&a kéyttaen
(Virtanen ym., 2002)

Refluksoinnin jalkeen liuotin evaporoitiin pois ja raakatuote liuotettiin kloroformiin.

Orgaanista kerrosta pestiin kyllaisella NaHCO; — liuoksella ja vedelld, kuivattiin
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MgSOs:lla ja liuotin evaporoitiin pois. Tuotteesta mitattiin *H NMR- spektri. Raaka-
tuotteen saanto oli 2,42 g.

Eluenttikokeilujen perusteella pylvaskromatografiapuhdistuksessa kéytettavaksi
eluentiksi valittiin dikloorimetaani:metanoli (90:10). Kromatografiapylvés valmistet-
tiin silicageelistd, jonka raekoko oli 0,040-0,063 mm. Tuote imeytettiin pylvééseen ja
fraktioita eluoitiin 25 ml:n koeputkiin. TLC:lla tehdyn tarkastelun jalkeen samaa ai-
netta sisaltavat koeputket yhdisteltiin kolveihin, evaporoitiin ja niistd mitattiin

'H NMR -spektrit. Spektrien perusteella lupaavimmista fraktioista mitattiin massa-
spektrit seka *C NMR -spektrit. Mittausten perusteella puhdistusta jatkettiin edelleen.

Toisen pylvaskromatografisen puhdistuksen eluentiksi valittiin TLC:n perusteella
CH,Cl,:asetoni:metanoli (48:50:2). Valmistettiin uusi kromatografiapylvas, johon
nayte imeytettiin. Fraktiot eluoitiin 5 ml:n koeputkiin. Fraktioiden yhdistely kolveihin
tapahtui TLC:n perusteella. Fraktioista mitattiin *H NMR —spektrit, joiden perusteella
voitiin todeta, ettd haluttua tuotetta oli muodostunut. Tuotteen hiiliatomien numerointi
esitetaan liitteessa 1. *H NMR-, *C NMR- ja massaspektrit seka taulukoidut **C NMR

siirtymat esitetdan liitteessa 5.

Valmistetun tuotteen kemialliset siirtymat ja integraalit ovat:

'H NMR (CDCls, 500MHz, ppm): & 18-CHs (0,63 s,3,00); 21-CHs, 19-CHs (0,91,
0,92 doverl..s, 6,11); 28-CH, (2,18 t,1,81); 30-CH, 2,55 (t,2,04); 23-CH,, 23CHp
(2,01-2,31, m,overl.):25-CHa, 26-CH, (3,38br., 3,90); 35-CH,, 36-CH,, 3p-H, 58-3,74
(m, overl., 9,46); 24-CONH, 27-CONH (6,11 br., 1,84); 33-CH 6,62 (AA’BB’,2,08);
32-CH 7,06 (AA’,BB’, 2,08).

MS m/z ESI-TOF" 664,57 [M-C;HsCIl+H+Na]”, C3sHgoCIN3O3Na 664,43; 726,58
[M+Na]+ ,C40H53C|2N303Na, 726,41; 742,53 [M+K]+ C40H53C|2N303K, 742.39.

13C ja 1°N NMR —siirtymét esitetaan liitteesa 5.
Protonispektristad ndhd&én 18-CHs- protonien signaalit kemiallisen siirtyman arvolla
6= 0,63 ja integraali on ~3. 21-CHj5 ja 19-CHs protonien signaalit havaitaan kemialli-

sen siirtyméan arvoilla 6 = 0,91 ja 0,92 integraalin ollessa ~6.
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2*35-CHy, 2*36-CH; ja 3B-H — protonien signaalit kemiallisen siirtymén arvolla
6~3,58-3,74 (m,overl.); integraali ~9,5 (pitéisi olla 9); 3a-OH ei ole esterditynyt.
27-CONH ja 24-CONH amidiprotonien signaalit kemiallisen siirtymén arvolla
d = 6,11 integraalin ollessa ~2 ja aromaattiset protonit kemiallisen siirtymén arvoilla
d = 6,62 ja 7,06; integraalien ollessa yhteensé ~4 kertovat haluttua tuotetta muodostu-
neen.

Saanto oli puhdistusten jalkeen 0,91 g (30 % teoreettisesta saannosta).

8.4. N-(N’-pyridiini-3-amidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi(n valmista-

minen)

Pyridiini-3-karboksyylihappokloridi(n valmistaminen)

Nikotiinihaposta valmistettiin happokloridi refluksoimalla nikotiinihappoa tionyyli-
kloridin kanssa 30 minuutin ajan (kuvio 25) (Kolehmainen ym., 1996).

o)
o)
clw___Cl X cl
X7 CoH 4+ s |
| (|)| =
~ N

N

Nikotiinihappo Tionyylikloridi Nikotiinihappokloridi

KUVIO 25. Pyridiini-3-karboksyylihappokloridin valmistaminen (Kolehmainen ym.,
1996)
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Refluksoinnin jalkeen tionyylikloridi tislattiin pois, lisattiin 50 ml CCl,:a ja liuotin
evaporoitiin alipaineessa. Tuotteesta mitattiin “H NMR- spektri. Tuotteen kemialliset

siirtymat ja integraalit ovat:

'H-NMR (CDCls, 250 MHz, ppm): & e-CH (1,00(s), 7,54); d-CH(0,99(s), 8,41);
c-CH2(1,0(s)8,44); b-CH(1,00(s),9,32)

Verrattaessa tuotteen *H NMR -spektria valproiinihapon spektriin hapon — COOH
protonin signaali puuttuu. Tasta voitiin paatell4 happokloridin muodostuminen.

Saanto oli 0,57 g (95 % teoreettisesta saannosta).

N-(N’-pyridiini-3-amidi)etyyli-3a-hydroksi-58-kolan-24-amidi(n valmistaminen)

Synteesin toisena lahtdaineena kaytettiin metylilitokolaatista ja etyleenidiamiinista
valmistettua N-(2-aminoetyyli)amidia, jonka valmistus on kuvattu luvussa 8.2.
Litokoolihapon N-(2-aminoetyyli)amidi liuotettiin dikloorimetaaniin ja seokseen lisét-
tiin nikotiinihappokloridia sekd pyridiinid. Seosta refluksoitiin 6ljyhauteella 48 tuntia
(kuvio 26).

N~ Pyridiini CH,Cl,
NH, X (o] >

o | _ Refl. 48 h

HO

HO

KUVIO 26. N-(N’-pyridiini-3-amidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidin valmis-
taminen (Kolehmainen ym., 1996.)

Refluksoinnin jalkeen tuotteen annettiin jadhtya huoneenldmpdon, minka jalkeen liuo-
tin evaporoitiin pois. Evaporoitu raakatuote liuotettiin kloroformiin ja orgaanista ker-

rosta pestiin kyllaisella NaHCOs-liuoksella ja vedell4d. Raakatuote kuivattiin
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MgSOq:lla, suodatettiin ja liuotin evaporoitiin (Kolehmainen ym., 1996.) Tdaman jal-
keen siita mitattiin "H NMR- ja massaspektrit, joiden perusteella todettiin raakatuot-
teen siséltdvan halutun tuotteen lisaksi myds reagoimatonta lahtGainetta. Taman vuok-
si tuote péatettiin puhdistaa pylvaskromatografisesti. Eluentti etsittiin TLC:n avulla.
Eluentiksi valittiin dikloorimetaani:metanoli (90:10). Pylvaskromatografiassa kéytet-
tiin silicageelid, jonka raekoko oli 0,040-0,063mm. Néyte imeytettiin pylvadseen ja
noin 1 ml:n fraktiot eluoitiin koeputkiin. TLC:ll& tehdyn tarkastelun jalkeen samaa ai-
netta sisaltavat koeputket yhdisteltiin kolveihin, liuotin evaporoitiin ja raakatuotteesta
mitattiin *H NMR- spektrit. *H NMR-, **C NMR- ja massaspektrit seka taulukoidut
13C NMR siirtymit esitetaan liitteessa 6. Tuotteen hiilien numerointi esitetaan liittees-

sal.

Spektreistd saadut kemiallisen siirtyman arvot ja integraalit ovat:

'H NMR (CDCls, 500 MHz, ppm): & 18-CH3 0,58 (s, 2,98); 21-CHs, 19-CHs 0,89,
0,90 (d, s, 7,0: sis. epapuhtautta- liuotin?); 23-CH,, 2,25 (m, 1,01); 23-CHg 2,10 (m,
0,99); MeOH? 3,48 (s); 25-CH3 3,53(m, 2,10); 26-CH,, 3p-H 3,60 (m, 3,02); CH,Cl,?
5,29(s); 24-CONH 6,25(br.,1,02);31-CH 7,37(dd,1,03); 27-CONH 7,76 (br.,0,95); 32-
CH 8,13 (dt, 1,00); 30-CH 8,72 (d,1,01); 29-CH 9,08 (s, 1,00)

Spektristd ndahd&én 18-CHs; -protonien signaalit kemiallisen siirtymén arvolla 6 = 0,58
integraalin ollessa lahell& 3. 21-CHjs ja 19-CHg; -protonien signaalit esiintyvat kemial-
lisen siirtyman arvoilla 6= 0,89 ja 0,90 integraalin ollessa ~7. Td&mé kertoo tuotteessa
olevan jotain epdpuhtautta. 26-CH ja 3BH- protonien signaalit kemiallisen siirtymén
arvoilla 6= 3,60 integraalin ollessa l&helld 3, kertovat ettd 3a-OH ei ole esterditynyt.
Mybs 24-CONH ja 27-CONH amidiprotonien signaalit kemiallisen siirtyman arvoilla

6,25 ja 7,76 integraalien ollessa l&helld 1, kertovat halutun tuotteen muodostumisesta.

MS m/z ESI-TOF 506,32 (<10%); 524,29 [M+H]", C3,H49N3O03H: 524,39;546,30
[M+Na]*, C32Hs9sN30sNa:546,37; 625,432 (<10 %); 1047,59 [2M+H]",
Co4HogNsOeH:1047,76; 1069 [2M+Na]”, CssHogNsOsNa: 1069,74

Spektrissa havaittavissa myos [3M+H]" ja [3M+Na]" -adduktit, joiden intensiteetit

olivat kuitenkin <10 %.
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Spektrien perusteella lupaavimmasta fraktiosta mitattiin **C NMR- spektri. Se osoitti
ettd haluttua tuotetta oli syntynyt. Tuotetta ei kuitenkaan saatu taysin puhtaaksi. Tuot-
teesta mitattiin edelleen massaspektri, **C DEPT-135, *H,*C HMBC seka *H,**C

HMQC -spektrit. Saanto oli < 1 % teoreettisesta saannosta.

8.5. N-(N’-pyridiini-4-amidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi(n valmista-

minen)

Pyridiini-4-karboksyylihappokloridi(n valmistaminen)

Isonikotiinihaposta valmistettiin happokloridi tionyylikloridin avulla (kuvio 27.) (Ko-
lehmainen ym., 1996). Tuotteen puhtaus varmistettiin mittaamalla protonispektri.

Tuotteen kemiallisen siirtymén arvot ja integraalit ovat:

'H-NMR (CDCls, 250 MHz, ppm): & c-CH (2,00 (s), 8,03); b-CH(1,96(s), 8,94)
Mallispektriin verrattaessa hapon — COOH protonin signaali puuttuu. T&sté voitiin
paéatelld happokloridin muodostuminen. Saanto oli 0,57 g (95 % teoreettisesta saan-

nosta).

° OH o cl

Cl _.CI Reflux 30min

+ Il —_— X
o)
N Tionyylikloridi NT

S Isonikotiinihappokloridi
Isonikotiinihappo

KUVIO 27. Pyridiini-4-karboksyylihappokloridin valmistaminen
(Kolehmainen ym., 1996)
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N-(N’-pyridiini-4-amidi)etyyli-3a-hydroksi-58-kolan-24-amidi(n valmistaminen)

N-(2-aminoetyyli)amidi liuotettiin dikloorimetaaniin ja reaktioseokseen lisattiin
isonikotiinihappokloridi ja pyridiinid Seosta refluksoitiin 48 tuntia. (Kuvio 28) (Ko-
lehmainen ym., 1996.)

o ol
\/\NH2 N Pyridiini CH,CI,
+ —_—
N/ Refl. 3 vrk
LCA:n N-(2-aminoetyyli)amidi Isonikotiinihappokloridi

HO

(0]
H
N\/\N | N
H
(0] N
HO

KUVIO 28. N-(N’-pyridiini-4-amidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidin valmis-
taminen (Kolehmainen ym., 1996).

Refluksoinnin aikana reaktiokolvista oli haihtunut liuotin (CH,Cl,). Raakatuotteen
puhdistusta jatkettiin liuottamalla se kloroformiin ja pesemalld orgaanista kerrosta
kyllaisella NaHCOs-liuoksella ja vedelld. Raakatuote kuivattiin MgSOa:lla, suodatet-
tiin ja liuotin evaporoitiin. Tamén jalkeen mitattiin *H NMR- ja massaspektrit, joiden
perusteella todettiin tuotteen sisaltdvan halutun tuotteen lisaksi sivutuotteena syntynyt-
ta dimeerid. Koska joukossa oli haluttua tuotetta, paatettiin seos puhdistaa pylvaskro-
matografisesti. Eluentti etsittiin TLC:n avulla. Eluentiksi valittiin dikloorimetaa-
ni:metanoli (85:15). Pylvaskromatografiassa kaytettiin silicageelig, jonka raekoko oli
0,040 — 0,063 mm. Koeputkien oltua vetokaapissa viikonlopun yli, niista oli haihtunut
liuotin, joten kaikkiin koeputkiin lisattiin eluenttia 200 ul ennen ohutlevykromatogra-
fiaa. TLC:n perusteella fraktiot yhdisteltiin ja liuotin evaporoitiin ja jadnnoksesta mi-
tattiin "H NMR -spektri. Koska spektriss4 oli liuotinjaamia, tuotetta kuivattiin vakuu-
milinjassa yon yli ja siita mitattiin uudelleen *H NMR -spektri. Tuotteen hiilien nume-
rointi esitetaan liitteessa 1. *H,"*C NMR ja massaspektrit seka taulukoidut **C NMR

siirtymat esitetaan liitteessa 7.
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Tuotteen kemiallisen siirtymén arvot ja integraalit ovat:

'H NMR (CDCls, 250 MHz, ppm): & 18-CHs 0,59 (s, 2,05); 21-CHs, 19-CH3 0,~90
(d,overl.),s,6,04); 23-CH, 2,27 (m); 23-CHg 2,15 (m); 72,16 (s); 25-CH,, 26-CH,, 3-
H~3,49-3,69 (m, (overl.),4,79); 24-CONH 6,00 (br., 0,83); 29-CH 7,69 (AA’BB’,
1,84); 27-CONH~ 7,84 (br., (overl. sis. epapuhtautta), 1,07); 30-CH 8,75 (AA’BB’,
2,00)

MS m/z ESI-TOF" 528,267 ; 546,26[M+Na]", C3,H49N303sNa:546,37; 562,23 [M+K]",
C32H49N303K:562,34; 651,26 ?; 726,26?;1069,55[2M+Na]+, C54H98N505Na:
1069,74;1085,72 [2|\/|+K]Jr CesHogNgO6K: 1085,72;1174,55 ?

Protonispektristd ndhd&én 18-CHs; protonien signaali kemiallisen siirtyman arvoilla

6 =0,59 integraalin ollessa ~2. T&sté voidaan pééatella tuotteen olevan epépuhdasta. 21-
CHjs ja 19-CHjs protonien signaalit esiintyvat kemiallisen siirtymén arvoilla 6~0,90 in-
tegraalin ollessa ~6. 23-CH, ja 23-CHg protonien signaalit kemiallisen siirtyman ar-
voilla 6~2,28 ja 2,15. 25-CH,, 26-CH; ja 3B- H- protonien signaalit kemiallisen siir-
tyman arvoilla 6~3,49-3,69 integraalin ollessa ~5 kertovat, ettd 3a-OH ei ole esteroi-
tynyt. 24-CONH ja 27-CONH amidiprotonien signaalit kemiallisen siirtyman arvoilla
o ~6 ja 6 ~7,84 integraalien ollessa ~0,8 ja ~1. Spektrista ndhddidn myds aromaattiset
protonit kemiallisen siirtyman arvoilla 6 = 7,69 ja 8,75 integraalien ollessa yhteensa 4.

Integraalien arvo johtuu siitd, ettd kyseessa on symmetrinen rakenne.

Tuotteesta mitattiin lisaksi massaspektri sekd **C NMR, **C DEPT-135, *H, *C
HMQC ja *H, **C HMBC- spektrit. **C NMR -siirtymat esitetaan liitteesa 7. Saanto

oli < 1 % teoreettisesta saannosta. Tuotetta ei saatu taysin puhtaaksi.
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9. LOPPUPAATELMAT

Kéytannon osuuden aikana perehdyttiin erilaisten ld&keaineiden liittdmiseen sappi-
happoon siltamolekyylin valityksella. Tyon aikana kokeiltiin erilaisia synteesimene-
telmi& ja olosuhteita, jotta reaktiot saatiin tapahtumaan. Tyon aikana tutustuttiin myos

erilaisiin molekyylien karakterisoinnissa tarvittaviin laitteisiin.

Synteeseissa tyoohjeita muokattiin esim. liuottimien sekd reaktioaikojen ja lampotilo-
jen osalta. Tama vaikutti mm. saantoprosenttiin. Joissakin ty6ohjeissa myos lahtoai-

neita korvattiin toisilla, véhemman haitallisilla reagensseilla.

Ké&ytannon osuuden aikana saatiin valmistettua viisi potentiaalista aihioladkemolekyy-

lid. Nama ovat:

N-(N’-[4-{p-N"’,N’’-bis-2-kloori-etyyli}fenyyli]butaaniamidi)etyyli-3a-

hydroksi-5p-kolan-24-amidi,

e N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi,

e 3a-(2-propyyli)pentoksi-5p-kolaani-24-karboksyylihapon N-(2-[N-{2-
propyyli}pentaanilamidietyyli)amidi,

e N-(N’-pyridiini-3-amidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi,

e N-(N’-pyridiini-4-amidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi.

Valmistettujen ladkeainekonjugaattien jatkotutkimukset yhdessa Jyvaskylan yliopiston
bio- ja ympdristotieteiden laitoksen kanssa ovat vireilla.

Edell& nimettyjen molekyylien valmistuksessa ei suurempia ongelmia esiintynyt. Ai-
noastaan yritys suojata sappihapon 3a-hydroksyyliryhmé asetyylioksiesterindan ei on-
nistunut. Koska tyon tarkoituksena oli saada lddkeaine liitettyd nimenomaan sappiha-
pon sivuketjuun siltamolekyylin vélityksella, yritettiin sappihapon 3a- hydroksyyli-
ryhma suojata asetyylioksiesterindan. Suojaus kuitenkin purkautui jatkoreaktion (ety-
leenidiamiinin liittdminen) aikana. Syyna tdhan oli mahdollisesti liuottimena kaytetty
metanoli sekd mahdollisesti asetanhydridisidoksen ja amidisidoksen haluttomuus toi-

mia samassa molekyylirakenteessa. Etyleenidiamiinin liittdminen amidisidoksella
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C24-karbonyyliin oli kuitenkin onnistunut. Aiemmin litokoolihapon 3a-OH-ryhmén
suojauksessa on kéaytetty trifluorietikkahappoanhydridia, joka nyt vaihdettiin vahem-
man haitalliseen asetanhydridiin. Mikali suojaus olisi tehty kayttéen trifluorietikka-

happoanhydridi&, suojaus olisi saattanut onnistua.

Sappihapot osoittautuivat mielenkiintoisiksi rakenneosiksi aihioladkesyntetiikassa.
Kéytannon tyo osoittautui erittain mielenkiintoiseksi ja haastavaksi, mutta samalla se
oli my6s antoisa kokemus. Lisaksi tyoskentely asiantuntevassa ja innostavassa ohja-

uksessa teki tydskentelysté entistakin kiinnostavampaa.
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LIITTEET

liite 1 Synteesituotteiden hiiliatomien numerointi

Metyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-oaatin hiilien numerointi

N-(2-aminoetyyli)-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidin hiilien numerointi

HOOC—b

Valproiinihapon hiilien merkitseminen

51



52

HO

N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli-3a-hydroksi-5-kolan-24-amidin hiilien

numerointi

31"

N-(N’-[2-Propyyli]pentaaniamidi) etyyli-3a-(2-propyylipentyylioksi)-5p-kolan-

24- amidin hiilien numerointi
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Cl

HO

N-(N’-[4-{ p-N’’,N’’-di-2-kloorietyyli}fenyyli]butaaniamidi) etyyli-3a-hydroksi-

5p-kolan-24-amidin hiilien numerointi

H Q 32
6
N\/\N TN X 31
25 H |
o 29 30
N
HO

N-(N’-pyridiini-3-amidi) etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidin hiilien nume-

rointi
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O
H 26
\/\N 2N X
25 N |
o 202N
30
HO

N-(N’-pyridiini-4-amidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidin hiilien numeroin-
ti



Liite 2

Metyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-oaattin *H NMR spektri
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Liite 3

N-(2-aminoetyyli)3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidin *H NMR spektri
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N-(2-aminoetyyli)-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidin *C NMR -spektri
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N-(2-aminoetyyli)-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidin *C NMR ja >N NMR -
siirtymat

3C NMR (CDs0D, 500 MHz, ppm)

C 3(ppm) Sppm) *
1 36,66 36,52
2 31,36 31,22
3 72,55 72,37
4 37,35 37,20
5 43,70 43,53
6 28,52 28,38
7 27,81 27,67
8 37,39 37,23
9 42,05 41,88
10 35,84 35,68
11 22,11 21,97
12 41,69 41,54
13 44,07 43,91
14 58,08 57,91
15 25,42 25,29
16 29,40 29,26
17 57,60 57,43
18 12,67 12,57
19 24,11 24,01
20 37,01 36,86
21 19,05 18,94
22 33,39 34,15
23 34,29 33,26
24 177,28 176,98
25 42,83 43,02
26 42,10 42,03

& Tamminen et al mukaan

N NMR

( CD30D, 50MHz, ppm from ext. CH3NO)
N 3(ppm) Sppm) *
24CONH | -265,6 -268,0
26NH, -364,7 -362,0

# Tamminen et al. mukaan (measured in CDCls)



Liite 4

N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli 3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi, *H

NMR -spektri
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N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi, **C

NMR -spektri
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N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli 3a-hydroksi-5g-kolan-24-amidi, massa-

spektri
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N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli-3a-hydroksi-5f-kolan-24-amidin *C
NMR ja >N NMR -siirtymét
3C NMR (CDCls, 500MHz, ppm

1 35,13

2 30,46

3 71,56

4 35,33

5 42,05

6 27,14

7 26,36

8 35,77

9 40,38

10 34,50

11 20,74

12 40,13

13 42,66

14 56,43

15 24,12

16 28,15

17 56,00

18 11,96

19 23,31

20 35,48

21 18,33

22 31,72

23 33,41

24 174,92

25 39,56

26 39,98

27 177,45

28 47,23

29 36,39

30 20,63

31 14,05
#Voivat olla myos toisin péin
N NMR

'H,">°N HMBC ( CDCls 50MHz, ppm from ext. CHsNO,)
N 6(ppm) J i (H2)
24CONH | - 266,6 91,2

27CONH -265,0 92,2
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N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli 3a-(2-propyylipentyylioksi)-5p-kolan-24-

amidi, 'H NMR -spektri
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N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli 3a-(2-propyylipentyylioksi)-5p-kolan-
24-amidi. *C NMR -spektri
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N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli 3a-(2-propyylipentyylioksi)-5p-kolan-24-

amidi. Massaspektri
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N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli 3a-(2-propyylipentyylioksi)-5p-kolan-24-

amidin **C ja N siirtymat

3C NMR (CDCls, 500MHz, ppm)

C o (ppm)
1 34,94

2 26,69

3 73,66

4 32,22

5 41,86

6 26,90

7 26,22

8 35,96

9 40,33

10 34,48

11 20,73

12 39,53

13 42,61

14 56,34

15 24,05

16 28,09

17 55,94

18 11,90

19 23,21

20 35,42

21 18,26

22 31,66

23 33,27

24 174,83
25 40,01°
26 40,04
27 175,96
28 47,11

29 34,94

30 20,63

31 14,05°
27’ 177,39
28’ 45,37
29°,29” 34,62, 34,64
30°,30” 20,46, 20,47
31’,31” 13,99° ,13,98"

2P yoivat olla my6s toisin pain

'H, N NMR (CDCls, 50 MHz, ppm from ext. CHsNO,)

N 5 (ppm) LIN,H (Hz)
24CONH -266,6 91,1
27CONH -264,9 91,6
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N-(N’-[4-{p-N"’,N’’-bis-2-kloorietyyli}fenyyli]butaaniamidi)etyyli 3a-hydroksi-

5p-kolan-24-amidi, *H NMR -spektri
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N-(N’-[4-{p-N"’,N’’-bis-2-kloorietyyli}fenyyli]butaaniamidi)etyyli 3a-hydroksi-
5p-kolan-24-amidi, *C NMR -spektri
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N-(N’-[4-{p-N"’,N’’-bis-2-kloorietyyli}fenyyli]butaaniamidi)etyyli 3a-hydroksi-

5p-kolan-24-amidi. Massaspektri
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N-(N’-[4-{p-N"’,N’’- bis-2-kloorietyyli}fenyyli]butaaniamidi)etyyli 3a-hydroksi-

5p-kolan-24-amidin **C NMR-siirtymat

3C NMR (CDCls, 500 MHz, ppm)

C d ppm
1 35,38
2 30,61
3 71,89
4 36,53
5 42,14
6 217,22
7 26,45
8 35,89
9 40,41
10 34,60
11 20,85
12 39,90*
13 42,78
14 56,53
15 24,23
16 28,26
17 56,00
18 12,08
19 23,34
20 35,51
21 18,39
22 31,76
23 33,56
24 174,94
25 39,98*
26 40,15*
27 174,04
28 35,91
29 27,30
30 34,11
31 130,88
32 129,70
33 112,46
34 144,30
35 53,75
36 40,50

* voivat olla myos toisin pdin
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N-(N’-pyridiini-3-amidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi, *"H NMR -spektri
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N-(N’-pyridiini-3-amidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidin *C NMR -

spektri
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ktr

-amidain massaspe

-3a-hydroksi-5g-kolan-24

i-3-amidi)etyyli

1Hnni

N-(N’-pyrid
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N-(N’-[pyridiini-3-amidi]etyyli)-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidin **C NMR —
siirtymat

3C NMR (CDCls, 500MHz, ppm)

C 3(ppm)
1 35,35
2 30,57
3 71,84
4 36,48
5 42,10
6 27,17
7 26,39
8 35,83
9 40,44
10 34,56
11 20,80
12 40,17
13 42,73
14 56,49
15 24,14
16 28,24
17 55,92
18 11,99
19 23,34
20 35,43
21 18,33
22 31,79
23 33,51
24 176,05
25 39,50
26 42,21
27 166,06
28 129,61
29 148,60
30 152,19
31 123,35
32 134,74
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N-(N’-pyridiini-4-amidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi, *H NMR -

spektri
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N-(N’-pyridiini-4-amidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi, *C NMR -
spektri
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-4-amidi)etyyli-3a-hydroksi-58-kolan-24-amidi, massaspektri

iini

N-(N’-pyrid
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N-(N’-[pyridiini-4-amidi]etyyli)-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidin *C NMR
siirtymat (CDCls3, 500MHz, ppm)

C 0 ppm
1 35,35
2 30,57
3 71,85
4 36,49
5 42,09
6 27,17
7 26,39
8 35,83
9 40,44
10 34,56
11 20,81
12 40,19
13 42,75
14 56,51
15 24,13
16 28,26
17 55,95
18 12,00
19 23,34
20 35,43
21 18,33
22 31,81
23 33,50
24 176,45
25 39,32
26 42,86
27 165,62
28 140,96
29 120,90
30 150,62
? 29,69
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SYNTEESIOHJEET

Metyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-oaatti

100 ml kolviin punnittiin 6,0 g (15,59 mmol) litokoolihappoa. Kolviin lisattiin 50 ml
metanolia sekd 1,2 ml (32,64 mmol) vékevaa suolahappoa. Reaktioseosta refluksoitiin
Oljyhauteella CaCl,-putkellisen pystyjaédhdyttdjan alla n. 20 min ajan, jadhdytettiin en-
sin huoneen l&mpoon ja Kiteytettiin sitten pakastimessa -20 °C:ssé 1,5 h ajan. Tamén
jalkeen kiteet suodatettiin sintterin ja imupullon avulla ja saatua tuotetta kuivattiin va-

kuumilinjassa yon yli. Puhtaus varmistettiin *H NMR -mittauksella.

Saanto oli 5,52 g (89 % teoreettisesta saannosta). Steroidirungon numerointi on esitet-
ty liitteessa 1. *H NMR -spektri liitteessa 2.

N-(2-aminoetyyli) -3a-hydroksi-5g-kolan-24-amidi

Synteesi suoritettiin 250 ml kolvissa. Reaktiokolviin lisattiin 2,5 g (6,47 mmol) me-
tyylilitokolaattia liuotettuna metanoliin (V = 30 ml). 19,5 g (324,45 mmol) etyleenidi-
amiinia liuotettuna metanoliin (V = 70 ml) liséttiin reaktiokolviin ja seosta refluksoi-
tiin CaCl,-putkellisen pystyjaadhdyttajan alla 6ljyhauteella 48 h. Refluksoinnin jalkeen
seoksen annettiin jaahtya huoneen 1lampdon ja liuotin evaporoitiin pois. Raakatuote
liuotettiin CHCls:iin (V = 30 ml) ja orgaanista kerrosta pestiin 2*10 ml CHCls;. Sakka
imettiin sintterin ja imupullon avulla kuivaksi. Koska tuotetta jéi liuottimeen, suodos
siirrettiin dekantterilasiin ja suodosta pestiin 4*20 ml vett4. Tuote saostui vedesta.
Sakka suodatettiin ja kuivattiin sintterin avulla. Kiteitd kuivattiin vakuumilinjassa yon
yli. Puhtaus varmistettiin *H NMR -spektroskopian avulla. Saanto oli 2,53 g (94 %
teoreettisesta saannosta). Molekyylin hiilien numerointi on esitetty liitteessa 1. 'H ja
13C NMR -spektrit liitteena 3.
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2-Propyylipentaanihappoklorid

Tionyylikloridi tislattiin ennen synteesin aloittamista. 0,92 g (6,38 mmol) valproiini-
happoa liuotettiin 10 ml: aan (137,09 mmol) vastatislattua tionyylikloridia ja seosta
refluksoitiin CaCl,-putkellisen pystyjaahdyttajan alla 6ljyhauteella 30 min ajan. Tio-
nyylikloridi tislattiin pois ja tuotteeseen lisattiin 50 ml CCl,. Liuotin evaporoitiin pyo-
réhaihduttimella. Saanto 0,98 g (95 % teoreettisesta saannosta) Tuotteesta mitattiin *H

NMR -spektri. Valproiinihapon hiilien numerointi esitetty liitteessa 1

N-(N’-[2-propyyli]pentaaniamidi)etyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi

2,43 g (5,50 mmol) LCA:n N-(2-aminoetyyli)amidia liuotettiin CH2Cly:iin (V =50
ml), liséttiin 0,98 g (6,02 mmol) valproiinihappokloridia ja 0,5 g (6,32 mmol) pyri-
diinid ja seosta refluksoitiin CaCl,-putkellisen pystyjaéhdyttajan alla 6ljyhauteella 48
tuntia. Refluksoinnin jalkeen tuotteen annettiin jadhty4 huoneen 1ampdon ja liuotin
evaporoitiin pois. Raakatuote liuotettiin kloroformiin ja orgaanista kerrosta pestiin
3*40 ml kyllaistda NaHCOs -liuosta ja 1*40 ml vettd, kuivattiin MgSO,:118, suodatet-
tiin, evaporoitiin ja kuivattiin vakuumilinjassa yon yli. Pylvaskromatografiapuhdistuk-
sessa eluenttina kaytettiin CH,Cl,:asetoni 80: 20 ja 40: 60 -seoksia. Puhdistuksen j&l-
keen tuotteista mitattiin *H NMR, *3C NMR, >N NMR ja massaspektrit, joiden perus-
teella haluttua tuotetta todettiin muodostuneen. Spektrit esitetéan liitteend 4. Saanto oli
0,53 g (17 % teoreettisesta saannosta.) Tuotteiden hiilien numerointi on esitetty liit-

teessa 1.
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Metyyli 3a-asetyylioksi-5p-kolan-24-oaatti

100 ml kolviin punnittiin 3,05 g (7,80 mmol) metyylilitokolaattia. Lisattiin

21,6 g (199,70 mmol) tislattua asetanhydridia seka 4 tippaa vakevaa rikkihappoa. Ref-
luksoitiin CaCl,-putkellisen pystyjaahdyttajan alla 6ljyhauteella 20 tunnin ajan. Ref-
luksoinnin jalkeen raakatuotetta ja&hdytettiin jadhauteessa ja kaadettiin eetteri-
jaaseokseen (120 ml: 30 g). Orgaanista kerrosta pestiin 1*60 ml vettd ja kyllaista
NaHCOs-liuosta, kunnes vesifaasin pH oli eméksinen. Eetterikerrosta pestiin 60 ml:lla
kyllaista NaCl-liuosta, kuivattiin MgSOa:lla, suodatettiin ja liuotin evaporoitiin. Saan-
to oli 1,62 g (48 % teoreettisesta saannosta).

N-(aminoetyyli)-3a-asetyylioksi-5p-kolan-24-amidi

250 ml kolviin punnittiin 1,62 g (3,74 mmol) metyyli 3a- asetyylioksilitokolaattia jo-
ka liuotettiin metanoliin (\V = 70 ml). Lisé&ttiin 11,20 g (186,35 mmol) etyleenidiamii-
nia ja refluksoitiin CaCl,-putkellisen pystyjaédhdyttajan alla 6ljyhauteella 48 tunnin
ajan. Refluksoinnin jalkeen tuotteen annettiin jadhty4 huoneenlamp6on ja liuotin eva-
poroitiin pois. Raakatuote liuotettiin CHCls:iin (V = 30 ml) ja tuotetta yritettiin Kiteyt-
ta4 vedesta (V = 60 ml). Kiteytymisen tehostamiseksi kolvia pidettiin jd&hauteessa.
Kiteytyminen oli heikkoa. *H NMR- spektrin perusteella todettiin ett4 amidisidos ol
muodostunut, mutta asetyylioksisuojaus oli hydrolysoitunut.

Taman jalkeen 100 ml:n kolviin punnittiin 1,80 g (4,29 mmol) LCA:n N-(2- amino-
etyyli)amidia ja liséttiin 8,60 g (79,90 mmol) tislattua asetanhydridi&. Refluksoitiin
CaCly-putkellisen pystyjaahdyttajan alla 6ljyhauteella 20 tuntia. Refluksoinnin jalkeen
raakatuote jadhdytettiin jadhauteessa ja kaadettiin eetteri-jaédseokseen (60 ml:15 g ).
Orgaanista kerrosta pestiin 1*30 ml:lla vettd ja kyllaistda NaHCO; — liuoksella kunnes
vesifaasin pH oli emaksinen. Eetterikerrosta pestiin 30 ml:lla kyllaistd NaCl- liuosta,

kuivattiin MgSO4:lla, suodatettiin ja liuotin evaporoitiin. Tuote ep&onnistui.
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4-(p-[N,N-bis-2-kloorietyyli]fenyyli)butaanihappokloridi

100 ml kolviin punnittiin 1,27 g (4,17 mmol) klorambusiilia ja 32,6 g (274,01mmol).
tislattua tionyylikloridia. Seosta refluksoitiin CaCl,-putkellisen pystyjaédhdyttdjan alla
Oljyhauteella 30 min. Refluksoinnin jalkeen tionyylikloridi tislattiin pois. Raakatuot-
teeseen lisattiin 22 ml (390,11 mmol) hiilitetrakloridia ja liuotin evaporoitiin. Saanto

oli 1,33 g (98 % teoreettisesta saannosta)

N-(N’-[4-{p-N"’,N’’-bis-2-kloori-etyyli}fenyyli]butaaniamidi)etyyli-3a-hydroksi-
5p-kolan-24-amidi

100 ml kolviin punnittiin 1,80 g (4,29 mmol) metyyli-3a- asetyylioksilitokolaattia,
jonka 3a-asemassa oleva suojaus oli hydrolysoitunut. Lisattiin 1,33 g (4,17 mmol)
klorambusiilikloridia ja 0,3 g (4,25 mmol) pyridiinid. Liuottimena kaytettiin CH,Cl,:a
(V = 40 ml). Refluksoitiin CaCl,-putkellisen pystyjaéhdyttajan alla 6ljyhauteella 48
tuntia. Refluksoinnin jalkeen tuotteen annettiin jadhtya ja liuotin evaporoitiin. Raaka-
tuote liuotettiin CHCls:iin (V = 30 ml) ja orgaanista kerrosta pestiin 3*30 ml kyllaista
NaHCOs; -liuosta ja 1*30 ml vettd. Kuivattiin MgSOa:lla, suodatettiin ja liuotin evapo-
roitiin. *H NMR, *C NMR ja massaspektrien perusteella synteesin todettiin epaonnis-

tuneen.

N-(N’-[4-{ p-N’’,N’’-bis-2-kloorietyyli}fenyyli]butaaniamidi)etyyli 3a-hydroksi-
5p-kolan-24-amidi

100 ml 3-kaulakolviin mitattiin tislattu THF (V =40 ml) sekd 1,32 g (4,37 mmol)
klorambusiilia. Sekoitettiin ja&-suolahauteessa CaCl,-putkellisen pystyjadhdyttdjan al-
la n.10 min. Lisattiin tiputussuppilon kautta hitaasti 0,48 g (4,80 mmol) trietyyliamii-
nia ja 0,51g (4,80 mmol) etyyliklooriformiaattia. Sekoitusta jatkettiin ja&- suolahau-
teessa CaCl,-putkellisen pystyjaéhdyttajan alla 30 min. Kolviin lisattiin 1,80 g

(4,37 mmol) LCA:n N-(2-aminoetyyli)amidia joka oli liuotettu THF:iin (V =20 ml) ja
sekoitusta jatkettiin huoneenlammadssa CaCl,-putkellisen pystyjaédhdyttéjan alla yon

yli. Sekoituksen jalkeen liuotin evaporoitiin pois, tuote liuotettiin CHCls:iin
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(V =80 ml) ja orgaanista kerrosta pestiin 3*50 ml kylldistda NaHCOs -liuosta ja 1*45
ml vettd, kuivattiin MgSOa:lla, suodatettiin ja liuotin evaporoitiin.

Ensimmadisessé pylvaskromatografispuhdistuksessa eluenttina kaytettiin
CH_Cl,:metanoli- seosta (90:10) ja toisessa pylvaskromatografispuhdistuksessa
CH,Cl,:asetoni:metanoli -seosta (48:50:2). Saanto oli 0,91 g (30 % teoreettisesta saan-
nosta). Tuotteen hiilien numerointi on esitetty liitteessa 1.

'H NMR- ja **C NMR- ja massaspektrit ja taulukoidut *C NMR siirtymét esitetaén

liitteessa 5.

Pyridiini-3-karboksyylihappokloridi

100 ml kolviin punnittiin 0,57 g (4,20 mmol) nikotiinihappoa ja 16,30 g (137,09 mmol)
tislattua tionyylikloridia. Seosta refluksoitiin CaCl,-putkellisen pystyjaédhdyttdjan alla
Oljyhauteella 30 min. Refluksoinnin jalkeen tionyylikloridi tislattiin pois ja kolviin li-
sattiin 50 ml CCly:ia, joka evaporoitiin pois.

Saanto oli 0,57 g (95 % teoreettisesta saannosta). Nikotiinihapon hiilien numerointi on
esitetty liitteessa 1.

N-(N’-pyridiini-3-amidi)etyyli-3a-hydroksi-5g-kolan-24-amidi

100 ml kolviin punnittiin 1,80 g (4,29 mmol) LCA:n N-(2- aminoetyyli)amidia, joka
liuotettiin CH,Cl:iin (V=50 ml). Lisattiin 0,57 g (4,20 mmol)nikotiinihappokloridia
ja 0,37 g (4,27 mmol) pyridiinid. Seosta refluksoitiin CaCl,-putkellisen pystyjaéhdyt-
tajan alla 6ljyhauteella 48 tunnin ajan. Refluksoinnin jalkeen tuotteen annettiin ja&htya
ja liuotin evoporoitiin. Raakatuote liuotettiin CHCls:iin (V=40 ml) ja orgaanista ker-
rosta pestiin 3*40 ml kylldisella NaHCOs -liuoksella ja 1*40 ml vettd, kuivattiin
MgSOq:lla, suodatettiin ja liuotin evaporoitiin. Pylvaskromatografiapuhdistuksessa
eluenttina kaytettiin CH,Cl,:metanoli (90:10) -seosta. Saanto <1 %.

'H NMR ja *3C NMR spektrit seka taulukoidut **C NMR siirtymét esitetaan liitteessa
6.
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Pyridiini-4-karboksyylihappokloridi

100 ml kolviin punnittiin 0,50 g (4,29 mmol) isonikotiinihappoa ja 16,30 g

(137,09 mmol) tislattua tionyylikloridia. Seosta refluksoitiin CaCl,-putkellisen pysty-
jaéhdyttajan alla 6ljyhauteella 30 min. Refluksoinnin jalkeen tionyylikloridi tislattiin
pois. Kolviin liséttiin 75 g (487,60 mmol) CCl,:a, joka evaporoitiin pois.

Saanto oli 0,57 g (95 % teoreettisesta saannosta). Isonikotiinihapon hiilien numerointi

on esitetty liitteessa 1.

N-(N’-pyridiini-4-amidi)etyyli-3a-hydroksi-58-kolan-24-amidi

100 ml kolviin punnittiin 1,80 g (4,29 mmol) LCA:n N-(2- aminoetyyli)amidia joka
liuotettiin CH,Cly:iin (V = 50 ml). Lisattiin 0,57 g (4,20 mmol) isonikotiinihappoklo-
ridia ja 0,37 g (4,27 mmol) pyridiinid. Refluksoitiin CaCl,-putkellisen pystyjaédhdytta-
jan alla 6ljyhauteella 48 h. Refluksoinnin jalkeen tuotteen annettiin jadhtya ja liuotin
evoporoitiin. Raakatuote liuotettiin CHCls:iin (V= 40 ml) ja orgaanista kerrosta pes-
tiin 3*40 ml kyllaistd NaHCOs -liuosta ja 1*40 ml vettd, kuivattiin MgSOa:lla, suoda-
tettiin ja liuotin evaporoitiin. Pylvaskromatografiapuhdistuksessa eluenttina kaytettiin
CH,Cl,:metanoli (85:15)-seosta. Saanto < 1 %.

'H NMR ja **C NMR spektrit seka taulukoidut **C NMR siirtymét esitetaan liitteessa
1.



