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THVISTELMA

Tutkielman kirjallisessa osassa esitellddn sappihappoja ja niistd syntetisoituja
sappihappopohjaisia polymeereja seké tutustutaan niiden sovelluskohteisiin. Tutkielman
ldhtokohtana on erityisesti selvittdd sappihappopohjaisten polymeerien kaytt6a
biolaéketieteessd. Taméan alan sovelluskohteita ovat muun muassa sappihappopohjaisten

polymeerien kaytto ladkeaineiden kuljettajina.

Tutkielman kokeellisessa osassa esitelladn sappihappojen alkyyliamidijohdannaisten
valmistamista ja puhdistamista. Kokeellisen osan ldhtokohtana oli erityisesti selvittaa
litokoolihapon spermidiiniamidin ja etyyliamidin valmistamista. Taman tutkielman
kokeellisessa osassa saatiin valmistettua ja puhdistettua litokoolihapon etyyliamidia, jota

voidaan kayttaa tulevissa tutkimuksissa, kuten gelatointikokeissa.



ESIPUHE

Tutkielman Kkirjallinen ja kokeellinen osa tehtiin orgaanisen kemian osastolla
kevatlukukauden 2014 aikana.

Lahdemateriaalina on kdytetty Google Scholar -hakukonetta sek& SciFinder-tietokantaa.
Hakusanoina kéytettiin bile acid polymer, bile acid medicine, bile acid biomedicine, bile
acid pharmaceutical seka bile acid dental. Hauissa pyrittiin keskittymaan 2000-luvulla
ilmestyneisiin tutkimusartikkeleihin. Liséksi hyddynnettiin tietoa, ettd professori Julian

Zhu (X. X. Zhu) on tydskennellyt aiheen parissa.

Kandidaatintutkielmani kirjallisen ja kokeellisen osan ohjaajana toimi akatemiatutkija,

dosentti Elina Sievénen, jota kiitdn mielenkiintoisesta aiheesta.

Kiitokset kuuluvat my6s ystavilleni ja perheelleni, jotka ovat kannustaneet ja tukeneet

minua etenemaan opinnoissani.
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1. JOHDANTO

Tassa tutkielmassa perehdytddn  sappihappoihin  ja niista  syntetisoituihin
sappihappopohjaisiin polymeereihin sek& esitelladn hieman niiden ominaisuuksia.
Lisédksi  tutustutaan biolddketieteeseen ja  sappihappopohjaisten  polymeerien

hyddyntdmiseen siina.

Sappihapot ovat mielenkiintoinen yhdisteryhma, koska ne ovat monimuotoisia ja niita
esiintyy paljon luonnossa. Tarkasteltaessa esimerkiksi ihmisen elimistod sappihapot ovat
osa aineenvaihduntaa ja kolesterolikataboliaa, jonka tehtdvdnd on kolesterolin
poistaminen elimiststa virtsan ja ulosteen mukana. Sappihapot esiintyvét yleensé
tauriini- ja glysiinikonjugaatteina, joita on vuosien saatossa tutkittu paljon.
Sappihappojen steroidirungossa on monia reaktiivisia kohtia, jotka voivat muodostaa
sidoksia esimerkiksi toisten sappihappojen kanssa. Niitd on rakenteensa puolesta
mahdollisuus kayttdd monenlaisissa sovelluksissa, kuten bioldéketieteellisissa.

Biol&aketiede on melko uusi ja monitieteinen tutkimusala, joka etsii luonnontieteilijéiden
ja insingdrien suunnittelutaitojen perusteella parempia menetelmié sairauksien hoitoon.
Tavoitteena on yha yksilollisempien hoitojen ja reseptorispesifien ladkeaineiden kehitys.
Sappihapot ovat biolddketieteen kannalta lupaava yhdisteryhmd, koska niillda on
monipuoliset fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet.

2. SAPPIHAPOT

Sappihapot kuuluvat laajaan steroidien perheeseen.'>3 Sappihapot esiintyvit elimistossa
yleensa vesiliukoisina glysiini- tai tauriinikonjugaatteina, jolloin ne voidaan varastoida
sappirakkoon. Sappihappojen historia alkaa 1900-luvun alusta®, jolloin sappihappoja
eroteltiin ensimmaéistd kertaa sapesta. Nykyisen kaltainen sappihappotutkimus alkoi
1950-luvulla, jolloin niité alettiin systemaattisesti eristéd ja karakterisoida. Sappihappoja
kuitenkin nimettiin, ennen kuin niiden rakenne oli tiedossa, mistd johtuu niiden
nimedmiseen liittyvd monimutkaisuus. Nykyisten tutkimusten avulla on saatu tietoa
sappihappojen fysikaalisista ja kemiallisista ominaisuuksista sek& soveltuvuudesta

esimerkiksi materiaalikemian ja biolaaketieteen raaka-aineiksi.



Solujen aineenvaihduntareitteja tarkasteltaessa sappihapot ovat osa kolesterolikataboliaa,
sill4 ne osallistuvat kolesterolin poistamiseen elimistosta.* Ihmisen elimistossa esiintyvét
sappihapot voidaan jaotella rakenteen ja toiminnan perusteella primaarisiin seka
sekundaarisiin  sappihappoihin. Primaarisia sappihappoja ovat koolihappo ja
kenodeksikoolihappo. Kyseiset sappihapot muodostetaan osana enterohepaattista kiertoa
maksassa, jossa niiden lahtdaineena toimii kolesteroli. Primaariset sappihapot kuljetetaan
glysiini- ja tauriinikonjugaattien (kuva 1) avulla sappirakkoon, jossa ne vakevoidaan ja
varastoidaan. Kun primaariset sappihapot altistuvat suolessa bakteereille, niista
muotoutuu sekundaarisia sappihappoja. Tall6in niistd muodostuu deoksikoolihappoa ja
litokoolihappoa. Enterohepaattisessa kierrossa sappihapot kiertavét reittia suolisto—
porttilaskimo—maksa—sappi—suolisto  siten, ettd rasvaisen ruuan vapauduttua
mahalaukusta ohutsuoleen alkaa samalla sappea erittya sappirakosta. Kun rasva-aineet
ovat imeytyneet suolistossa, suurin osa vapautuneista sappihapoista kulkeutuu takaisin
sappirakkoon. Osa sappihapoista kuitenkin poistuu virtsan ja ulosteen mukana, jolloin
mya0s kolesterolia poistuu elimistosta. Tama kierto tapahtuu yleensa 615 kertaa paivassa
(kuva 2).

Kuva 1: Sappihappojen tauriini- ja glysiinikonjugaatit.®
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Kuva 2: Enterohepaattinen kierto.®

Sappihapoilla on my6s hormonaalisia tehtavid, koska ne toimivat maksassa
viestimolekyyleina ja aktivoivat muun muassa tumahormonireseptori FXR:n toimintaa.t
Lisdksi ne edistdvat rasvaliukoisten vitamiinien imeytymistd ohutsuolessa.
Sappihappojen esiintyminen kehossa on tarkoin saadeltyd ja tapahtuu erilaisten
entsyyminen avulla, jotka osallistuvat esimerkiksi sappihappojen aineenvaihduntaan.
Sappihappojen liiallinen tai lilan véhdinen eritys voi johtaa erilaisiin

aineenvaihdunnallisiin ongelmiin, kuten ravintoaineiden imeytymishairi6ihin.

Sappihappojen rakenne koostuu kolmesta kuusirenkaasta ja yhdesta viisirenkaasta, joita
merkitaan yleisesti kirjaimilla A-D (kuva 3).! Liséksi sappihapoilla voi olla lyhyt
sivuketju. Sappihappojen steroidirungossa on monia reaktiivisia kohtia, jotka voivat
muodostaa toisten sappihappojen kanssa esimerkiksi esterisidoksen tai anhydridin.
Sappihappojen monimuotoisuus selittyy osin myds niiden amfipaattisuudella, eli niilta
loytyy seka hydrofiilinen eli veden kanssa vuorovaikuttava osa seké vetta hylkiva eli
hydrofobinen osa. Talléin sappihapot voivat vuorovaikuttaa solukalvon eri osien kanssa.



Nimi RE| R | R R*
Kolaanihappo H H H OH
Koolihappo OH | OH | OH OH
Kenodeoksikoolihappo | OH | OH | H OH
Deoksikoolihappo OH| H | OH OH
Litokoolihappo OH| H H OH
Glykokolaatti OH | OH | OH NHCH,CO,"
Taurokolaatti OH | OH | OH | NHCH,CH,SO3;"

Kuva 3: Tyypillisten sappihappojen rakenteet ja nimet.’

3. SAPPIHAPPOPOHJAISET POLYMEERIT

Synteettinen kemia tarvitsee molekyyleja, jotka tunnistavat ja sitovat toisiaan.®%10
Suunnittelun kriteereina on, ettd molekyylilla tulisi olla selke& geometria ja mahdollisuus
muodostaa erilaisia konformaatioita. Valmistettavalla molekyylilla pitéisi olla myos
hyvat termodynaamiset ominaisuudet, ja sen tulisi olla helposti muokattavissa. Lisaksi
raaka-aineiden saatavuuden tulisi olla hyva ja hinnan edullinen.

Erds kriteerit tayttdvd molekyyliryhmd on luonnossa esiintyvat steroidipohjaiset
sappihapot.>®°1% Niit4 on tutkittu paljon, koska sappihapoilla on merkittava biologinen
rooli kolesterolin aineenvaihdunnassa ja niiden esiintyvyys luonnossa on suuri.
Sappihappojen ominaisuuksiin kuuluu muotomuisti, jolloin ne voivat jarjestaytya
palautuvasti erilaisiin rakenteisiin. Kéytdnnossa sappihappopohjaiset polymeerit voivat
esimerkiksi hajota kuumennuksen seurauksena, mutta palautua jadhdyttyaan taas takaisin
alkuperéiseen muotoonsa. Sappihapoilla on kahdesta neljdén reaktiivista kohtaa, joihin
voidaan muodostaa esimerkiksi esteri-, eetteri- tai amidisidos. Lisdksi niiden
monimuotoisuutta lisad amfipaattisuus. Naiden ominaisuuksien perusteella sappihapoista

saadaan valmistettua isokokoisia komplekseja.



4. SAPPIHAPPOPOHJAISET POLYMEERIT JA BIOLAAKETIEDE

Bioladketiede on osa modernia la&ketiedettd, jossa yhdistyvat biologia ja muut
luonnontieteet, ja johon perinteinen ladketiede tuo mukanaan kliinisen puolen.*2
Biol&aketieteen tavoitteena on luoda entistd parempia varaosia ihmisille. Biohajoavia
materiaaleja on tutkittu ja kehitelty jo 40 vuotta. Biol&aketieteellinen tekniikka on uusi
tieteenhaara, jonka paatarkoituksena on suunnitella tekniikan saanngilla uusia laékkeiden
ja biohajoavien materiaalien yhdistelmid, joiden avulla voidaan parantaa
terveydenhuoltoa. Insing6rien suunnittelu- ja ongelmanratkaisutaidot seka eri
luonnontieteiden tuntemus ovat avainasemassa, kun yritetddn luoda uusia
biomateriaaleja. Bioldaketieteen voisi sanoa olevan melko uusi ja monitieteinen

kokonaisuus.

Perinteisia la&keaineita on yritetty jo pitkd&n parantaa tekemalld niistd synteettisia
johdoksia, joilla olisi parempia ominaisuuksia kuin alkuperdisellad laakkeelld.” 1
Bioladketiede taas pyrkii loytdamaan molekyyleja, joilla on hyvat ladketieteelliset
ominaisuudet, kuten myrkyttémyys, bioaktiivisuus ja biohajoavuus. Y leisié esteité jonkin
la&ketieteellisesti lupaavan molekyylin kéaytolle ovat taloudelliset tekijat, kuten kalliit
valmistuskustannukset tai raaka-aineiden huono saatavuus. Esimerkkeja fysikaalisesta ja
kemiallisesta esteestd ovat esimerkiksi pH- tai lampotilaherkkyys. Lisaksi molekyylin
tulisi olla palautuva. Biologinen este kaytolle liittyy puolestaan siihen, ettd ihmisen oma
immuunipuolustus hyokkad biomateriaalia vastaan. Toinen biologinen ongelma on se,
etta jos keho ei tunnista molekyylia, se jaa turhaan kuormittamaan aineenvaihduntaa.

Lisaksi on mahdollista, etta ladkeaine ei ole vesiliukoinen.

Naita esteitd pyritddn valttamaan sitomalla ladkeaine biohajoavaan polymeeriin, jolloin
laskeaine ei meneta vaikutustehoaan tai hajoa liian aikaisin.”*® Erés riskitekija on myos
la&keainekuljettajan ajautuminen ennen ladkeaineen vapautumista suoraan munuaisiin,
silld siita voisi seurata myrkytys. Lisaksi erityisesti sappihappopohjaisilla polymeereilla
huono selektiivisyys saattaa johtaa erilaisiin sivuvaikutuksiin. N&itd ongelmia on
mahdollista kiertaa erilaisilla strategioilla, kuten kayttamalla jotakin kuljettajaentsyymia

tai aktiivista kuljetusta, joka perustuu elimiston omien kuljettajaproteiinien toimintaan.



Sappihappopohjaisten  polymeerien  kdyttd0  biol&d&ketieteessd  perustuu  niiden
enantioselektiivisyyteen, amfipaattisuuteen ja ldhtoaineiden halpaan hintaan.” Liséaksi
useimmat sappihappopohjaiset polymeerit ovat suhteellisen myrkyttomié ja ne kestavét
elimiston lampdétilan ja pH-arvon. Sappihappopohjaisilla polymeereilld on myds kyky
palautuvaan jarjestymiseen. Konkreettisina esimerkkeind voidaan mainita sappihappo-
oligopeptidikonjugaattien k&yttd farmakologisissa sovelluksissa, joissa pitkéketjuisia
peptideistd muodostuvia rakenteita kiytettiin osana rokotteiden kehittamista.>*3 Lisaksi
sappihappojen aminohappoestereitd on kaytetty edistimadn ladkeaine asikloviirin

biosaatavuutta.’*

Kuvassa 4 on kuvattu kohtia, joihin lddkeaine voi sitoutua sappihapon rungossa.’
Ladkeaine voi liittya hiileen C3, C7, C12 tai C24. Sappihappopohjaisissa polymeereissa,
joita kéytetddn laékeaineiden kuljetukseen ja annosteluun, molekyylirungossa oleva

karboksyyliryhma on usein korvattu anhydridilla (kuva 4).

Kuva 4: Potentiaalisia sappihappojohdannaisia ja kohtia, joihin la4keaine voi sitoutua.



4.1 SAPPIHAPPOPOHJAISET POLYMEERIT LAAKEAINEIDEN
ANNOSTELIJOINA JA KULJETTAJINA

Sappihappojen rooli kehossa on hajottaa liukenemattomia sappihappoyhdisteitd, kuten
lektiinia ja kolesterolia.l® Lisdksi sappihapot hajottavat lektiinin apuna triglyseride;ja,
joista edelleen pilkkoutumisen kautta muodostuu miselleja. Sappihapot osallistuvat
lisaksi rasvahappojen hydrolyysiin. Sappihappojen suuren biologisen roolin perusteella
niistd tehdyille polymeereille voisi olla monia bioldaketieteellisia sovelluksia, kuten
ladkeaineiden kuljetus ja vapautus hydrofobisissa, joskus hydrofiilisissd, oloissa.
Synteettiset biohajoavat polymeerit (kuva 5) ovat osoittaneet kykya kontrolloituun
ld&keaineen vapautukseen, jonka ansiosta ladkeaineella olisi parempi vaikutusteho.
Tutkimuksissa on havaittu, ettd mitd enemmaéan Kkuljettajapolymeeria laékeaineen

ymparilld oli, sitd hitaammin laakeaine hajosi.'°

HOO(C 0 —ECEI:&—(J COOH
3
0 OH
HU)%C'HMCHg/
T 5
(8] ]
OH OH

Kuva 5: Muutamia valikoituja biohajoavia molekyyleja.*

Elimisto kayttaa sappihappoja kolesterolikataboliassa.®®° Sappihappojen biologinen ja
fysiologinen rooli on tiedetty jo kauan, mutta niiden biokemiaa on tutkittu vasta véhan.
Sappihappopohjaisten polymeerien kemia sallii erilaisten rakenteiden suunnittelun ja
muokkaamisen. Itsestddn biohajoavat polymeerit vaikuttavat lupaavilta kandidaateilta

erilaisiin sovelluksiin. Kaiken lisaksi niiden etuina ovat hyvé saatavuus ja halpa hinta.



4.1.1 SAPPIHAPPOPOHJAISET POLYANHYDRIDIT

1930-luvulla  syntetisoitiin  sappihappopohjaisia polyanhydrideja, joita pyrittiin
tarjoamaan  tekstiiliteollisuuden  kayttoén  vaatemateriaaliksi.**  Syntetisoitujen
polymeerien hydrolyyttinen epavakaus kuitenkin esti niiden hyddyntamisen
tekstiiliteollisuudessa. Myohemmissd polyanhydriditutkimuksissa todettiin, ettd
litokoolihappo on erds potentiaalinen ehdokas perusrakenneyksikoksi, kun nakdkulmana
on sappihappojen kéyttdé biolddketieteessd. Kokeessa litokoolihaposta tehtiin
kopiopolymeroinnin avulla dimeeri, josta muokattiin edelleen polykondensaatioreaktiolla
polyanhydrideja (kuva 6).1° Toisessa tutkimuksessa kaytettiin suoraan litokoolihappoa,
joka reagoi sebastiinihappojohdannaisen kanssa.™® Syntetisoitujen
litokoolihappopohjaisten polymeerien rakennetta tutkittiin FT-IR-spektroskopialla ja
polymeerien kokoa tarkasteltiin  SE-kromatografialla. Tuloksista ilmeni, ett4
polykondensaatiolla saadaan puhtaita tai helposti puhdistettavissa olevia tuotteita.
Polymeerin kiteytyminen vei noin viikon ajan, jolloin saantoprosentti oli 50. Pidempi aika

ei juuri muuttanut saantoa merkittavasti.

COOH

COOAc

vacuum oy
140°C, 72h CHy Q

o o
Il Il \\\“
0—C—{CHp}3C—0

Kuva 6: Litokoolihaposta syntetisoituja polyanhydrididimeereja.t®



Syntetisoituja polymeerejé on testattu sek& ihmisen ettd sian soluilla, ja saadut tulokset
vahvistivat sappihappopohjaisten polyanhydridipolymeerien olevan myrkyttémia.®°
Sappihappopohjaisia polyanhydrideja voitaisiin  kayttdd hoitamaan laé&keaineiden
kontrolloitua vapautusta. Koska polyanhydridit pystyvat vuorovaikuttamaan kehon
omien biomolekyylien kanssa, l&akeaine voitaisiin vapauttaa heti kohdesolun
reseptoreilla. My6s mahdollisuutta ld8keaineen hitaaseen, kuukausia kestdvaan,
kontrolloituun vapautukseen ollaan tutkimassa. Yleisesti ndiden polymeerien hyvana
puolena voidaan pitda sitd, ettd kdyton jalkeen ne saadaan hajoamaan ja poistumaan

elimistosta, jolloin ne eivét ja& turhaan kuormittamaan elimistoé ja sen aineenvaihduntaa.

4.1.2 SAPPIHAPPOPOHJAISET POLYESTERIT

Entropian ajama renkaanavauspolymerointi (ED-ROP) perustuu siihen, ett4 reaktio on
taysin entropian ajama.® T&lloin reaktiossa ei vapaudu lampoa eikd se vahingoita
molekyylejd. Reaktio tapahtuu minuuttien kuluessa molekyylipainon perusteella suurille
yhdisteille. Menetelmdd on kdytetty muun muassa demonstroimaan entsyymien
polymerisaatiota. Professori Julian Zhu (X. X. Zhu) tutkimusryhmineen® on tutkinut ED-
ROP-polymerointia syntetisoimalla sappihappopolyestereitd kayttden lahtéaineena
litokoolihaposta valmistettuja 3«- ja 3p-dimeerejd seka toisen sukupolven Grubb’sin
katalyyttia (kuva 7). Toisen ryhman tutkimuksissa luotiin koolihappopohjaisia
dendrimeerejd, joissa oli sappihappopohjainen ydin ja hydrofiilinen kuori. Né&iden
rakenne méaariteltiin ja ratkaistiin NMR-spektroskopian avulla.?

Ow() CH, S
( H,: ()

l Grubbs catalyst
( iHys

. {( % jq (n o\
/(/ 0 (H“‘)‘——‘<(”b"ﬁ'o )

Kuva 7: Entropian ajama renkaanavauspolymerointi.®
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Tuloksena  havaittiin ~ sappihappopohjaisten  polyestereiden  olevan  hyvié
rakennuspalikoita isokokoisten molekyylien suunnittelun kannalta.®°
Litokoolihappopohjaisten polyestereiden hyvind puolina ovat niiden kumimainen
elastisuus ja muotomuisti seka biohajoavuus. Koolihappopohjaiset polyesterit olivat
hyvin samankaltaisia lukuun ottamatta sitd, ettd niiden rakenne oli hieman jaykempi.
Edelld mainittujen ominaisuuksin  vuoksi sappihappopohjaisten polyestereiden
kayttomahdollisuuksia eri biomateriaaleissa pidettiin lupaavina. Tutkimusten mukaan

erityisesti koolihappopohjaiset polyesterit sopivat laékeaineiden kuljetukseen.

4.1.3 SAPPIHAPPOPOHJAISET AMIDIT

Sappihappopohjaisista amideista esimerkkind voidaan mainita koolihappopohjaiset
dendrimeerit, jotka muodostuvat amidisidoksin.® Naita polymeereja ovat tutkineet muun
muassa Regen tutkimusryhmineen. Sappihappopohjaisten amidien etuna on se, etta
amidisidos on vahvempi kuin esterisidos ja niiden selektiivisyys on parempi. Myos
deoksikoolihaposta, spermidiinista ja lysiinista koostuvia molekyylirakenteita on tutkittu.
Naitd rakenteita nimitetddn yhteisesti molekyylisateenvarjoiksi (kuva 8), silla niiden
oletettuna tehtdvana on hoitaa hydrofiilisten laékeaineiden kuljetusta hydrofobisten

kalvojen lapi.

|
OH
OH

OH

OH

Kuva 8: Esimerkki sappihappopohjaisesta molekyylisateenvarjosta.*°
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4.2 SAPPIHAPPOPOHJAISET POLYMEERIT TAYTEAINEENA
HAMMASLAAKETIETEESSA

Sappihappopohjaisten  polymeerien kayttdd on tutkittu hammaslaaketieteessa
syntetisoimalla  metakryylijohdannaisia.’®  Tulosten  perusteella silloittuneita
sappihappojen metakryylijohdannaisia on ehdotettu hampaiden paikka-aineiksi niiden
fysikaalisten ~ ja  kemiallisten ~ ominaisuuksien, kuten myrkyttdmyyden,
reagoimattomuuden ja hajoamattomuuden perusteella. Vastaavissa kaupallisissa paikka-
aineissa kaytetyt metakryylimonomeeri johdannaiset ovat myrkyllisia reagoimattomina

monomeereind, mutta kiinteind muovimateriaaleina ne ovat potilaalle haitattomia.

Marc A. Gauthier et. al. ovat tutkineet!® koolihapon, kenodeoksikoolihapon,
deoksikoolihapon ja litokoolihapon seka niiden yksinkertaisten estereiden ja
metakrylaattijohdannaisten sytotoksisuutta. Néille molekyyleille on arveltu olevan
kayttoa hammaslaédketieteellisissa sovelluksissa. Vertailukohtana on kaytetty tyypillisia
hammaslaaketieteessa kaytettyja metakryylijohdannaisiin pohjautuvia
muovimateriaaleja, kuten BisGMA, UDMA ja TEGDMA (kuva 9). Koe suoritettiin in
vitro eli eldvan solun ulkopuolella. Kolorimetriaa kaytettiin analysoimaan sappihappojen
ja niiden johdannaisten reagointia fibroblastien kanssa.

O/Y\O OYO)J\”/

o] o]
H H
\”)J\o -~ TNV%NTO \/\O/“\”/ (2) UDMA
¢ o)
0
\[(U\O/\/O\/\O /\/O\H)J\ (3) TEGDMA

(4-22) bile acids
and derivatives

Kuva 9: Hampaiden paikka-aineissa kdytettdvien sappihappopohjaisten molekyylien

rakenteita. 1
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Tutkijoiden oletuksena oli, ettd sappihappopohjaisilla polymeereilld saattaisi olla
hammaslaaketieteellista kayttoa.'® Tatd viitettd tukivat tieto sappihappopohjaisten
polymeerien muokattavuudesta ja niiden suhteellisen vahéinen sytotoksisuus seké niista
saatavien materiaalien lujuus. Kokeissa saaduista tuloksista ei ilmennyt mitéan yllattavaa,
vaan ne tukivat aiempia havaintoja ja oletuksia. Niiden perusteella vahvistui, ettd
sappihappojen di-, tri- ja tetra-metakrylaattijohdannaiset ovat vdhemman sytotoksisia
kuin vastaavat kaupalliset valmisteet BisGMA ja UDMA. Sappihappojen mono-
metakrylaatit ja esterit olivat yhtd sytotoksisia kuin BisGMA ja UDMA. Luonnolliset
sappihapot olivat kaikkein vahiten sytotoksia. Na&itd tuloksia voidaan kéyttaa
tutkimuksissa, joissa pyritddn kehittamadn sappihappopohjaisille polymeereille

kayttokohteita biolddketieteessa.

5. YHTEENVETO

Sappihapot ovat laajaan steroidiperheeseen kuuluvia yhdisteitd, joita esiintyy elimistossa
yleensé vesiliukoisina tauriini- ja glysiinikonjugaatteina. Niiden tutkimus alkoi 1900-
luvun alussa, mutta systemaattinen tutkimus alkoi vasta 1950-luvulla. Elimistosséa
sappihappojen rooli on osallistua enterohepaattiseen kiertoon, jossa ne Kiertavat reittia
suolisto—porttilaskimo—maksa—sappi—suolisto  ja  poistavat samalla  elimistdsta

kolesterolia virtsan ja ulosteen mukana.

Biol&aketiede on pyrkinyt 10ytaméén uusia molekyylejd, joita on helppo muokata ja joilla
on hyvét laéketieteelliset ominaisuudet. Lupaavaksi yhdisteryhmaksi ovat paljastuneet
sappihapot. Niilld on muotomuisti ja kahdesta neljaan reaktiivista kohtaa, miké tekee
sappihapoista helposti muokattavia ja monimuotoisia. Talléin ne sopivat erinomaisesti
synteettisen kemian ja biol4&ketieteen rakennuspalikoiksi. Sappihappopohjaisten
polyanhydridien, estereiden ja amidien kayttod ladkeaineen kuljettajina seka
annostelijoina on tutkittu useissa eri tutkimusryhmissa. Tulokset vaikuttavat lupaavilta,
mutta lisdtutkimuksia tarvitaan vield. Lisaksi sappihappopohjaisten polymeerien kaytt6a
hammaslaaketieteessa on tutkittu syntetisoimalla metakryylijohdannaisia. Saatujen
tulosten perusteella niité on esitetty uusiksi hampaiden paikkamateriaaleiksi.
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Viimeaikaisten tutkimusten perusteella sappihapoista on mahdollista valmistaa
sappihappopohjaisia polymeerej, jotka soveltuvat biolddketieteen tarpeisiin. Namé uudet

sovellukset tarjoavat tulevaisuudessa parempia ja Yyksilollisempia ladketieteellisia
ratkaisuja.
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KOKEELLINEN OSA

Sappihappojen alkyyliamidijohdannaisten valmistaminen
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6. TYON TARKOITUS

Kandidaatintutkielman kokeellisen osan tarkoituksena oli valmistaa sappihappojen
alkyyliamidijohdannaisia. Taustalla oli kiinnostus selvittdd valmistettujen molekyylien
gelatointiominaisuuksia ja verrata niitd aiemmissa tutkimuksissa testattuihin

sappihappojohdannaisten gelatoitumisominaisuuksiin.

Ensimmaisessd vaiheessa valmistettiin litokoolihaposta metyylilitokolaattia, josta
edelleen yritettiin valmistaa litokoolihapon spermidiiniamidia. Tdman epé&onnistuttua
kokeiltiin seuraavaksi valmistaa metyylilitokolaatista litokoolihapon etyyliamidia.
Viimeisend kokeiltiin valmistaa litokoolihapon anhydridista litokoolihapon etyyliamidia.
Viimeinen synteesi onnistui ja valmistettua molekyylia on tarkoitus hyddyntaa

my6hemmin sappihappojohdannaisten gelatointiominaisuuksien tutkimuksissa.

7. MENETELMAT, LAITTEET JA KAYTETYT REAGENSSIT

Synteesituotteiden puhdistuksessa kéytettiin pylvds— ja ohutlevykromatografiaa.
Ohutlevyina kaytettiin Merckin Kieselgel 60 F2s4 -ohutlevyj4, joiden koko oli 20 x 20 cm.
Pylvaspuhdistuksessa kéytettiin Merckin Kieselgel 60 -geelid, jonka partikkelikoko oli
0,040-0,063 mm. Eluenttina kaytettiin kloroformin ja metanolin 96:4 seosta.
Synteesituotteista ajettiin *H NMR —spektrit Jyvaskylan yliopiston kemian laitoksen
Bruker Avance 300 MHz ja Bruker Avance 400 MHz NMR-spektrometreilla.
Liuottimena NMR-naytteissa oli deuterokloroformi, jonka jaanndsprotonisignaalia,
d(CD2HCI) = 7,26 ppm, kéytettiin referenssind. Reaktiokaavioiden ja molekyylien kuvat

piirrettiin ChemBioDraw-ohjelmalla.

Taulukossa 1 on esitetty synteeseisséd kéytetyt reagenssit ja niiden puhtaus seka

valmistaja.
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Taulukko 1: Synteeseissé kéytetyt reagenssit.

Reagenssi Puhtaus | Valmistaja
Litokoolihappo 97 % Sigma
Metanoli 99,8 % Sigma-Aldrich
Asetyylikloridi - -

Spermidiini 99 % Sigma
Etyyliamiinihydrokloridi - Fluga AG, Bucks SG
Trietyyliamiini 99 % Sigma-Aldrich
DMF 100 % BOH Prolabo
Na2SO4 99,9 % Prolabo
Dikloorimetaani - Fischer
Kloroformi 99 % VWR
Vetykloridihappo - —

Brine (kyllainen NaCl-liuos) | — -
Etyyliklooriformiaatti 97 % Merck
1,4-dioksaani 99 % VWR
Rikkihappo - -

Etyyliklooriformiaatti tislattiin ennen kayttoa ja 1,4—dioksaani oli kuivattu Na-langalla.

8. SYNTEESIT

Tassa kappaleessa esitelladn kandidaatintutkielman kokeellisen osan aikana tehdyt

synteesit paépiirteittain. Kappaleessa 11 on esitetty tarkat synteesiohjeet.
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8.1 METYYLILITOKOLAATTI

OH oO—
O 0]
MeOH
—_—
CH3COCI
! refl. .
HO™
HO H H

Kuva 10: Metyylilitokolaatin valmistus'’

Litokoolihappoa punnittiin kolviin ja liuotettiin metanoliin. Tamén jalkeen kolviin
lisattiin magneettisauva ja pipetoitiin katalyyttinen maéara eli 3 pisaraa asetyylikloridia.
Refluksoitiin yon yli 6ljyhauteella +100 °C:ssa, minké jalkeen reaktioseoksen annettiin
jadnhtya huoneenlampétilassa. Liuotin evaporoitiin pois ja tuotteesta mitattiin *H NMR—

spektri.

8.2 LITOKOOLIHAPON SPERMIDIINIAMIDI

HN
excess \\_\
0] H @] HN
HzN/\/\’N\/\’NHZ _\_\>
NH

e ——

MeOH i
HO" HO®

2

Kuva 11: Litokoolihapon spermidiiniamidin valmistus8:1920

Edellisessa synteesissé valmistettua metyylilitokolaattia punnittiin kolviin ja liuotettiin
metanoliin. Seokseen lisdttiin  ylim&&ra spermidiinid. Taman jalkeen liséttiin
magneettisauva, ja reaktioseosta refluksoitiin 6ljyhauteella yon yli +100 °C:ssa. Seos
kaadettiin 250 ml:aan jadvettd. Kiinted aine suodatettiin ja pestiin jadkylmaélla vedell&

kéyttaen apuna imupulloa ja sintteria. Tuotteesta mitattiin *H NMR-spektri.
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8.3 LITOKOOLIHAPON ETYYLIAMIDIN VALMISTAMINEN

~"“NH,* HCI

Et;N

DMF

o) excess 0
~NH,
—_—
& MeOH &
HO il HO !

Kuva 12: Litokoolihapon etyyliamidin valmistus!®%% tapa 1

Kolmikaulakolvissa jaahdytettiin DMF:a 0 °C:een suola—jaa—vesihauteen avulla (yhdessa
kaulassa sd&dettava lampomittari, toisessa CaClo—putkella varustettu pystyjaahdyttaja, ja
kolmas kaula vapaana amiinin hydrokloridin lisdystd varten). Kolviin asetettiin
magneettisauva ja lisattiin yliméara etyyliamidin hydrokloridia. Taman jalkeen kolviin
lisattiin tiputussuppilon kautta hitaasti yliméara trietyyliamidia. Suola—jaa—vesihaude
poistettiin ja seoksen annettiin sekoittua magneettisekoittajalla 30 minuuttia

huoneenldampdtilassa.

Kaksikaulakolviin punnittiin metyylilitokolaattia, joka liuotettiin metanoliin. Edellisessa
vaiheessa valmistettu DMF:iin liuotettu etyyliamiini liséttiin tipoittain kolviin ja seosta
refluksoitiin yon yli 6ljyhauteella +100 °C:ssa. Taman jalkeen seos kaadettiin 200 ml:aan
jadvetta ja Kkiinted aine suodatettiin Blchner-suppiloa ja sintteria kayttaen.

Raakatuotteesta mitattiin *H NMR-spektri.

o—
OH O&
0
0 o}
EtsN

Etyyliklooriformiaatti

Na-kuiva 1,4-dioksaani HOY

HO H H

Kuva 13: Litokoolihapon anhydridin valmistus?:2223.24
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Koska edelld kuvattu synteesi ei onnistunut, paatettiin kokeilla toista valmistustapaa.
Tarkoituksena oli tehda litokoolihaposta reaktiivisempi, jolloin péaatettiin valmistaa
litokoolihapon anhydridi. Litokoolihappoa liuotettiin Na-kuivattuun dioksaaniin 100
ml:n kolmekaulakolvissa. Kolviin lisattiin magneettisauva ja seos jaahdytettiin +10
°C:een. Kolviin liséttiin ylimaara trietyyliamidia tiputussuppilon kautta. Taman jalkeen
kolviin liséttiin hitaasti vastatislattua etyyliklooriformiaattia, joka oli liuotettu 3 ml:aan
Na-kuivattua dioksaania. J&&—vesihaude poistettiin ja seoksen annettiin sekoittua

magneettisekoittajalla huoneenlampdtilassa 30 minuuttia.

~">NH,- HCI
o/ 2

0 _/
«o EtsN HN
0 DMF o
excess
~NH,
HOY H Na-kuiva 1,4-dioksaani HOY i

Kuva 14: Litokoolihapon etyyliamidin valmistus?:?22324 tapa 2

Etyyliamiini vapautettiin hydrokloridisuolastaan kuten edella. Tamén jalkeen DMF:iin
liuotettu etyyliamiini lisattiin tipoittain kolviin, jossa oli litokoolihapon anhydridi.
Seosta refluksoitiin yon yli 6éljyhauteella +100 °C:ssa, jonka jalkeen seoksen annettiin

jaahtyé ja liuotin evaporoitiin pois kdyttden rotavaporia.

Raakatuote liuotettiin 100 ml:aan CHClz:a. Orgaanista kerrosta pestiin vedella, HCI-
liuoksella ja kyllaiselld NaCl-liuoksella. Orgaaninen kerros kuivattiin Na.SOas:lla ja
suodatettiin seka liuotin evaporoitiin pois rotavaporilla. Tuotteista mitattiin *H NMR—

spektrit.

Litokoolihapon anhydridista valmistetulle raakatuotteelle suoritettiin
pylvaskromatografinen puhdistus. Pylvaasta kerattiin koeputkiin useita fraktioita. Tamén
jalkeen joka toiselle koeputkelle suoritettiin ohutlevykromatografinen ajo. Ajojen

perusteella paateltiin mitka fraktiot yhdistetaan. Yhdistetyista fraktiosta mitattiin *H
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NMR-spektrit, joiden perusteella 16ydettiin puhdas tuote. Puhdistettu tuote kuivattiin
vakuumilinjassa ja siita mitattiin *H NMR—spektri.

9. TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Metyylilitokolaattia valmistettiin kaksi kertaa (JA-001 ja JA-005). Yhdisteen
teoreettinen saanto synteesiohjeen perusteella oli 3,16 g. Todellinen saanto tuotteelle JA—
001 oli 2,85 g ja tuotteelle JA-005 2,96 g. Tuotteiden puhtaus varmistettiin *H NMR—
spektroskopiaa kayttéen. Liitteind 1 ja 2 olevissa spektreissa havaitaan siirtyma 3,5-4,0
ppm:n valissa. Siirtyman integraali on lahelld kolmea, miké& vastaa esterdityneen
metyyliryhman signaalia. Saantoprosentti tuotteelle JA-001 oli 90,2 % ja tuotteella JA-
005 93,7 %.

Litokoolihapon spermidiiniamidia (JA—002 ja JA-003) yritettiin valmistaa kaksi kertaa.
Ensimmaiselld kerralla kéytettiin noin 10—kertainen ylimaara spermidiinid. Toisella
kerralla spermidiinia kaytettiin noin 1,1-kertainen ylimaard. Reaktion etenemista ja
tuotteen puhtautta tutkittiin *H NMR—spektroskopiaa kayttaen. Liitteind 3 ja 4 olevissa
spektreissé havaitaan signaalit kemiallisen siirtymén arvoilla 6.2 ppm ja 6.8 ppm, jotka
esiintyvét tyypillisesti amidiprotonien alueella. Synteeseissa JA-002 ja JA-003 syntyi
spermidiiniamidien seos, jossa spermidiini oli reagoinut erikseen molemmista
aminoryhmistéén. Lisaksi saannot olivat molemmilla kerroilla niin pienet, ett tuotteita
ei alettu puhdistaa. Yhdisteen JA-002 teoreettinen saanto oli 0,19 g ja yhdisteen JA-003
1,30 g.

Litokoolihapon etyyliamidia yritettiin valmistaa kolme kertaa (JA-004, JA-006 ja JA—
007). Ensimmaiselld kerralla reaktioseosta sekoitettiin yon yli huoneenlammassa ja toisen
yon yli refluksoitiin. Reaktion etenemisti seurattiin *H NMR-spektroskopian avulla.
Spektrissa havaittiin signaali kemiallisen siirtyman arvolla 4,5 ppm. Signaalin integraali
oli noin 1 (liite 5). Taman arveltiin vastaavan amidiprotonia ja reaktion arveltiin
onnistuneen. Pesujen jalkeen orgaaniseen faasin jai kuitenkin vain metyylilitokolaattia

(liite 6). Toisella kerralla reaktioseosta refluksointi yhden yon yli. Pesujen jalkeen
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orgaaniseen faasiin jai jalleen vain metyylilitokolaattia (liite 7), joten synteesit
epéonnistuivat. Teoreettinen saanto tuotteille JA-004 ja JA—006 oli 1,55 g.

Kolmannella kerralla litokoolihapon etyyliamidia valmistettiin antamalla etyyliamidin
reagoida reaktiivisemman litokoolihapon anhydridin kanssa. Pesujen jalkeen
raakatuotteesta mitattiin *H NMR-spektri, jonka perusteella raakatuotteen joukossa oli
haluttua tuotetta. Seokselle paatettiin tehd& pylvaskromatografinen puhdistus. Pylvé&sté
keréttiin koeputkiin 76 fraktiota. Ohutlevykromatografian perusteella paatettiin, mitka
fraktiot yhdistetdan. Fraktiot 25-35, 36-50 ja 51-76 paatettiin yhdistaa. Fraktioista
mitattujen H NMR-spektrien vertailun perusteella todettiin, etta fraktiot 51-76 eivét
sisaltaneet tuotetta. Lisdksi fraktioiden 36-50 'H NMR-spektrissa nékyi hiilen 18
kohdalla epapuhtauksia. Fraktioissa 25-35 todettiin olevan puhdasta tuotetta. Liittend 8
on puhtaan tuotteen *H NMR-spektri. Teoreettinen saanto tuotteelle JA-007 oli 2,70 g ja
todellinen saanto 0,098 g. Saantoprosentti tuotteelle JA-007 oli 3,63 %.

10. YHTEENVETO

Suurin  0sa synteeseistd epdonnistui. Metyylilitokolaatista yritettiin  valmistaa
litokoolihapon spermidiiniamidia. Raakatuote oli kuitenkin spermidiiniamidien seos, jota
ei vahdisen maaran vuoksi ollut jarkevaa puhdistaa. Mydskéan metyylilitokolaatista
valmistettua litokoolihapon etyyliamidia ei saatu puhdistettua. Reaktiota ei mahdollisesti
edes tapahtunut. Litokoolihapon anhydridistd onnistuttiin kuitenkin valmistamaan
puhdasta litokoolihapon etyyliamidia. Valmistettua tuotetta voidaan kayttda tulevissa

gelatointikokeissa.
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11. SYNTEESIOHJEET

111 METYYLILITOKOLAATTI

Yhdistettd valmistettiin kaksi kertaa (JA-001 ja JA-005). Litokoolihappoa liuotettiin
3,01 g (8 mmol) 50 ml:aan metanolia 100 ml:n kolvissa. Katalyytiksi lisattiin 3 Pasteur-
pipetin tippaa asetyylikloridia. Reaktioseosta refluksoitiin yon yli noin +100 °C:ssa.
Refluksoinnin jalkeen liuotin evaporoitiin pois kayttamalla rotavaporia. Tuotteen puhtaus
varmistettiin NMR-spektroskopiaa kayttaen, jonka jalkeen tuote vietiin kuivumaan yén

yli vakuumilinjaan.

11.2 LITOKOOLIHAPON SPERMIDIINIAMIDI

Yhdistettd yritettiin tehda kaksi kertaa (JA-002 ja JA-003). Ensimmadiselld kerralla
kaytettiin noin 10—kertainen ylim&ar& spermidiinia ja reaktioseosta refluksoitiin
oljyhauteella 48 h. Toisella kerralla spermidiinid oli noin 1,1-kertainen yliméara ja

reaktioseosta refluksoitiin 24 h.

Synteesiohje tuotteelle JA-002:

Edellisessé vaiheessa valmistettua metyylilitokolaattia liuotettiin 0,15 g (0,38 mmol) 25
ml:aan metanolia 50 ml:n kolvissa. Seokseen liséttiin 0,57 g (3,5 mmol) spermidiinia.
Reaktioseosta refluksoitiin 6ljyhauteella 48 h +100 °C:ssa. Reaktion etenemisté seurattiin
'H NMR-spektroskopian avulla. Kun reaktio oli saavuttanut tasapainotilan, seos
kaadettiin 400 ml:aan ja&vettd. Kiinted aine suodatettiin imupulloa ja sintterid apuna
kayttéden seké pestiin 4 kertaa pienellda maaralla vettd. Saatu kiinted aine karakterisoitiin

NMR-spektroskopiaa kéyttaen. Tuotetta ei alettu puhdistamaan pienen maaran vuoksi.

Synteesiohje tuotteelle JA-003:

Edellisessé vaiheessa valmistettua metyylilitokolaattia liuotettiin 1,02 g (2,6 mmol) 25
ml:aan metanolia 50 ml:n kolvissa. Seokseen liséttiin 0,41 g (2,8 mmol) spermidiinia.

Reaktioseosta refluksoitiin yon yli 6ljyhauteella noin +100 °C:ssa. Refluksoinnin jalkeen
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varmistettiin NMR—spektroskopiaa kéyttden, ettd reaktio on saavuttanut tasapainotilansa.
Taman jélkeen seos kaadettiin 100 ml:aan jadvettd. Kiinted aine erotettiin suodattamalla
imupulloa ja sintteria apuna kayttéen seké pestiin kerran pienelld mééaralla jaavetta. Saatu
kiinted aine Kkarakterisoitiin NMR-spektroskopiaa kéyttden. Tuotetta ei alettu

puhdistamaan pienen mééran vuoksi.

11.3 LITOKOOLIHAPON ETYYLIAMIDI

Yhdistettd valmistettiin kolme kertaa (JA-004, JA-006 ja JA-007). Ensimmadiselld
kerralla reaktioseosta sekoitettiin yén yli huoneenlampdtilassa ja toisen yon yli seosta
refluksoitiin +100 °C:ssa 6ljyhauteella. Toisella kerralla seosta refluksoitiin yon yli +100
°C:ssa Oljyhauteella ja kolmannella kerralla sekoitettiin yon yli huoneenlampétilassa.
Ensimmaisessé ja toisessa synteesissa kaytettiin lahtdaineena metyylilitokolaattia, mutta

kolmannella kerralla kaytetiin reaktiivisempaa litokoolihapon anhydridié.

Synteesiohje JA—004:

Suola—j&&—vesihauteen avulla jadhdytettiin 30 ml DMF:a 0 °C:een 250 ml:n
kolmekaulakolvissa (yhdessa kaulassa saddettava lampomittari DMF:n lampdétilan
tarkkailemiseksi, toisessa CaCl,-putkella varustettu pystyjadhdyttdja ja kolmas kaula
vapaana amiinin hydrokloridin lisdysta varten). Kolviin asetettiin magneettisauva ja
kolviin liséttiin koko ajan sekoittaen 6,20 g etyyliamidin hydrokloridia. Taman jalkeen
kolviin liséttiin tiputussuppilon kautta hitaasti 11 ml trietyyliamidia. Suola—jaa—
vesihaude poistettiin  ja seoksen annettiin  sekoittua magneettisekoittajalla

huoneenlampdtilassa 30 minuutin ajan.

250 ml:n kaksikaulakolviin punnittiin 1,35 g metyylilitokolaattia ja se liuotettiin 50
ml:aan metanolia. Edellisessé vaiheessa valmistettu DMF:iin liuotettu etyyliamiini
lisattiin tipoittain kolviin ja sekoittamista jatkettiin huoneenldampdtilassa yon vli.
Reaktion etenemisti seurattiin *H NMR-—spektroskopian avulla. Tdméan jalkeen seosta
refluksoitiin yon yli 6ljyhauteella +100 °C:ssa. Refluksoinnin jalkeen varmistettiin NMR—

spektroskopiaa kéyttaen, ettd reaktio on saavuttanut tasapainotilansa. Seos kaadettiin 200
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ml:aan jd4vettd. Kiinted aine suodatettiin imupulloa ja sintterié kayttaen seka pestiin kaksi
kertaa pienelld maaralla jadkylmai vetts. Raakatuotteesta mitattiin H NMR—spektri.

Raakatuote liuotettiin 100 ml:aan CHCls:a. Orgaaninen kerros pestiin 2x75 ml:lla vetta,
2x75m:lla 0,1 M HCl-liuosta, 2x75 ml:lla vetta ja 2x75 ml:lla kyllaistd NaCl-liuosta.
Orgaaninen kerros kuivattiin Na,SOa4:1la, kuivausaine suodatettiin ja liuotin evaporoitiin
pois rotavaporilla. Saatu kiinted aine karakterisoitiin NMR-spektroskopiaa kayttaen.

Tuote JA-004 osoittautui metyylilitokolaatiksi, joten sité ei kuivattu vakuumilinjassa.

Synteesiohje JA-006:

Synteesi suoritettiin pa&dosin synteesiohjeen JA—004 mukaisesti. Poikkeuksena oli, ett4
reaktioseosta ei sekoitettu aluksi yon yli huoneenlampdétilassa, vaan seoksen refluksointi

aloitettiin heti.

Synteesiohje JA-007:

Litokoolihappo 1,89 g (5 mmol) liuotettiin 42 ml:aan Na—kuivattua dioksaania 100 ml:n
kolmikaulakolvissa. (Yhdessa kaulassa saadettava lampdmittari, toisessa CaCl—putkella
varustettu pystyjaahdyttdja ja kolmannessa kaulassa tiputussuppilo). Kolviin liséttiin
magneettisauva ja seos jaadhdytettiin jad—vesihauteessa +10 °C:een. Kolviin lisattiin 0,94
ml (6,7 mmol) trietyyliamiinia tiputussuppilon kautta. Tdman jéalkeen kolviin liséttiin
hitaasti 0,64 ml (6,7 mmol) vasta tislattua etyyliklooriformiaattia, joka oli liuotettu 3
ml:aan Na-kuivattua dioksaania. Jad—vesihaude poistettiin ja seoksen annettiin sekoittua

magneettisekoittajalla huoneenlampdtilassa 30 minuuttia.

Talla aikaa toisessa 100 ml:n kolmikaulakolvissa jadhdytettiin 10 ml DMF:a 0 °C:een
suola—vesi—jadhauteen avulla. Kolviin lisattiin magneettisauva ja koko ajan sekoittaen
0,55 g (6,7 mmol) aminoetaanin hydrokloridia. Taman jalkeen kolviin lisattiin
tiputussuppilon kautta hitaasti 0,94 ml (6,7 mmol) trietyyliamidia. Suola—jaa—vesihaude
poistettiin ja seoksen annettiin sekoittua magneettisekoittajalla huoneenldmpdtilassa 30

minuuttia.
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DMF:iin liuotettu aminoetaani liséttiin tipoittain ensimmaiseen kolviin, joka sisalsi
litokoolihapon anhydridin. Sekoittamista jatkettiin yon yli huoneenlamp@tilassa. Liuotin
evaporoitiin pois rotavaporia kayttden ja raakatuotteesta mitattiin *H NMR—spektri.
Raakatuote puhdistettiin samalla tavalla kuin JA-004 synteesiohjeessa. Raakatuotteesta
mitattiin 'H NMR-spektri. Taman jalkeen aloitettiin pylvaspuhdistus. Pylvaspuhdistusta
varten kokeiltiin ohutlevykromatografian avulla eluenttia dikloorimetaani ja metanoli
tilavuussuhteissa 96:4, 90:10 ja 88:12. Naista valittiin tilavuussuhde 96:4, joka oli paras
yhdistelmé. Pylvédédseen asetettiin pala pumpulia, jotta kiintea faasi pysyy paikallaan.
Pylvastd varten valmistettiin eluentista ja silica-geelistd jahmedhko seos. Pylvéasta
keréttiin koeputkiin yhteensa 76 fraktiota. Taméan jalkeen joka toisesta fraktiosta ajettiin
ohutlevyt, joiden perusteella paatettiin, mitkd fraktiot yhdistetddn. Yhdistetyista
fraktioista mitattiin *H NMR-spektrit, joiden vertailun perusteella paateltiin missa

fraktiossa on puhdasta tuotetta. Lopuksi tuote kuivattiin vakuumilinjassa.

12. SYNTETISOIDUT MOLEKYYLIT

HO™

Kuva 15: Metyylilitokolaatti
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VAR \x
Qig;ti_/_« NH,
HO™
Kuva 16: Litokoolihapon spermidiiniamidi

oJ
0—
Qigiti_/_%
HO™ !

Kuva 17: Litokoolihapon anhydridi

HNJ
C(Sjg_ﬁﬁo
HO' h

Kuva 18: Litokoolihapon etyyliamidi
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LITE 1

JA-001 — Metyylilitokolaatin NMR-spektri

Metyylilitokolaatti
In CDC1l3 at 298 K

1H NMR at 400 MHz
Jari Ahonen 26.3.2014

Co<)
BRUKER

(@ D)

NAME JA-001
EXPNO il
PROCNO 1
Date_ 20140326
Time 11.28
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CcDC13

NS 4

Ds 0

SWH 6410.256 Hz
FIDRES 0.097813 Hz
AQ 5.1118579 sec
RG 812.7

DwW 78.000 usec
DE 6.50 usec
TE 297.7 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H

Bl 14.00 usec
PL1 2.00 dB
PL1W 10.52369118 W
SFO1 400.1328009 MHz
SI 32768

SF 400.1300093 MHz
WDwW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

BC 1.00

ppm
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LITE 2

Metyylilitokolaatti
In CDC1l3 at 298 K
1H NMR at 400 MHz u’::mz

Jari Ahonen 9.4.2014 M U M “

NAME JA-005
EXPNO 1
PROCNO 1
Date_ 20140409
Time 14.56
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 4

DS 0

SWH 6410.256 Hz
FIDRES 0.097813 Hz
AQ 5.1118579 sec
RG 228.1

DW 78.000 usec
DE 6.50 usec
TE 299.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO ;&
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H

izl 14.00 usec
PL1 2.00 @B
PL1W 10.52369118 W
SFO1 400.1328009 MHz
SI 32768

SF 400.1300093 MHz
WDwW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

4 B

JA-005 — Metyylilitokolaatin NMR-spektri
=
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Metyylilitokolaatti + spermidiini
suodatuksen jadlkeen

In CDC13 at 298 K BRUKER

1H NMR at 400 MHz
Jari Ahonen 28.3.2014
NAME JA-002
EXPNO 4
PROCNO 1
Date_ 20140328
Time 13.59
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT cpcl3
NS 4
DS 0
SWH 6410.256 Hz
FIDRES 0.097813 Hz
AQ 5.1118579 sec
RG 456.1
DW 78.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
— NUC1 1H
o} Pl 14.00 usec
— PL1 2.00 dB
e PL1W 10.52369118 W
@ SFO1 400.1328009 MHz
_— SI 32768
= SF 400.1300093 MHz
— WDW EM
.|n|u SSB 4]
LB 0.30 Hz

GB 0
\F\’\/\;\}\ e 1.00

il

m,.
0
o~

& [

JA-002 — Litokoolihapon sperm
]
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Metyylilitokolaatti + spermidiini (1 : 1.1)
after precipitation from water & filtration
In CDC1l3 at 298 K uz::m:
1H NMR at 400 MHz
Jari Ahonen 1.4.2014 (>
NAME JA-003
EXPNO 2
PROCNO 1
Date_ 20140401
Time 12.43
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG zg30
D 65536
SOLVENT CDC13
NS 16
DS 0
SWH 6410.256 Hz
FIDRES 0.097813 Hz
aQ 5.1118579 sec
RG 181
DW 78.000 usec
DE 6.50 usec
TE 297.7 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
=======x CHANNEL MH E=ssnwa
o — NUC1 1H
o Pl 14.00 usec
= PL1 2.00 dB
e PL1W 10.52369118 W
(58] SFO1 400.1328009 MHz
= SI 32768
— SF 400.1300093 MHz
= WDW EM
.Alu SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 0.05

T TR it i TR R N s T T T T

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm
- Ll 5 ek
(=] (=] (=] o Qo] o]

«
0

T

JA-003 — Litokoolihapon sperm
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Metyylilitokolaatti + aminoetaani
after filtration
In DMSO-d6 at 298 K uzcamz
1H NMR at 400 MHz
Jari Ahonen 4.4.2014 g
NAME JA-004
EXPNO 5
PROCNO 1
Date_ 20140404
Time 12.39
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG 2g30
D 65536
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 0
SWH 6410.256 Hz
FIDRES 0.097813 Hz
AQ 5.1118579 sec
RG 40.3
DW 78.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
(] D1 1.00000000 sec
..nlu. TDO 1
w ======== CHANNEL fl ========
L] NUC1 1H
X Pl 14.00 usec
% PL1 2.00 dB
© PL1W 10.52369118 W
SFOL 400.1328009 MHz
= ST 32768
SF 400.1300026 MHz
o — WDW EM
& SSB 0
< r LB 0.30 Hz
— GB 0
PC 1.00
Lﬁr Fec__t A

T T T I |y | [T T T I T T T T

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

B @ e e

JA-004 — Litokoolihapon etyyl
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LIITEG6

hdistamisen jalkeen

iamidi pu

Metyylilid]
after work
In CDC1l3 4
1H NMR at
Jari Ahons

-up
t 298 K
400 MHz
n 8.4.2014

okolaatti + aminoetaani

J

Co<)

L)

NAME JA-004
EXPNO 6
PROCNO i
Date_ 20140408
Time 10.34
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT CDCl13
NS 8
DS 0
SWH 6410.256
FIDRES 0.097813
AQ 5.1118579
RG 228.1
DW 78.000
DE 6.50
TE 298.5
Dl 1.00000000
TDO 1
======== CHANNEL fl ====
NUC1l 1H
Pl 14.00
PL1 2.00
PL1W 10.52369118
SFO1 400.132800¢
ST 32768
SF 400.1300093
WDW EM
SSB 0
LB 0.30
GB 0
PC 1.00

JA-004 — Litokoolihapon etyyl

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

L
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LITE 7

JA-006 — Litokoolihapon etyyliamidi puhdistamisen jalkeen

Litokoolihapon etyyliamidi
after filtration and work-up
in CDC13 at 30 €
1 H NMR at 300 MHz
14.4.2014 Jari Ahonen

—
(o)}
—~

o)
BRUKE

(<O

Current Data Parameters

NAME JA-006
EXPNO 1
PROCNO i

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140414
Time 11.02
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT cpel3

NS 12

DS 0

SWH 3898.129 Hz
FIDRES 0.059481 Hz
AQ 8.4060841 sec
RG 18.47

oW 128.267 usec
DE 6.50 usec
TE 303.2 K
D1 2.00000000 sec
TDO 1
SFO1 300.1516625 MHz
NUC1 1H

Pl 14.00 usec
PLW1 7.90000010 w
F2 - Processing parameters
SI 131072

SF 300.1500073 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.00

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
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LIITES8

Litokoolihapon etyyliamidi
after vacuum
f£. 2535
in CDCL3 at 30 C
1 H NMR at 300 MHz
9.5.2014 Jari Ahonen

Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

Ja-007
6
1:

F2 - Acquisition Parameters

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

DE

TE

D1

TDO
SFO1
NUC1

Pl

PLW1

SI
SF
WDW
SSB
LB
GB

- e

k

JA-007 — Litokoolihapon etyyliamidin NMR-spektri

20140509

11,15

spect

5 mm PABBO BB-
zg30

32768

CDC13

12

0
3898.129
0.118961

4.2030420
210.25
128.267
6.50

303.1
2.00000000

1
300.1516625
1H

14.00

Hz
Hz
sec

usec
usec
K
sec
MHz

usec

7.90000010 W

F2 - Processing parameters

131072
300.1500069 MHz
EM
0.10 Hz

1.00



