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Tiivistelma

Amidit ovat vyleisia ja téarkeitd yhdisteitd biologisissa systeemeissa. Erityisesti aryyli- ja
heteroaryyliamideilla on havaittu monenlaisia bioaktiivisia ominaisuuksia, joita voidaan hyddyntaa
esimerkiksi kipulddkkeend, kasvitieteessa ja syOpéhoidoissa. Ne ovatkin térkeitd synteettisia ja
luonnossa esiintyvia laakeaineita, ja siksi kiinnostavia laédketieteellisessa ja orgaanisessa

synteesitutkimuksessa.

Aryyliamideilla on useita syopaa torjuvia ominaisuuksia, joista merkittavin on erilaisten proteiinien
ja entsyymien inhibointi. Useat aryyliamidit toimivat tyrosiinikinaasi tai topoisomeraasi-
inhibiittoreina, mutta my6s muiden reseptoreihin ja biokemiallisiin mekanismeihin vaikuttavia
yhdisteitd on I0ydetty. Erés aryyliamidien etu on niiden selektiivisyys, usealla yhdisteill& havaittiin
hyvin tarkasti kohdistettuja vaikutuksia haluttuun solukkoon, mika vahent&a niiden haittavaikutuksia

ladkeaineina.

Biologisessa ymparistssa vaikuttavilta yhdisteiltd vaaditaan tarkkaa rakennetta. Ladkeaine-amideille
tyypillisid& ominaisuuksia ovat heterosykliset rengasrakenteet ja pysyvd kolmiulotteinen rakenne.
Yleisia heteroatomeja yhdisteissd ovat typen ja hapen liséksi rikki, fluori ja kloori. Erityisesti
entsyymeihin tai niiden reseptoreihin sitoutuville ladkeaineille on tarkedd, ettd ne pystyvat

sitoutumaan juuri oikeaan tietynlaiseen sitoutumiskohtaan halutun lopputuloksen aikaansaamiseksi.



Esipuhe

Tutkielman aiheeksi valittiin aryyli- ja heteroaryyliamidien bioaktiiviset ominaisuudet. Tutkielman
paapainona olivat heteroaryyliamidit, mutta siind sivuttiin myos muita rakenteeltaan samankaltaisia
yhdisteitd. Aihetta rajatiin tarkemmin kasittelem&én l&aketieteellistda kaytt6d, erityisesti
syopahoidoissa.  Tutkielmaan  liittyva  tutkimusprojekti ~ tehtiin  heteroaryyliamidien
synteesioptimoinnista. Tutkielman Kirjallisuutena on pééasiassa kéytetty Google Scholar-
hakupalvelun avulla l6ydettyja verkkojulkaisuja. Liséksi l&hdemateriaalin etsimiseen on kaytetty
Web of Science -tietokantaa.

Tutkielma kirjoitettiin osana luonnontieteen kandidaatin tutkielmaa Jyvaskylan yliopiston kemian
laitoksen rakenne- ja synteesikemian osastolla ja se suoritettiin vuosien 2017-2020 aikana. Projektin

ja tutkielman ohjaajana toimi Juhani Huuskonen.

Tahan loppuun lausuisin vield kiitokset ohjaajalleni, joka kaikkien kuluneiden vuosien jélkeen jaksoi
avustaa projektini loppuun. Iso ké&si myods hermoromahduksiani kestaneille ystaville ja kaikille niille,
jotka kuuntelivat ja puhuivat minulle jarked. Teidadn ansiostanne sain vihdoin napattua itsedni

niskavilloista ja kirjotiin timénkin mordn pois paivéjarjestyksesta.

Milla Mattila
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1 Johdanto

Amidit ovat amiinien ja aminohappojen ohella tarkeimpia typpeé sisaltavia orgaanisia molekyyleja.
Yksinkertaisimmillaan amidit ovat karboksyylihappojen johdannaisia, joissa hydroksyyliryhmé& on
korvautunut amiinilla (kuva 1). T&ma funktionaalinen ryhma onkin nimeltddn amidiryhmg, jota
biokemiassa kutsutaan myds peptidisidokseksi sen kuuluessa proteiinin paaketjuun. Amidit ovat

yleisia ladkeaineissa, esimerkiksi penisilliini ja parasetamoli siséltavat amidiryhmié.
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Kuva 1. Amidin perusrakenne

Aryyliamidit avat monipuolinen joukko amideja, joissa aiankin yksi R-ryhm& on aromaattinen.
Bisaryyli-, diaryyli- ja heteroaryyliamidit siséltavét biokemian ja ladketieteen kannalta kiinnostavia

yhdisteita niiden runsaiden ja monipuolisten bioaktiivisten ominaisuuksien ansiosta.

Bioaktiivisuudella tarkoitetaan eldvassé organismissa tai kudoksessa tapahtuvaa spesifisté vaikutusta
sen altistuessa bioaktiiviselle aineelle. Vaikutuksiin lukeutuu muun muassa fysiologiset responssit,
aineiden siirtyminen tiettyyn kohdekudokseen, metaboliset vaikutukset ja suora kemiallinen
vuorovaikutus biomolekyylin kanssa, kuten biotransformaatio ja biomarkerit. Yhdisteiden
bioaktiivisuutta voidaan mitata sekd in vivo, in vitro ja ex vivo, mittauksessa tutkitaan mita
esimerkiksi mittaussolussa tapahtuu altistuksen aikana, syntyyké metaboliittia tai saadaanko

kohteesta responssia.

Seka luonnossa esiintyvillg, ettd laboratoriossa valmistetuilla amideilla on havaittu huomattavia
bioaktiivisia ja biolaaketieteellisia ominaisuuksia. Ominaisuuksien hyddyntamista on tutkittu niin
maanviljelyksen, kuin ladketieteen saralla. Tietynlaisilla rakenteilla on havaittu selektiivisyytta
esimerkiksi kasvilajin mukaan, mika on lisannyt mielenkiintoa myds hyvin spesifien sairauksien

hoitoon.

Aryyliamidit ovat suhteellisen inertteja yhdisteitd, joka yhdessa selektiivisen toiminnan kanssa lisaé
niiden turvallisuutta l&8keainekdytossa. Useimmat aryyliamidit hajoavat elimistdssd varsin

vaarattomiksi yhdisteiksi ja poistuvat suhteellisen vaivattomasti.



2 Aryyliamideilla havaittuja bioaktiivisia ominaisuuksia

Useat amidien bioaktiiviset ominaisuudet tukevat niiden kéyttéa syopélaakityksissa. Niitd voidaan
kayttaa paitsi solunsalpauksessa, myos solukolle tarkeiden biokemiallisten prosessien inhibiittoreina.
Monilla yhdisteryhmén jasenet on havaittu varsin selektiivisesti epanormaalia solukkoa kohtaan,

mika lisaakin niiden Kiinnostavuutta suhteellisen turvallisina laakeaineina.t
2.1 Monilaakeresistenssin torjunta

Erdas kemoterapian yleisimpida ongelmakohtia on monildakeresistenssi. Yleisin syy resistenssin
kasvulle on P-glykoproteiinin (P-gp) maaran nousu soluissa. P-gp:n tehtdva on poistaa solusta vieraita
yhdisteitd, mik& on aiheuttanut ongelmia la&keaineiden kaytossa. Ongelmaan ovat etsineet ratkaisua
muun muassa Chen ja Zou, jotka ryhmineen valmistivat joukon podofyllotoxksijohdannaisia, joista

useiden havaittiin vahentavan ladkeaineresistenssia syopasoluissa.?
2.2 Solunsalpaus

Rakenteilla, joissa esiintyy 2-4 aromaatista rengasta, on havaittu aiheuttavan solunsalpausta.
Tasomaiset molekyylit pystyvit interkaloitumaan DNA-kaksoiskierteeseen (kuva 2), muuttaen sen
rakennetta. Interkalaatio edellyttdd muutosta DNA:n sokeri-fosfaattirungon torsiokulmissa, jolloin
aromaattiselle yhdisteelle syntyy oikeanlainen sitoutumispaikka. Samalla juosteessa voi esiintya
purkautumista ja vaantymistd, paikan syntyminen johtaa emasparien erkaantumista ja kaksoiskierteen

pidentymiseen.®

Kuva 2. Klassinen interkalaatiomalli, aromaattinen yhdiste DNA-dinukleotidissa*

Muutos rakenteessa inhiboi DNA:n toimintaa ja samalla solujen jakautumista, erityisesti se héiritsee

nopeasti jakautuvia soluja ja siksi solunsalpaajia kéytetdankin yleisesti syopaladkkeena. Tallaisia

1V.Luzzati, F.Masson, L.S. Lerman, Interaction of DNA and proflavine: A small-angle X-ray scattering study, Journal
of Molecular Biology, 1961
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bioktiivia ominaisuuksia on havaittu esimerkiksi naftalimideilla, joista yleisimmin kadytetyt ovat
amonafide (1) ja elinafide (2) (kuva 3). *
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Kuva 3. Amonafide ja elinafide

Kaksoiskierteen valiin kiilautumisen lisaksi DNA:n toimintaa voi inhiboida myds sen ulkopuolelle

kiinnittyvilla molekyyleill, jolloin proteiinivuorovaikutus hairiintyy.>
2.3 Entsyymi-inhibiittorit

Entsyymit ovat avainasemassa useissa biokemiallisissa prosesseissa. Entsyymit ovat tyypillisesti
varsin herkkia molekyyleja, jotka vaativat toimiakseen oikeanlaiset olosuhteet. Biologisina
katalyytteind niiden tehtdva on edesauttaa soluissa ja niiden ulkopuolella tapahtuvia kemiallisia
prosesseja, jolloin niiden on oltava rakenteeltaan hyvin spesifeja. Entsyymien toiminta onkin altista
inhiboinnille, joko olosuhteita tai yhdisteen kemiallista rakennetta manipuloimalla. Lé&&ketieteessé
ratkaisu on useimmiten jalkimmainen, jottei muu kehon toiminta hairiintyisi.>® Useat syopalaakkeet
toimivatkin juuri entsyymi-inhibiittoreina, usein sitoutuen reseptoriin tai muuttamalla joko
viestinaineen tai reseptorin rakennetta. Hoidoissa kohdennetaan monia eri entsyymejé ja reseptoreita,

joista useat vaikuttavat solujakautumiseen tarvittavaan viestintadn tai DNA:n toimintaan.
2.3.1 Tyrosiinikinaasi

Tyrosiinikinaasi-entsyymit ovat solujen ulkopuolisia valittdjaentsyymeja, jotka valittavat
proteiinisaatelyssa vélttamatonta tietoa fosforylaation avulla. Mutaatiot ja muut poikkeavuudet
néiden entsyymien reseptoreissa muuttavat my0ds proteiiniviestintad, jolloin seurauksena voi olla
hairid solun jakautumisen s&atelyssa. Eras tyrosiinikinaasi-inhibiittori on imatinibi (kuva 4), jota

kaytetaan kroonisen myoeloisen leukemian ja muiden sydpien hoidossa.’



Kuva 4. Imatinibi

2.3.2 Topoisomeraasi

Topoisomeraasit ovat DNA:n toimivuuden kannalta tarkeitd entsyymejd, ne s&atelevat
kaksoiskierteen kiertymistd ja aukenemista. Erds topoisomeraasin tehtévistd on estad kierteen

aukenemista aiheuttavan jannityksen syntymista.

Topoisomeraasi-inhibitio hairitsee DNA:n toimintaa. Inhibiittori sitoutuu entsyymiin, jolloin se ei
pysty endd sitoutumaan oikeaan vaikutusalueeseensa. Esimerkiksi aklarubisiini on tunnettu
topoisomeraasi 1l -inhibiittori, joka estdd sekd RNA:n ettd DNA:n toimintaa leukemiasoluissa,

samankaltaisia ominaisuuksia on havittu myos aryyliamideilla.®
2.4 Sytotoksisuus

Sytotoksisuudella tarkoitetaan yleisesti soluille myrkyllisyytta tai soluja tuhoavaa ainetta. Perinteinen
kemoterapia perustuu usein sytotoksisten aineiden kadyttoon, soluja tuhoava vaikutus kohdentuu

nopeasti jakautuviin syopasoluihin normaaleja soluja tehokkaammin.

Esimerkiksi Miller ryhmineen suunnitteli ja syntetisoi ryhman eturauhassyopasoluille sytotoksisia 2-
aryyli-4-okso-thiazolidiini-3-yyl amideja (kuva 5).
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Kuva 5. Sytotoksisia amideja



Kolme sytotoksista yhdistettd osoittivat myds parempaa syopasoluselektiivisyyttd ryhman

aikaisemmin tutkimiin seriiniamidifosfaatteihin verrattuna.®
2.5 Muita ladketieteessa hyodynnettavia bioaktiivisia ominaisuuksia

Syopésolujen lisaksi aryyliamidit voivat inhiboida my6s viruksia, bakteereja ja sienisoluja, tehden
niistd vaihtoehdon taudinaiheuttajien vastaisessa taistelussa. Aryyliamideja voi hyédyntdd myds

antibioottina, joissa vaikutusta on huomattu gram-positiivisissa bakteereissa. °

Lidokaiini (7) ja fentanyyli (8) (kuva 6) ovat tunnettuja kipua lievittavia, suhteellisen yksinkertaisia
aryyliamideihin kuuluvia la&keaineita. Lidokaiinia kéytetddn puudutusaineena ja fentanyylia

anestesian yhteydessa.
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Kuva 6. Lidokaiini ja fentanyyli

3 Bioaktiivisuuteen vaikuttavia rakenteellisia ominaisuuksia

Biologiset systeemit ovat reagoidessaan yleisesti hyvin valikoivia molekyylien rakenteen suhteen,
mika vaikuttaa erityisesti vaatimuksiin bioaktiivisten molekyylien sitoutumiskohtien suhteen.
Molekyylien rakenne ja muoto ovat luonnollisesti avainasemassa hyvén bioaktiivisuuden

saavuttamisessa, usein hyvinkin samankaltaiset molekyylit saavuttavat varsin eritasoisia tuloksia.*°
Useat tutkimusryhmaét ovat selvittaneet hienoisten erojen vaikutusta molekyylin toimintaan.
3.1 Amidiryhméan merkitys

Amidit ovat yleisia biologisissa systeemeissd. Ne ovat yksi biologisten orgaanisten molekyylien

perusrakenteista, DNA, RNA, peptidit ja proteiinit sisaltdvat kukin amidiryhmia.

Amiineihin verrattuina ne ovat hyvin heikkoja eméksig, eikd niilla ole merkittdvaa happo-emas-
vuorovaikutusta veden kanssa. Amidiryhmd kykenee vetysidosten muodostumiseen, joita
biologisissa systeemeissé esiintyy esimerkiksi reseptorien ja viestintaaineiden valilla. Amidisidos on
todella stabiili monessa erilaisessa kemiallisessa ymparistdssa. Pysyvyyden taustalla on amidien

resonanssirakenne, joka tarjoaa kaksoissidosmaista lujuutta CO-N-sidokselle. Tasomainen rakenne



estdd sidoksia kiertyméstd, jolloin yhdiste jaa tiettyyn asentoon, tehden siitd oivallisen

reseptoritarkkoihin biologisiin prosesseihin.!
3.2 Rengasrakenteet

Rengasrakenteiden maaralla ja koolla on vaikutusta muun muassa solunsalpauksessa (2.1), jossa
oikeankokoinen rengassysteemi pystyy kiilautumaan DNA-Kierteeseen. Erityisesti heterosykliset

rakenteet ovat olleet tirkedssa asemassa ladkeainesynteesissa. 312

Typped sisaltavat heterosyklit vaikuttavat fysiokemiallisiin ominaisuuksiin ja ld&keaineiden pKa-
arvoon. Esimerkiksi bentsimidatsolildht6iset ovat yleisia ladkesyntetiikassa, sen rakenne muistuttaa

puriinia, joka tekee siitd yleisen osan sydpalaakemolekyyleja. ™
3.3 Amidiryhmén asema aromaattisessa rakenteessa

Useissa tutkimuskissa on myos havaittu amidiryhman ja substituentin vélisen aseman olevan
merkittdva tekija bioaktiivisessa kayttaytymisessa. Esimerkiksi tulehdusladkkeend toimivat amidit
ovat usein para-asemaisia. Asemaa varioimalla on havaittu muutoksia paitsi aktiivisuuden tehossa,
myo6s kohdemolekyyleissa. Joissain tapauksissa on ortho, meta, ja para-aseman variointi muuttanut

molekyylin spesifisyytti solutyypisti toiseen.*

Syopéalaakkeiksi sopivia heteroaryyliamideja tutkinut Yangin ryhmé havaitsi tutkimuksissaan ortho-
metyylisubstituoidun yhdisteen huomattavasti muita vaihtoehtoja tehokkaammaksi. Ortho-aseman
aiheuttaman torsiokulman aikaansaama muoto epdiltiin syyksi tehokkuuden kasvuun, kun oletetaan

tutkittujen heteroaryyliamidien sitoutuvan samaan reseptoriin.®

Thioureapolymeerien bioaktiivisuutta tutkinut Wangin ryhma havaitsi asylisten thioureoiden
vaikuttavan solukasvuun kasvi- ja sienisoluissa. Ryhma valmisti joukon polymeerejé ja tutki niiden

vaikutusta kasvi-, sieni- ja bakteerisoluihin.

Solukasvun hairinnélla havaittiin selektiivisyytta riippuen amidiryhmén asemasta polymeeriketjussa.
Ortho-asemainen polymeeri tehosti kasvua useissa kasvisoluissa, kuten riisissd. Meta-asema
puolestaan inhiboi selektiivisesti ruohon ja sienisolujen kasvua, nostaen samalla riisin kasvua. Sen

sijaan Para-asemaisella rakenteella ei huomattu vaikutuksia kasveihin.

Erilaiset vaikutukset asemien valilla viittaavat yhdisteiden sitoutuvan erilaisiin reseptoreihin. Yangin
ryhmén tutkimus tukee johtopaattstda, ryhmien aseman olennaisin vaikutus liittynee biologisissa

systeemeissd molekyylin lopulliseen muotoon.



3.4 Substituentit

Erilaisien substituenttien vaikutusta bioaktiivisuuteen on sivuttu useissa tutkimuksissa. Zhu
ryhmineen raportoi elektroneja luovuttavien ryhmien lisddvén mytotoksisuutta tutkimissaan
molekyyleissa.'® Querozin ja Peixoton mukaan elektroneja luovuttavan metoksi-ryhman lasnéolo
lisési bioaktiivisuutta syopasoluissa elektroneja vetaviin fluorisubstiuentteihin verrattuna,!’” mutta
eradt tutkimukset ovat osoittaneet fluorauksen nostavan sytotoksisuutta.'® Substituentti siis vaikuttaa
yhdisteen bioaktiivisen kdyttdytymiseen, mutta vaikutus on riippuvainen kohdesolusta, aktiivisuuden

tyypista ja aktiivisen yhdisteen muusta rakenteesta.
3.5 Metallikoordinaatio

Solukuolemaa voidaan ohjata esimerkiksi vaikuttamalla topoisomeraasin toimintaan (2.2.1). DNA:n
hajottamisen stabilointi entsyymien avulla nostaa néiden inhibiittoriladkeaineiden tehokkuutta
solussa. DNA:n hajoamista voidaan stabiloida esimerkiksi tiukemmalla entsyymi-ladkeaine-
sitoutumisella. Eré&s ratkaisu tdh&n on ollut koordinoituvan metallin lisédminen ladkkeen rakenteeseen.
Esimerksiksi Li ja Chang suunnittelivat Pt?*:ta sisdltavan ldakeaineen (kuva 7, yhdiste 9), jonka
havaittiin sitoutuvan topoisomeraasiin vastaavaa platinatonta etoposidi-molekyylia (yhdiste 10)

tiukemmin ja taten auttavan DNA:n hajoamisen stabiloinnissa.®

Kuva 7. Etoposidi ja sen johdannainen etoplatin-N23



4 Bioaktiivisia aryyliamideja

Aryyliamidien monipuoliset laé&ketieteelliset ja bioaktiiviset ominaisuudet ovat keskidssé useissa
kemian ja biokemian tutkimuksessa, sovelluksia l16ytyy erityisesti entsyymi-inhiboinnin saralla (2.3).
Luvussa esitelldaan joitakin erilaisiin rakenteisiin ja lahtGaineisiin perustuvia kiinnostavia

aryyliamideja.
4.1 ROR-ydinreseptoriin kohdistuvat laakeaineet

Solun ytimien reseptorit ovat tarkeitd transkriptioon osallistuvia, ligandisdédeltyja proteiineja. Ne
ovat my0s tarked kohdeluokka laaketieteessé. Yksi luokkaan kuuluvista proteiiniryhmistd on
retinoiniinhapporeseptorit (ROR) a, B ja y. Tutkimuksissa on huomattu reseptorien séatelyn olevan
mahdollista myds synteettisilla ligandeilla, avaten mahdollisuuksia lukuisien sairauksien hoitoon.

Laakeaineet ovat siis ROR-sitoutuvia ladkinnallisia ligandeja.

Glenmarkin heterobiaryyliamidijohdannaiset (kuva 8) 11 ja 12 toimivat RORy-modulaattoreita.
Yhdisteita tutkittiin TR-FRET-kokeella, joissa niiden ICso-arvoiksi saatiin <50 nmol/L.%°
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Kuva 8. Glenmarkin RORy-modulaattorit
4.2 Syopasolujen sphingosini-1-fosfaattireseptoreja hairitsevat yhdisteet

Sphingosini-1-fosfaatti (S1P) on laajoja bioaktiivisia ominaisuuksia omaava lipidi. S1P on tarkedssa
asemassa useiden erilaisten solujen jakautumisessa, mika tekee siitd mielenkiintoisen kohteen
syopaladketutkimuksessa. S1P vaikuttaa viitta erilaista G-proteiinia siséltavien reseptorien kautta,

joiden toiminnan hallitulla estdmiselld saatetaan sydvan jakautumista estéa selektiivisesti.

Useat aryyliamidi-rakenteen sisaltavat yhdisteet ovat kilpailukykyisia S1P1 -ja S1P3-reseptorien
estamisessa. S1P:n biologian tutkimuksessa avuksi kaytetyista aryyliamideista VPC23019 (kuva 9)
on osoittanut erityisen suurta aktiivisuutta S1P1-reseptorin aktivoinnin estdmisessd kaantamalla
prosessissa olennaisen SEW 2871-yhdisteen vaikutuksen, jolloin solumigraatio ja kalsiumin
kulkeutuminen T24-soluissa estyy. VPC23019:a on muokattu hiiliketjua lyhentamélla, jolloin

vastaavia vaikutuksia on havaittu myds S1P3-reseptoreissa.?!
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Kuva 9. VPC23019

Daiichi Sankyon aminoalkoholeihin keskittynyt tutkimusryhma raportoi kahden yhdisteen inhiboivan
S1P1-reseptorin toimintaa. Aryyliamidi 14 (kuva 10) osoitti in vitro -tutkimuksissa matalia ECso

arvoja. Tutkimukset jatkuvat ladkeaineen turvallisuuden takaamiseksi.??
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Kuva 10. S1P1-inhiboiva aryyliamidi
4.3 GSK-3-inhiboivat asyyliaminopyridinit

GSK-3 eli glykogeenisyntaasikinaasi-3-entsyymi vastaa treoniini ja seriini-aminohappojen
fosfaattiryhmaén kinaasista. GSK-3:1la on havaittu merkittdva rooli usean sairauden, mukaan lukien
kaksisuuntaisen mielialahdirion, diabeteksen ja syovéan kehittymisessa. Entsyymin inhibointi on

usean ladkeainetutkimuksen tavoite.

Prasanna ja Han ryhmineen suunnittelivat laajan sarjan aryyliamidiosan siséltdvida GSK-3-

inhibiittoreita, joista valikoitu nelja erityisen tehokasta yhdistetta (kuva 11).
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Kuva 11. GSK-3-inhibiittoreita



10

Useat aikaisemmat GSK-inhibiittorit ovat olleet ATP-Kkilpailullisia, jotka on havaittu puutteellista

spesifiyttd haluttuun kinaasiin. Tutkimusryhman tavoitteena olikin luoda ei-kilpailullinen inhibiittori.

Jokainen kuvan 8 ladkeaine sisaltdd hydrofobisen rengasrakenteen, jonka tarkoitus on parantaa
viereiseen sitoutuneen happiatomin sijoittumista GSK-3:n aktiiviseen keskukseen n&hden. Happi
muodostaa vetysidoksen entsyymiin sivuketjun kanssa, jolloin fosforylaation eteneminen pTau-
proteiinissa pyséahtyi. Tulokset ovat lupaavia syOpékasvainten kasvun estdmisessé ja Alzheimerin

taudin pysayttamisessa.??
4.4 Foolihapon antagonistit

Useat syOpéhoidoissa kéytetyt ladkkeet kohdistuvat foolihappojen toimintaan. Pemetreksed (PMX)
ja metotreksaatti (MTX) ovat kaupallisesti saatavia foolihapon antagonisteja (kuva 12). Naiden

yhdisteiden ongelma on kuitenkin niiden korkea myrkyllisyys ja varsin yleinen resistenssi.

O COOH
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Kuva 12. Pemetreksed ja metotreksaatti

Terveessd solukossa a-folaattireseptorit (FRa) sijaitsevat suoniston pinnalla verenkierron
tavoittamattomissa. Sen sijaan syopdsolukossa FRo:ja 16ytyy myds verenkierron kautta
saavutettavissa paikoissa, mika tekee niista oivallisen kohteen syopésolujen selektiivisessa
torjunnassa. Ganjee ryhmineen valmisti joukon PMX/MTX-mekaniikkaa hyddyntavia yhdisteita,
joilta aikaisempien l&&kkeiden ongelmakodat on vdistetty. L&htokohdaksi valittiin joukko
aikaisempaa HelLa-solujen jakautumista vastustavia yhdisteité, joiden fluoratut vastineen osoittivat

jakautumista estavia ominaisuuksia myods IGROV1- ja A2780-soluissa.

Lupaavien in vitro -testien jalkeen tutkimuksia jatkettiin in vivo -kokeilla, johon valikoitiin yhdiste
21, joka oli aikaisemmissa tutkimuksissa havaittu  tehokkaimmaksi  pyrrolo[2,3-
d]pyrimidiinijohdannaiseksi ja fluorattu yhdiste 22 (kuva 13). Kokeessa yhdiste 22 havaittiin

tehokkaammaksi syovantorjujaksi kaytettdessa ekvitoksista annostusta, joskin sen annostuskoko oli
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talléin suurempi kuin yhdisteelld 21. Kummallakaan yhdisteelld ei havaittu pysyvid haitallisia

vaikutuksia koe-elaimissa.t®
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Kuva 13. In vivo -kokeeseen valitut yhdisteet
4.5 Heteroaryyliamidit SMO-inhibiittoreina

Hedgehog-viestintd on tarked reitti alkionkehityksessé, se hallinnoin muun muassa solunjakautumista
ja alkion rakennetta. Useiden sydpien syntysyyksi on havaittu epanormaali Hh-signalointi, jota on
laéketieteessd vastustettu vaikuttamalla smoothened-reseptoriin (SMO), joka on erds Hh-reitin
tarkeimmisté proteiineista. SMO-inhibiittorit vismodegib ja sonidegib (kuva 14) ovat hyvaksyttyja

ihosyopalaakkeita.t®
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Kuva 14. Vismodegib ja sonidegib
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Yang ryhmineen syntetisoi SMO-inhiboivan heteroaryyliamidin (kuva 15, yhdiste 25), jolla
huomattiin lupaavia bioaktiivisia ominaisuuksia Hh-viestinndn estamisessa hiiren sydpasolukossa.
Jatkotutkimuksissa  kuitenkin havaittiin  laddkeaineen olevan huomattavasti tehottomampi

ihmissolukossa.?*

Ryhmé4 jatkoi tutkimusta rakenteen parissa tavoitteenaan muokata yhdisteestd myos ihmiskayttoon
sopivan l&akeaineen. Tuloksena oli joukko ortho-substituoituja heteroaryyliamideja, o-
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metyylisubstituentti edesauttoi molekyylin muodon asettumista bioaktiivisesti otollisimpaan

muotoon.
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Kuva 15. Yangin ryhman SMO-inhibiittorit, 24 ja 25 o-substituoituja amideja

Kaksi yhdistettd (kuva 15, yhdisteet 26 ja 27) osoittivat erinomaista aktiivisuutta in vivo-testeissa,
suun kautta nautittuna ne osoittivat 42% ja 43% heikentynyttd kasvaimen kasvua. Vaikutukset olivat
vertailukelpoisia sekd koe-eldin, ettd ihmissolukossa, joissa kumpikin yhdiste osoitti erinomaista

sitoutumista SMO:hon.*®
4.6 Aryyliamidit FMS-inhbiittoreina

FMS-proteiini on yksi tyypin Il tyrosiinikinaasi (2.3.1). Se edesauttaa osteoklastisten solujen
jakautumista ja sen yli-ilmentymiselld on havaittu olevan yhteyksia useaan eri sairauteen, mukaan
lukien syopé, osteolyysi ja tulehdussairaudet. FMS-inhibointia on néin ollen tutkittu vaihtoehtona

naiden sairauksien hoitamiseen.

Useita FMS-kinaasi-inhibiittoreina toimivia aryyli- ja heteroaryyliamideja on valmistettu. Naihin

kuuluu muun muassa syanokarboksamideja, syanofuraanikarboksamideja ja bisamideja.?®
4.6.1 Syanokarboksamidit

Johnson &  Johnson  -yhtibn  tutkimusryhmda on  tutkinut  suurta  joukkoa
syanoimidatsolikarboksamideja ja niiden kayttd FMS-kinaasi-inhibiittoreina. Yhdisteen 26 (kuva
16) cis-muodon trifluorietikkahapposuolalle mitattiin in vitro -entsyymikokeessa 0,2 nM 1Csg -arvo,
trans-muodolle 0,4. Yhdiste 27 osoitti suunkautta nautittuna merkittdvad FMS-inhibiitiota, véhentéen

syopadn yhdistettavia osteoklastia ja mahdollisesti sydpakasvainten solunjakautumista.?>2
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Kuva 16. Johnson & Johnsonin FMS-inhibiittorit
4.6.2 Syanofuraanikarboksamidit

Sama tutkimusryhmé on myos tutkinut syanofuraanikarboksamideja FMS-inhibiittoreina. Yhdiste 28
(kuva 16) osoitti korkeaa selektiivisyyttd 25 eri kinaasin joukossa. 25 valittiin l&htdaineeksi
jatkotutkimusta  varten, metyyliryman  korvaaminen  hydroksyetyylipiperatsinyylilla  ja

piperidinyylilla nostivat yhdisteen aktiivisuutta.?’
4.6.3 Bisamidit

Erdiden diaminofenyyli-bisamidien on seulonnoissa huomattu kykenevan FMS-inhibointiin. Yhdiste
29 (kuva 17) oli joukosta tehokkain. Rakennetta muokattiin korvaamalla kinoliinirengas muilla
bisyklisilla rakenteilla, mika ei vaikuttanut yhdisteen bioaktiivisiin ominaisuuksiin. Yhdistetta alettiin
kehittdmaan paremmin liukenevaan muotoon korvaamalla rengasrakenne 3-pyridiinilld, joista osa,

kuten yhdiste 30, osoitti suurempaa FMS-aktiivisuutta.

Yhdiste 31 on tehokas ja selektiivinen FMS-kinaasi-inhibiittori. Inhibointitehokkuudeksi FMS- ja
KDR-kinaaseille mitattiin 90% ja 71%.?°
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Kuva 17. Bisamidi-FMS-inhibiittoreita
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4.6.4 Muut aryyliamidit

Luvussa 2.3.1 esitelty imatinibi (kuva 4) on yleisessa kéytossa oleva FMS-inhibiittori, jonka vaikutus
nékyy osteoklastien ohjattuna solukuolemana. Imatinibilla on havaittu myds muita antiosteoklastisia
ominaisuuksia ja sill4 on epéilty olevan vaikutusta jopa kypsén vaiheen osteoklastien torjumisessa
FMS-inhibiition kautta. Luusairauksien, lisaksi imatinibia voidaan kdyttdd myos suoliston kasvainten

ja leukemian torjumisessa.

Uudempia FMS-inhibiittoreita on |0ydetty syanopyrrolikarboksamideista ja diaryyliamideista.
Tyrosiinikinaasi-inhibtittori dasatinibi (kuva 15) on kéayttokelpoinen usean eri solun kinaasin estossa,
FMS mukaan lukien. Dasatinibi sitoutuu tyrosiinikinaasientsyymiin ja vahentdd ndin sen
toimintakykya. Kuten imatinibi, dasatinibi on yleisessa kaytossd kroonisen myelooisen ja akuutin

lymfoblastisen leukemian hoidossa.?
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Kuva 18. Dasatinibi

5 Muita bioaktiivisia yhdisteita

Aryyliamidien bioktiivisuuteen verrattavia ominaisuuksia esiintyy myds useilla samankaltaisilla
yhdisteill&. Yhteistd aikaisemmin esiteltyjen molekyylien kanssa ndilld on usein hyvinkin
monimutkaiset aromaattiset rakenteet, heterosyklit ja typpi. Téllaisia yhdisteitd esiintyy paitsi

aromaattisia ryhmia sisaltavilla amideilla, myds amiineilla ja niiden johdannaisilla.
5.1 Naftalimidijohdannaiset

Li ryhmineen syntetisoi joukon molekyylejé, joissa naftalimidi -rakennetta yhdisteltiin furaani-,
pyratsiini-, imidatsoli- ja thiofaani-rengasrakenteisiin. Osa uusista molekyyleistd osoitti noussutta
solunsalpausta amonafideen (kuva 3) verattuna. Ryhma on myds Kkiinnostunut yhdisteiden

kéayttémahdollisuuksista topoisomeraasi 11 (2.3.2) ja solukasvun inhibiittorina.

Emaksisen sivuketjun havaittiin tutkimuksissa olevan ratkaisevassa asemassa syopéketjujen

inhiboinnissa. Syopdasolujen kasvua estivat tehokkaimmin sivuketjut, joiden typpi on erotettu
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rengasrakenteen typestéd kahdella metyleeniyksikolla ja joiden substituenttina on joko pyrrolidiini tai
dimetyyliamiini. Lisdksi havaittiin bioaktiivisuuden olevan korkeimmillaan rakenteilla, joissa

sivuketju on kiinnittynyt amidiryhméaén nahden meta-asemaan.*
5.2 Pyrrolijohdannaiset

Heterosykilisilla yhdisteilla, joissa on kaksi vastakkaisissa asemissa olevaa aromaattista ryhmaéa, on
havaittu paljon bioaktiivisia ja bioladketieteellisia ominaisuuksia. Erityisesti merikasveista 16ytyneita

alkaloideja on tutkittu paljon ld&keaineena.

Léahes jokainen lamellariineihin kuuluva alkaloidi on osoittanut tutkimuksissa sytotoksisuutta useaa
erilaista syopasolua vastaan. Lamellarin D (kuva 19) on tunnettu topoisomeraasi-inhibiittori ja usealla
ryhmén yhdisteell& on havaittu la&keresistenssin pienentévid vaikutuksia. Lamellarinien laajoihin
laéketieteellisiin sovelluksiin kuuluu myos kéaytto antibioottina ja HIV-1 inhibiittorina.

Kuva 19. Lamellarine D

Lamellarinien kanssa samankaltaisia sytotoksisia ominaisuuksia on myoés halitulinilla (kuva 20) ja
potentiaalisilla antibioteilla, stroniamideilla.

Synteettisia pyrrolijohdannaisia voidaan kéyttaa syopalaékkeind, mutta myos virtsarakon tulehdusten

ja astman hoidossa, my6s mahdollisuuksia diabeteksen hoitoon on tutkittu.?
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Kuva 20. Halitulin

5.3 Metoksyloitu di(hetero)aryyliamiinit

Queiroz ja Peixoto syntetisoivat ryhmén di(hetero)aryylieettereité ja di(hetero)aryyliamiineja (kuva
21). Molekyylien vaikutusta tutkittiin NCI1-H460, HCT15, HepG2 ja HeL A -soluissa.

Aryyliamiineista suurinta biaktiivisuutta syopésoluissa osoittivat molekyylit 3d ja 3e. Orto- ja meta-
substituoiduilla metyloiduilla rakenteilla havaittiin huomattavasti matalampi Glse-arvo sydpasoluissa,
terveeseen solukkoon verrattaessa. Para-substituoidun yhdisteen 3f Glse-arvot olivat lahempéana

toisiaan ja fluorattujen yhdisteiden arvot olivat kaiken kaikkiaan korkeammat.

Gso-konsentraatiolla mitattaessa yhdisteet aiheuttivat dramaattisia muutoksia NCI-H460-solujen

solusyklissa, johtaen ohjattuun solukuolemaan.
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Kuva 21. Syntetisoidut molekyylit

Orto- ja meta-yhdisteet osoittivat siis selkedd selektiivisyyttd syopaketjujen kasvun inhibointiin
olematta kuitenkaan vélittoman vaarallisia terveelle solulle. Yhdisteiden hepatoksisuutta on kuitenkin

tutkittava lisaa ennen laajempaa laaketieteellista kayttoa.t’
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6 Yhteenveto

Aryyliamidit ja erityisesti heteroaryyliamidit tarjoavat monipuolisia vaihtoehtoja erilaisten
sairauksien torjumiseen. Huomionarvoinen piirre nailla yhdisteill& on niiden kyky toimia usean eri
entsyymin ja entsyymireseptorin inhibiittorina. Koska myds elimiston omat peptidit ovat
amidiyhdisteit4, ovat amidit yleisesti hyva l&htokohta inhibiittoriyhdisteiden kehittdmiseen.
Entsyymeilld on jo itsellddn hyvin spesifi vaikutus, joten niiden toimintaa estamalla voidaan saada
tarkkoja haluttuja vaikutuksia, jolloin mahdollisten sivuvaikutusten mahdollisuus pienenee. Lisaksi
amidit ovat karboksyylihappojohdannaisiksi varsin inertteja, eivatkd ne taten tyypillisesti reagoi

elimistdssa odottamattomin tavoin.

Syo6vén torjunnassa aryyliamidien yleisimméat mekanismit ovat topoisomeraasi- ja tyrosiinikinaasi-
inhibiitio. Tyypillinen inhibiittori sitoutuu joko itse entsyymiin tai sen reseptoriin, jolloin kyseisen
molekyyli muuttuu kykeneméttomaksi hoitamaan oikeaa tehtdvadnsa. Useat syovéantorjunta-amidit

vaikuttavat myos fosforylaatioon, foolihapon tai viestittajalipidien toimintaan.

Reseptoreihin sitoutuminen edellyttdd molekyyliltd hyvin tarkkaa rakennetta. Monimutkaiset
rengasrakenteet ja suurehkot sivuketjut ovat sangen vyleisida bioaktiivisilla aryyliamideilla.
Sitoutuminen on usein riippuvaista sitoutumiskohtien paikallisesta elektronitiheydestd, jota useassa
molekyylissd on saatu toimintakykyiseksi heteroatomien avulla. Hapen ja typen liséksi yleisia

heteroatomeja ovat kloori, rikki ja fluori.

Suurin osa aryyliami-ladkkeista torjuu syopésolukkoa estdmalld niiden solujakautumista. Osa
la&keaineista my0ds tuhoaa solukkoa ohjatun solukuoleman kautta. Entsyymi-reseproti-vaikuttajien
lisdksi ladkeaineet voivat olla myrkyllisia syopéasolukolle tai purkaa niiden DNA:ta kiilautumalla

kaksoiskierteen valiin.

Syopien lisdksi bioaktiivisia aryyliamideja kdytetddn muun muassa tulehdus- ja kipulddkkeina,
anastesian yhteydessa ja esimerkiksi Alzheimerin taudin ja diabeteksen torjumisessa.

Aryyliamidien bioaktiivisten ominaisuuksien tutkimus on hyvin laajaa. Monet tutkimusryhmat ja
ladkeyhtiot ovat julkaisseet raportteja ja patentteja mahdollisista l4d&keaineista. Amidien
monipuolisuus ja helposti saavutettava myrkyttdmyys tekevétkin niistd oivallisen kehityskohteen

ladketieteen tutkimuksissa.
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Kokeellinen osa

Heteroaryyliamidien synteesioptimointia

mikroaaltouunilammityksella
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Tiivistelma

TyoOn tarkoituksena oli optimoida erdiden heteroaryyliamidien synteesid. Synteeseissa kaytettiin
dietyylimalonaattia, joka reagoi vaihtoesterdinti-reaktiolla toisena ldhtdaineena kéytettyjen pyridiini
-ja aniliinijohdannaisten kanssa. Tavoitteena oli valmistaa yhdisteitd, joissa vain toinen
dietyylimalonaatin péista reagoi, jonka jalkeen vapaaseen paahan voitiin liittdd jokin toinen ryhma,
tuloksena heteroaryyliamidi.

Neljéastd kaytetysta lahtaineesta vain yhdelld, 3-aminopyridiinilld saatiin aikaan kiinted tuote, jolle
halutunlainen jatkoreaktio oli mahdollinen. 2-aminopyridiini saatiin reagoimaan halutusti, mutta siita
syntynyt tuote liukeni ylijadneeseen dietyylimalonaattiin eika siksi ollut kayttokelpoinen. Sen sijaan
aniliinijondannaisilla ei saatu aikaan tilannetta, jossa ne olisivat reagoineet vain kerran
dietyylimalonaatin kanssa.

Tutkimus suoritettiin LuK-tutkimusprojektina Jyvaskylan yliopistossa kevaalla 2017.
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7 Johdanto

Eraat hetereroaryyliamidit ja samankaltaiset yhdisteet ovat tutkimuksissa osoittaneet bioaktiivisuutta
jota voidaan hyodynt&é esimerkiksi ohjatussa solukuolemassa. On my@s havaittu, etta vaikka osa
naistd yhdisteista kykenee sydpaketjujen pilkkomiseen, ovat ne osoittautuneet myds suhteellisen
vaarattomaksi normaalille solukolle.’

Vaihtoesterginti on reaktio, jossa esterin orgaaninen ryhma vaihdetaan toiseen orgaaniseen ryhmaan
(kuva 1). Esteri reagoi tyypillisesti katalyytin avustamana alkoholin kanssa, jolloin alkoholi liittyy
esterin karbonyylihiileen, ja vanha orgaaninen ryhma irtoaa korvautuen alkoholin ryhmaélla. Jos

reaktiossa kaytetadn alkoholin sijasta amiinia, saadaan lammittéessa tuotteena amideja.?®

Mikroaaltouunilammitystd  voidaan  k&yttdd reaktioseosten  l&mmitykseen  perinteisten
lammitysmenetelmien (mantteli, 6ljyhaude jne.) sijasta. Mikroaallot lammittavat reagensseja sisalta
pain, jolloin energiaa ei kulu astian lammittdmiseen ja lampeneminen on nopeampaa. Reaktioaika on

mikroaaltoreaktoria kéytettiessa tyypillisesti lyhyempi ja saannot ovat usein parempia.°

8 Kokeellisen tyon kuvaus

Kaikki tyon reaktiot tehtiin lammittamalla tarvittavia lahtdaineita CEM Discover -
mikroaaltouunireaktorissa Synergy-ohjelmaa kéyttaen.

Reaktioiden (kuva 1) etenemistd seurattiin ohutlevykromatografisesti, seurantaan kaytettiin
silikageelipintaisia TLC-levyjd, eluenttina 20% etyyliasetaatti + heksaani.
Saostuneille  kiinteille tuotteille mitattiin  sulamispiste  Stuart melting point SMP30-
sulamispistemittarilla, ja niiden rakenne selvitettiin mittaamalla niille *H NMR -ja **C NMR-spektrit
Bruker AV 300 FT NMR -spektrometrilla.

©
O O (0] 0] o O
e M
+ +
+H ,\Ar +H + EtOH

Kuva 1. Yleinen mekanismi tydssa suoritetuille synteeseille
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8.1 N%, N3-di(pyridin-3-yl)propaanidiamidi

Pz NH»

N
H H

Kuva 2. Synteesi 1

0,475 ml dietyylimalonaattia ja 0,338 g 3-aminopyridiinid liuotettiin 1ml tolueenia, seosta
lammitettiin 2 x 10 minuuttia 120 °C. TLC-levylla havaittiin seoksen sisaltavén ainakin kolmea
yhdistettd, jotka vertailun perusteella todettiin kahdeksi laht6aineeksi ja tuotteeksi.
2. yritys: 1ml tolueenia liuotettiin 0,475 ml dietyylimalonaattia ja 0,500 g 2-aminopyridiinid, seosta
lammitettiin 20 minuuttia 120 °C ja 10 minuuttia 140 °C. Saostunut kiinte&d tuote suodatettiin ja
kuivattiin. Saanto oli 0,476 g (59%), sulamispiste 220-222 °C (kirjallisuusarvo 215 - 218 °C).

IH NMR (300 MHz, DMSO): & = 3.56 (2H, s, C(=0)-CH?2) , 7.36 (2H, Py-H5, dd, J = 8,3; 8,3 Hz),
8.04 (2H, Py-H6, d, J = 9,4 Hz<), 8.28 (2H, Py-H4, dd, J = 4,62 Hz), 8.75 (2H, Py-H2, d, J = 2,3 Hz)
10.39 (2H, s, NH).

8.2 Etyyli 3-0kso-3-[(pyridin-3-yl)amino]propiaonaatti

- NH2 o O

N 0] 0]
I
H

Kuva 3. Synteesi 2

2 ml dietyylimalonaattia ja 0,50 g 3-aminopyridiinia liuotettiin 1ml tolueenia, seosta lammitettiin 3 x
50 minuuttia 90 °C mikroaaltouunireaktorissa. TLC-levyn mukaan kiteytynyt tuote sisélsi kolmea
yhdistettd. Seos liuotettiin pieneen maarddn 5:1 etyyliasetaatti-etanoli-seosta ja tuote puhdistettiin
pylvaskromatografisesti. Pylvas pakatiin silikageelilla ja ajoliuksena kaytettiin 20% etyyliasetaatti +
heksaania.. Ylimaardinen liuotin haihdutettiin tuotteesta rotavaporissa. Saanto oli 0,250 g (28%)
valkoista kiintedd jauhetta. Sulamispiste 118-121 °C.

IH NMR (300 MHz, DMSO): & = 1.20 (3H, CHs, dt, J = 12 Hz), 3.49 (2H, s, C(=0)-CHy), 4.08 (2H,
O-CHz, m), 7.35 (1H, Py-H2, m), 8.02 (1H, Py-H3, d, J = 6 Hz) 8.28 (1H, Py-H1, t, J = 3 Hz) 8.71
(1H, Py-H8, s), 10.37 (LH, NH, s).
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13C NMR (75 MHz, DMSO): 5 = 13.96, 43.45, 60.65, 123.64, 126.07, 135.41, 140.69, 144.47, 164.63,
167.37.

2.3. N*-(4-bromofenyyli)-N3-(pyridin-3-yl)propaanidiamidi

NH = Br
O QIS — DI
. LR SN (L I

H H

Kuva 4. Synteesi 3

0,1 g kohdan 2.2 tuotetta ja 0,15 g 4-bromoaniliinia liotettiin 1 ml tolueenia ja seosta lammitettiin 20
minuuttia 130 °C, kiteytynyt tuote suodatettiin ja kuivattiin. Saanto oli 0,320g (40%).

IH NMR (300 MHz, DMSO): 3.54 (2H, s, C(=0)-CH>), 7.36 (1H, Py-H2, m) , 7.50 (4H, Py-H2, g,
J =3 Hz), 8.05 (1H, Py-H3, d, J = 3Hz), 8.28 (1H, Py-H1, d, J = 3 Hz), 8.74 (1H, Py-H6, s), 10.29
(1H, Ph-NH, d, J = 6Hz), 10.38 (LH, Py-NH, d, J = 6 Hz).

8.4 N!,N3-bis(4-bromofenyyli)propaanidiamidi

NH
2 o o Br\©\ 0 o) /©/Br
Br~ C + /\OMO/\ —_— NJ\/U\N
H H

Kuva 5. Synteesi 4
0,759 4-bromoaniliinia ja 0,380 ml dietyylimalonaattia liuotettiin 1 ml tolueenia. Seosta lammitettiin
2 x 10 minuuttia 140 °C. Jaahdytyksen jalkeen muodostunut sakka suodatettiin ja kuivattiin. Saanto
oli 0,368 g (36%) sulamispiste 267-270 °C.

IH NMR (300 MHz, DMSO): § = 3.46 (2H, C(=0)-CHa, d, J = 7,2 Hz), 7.51 (8H, Ph, ddd, J = 2,4;
6,0; 11,7 Hz) 10.29 (2H, NH, s).

BBC NMR: § = 13.96, 60.55, 113.4,119.54, 138.19, 147.96, 151.65, 166.11.
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8.5 Etyyli 3-(4-bromoaniliini)-3-oksopropionaatti

/©/NH2 i i Br\©\ i i
) NN (5 G — I
H

Kuva 6. Synteesi 5

0,5 g 4-bromoaniliinia ja 1,5 ml dietyylimalonaattia liuotettiin 1 ml tolueenia ja lammitettiin 30
minuuttia 100 °C, TLC-levylld seoksessa havaittiin vain 1-bromoaniliinia, joten lammitysta jatkettiin
2 x 30 min 100 °C. Jaahdytyksen jalkeen muodostunut sakka suodatettiin ja kuivattiin. TLC-levylla
seoksesta erottui kaksi yhdistettd, jotka spektrisséa paljastuivat reagoimattomaksi 1-bromoaniliiniksi

ja kohdan 1.4 synteesissé valmistetuksi kahdesti reagoineeksi tuotteeksi.

8.6 N!,N3-di(pyridin-2-yl)propaanidiamidi

. +/\M/\ /M\
(0] (@) N HN

Kuva 7. Synteesi 6

0,338 g 2-aminopyridiinia ja 0,5 ml dietyylimalonaattia liotettiin 1 ml tolueenia, seosta lammitettiin
20 minuuttia 130 °C ja muodostunut Kiteytymé suodatettiin. Saanto 0,202g (24%) sulamispiste 239-
241°C.

IH NMR (300 MHz, DMSO): & = 3.66 (2H, C(=0)-CHy, s), 7.12 (2H, Py-H3, s, J = 7,37 Hz), 7.79
(2H, Py-H5, t, J = 7,54 Hz ), 8.07 (2H, Py-H4, d, J = 8,31 Hz), 8.32 (2H, Py-H2, d, J = 4,86 Hz),
10.36 (2H, NH, s,).

13C NMR (75 MHz, DMS0): § = 60.55, 113.34, 119.54, 138.19, 147.96, 151.65, 166.11.
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8.7 Etyyli 3-okso-3-[(pyridin-2-yl)amino]propionaatti

N| NH» o o |\N o o

Jw + /\O)J\/U\O/\ E—— = )J\/U\O/\

’d

Kuva 8. Synteesi 7

0,5 g 2-aminopyridiinid ja 2 ml dietyylimalonaattia liuotettiin 1 ml tolueenia ja seosta lammitettiin
120 minuuttia 100 °C. TLC-levyll& erottui kolme eri yhdistetté. Seos jatettiin kiteytymaan jaékaappiin
yon ylitse, jonka jalkeen sakka eroteltiin liuoksesta. Kiinted sakka osoittautui TLC-levyll& synteesin
6 kahdesti reagoineeksi tuotteeksi, liuoksesta erottuneet kaksi yhdistetté oletettiin reagoimattomaksi

2-aminopyridiiniksi ja tavoitteena olleeksi kerran reagoineeksi tuotteeksi.

Tolueeni poistettiin seoksesta rotavaporilla, jonka jalkeen tuote yritettiin Kiteyttdd haihduttamalla
dietyylimalonaattia typpivirrassa. Tuote yritettiin myds saostaa lisadmalla siihen dietyylieetteria ja

laimeaa suolahappoa, mutta kiteytymaa ei syntynyt tallakaan keinolla.

8.8 N!,N3-bis(4-asetamdifenyyli)propaanidiamidi

H H
N

NH, o o WN o o /©/
O YO,

N

14

Kuva 9. Synteesi 8

0,5 g 4-aminoasetanilidia ja 0,5 ml dietyylimalonaattia liotettiin 1 ml tolueenia, seosta lammitettiin
20 minuuttia 120 °C, jonka jalkeen Kkiteytynyt tuote suodatettiin. Saanto 0,436 g (38%), sulamispiste
295-297°C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): § = 2.01 (6H, CHs, s), 3.30 (2H, C(=0)-CHa, s ), 3.42 (1H, C(=0)-
CHs, s), 750 (8H, Ph, s), 9.84 (2H, Ph-NH, s), 10.05 (2H, CH2C(=O)NH, 5).
13C NMR (75 MHz, DMSO): & = 13.99, 60.53, 119.35, 119.45, 134.00, 134.15, 134.93, 165.08,
167.90.
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8.9 Etyyli 3-(4-asetamidianiliini)-3-oksopropionaatti

H
NH; o o \WN\©\ o 0
HN/©/ + /\OMO/\ > 0] HMO/\
o)\

Kuva 10. Synteesi 9
0,25 g 4-aminoasetaniliinia ja 1,0 ml dietyylimalonaattia liotettiin 1 ml tolueenia, seosta lammitettiin
30 minuuttia 90 °C, jonka jalkeen Kiteytynyt tuote suodatettiin. TLC-levylla seoksesta erottui vain
reagoimaton 1-aminoasetaniliini, joten seosta lammitettiin viela 30 minuuttia 110 °C. Suodatettu

vaaleanpunertava sakka osoittautui spektrissa reagoimattomaksi lahtdaineeksi.

9 Tulokset ja tulosten tarkastelu

Kaikki tutkimuksissa kéytetyt reagenssit reagoivat dietyylimalonaatin kanssa, mutta vain
aminopyridiineilla saatiin aikaan kerran reagoinut tuote. Kerran reagoinutta tuotetta yritettiin
valmistaa laskemalla lamp6tilaa ja pidentdmalla reaktioaikaa, mutta aniliinijohdannaisia kaytettaessa
lopputuloksena saatiin aina joko kahdesti reagoinut tuote tai pelkkdd lahtdainetta. Kynnys
reagoimatta jattdmisen ja kahdesti reagoimisen valilla nayttéisi olevan niin pieni, etta sellaisten

olosuhteiden  I6ytdminen, jossa  reaktio  tapahtuisi vain  kerran, on hankalaa.

Toinen projektissa ilmennyt ongelma oli onnistuneiden reaktioiden saattaminen loppuun.
Lammityksen jalkeen seokseen jdi melko paljon reagoimattomia lahtbaineita myds sellaisissa
tapauksissa, joissa halutun tuotteen saamiseksi toista lahtdainetta oli kéytetty ylimaarin. Reaktion
jatkamisessa riski sille, ettd jo kerran reagoinut tuote reagoisi uudestaan, jolloin haluttu tuote
muuttuisi kahdesti reagoineeksi sivutuotteeksi.

Haluttuja heteroaryyliamiineja saatiin valmistettua vain yhden reaktion avulla 3-aminopyridiinia
kaytettdessd valmistetusta tuotteesta, johon 4-bromoaniliinin liittdminen ketjuun onnistui hyvin.
Tama osoittaisi, ettei kerran reagoineen tuotteen reaktio uuden ldhtdaineen kanssa ole ongelma sen

jalkeen, kun on saatu aikaan reaktioon sopiva molekyyli.
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10 Yhteenveto

Vaikka tutkimuksessa tavoiteltujen valmiiden heteroaryyliamidien syntetisointi jaikin véahaiseksi,
saatiin siitd kuitenkin tietoa vastaavien synteesien kokeilua varten. Tarvittavien valituotteiden
syntetisoinnissa aminopyridiinit toimivat aniliinijohdannaisia paremmin, joten jatkossa synteesia

kannattanee koettaa vastaavien yhdisteiden pohjalta.

Madaltamalla Iampdtilaa ja pidentamalla reaktioaikaa voidaan edesauttaa kerran tapahtuvaa reaktiota
dietyylimalonaattimolekyylid kohden, mutta ylimaarad dietyylimalonaattia k&ytettédessa tulisi
huomioida tuotteen mahdollinen liukeneminen siihen, jollei luotettavaa saostuskeinoa ole

kaytettavissa.

11 Liitteet
Liite 1. Synteesin 1 NMR-spektrit

Liite 2. Synteesin 2 NMR-spektrit
Liite 3. Synteesin 3 NMR-spektrit
Liite 4. Synteesin 4 NMR-spektri

Liite 5. Synteesin 6 NMR-spekirit

Liite 6. Synteesin 8 NMR-spekirit
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