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TIIVISTELMA

Tamin tyon kirjallisen osion tarkoituksena on esitelld sappihappojen aminohappo- ja
oligopeptidikonjugaatteja ja niiden synteettistd valmistusta sekéd perehtyd niiden erilai-
siin kadyttomahdollisuuksiin. Sappihappojen aminohappo- ja oligopeptidikonjugaateista
valmistetut makrosykliset rakenteet voivat toimia mm. rakenneosina ld&kekehityksessa,
materiaalikemiassa ja supramolekyylikemiassa. Sappihappo- ja aminohappokonjugaat-
teja on tutkittu myos ionikuljettimina, reseptoreina ja gelaattoreina. Liséksi suurta mie-
lenkiintoa on heréttinyt konjugaattien kayttdé farmakologisissa sovelluksissa, joissa niitd
kaytetddn mm. ladkeaineiden kuljetuksessa ja aihiolddkkeissd. Edelld mainittujen kayt-
totarkoitusten lisdksi sappihappo-aminohappokonjugaatteja on kiytetty kultananopar-
tikkelien valmistuksessa sekéd reaktion enantioselektiivisyyttd edesauttavina katalyyttei-

na.

Tutkielman kokeellisen osion tarkoituksena oli valmistaa sappihappojen aminoetyy-
liamidien ja L-proliinin konjugaatteja sekd tutkia niiden geelinmuodostusominaisuuksia
eri livottimissa. Sappihaposta valmistettiin ensin sappihapon metyyliesteri, johon kon-
jugoitiin  etyleenidiamiini  amidisidoksella. =~ Ndin  saatuun  sappihapon  2-
aminoetyyliamidiin liitettiin Boc-suojattu proliini. Erikoistyon lopussa valmistetuista

tuotteista poistettiin Boc-suojaus.



il

ESIPUHE

Tamé tutkielma on tehty Jyviskyldn yliopiston kemian laitoksen orgaanisen kemian

osastolla lukuvuoden 2011-2012 aikana. Tyon kokeellinen osa tehtiin kesélla 2011.

Kirjallisen osan lahdemateriaali on etsitty kédyttden SciFinder Scholar -tietokantaa ja eri
kustantajien verkkojulkaisuja seké painettuja teoksia. Hakusanoina on kdytetty mm. bile
acid conjugates, bile acid-amino acid conjugates, bile acid-peptide conjugates, amino
acid derivative(s), oligopeptide derivative(s) ja gelation sek& supramolecular chemistry.
Hauissa pyrittiin keskittymddn mahdollisimman tuoreisiin, vuosina 2000-2012 julkais-

tuihin artikkeleihin, mutta mukana on muutama vanhempikin artikkeli.

Teoriaosuudessa on hyddynnetty myds Jyvaskylin yliopiston 19. ja 20. kansainvélisen
kesdkoulun luentoja (CH1: Organo- and hydrogelators and their applications ja CH2:
Medicinal Chemistry).

Tutkielmani ohjaajana ja erikoistyoni valvojana toimi akatemiatutkija, dosentti Elina
Sievénen, jota haluan kiittdd mielenkiintoisesta ja haastavasta tutkimusaiheesta sekd
mahdollisuudesta tydskennelld hdnen tutkimusryhméssdén. Haluan kiittd4 myds erikois-
tyoni ja tutkielmani toisena ohjaajana toiminutta tohtorikoulutettava Virpi Noposta hy-
visti ja kérsivéllisestd opastuksesta ja hyvistd neuvoista kiytdnnon tyon aikana. Osoitan
kiitokseni myds erikoislaboratoriomestari Esa Haapaniemelle NMR-spektrien mittaami-

sesta sekd laboratoriomestari Elina Hautakankaalle alkuaineanalyysien tekemisesta.

Lampimaét kiitokset kuuluvat Pekalle, perheelleni sekd ystéivilleni, jotka ovat jaksaneet

kannustaa minua opintojeni aikana.
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1 JOHDANTO

Téssé tutkielmassa perehdytddn sappihappojen aminohappo- ja oligopeptidikonjugaat-
teihin, niiden synteettiseen valmistukseen sekd yhdisteiden kemiallisiin ja biologisiin

ominaisuuksiin. Liséksi tarkastellaan niiden erilaisia kayttomahdollisuuksia.

Elimistossd sappihapot esiintyvit pddosin glysiini- ja tauriinikonjugaatteina. Tdmén
vuoksi niiden aminohappo- ja oligopeptidikonjugaatit ovatkin olleet laajan kiinnostuk-
sen ja tutkimuksen kohteina useiden vuosikymmenten ajan. Niilld on rakenteensa vuok-
si useita mielenkiintoisia sovellusmahdollisuuksia mm. materiaalikemian ja rakenneke-
mian saralla. Myos kliiniset sovellukset ovat ldhes rajattomat: sappihappojen amino-
happo- ja oligopeptidikonjugaatteja tutkitaankin potentiaalisina materiaaleina ldédkeai-

neiden kuljetuksessa, aihiolddkesyntetiikassa ja geeniterapiassa.

Sappihappojen aminohappokonjugaatteja kiytetddn rakenneosina niiden monipuolisten
ominaisuuksien vuoksi. Sappihappo-aminohappokonjugaateista valmistetut makrosykli-
set rakenteet voivat toimia rakenneosina ladkekehityksessd, materiaalikemiassa ja sup-
ramolekyylikemiassa. Molekyylisateenvarjoina kaytettdvia sappihappo-
aminohappokonjugaatteja kehiteltiin alkujaan paitsi tehostamaan hydrofiilisen ld4keai-
neen kuljetusta hydrofobisten kalvojen ldpi, my0s parantamaan lddkeaineen vesiliukoi-
suutta ja tiettyjen hydrofobisten l4dkeaineiden hydrolyyttista kestdvyyttd. Muita tutkittu-
ja kéyttotarkoituksia sappihappo-aminohappoanalogeille ovat toimiminen mm. ionikul-

jettimina, reseptoreina ja gelaattoreina.

Peptidi- ja oligopeptidipohjaisten lddkkeiden ongelmana ovat ruoansulatuskanavassa
toimivat peptidaasit, jotka aikaansaavat ladkkeiden pilkkoontumisen. Liséksi peptidi-
ladkkeet kulkeutuvat heikosti solukalvon ldpi. Useissa tutkimuksissa on kuitenkin ha-
vaittu, ettd peptidien konjugoiminen johonkin kantajamolekyyliin, esimerkiksi sappi-
happoon, saattaa kasvattaa niiden pysyvyyttd tai parantaa niiden kulkeutumista solukal-
von ldpi. Kun kantajamolekyylind toimii sappihappo, avustaa sappihappojen kuljetus-
mekanismi konjugaatin kuljetuksessa. Sappihappojen aminohappo- ja oligopeptidijoh-

dannaisten farmakologisia sovelluksia 10ytyy niin aihiolddkkeistd, virus- ja mikrobi-



ladkkeistd kuin syopéladkkeistékin. Liséksi oligopeptidikonjugaatteja tutkitaan rakenne-

osina kehiteltdessi rokotteita.

2 SAPPIHAPOT

Sappihapot kuuluvat laajaan steroidien perheeseen. Sappihapot eristettiin sapesta 1900-
luvun alussa ja niiden rakennetta yritettiin havainnollistaa Wielandin ja hénen tutkimus-
ryhminsi toimesta jo vuonna 1912." Tuolloin esitetty sappihapon rakenne osoittautui
kuitenkin virheelliseksi. Tdstd huolimatta Heinrich Wieland sai Nobelin kemian palkin-
non vuonna 1927 sappihappojen rakenteen selvittimiseen tdhtddvistd tutkimuksistaan

("for his investigations of the constitution of bile acids and related substances™).

Nykyaikainen sappihappojen tutkimus alkoi 1950-luvulla.? Sappihappojen eristiminen
ja karakterisointi sekd niiden metabolian ja fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksien tut-
kiminen ovat antaneet runsaasti tietoa sappihappojen roolista mm. fysiologian ja farma-
kologian aloilla. Alussa sappihappoja pidettiin vain detergentteind, mutta myShemmin
tutkijat totesivat niiden konjugaattien osallistuvan myds rasvojen ja rasvaliukoisten yh-
disteiden aineenvaihduntaan. Tutkimusmenetelmien kehittyessad on havaittu sappihappo-
jen nayttelevin tdrkedd roolia solutason sditelymekanismeissa, kuten farnesoidi X -

reseptorin, pregnaani X -reseptorin sekd D-vitamiinin reseptorin ligandeina.’

Sappihapot ovat steroidirunkoisia maksassa entsymaattisesti muodostuvia kolesterolin
aineenvaihduntatuotteita.*” Sappihapot esiintyvit yleensd vesiliukoisina glysiini- tai
tauriinikonjugaatteina (kuva 1), jollaisina ne varastoituvat sappirakkoon. Sappi eritetddn
sappirakosta ruokailun yhteydessd ohutsuoleen, jossa sappihapot osallistuvat ravintoai-
neiden, ldhinna rasvojen, ruoansulatukseen. Sappihapot emulgoivat ruoan rasvat misel-
leiksi, jolloin rasvan pinta-ala kasvaa ja ne voidaan hajottaa lipaasientsyymin avulla.
Sappihapot imeytyvit takaisin ohutsuolesta seki aktiivisen etti passiivisen mekanismin
avulla, ja palaavat porttilaskimon kautta maksaan. Sielld ne puhdistetaan ja palautetaan
takaisin sappirakkoon. Tétd kierrdtysmekanismia kutsutaan enterohepaattiseksi kierrok-

si (kuva 2), ja se toistuu 615 kertaa vuorokaudessa.*



Kuva 1. Sappihappojen tauriini- ja glysiinikonjugaatit.

Kuva 2. Enterohepaattinen kierto.°

Sappihappojen rakenne koostuu kolmesta kuusirenkaasta ja yhdesti viisirenkaasta, joita
merkitddn kirjaimilla A—D, seké lyhyestéd alifaattisesta sivuketjusta. Jaykéssa ja kove-
rassa steroidirungossa A- ja B-renkaat ovat Cis-asemassa toisiinsa ndhden. Sappihapot

ovat amfifiilisid, eli niilld on sekd hydrofobinen ettd hydrofiilinen puoli (kuva 3).



Hydrofobinen B-puoli

R' R’ R’ R*
Litokoolihappo LCA, 1 OH H H H
Ursodeoksikoolihappo UDCA, 2 OH B-OH H H
Kenodeoksikoolihappo CDCA, 3 OH a-OH H H
Deoksikoolihappo DCA, 4 OH H OH H
Koolihappo CA, § OH a-OH OH H
Hyodeoksikoolihappo HDCA, 6 OH H H OH
Hyokoolihappo HCA, 7 OH a-OH H OH

Kuva 3. Yleisimpien sappihappojen rakenteet ja steroidirungon numerointi.

Sappihappojen hydroksyyli- ja happoryhmit tekevét niistd monipuolisesti muokattavan
molekyylin. Steroidirungon hydroksyyliryhmid voidaan esterdidd, hapettaa, eetterdida,
pelkistdd tai muuttaa aminoryhmiksi. Sivuketjun 24-asemassa oleva happoryhmé voi-
daan puolestaan esimerkiksi esterdidd, amidoida tai muuttaa anhydridiksi. Liséksi sap-
pihapot ovat bioyhteensopivia ja pysyvid, sekéd kykenevit itsejérjestdytymiseen. Nami

ominaisuudet avaavat lukuisia mahdollisuuksia synteesinsuunnitteluun.

Sappihapot jaotellaan primédrisiin ja sekundadrisiin sappihappoihin.* Primarisid, mak-
sassa biosyntetisoituja sappihappoja ovat kenodeoksikoolihappo (3a,7a-dihydroksi-5p-
kolaani-24-happo) ja koolihappo (30,7a,120-trihydroksi-5p-kolaani-24-happo). Néistd
suolistobakteerien toiminnan avulla muodostuvat sekundédriset sappihapot litokooli-
happo (3a-hydroksi-5B-kolaani-24-happo) ja deoksikoolihappo (3a,12a-dihydroksi-5p3-
kolaani-24-happo). Néiden lisdksi farmakologisissa sovelluksissa kdytetddn synteettisti

ursodeoksikoolihappoa (3a,7p-dihydroksi-5B-kolaani-24-happo), hyodeoksikoolihappoa



(30,60-dihydroksi-5p-kolaani-24-happo) sekd hyokoolihappoa (3a,6a,7a-trihydroksi-
5B-kolaani-24-happo). Luonnossa ursodeoksikoolihappoa esiintyy vain karhun sapessa.

Hyodeoksikoolihappoa ja hyokoolihappoa puolestaan 16ytyy sian sapesta.’

3 AMINOHAPOT JA OLIGOPEPTIDIT

Aminohapot ovat orgaanisia yhdisteitd, joissa on sekd amino- (-NH,) ettd karboksyyli-
happoryhmi (-COOH) liittyneend samaan molekyyliin.”®*Aminoryhmén viereiseen o-
hiileen on liittynyt sivuketju, jota merkitdén yleisesti kirjaimella R. Sivuketjun rakenne
vaihtelee eri aminohapoilla. Aminohappojen rakenteet on esitetty kuvassa 4, ja ne voi-
daan luokitella positiivisesti tai negatiivisesti varautuneiksi, tai neutraaleiksi sivuketjun
rakenteen mukaan. Tédmén liséksi sivuketju voi olla poolinen tai pooliton. Aminohapot
esiintyvit fysiologisessa pH:ssa (pH 7,4) kahtaisioneina (zwitterion), jolloin karboksyy-
lihapporyhmé on negatiivisesti varautunut ja aminoryhméilld on positiivinen varaus.
Yksinkertaisinta eli glysiinid (Gly) lukuun ottamatta aminohapoilla tavataan optista
isomeriaa, mikd aiheuttaa lisdvaatimuksia niiden laboratoriosynteeseille. Elidissé tava-

oo . . . 9
taan pddasiassa L-muodon aminohappoja.

Aminohapot voivat polymeroitua peptideiksi, jolloin véhintdén kaksi aminohappoa
muodostaa peptidisidoksen kondensaatioreaktiolla.” Oligopeptideiksi kutsutaan amino-
happoketjua, jossa on 2—12 aminohappoa liittyneeni toisiinsa.'® Polypeptidit puolestaan

ovat aminohappoketjuja, joissa on yli 15 aminohappoa.

Proteiinit ovat muodostuneet jopa tuhansista toisiinsa liittyneisti aminohapoista. Ne
toimivat esimerkiksi entsyymeind (trypsiini, polymeraasit), rakenneaineina (keratiini,
aktiini, myoglobiini), kuljetusproteiineina (hemoglobiini), puolustusproteiineina (im-

munoglobuliinit) seké varastoproteiineina (ferritiini)."!
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Kuva 4. Elimistdssi luonnollisesti esiintyvien aminohappojen rakenteet. '



4 SAPPIHAPPO-AMINOHAPPOKONJUGAATIT

Koska sappihapot konjugoituvat elimistdssa glysiiniin ja tauriiniin, niiden aminohappo-
konjugaatteja on tutkittu pitkddn. Ensimmaéiinen raportti sappihappojen glysiini- ja tau-
riinikonjugaattien synteettisestd valmistuksesta on vuodelta 1906." Tuolloin konjugaat-
teja valmistettiin mm. esterdimlld ja amidoimalla.'* Synteesimenetelmien kehitys on
mahdollistanut konjugaattien valmistamisen mm. seka-anhydridimenetelmia kayttien.
Sappihappojen funktionaaliset happo- ja hydroksyyliryhmét sekd aminohappojen hap-
po- ja aminoryhmit tarjoavat lukuisia mahdollisuuksia synteesinsuunnittelussa. Koska
sappihapot ovat amfifiilisid, kiraalisia ja kestdvid, konjugaateilla on kdytt6d mm. mole-
kyylintunnistuksessa, kationin/anioninsitojina sekd biologisesti tirkeiden molekyylien,

kuten sokereiden ja aminohappojen, sitojina."

Téassé kappaleessa esitellddn tuoreimpia esimerkkejé sappihappo-
aminohappokonjugaattien sovelluksista supramolekyylikemian ja farmakologian alueil-

la.

4.1 Sappihappo-aminohappokonjugaatit molekyylisateenvarjoina

Molekyylisateenvarjot ovat yhdisteitd, joissa vahintdén kaksi amfifiilista rakenneosaa
on sitoutunut kovalenttisesti keskusrakenteeseen. Molekyylisateenvarjot kehiteltiin al-
kujaan paitsi tehostamaan hydrofiilisen lddkeaineen kuljetusta hydrofobisten kalvojen
lépi, myOs parantamaan lddkeaineen vesiliukoisuutta ja tiettyjen hydrofobisten lddkeai-
neiden hydrolyyttista kestdvyyttd. Molekyylisateenvarjon tarkoituksena on suojata sii-
hen kiinnittynyttd molekyylid hydrofobiselta ymparistoltd sen kulkiessa (solu)kalvon

lapi. Kuvassa 5 esitetddn hypoteettinen mekanismi molekyylisateenvarjon toiminnasta.
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Kuva 5. Hypoteettinen mekanismi molekyylisateenvarjon toiminnasta.'®

Sappihapoista johdetut molekyylisateenvarjot luokitellaan kaksi- tai neliseindisiksi (ku-
va 6). Niiden valmistuksessa on sappihapon lisdksi kdytetty esimerkiksi erilaisia poly-
amiineja, kuten spermidiinid ja spermiinié, sekd aminohappo L-lysiinid.'” Sekd Regen

.11 ovat tutkineet molekyylisateenvarjoja, jotka ovat rakentuneet deok-

ettd Janout et a
sikoolihaposta, spermiinistd, spermidiinistd ja lysiinisti. Nami rakenneosat esitetdin

kuvassa 7.
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Kuva 6. Esimerkki sappihapoista johdetun kaksi- (ylhdéllé) ja neliseindisen (alhaalla)

molekyylisateenvarjon rakenteesta.'®!’
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Kuva 7. Esimerkki sappihapoista johdetun molekyylisateenvarjon rakenneosista.'®

Regen et al. ovat valmistaneet ja tutkineet fluoresoivalla leimalla varustettuja kooliha-
posta ja lysiinistd valmistettuja persulfidoituja molekyylisateenvarjoja.'® Tutkimuksissa
haluttiin selvittdd, kykeneekd em. molekyylisateenvarjo ldpdiseméén sekd liposomikal-
von ettd solukalvon. Myds passiivisen diffuusion merkitystd soluun kuljetuksessa tutkit-
tiin. Kuljetusominaisuuksia vertailtiin molekyylisateenvarjon sekd vastaavan koon ja

varauksen omaavan ei-molekyylisateenvarjo-analogin vililld (kuva 8).
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Kuva 8. Persulfidoitu sappihappo-lysiinimolekyylisateenvarjo (30) ja

vertailumolekyyli (31)."

Fluoresoivalla leimalla varustettujen molekyylien kulkeutumista HeLa-soluihin tutkit-
tiin konfokaalimikroskoopilla. Y1i 20 erillisessé kokeessa havaittiin, ettd persulfidoidut
molekyylisateenvarjot (30) kulkeutuivat joka kokeessa HeLa-soluihin, kun verrokkimo-
lekyylilld (31) kulkeutuminen vaihteli. Niistd tutkimustuloksista voitiin péitelld, ettd
anioninen molekyylisateenvarjo kykeni lipdisemiin solukalvon. Myds passiivisen dif-
fuusion rooli korostui solukalvon lépdisyssd. Tdmdn vuoksi molekyylisateenvarjo-
ladkeainekonjugaatteja voidaan mahdollisesti kéyttdd lddkeaineen kohdistamisessa tu-
maan. Lisdksi Regen et al. havaitsivat vastaavien persulfidoitujen sappihappo-
lysiinikonjugaatista muodostuneiden molekyylisateenvarjojen osoittavan anti-HIV- ja

anti-HSV-aktiivisuutta.'”

Pienten RNA (siRNA) -molekyylien kykya hiiritd ja vaimentaa geeniekspressiota on
tutkittu mahdollisuutena kehittdd uusia kemoterapeuttisia lddkeaineita ja biologisia tyo-

kaluja. Tavoitteena on ollut tehostaa siRNA:n kulkeutumista suoraan sytosoliin. Téllin
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siRNA-molekyylit voisivat liittyd tehokkaasti RNA-indusoituun vaimennuskompleksiin

(RISC) vihentien geeniekspressiota.'®

Endosomaalisen reitin tiedetddn olevan tehoton, minkd vuoksi tehokkaampia kuljetus-
mekanismeja tarvitaan. Kehitelldkseen siRNA-kuljetukselle korvaavan mekanismin
yleisesti kdytossd olevan endosytoosireitin sijaan, Regen et al. valmistivat koolihapon
sukkinimidiesteristd (32) ja lysiinistd (26) molekyylisateenvarjoja, joihin oli konjugoitu
okta-arginiini (kuva 9). Okta-arginiini valittiin molekyylisateenvarjon osaksi, koska sen
vierekkaiset positiiviset varaukset sitovat siRNA:a elektrostaattisin vuorovaikutuksin ja
vetysidoksin. Kontrollimolekyylind tutkimusryhmi kéytti okta-arginiinianalogia, jossa
molekyylisateenvarjo oli korvattu 2-merkaptoetanolilla. Tutkimusryhmén oletuksena
oli, ettd molekyylisateenvarjo tarjoaisi kulkuvéyldn siRNA:lle ja samalla suojaisi sitd

molekyylin lipéistessd kaksoiskalvon.

Ryhmén tutkimuksista kdvi ilmi, ettd molekyylisateenvarjo-okta-arginiinikonjugaatti
(36) edisti siRNA:n kulkeutumista HeLLa-soluihin. Tama voitiin todeta eGFP:n (enhan-
ced green fluorescent protein) ilmenemisen (ekspression) vaimenemisesta. Vaimenemi-
sen havaittiin tehostuvan, kun molekyylisateenvarjon seinien lukuméérda lisattiin. Myos
rakenteessa olevan disulfidisillan korvaaminen maleimidoryhmaélld tehosti geenieks-
pression vaimenemista. Tuloksia verrattiin  kaupalliseen Lipofectamine2000-
transfektioaineeseen. Tulokset osoittautuivat samankaltaisiksi molekyylisateenvarjo-

okta-arginiinikonjugaatin ollessa kuitenkin vihemmén sytotoksinen.'®
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johon on konjugoituneena okta-arginiini.
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Koolihaposta ja lysiinistd valmistettujen molekyylisateenvarjoanalogien (37, kuva 10)
kéyttod ionikuljettimina on tutkittu. Na'-ionien kulkeutumisnopeutta soluun seurattiin
»*Na NMR-spektroskopialla. Tutkimuksissa todettiin, ettd valmistetut konjugaatit osoit-
tivat merkittivid aktiivisuutta Na'-ionien kuljettamisessa fosfolipidikalvon ldpi soluun.
Téatd ominaisuutta tutkitaan jatkossa lddkeainekehittelyn nidkokulmasta, silld korkean
aktiivisuuden ja selektiivisyyden omaavat ionikuljettimet ovat kiyttokelpoisia mm. an-
tibiootteina. Mikali ionikuljetin kykenisi selektiivisesti tunnistamaan ja tuhoamaan mik-

ro-organismeja, voitaisiin véltti4 jopa ladkeaineresistenssin syntyminen.

oy HO

OH

OH

OH

Kuva 10. Koolihaposta ja lysiinistd valmistettu molekyylisateenvarjoanalogi (37), joka

e e e . 20
voi toimia ionikuljettimena.

4.2 Sappihappo-aminohappokonjugaatit reseptoreina

Keinotekoisten reseptorien suunnittelu, valmistaminen ja rakenneanalyysi on tirked bio-
orgaanisen kemian osa-alue. Reseptori on solun erikoistunut proteiinimolekyyli, joka
aktivoituessaan kdynnistdd sithen kytkeytyvéit solun fysiologiset signaalinvélitysmeka-
nismit. Reseptoreita aktivoivat elimiston omat viestimolekyylit kuten hormonit, hermos-
ton vilittdjdaineet, kasvutekijit ja sytokiinit.*! Useimmat lddkeaineet vaikuttavat elimis-

tossd sitoutumalla em. viestimolekyylien reseptoreihin joko agonisteina aktivoiden niiti
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tai antagonisteina estden niiden aktivoitumista. Reseptoriin sitoutuvia aineita kutsutaan
ligandeiksi. Ensimmaéisen kerran reseptoreista puhui Paul Erlich 1900-luvun alussa.
Talloin hdn esitti, ettd yhdisteet ovat inaktiivisia, elleivét ne kiinnity tiettyihin kohdeor-
ganismeihin. Reseptoreita voidaan kdyttdd mm. enantioselektiivisind tunnistimina tai

molekyylin kuljettimina.*?

4.2.1 Asykliset reseptorit

Molekyyliatulat ovat esimerkki asyklisistd reseptoreista. Ne tarjoavat mikroympéariston
substraatille molekyylisateenvarjon tapaan. Wang et al. ovat valmistaneet molekyyliatu-
latyyppisid rakenteita hyodeoksikoolihaposta ja sekd L- ettd D-aminohappojen metyy-
liestereistd (kuva 11). Valmistettuja rakenteita tutkittiin enantioselektiivisind tunnisti-
mina, joilla saattaa olla kiyttod kemiallisina sensoreina.”> Aminohappoina kiytettiin
alaniinia, seriinid, leusiinia, isoleusiinia, fenyylialaniinia ja tryptofaania. Substraatti voi
sitoutua molekyylien 3-asemassa olevan kiraalisen késivarren ja sappihapon jiykén ja
koveran luonnollisen, ”luolamaisen” rakenteen muodostamaan mikroympéristoon. Tut-
kimusryhmai havaitsi, ettd kun kiraalisena kdsivartena on L-konfiguraation omaava ami-
nohappo, muodostaa molekyyliatula voimakkaamman kompleksin L-konfiguraation
omaavan vieraan (aminohapon) kanssa kuin molekyyliatula, jossa kiraalisena késivarte-

na on D-konfiguraation omaava aminohappo, ja pdinvastoin.

\‘\\

COOCH; COOCH;3
OH OH
o) 0O
o= 38 o= 39
NH NH
H—COOCH; H—-COOCH;z;
X
NH

Kuva 11. Hyodeoksikoolihapon ja fenyylialaniinin (38) sekd hyodeoksikoolihapon ja
tryptofaanin (39) muodostamat molekyyliatulat, joita voidaan kadyttdd mm. enan-

. e e e . 23
tioselektiivisind tunnistimina.
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Virtanen et al. ovat valmistaneet deoksikoolihapon ja tryptofaanin konjugaatin, jonka
rakennetta ja ominaisuuksia tarkasteltiin yksityiskohtaisesti.** Konjugaatin valmistuk-
sessa kéytettiin Muellerin ldhes 100 wvuotta sitten kehittdmi4 seka-anhydridi-

menetelmag' >

(kuva 12). Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd nykyaikaisten
NMR-spektroskopiatekniikoiden avulla molekyylin rakenteellisia ominaisuuksia ja sen
kationoin/anioninsitomisominaisuuksia eri pH-alueilla ja eri konsentraatiossa. L-
Tryptofaani on hermoston vilittdjdaineena toimivan serotoniinin esiaste, joten se voi
mahdollisesti toimia kudoksiin kohdistuvana lddkeaineena. Kationin sitoutumista tutkit-
tiin kéyttden kadmium-ionia (Cd*"), koska sen ioniside on ldhelld biokemiallisesti tir-
keitd kalsium (Ca®")- ja sinkki (Zn®") -ioneja, mutta se on NMR-aktiivinen toisin kuin
kalsium tai sinkki. Tutkimuksessa kiytettiin useita nykyaikaisia ~NMR-

spektroskopiatekniikoita, ESI-TOF-massaspektrometriaa ja molekyylimallitusta.

BU3N

CICOOEt
dioksaani
10°C

L-Tryptofaani 10
10% NaOH

Kuva 12. Deoksikoolihapon ja tryptofaanin konjugaatin (41) synteesi.**

NMR-mittauksia varten kationin (Cd*") ja ligandin (DCA-tryptofaani) aineméérien suh-
teita vaihdeltiin siten, ettd ne olivat 0, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1 ja 4:1, ja lopulta liuos kyllastet-
tiin Cd*"-suolalla. 'H ja '>*C NMR -spektreisti havaittiin, ettd yhdisteen kemialliset siir-
tymit eivit merkittivisti riippuneet pH:sta tai Cd*"-ionikonsentraatiosta. Tutkimuksissa

todettiin, ettd emiksisissid ja neutraaleissa liuoksissa Cd*"-adduktin muodostuminen
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voidaan havaita "H NMR -spektreissd amidiprotonin kemiallisen siirtyman arvon muu-
toksena. >C NMR -spektrissi havaittiin karbonyylihiilen kemiallisen siirtymin muutos
kun kationi:ligandi-suhde oli 1:1. Neutraaleissa olosuhteissa tryptofaanin karbonyylihii-

len signaali lisiksi leveni.**

ESI-TOF-massaspektrometriaa kdytettiin varmistamaan ionin sitoutuminen ligandiin.
Tutkimuksissa kadmium:ligandi-suhdetta muutettiin, jotta kompleksinmuodostumiseen
tarvittavan kadmiumin méérd saataisiin selville. Massaspektrometrian avulla todettiin,
ettd natrium (Na") ja kadmium (Cd*") -ionit kilpailivat ligandin aktiivisesta kohdasta.
Kadmiumpitoisuuden ollessa alhainen natriumkompleksi muodostui helpommin. Tamén
perusteella todettiin, ettd kadmiumia tarvittiin ylimasrin Cd**-ligandikompleksin muo-
dostumiseksi. ESI-TOF-massaspektrometrian avulla todettiin myds, ettd kadmiumper-
kloraattiperdiset oksianionit osallistuivat adduktien muodostukseen. Kuitenkin kloorin
oksianionien vuoksi massaspektrien tulkinta osoittautui ongelmalliseksi. Varautuneiden
[ligandi + oksianioni + kationi]” -ionien signaalit havaittiin kaikissa kadmiumkonsent-
raatioissa. Oksianionin signaalia ei kuitenkaan havaittu heikosti eméksisissé olosuhteis-

sa, vaikka happamissa ja neutraaleissa olosuhteissa se havaittiin.

Kompleksin rakennetta tarkasteltiin my6s molekyylimallituksen avulla. Molekyylimalli-
tuksessa semiempiirisilld PM3- ja ab initio Hartree-Fock (HF) -menetelmilld havaittiin
kompleksin saavuttavan alimman energiansa, kun tryptofaani oli taipuneena ldhelle

deoksikoolihapporunkoa. Lisdksi rakennetta vakautti molekyylin sisdinen vetysidos.

Yhdisteen kolmiulotteista rakennetta liuostilassa tutkittiin kaksiulotteisten 'H,"H NOE-
SY NMR-mittausten avulla. Mittaustulosten perusteella havaittiin, ettd deoksikoolihap-
po-tryptofaanikonjugaatilla on emiksisissd olosuhteissa erilainen, taipunut rakenne ver-
rattuna neutraaleihin tai happamiin olosuhteisiin. Lisiksi osoitettiin, etti Cd*"-ioni si-
toutui sappihappo-aminohappokonjugaattiin neutraaleissa ja emiksisissd olosuhteissa,
kun happamissa olosuhteissa protonit estivdt kiinnittymisen sitoutumiskohtaan. Né&itd

ominaisuuksia voitaneen hyddynti isdntd-vieraskemiassa.*
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4.2.2 SyKkliset reseptorit

Makrosyklisid rakenteita voidaan kdyttdd esim. materiaalitieteissd, supramolekyylike-
miassa ja tukirakenteina lddkeainekuljetuksessa. Luonnossa esiintyy makrosyklisid ra-
kenteita, mutta niitd voidaan valmistaa my&s keinotekoisesti.”’ % Wessjohann et al. ovat
kdyttdneet neljin komponentin Ugi-reaktiota sappihappo-aminohappomakrosyklien
valmistamiseen (kuva 13). Ugi-reaktiossa isosyanidi, karbonyyliyhdiste, happo ja amiini
reagoivat, ja se voidaan suorittaa yhdessd reaktioastiassa. Aminohappoina ryhmi on
kayttidnyt lysiinid, alaniinia, seriinid, asparagiinia, fenyylialaniinié ja histidiinid. Tutki-
muksessa havaittiin, etti kaikkia aminohappoja, kuten seriinié tai histidiini, ei tarvinnut
suojata ennen Ugi-reaktiota. Valmistettuja rengasrakenteita voidaan mahdollisesti kéyt-

taa molekyylintunnistuksessa ja katalyytteind.”’

OH MeO,C

(CHO)n \( ;\
NH
CO,Me
\I\G-lz tL N /\ﬂ/ @/@

MeO, C
44

Kuva 13. Ugi-reaktion avulla valmistettu sappihappo-aminohappomakrosykli (44).27*°

Jaykkid, keinotekoisia peptidirakenteita voidaan valmistaa usealla eri tekniikalla: kayt-
tden ei-luonnollisia peptidien isosteerejd, jaykistden peptidirunko muodostamalla ren-
gasrakenne tai kdyttden jaykkad vilirakennetta eli spacer-molekyylid. Albert ja Feigel
ovat tutkimuksissaan valmistaneet sappihappopohjaisen pseudoaminohapon (amino- ja
karboksyylihapporyhmédn sisdltivd keinotekoinen aminohappo) ja L-fenyylialaniinin
konjugaatin (kuva 14), joka muodostaa syklotetrapeptidin. Rakenteen muodostama on-

. . . .. . . 30
kalo voi soveltua esim. orgaanisten aineiden kuljettamiseen.
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Kuva 14. Sappihappopohjaisen pseudoaminohapon ja L-fenyylialaniinin muodostama

jaykistetty, keinotekoinen peptidianalogi (45).30

4.3 Sappihappo-aminohappokonjugaatit gelaattoreina

Geeleja voidaan kéyttdd useissa farmakologisissa sovelluksissa, kuten lddkeaineiden
kuljetuksessa sekd aihiolddkkeissd. Ladketieteellisten sovellusten lisdksi geelejd kayte-
tiddn useissa jokapdivéisissé tuotteissa, kuten piilolinsseissé, hiusgeeleissé ja elintarvik-

.31
keissa.

Perinteiset polymeerigeelit muodostuvat ristikkéisistd kovalenttisista polymeereisti,
jotka kykenevit turpoamaan ja sitomaan itseensé liuotinta moninkertaisesti omaan pai-
noonsa ndhden. Supramolekulaarisissa geeleissd gelaattorimolekyylit puolestaan ovat
itsejérjestdytyneet ei-kovalenttisten vuorovaikutusten (esim. vetysidokset, m-m-
vuorovaikutukset, van der Waalsin voimat) avulla. Ne muodostavat kolmiulotteisen
verkkomaisen rakenteen, joka estii nesteen vapaan liikkumisen.’”” Koska ei-
kovalenttiset vuorovaikutukset ovat reversiibeleits, supramolekulaarinen geeli on mah-
dollista purkaa ja muodostaa uudelleen limmityksen ja jadhdytyksen avulla. Supramo-
lekulaarisia geeleja kdytetddin mm. nanomateriaalien rakenneosina seké biolddketietees-
sd. Geelien ja nanopartikkelien muodostamat epéorgaaniset ja orgaaniset hybridimateri-
aalit ovat osoittautuneet lupaaviksi materiaaleiksi mm. optiikassa, elektroniikassa seka

L . . . . 31.32
polttoaineiden ja aurinkokennojen valmistuksessa.”
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Geelistd kdytetdan nimitystd organogeeli, kun nestemédinen komponentti on orgaaninen
livotin, ja hydrogeeli, kun nesteend toimii vesi. Nykyéén tiedetddn useiden funktionaa-
listen ryhmien omaavan geelinmuodostusominaisuuksia; esimerkkeind ureat, amidit,
sokerit, rasvahapot ja aminohapot. Sappihappopohjaiset organo- ja hydrogeelit ovat
suuren kiinnostuksen kohteina mm. niiden muokattavuuden, kiraalisuuden ja biohajo-

.33
avuuden vuoksi.

Supramolekulaaristen geelien valmistuksessa kdytetddn usein menetelmdd, jossa mah-
dollista gelaattoriyhdistettd kuumennetaan halutussa liuottimessa, kunnes se liukenee
tdysin. Tamén jdlkeen liuoksen annetaan jadhtya hitaasti huoneenldmpo6on. Kun liuotin
jaahtyy, molekyylit voivat saostua kiderakenteettomasti, kiteytya tai itsejarjestiytya ei-
kovalenttisten vuorovaikutusten ohjaamina pitkiksi sdikeiksi, joista geeli muodostuu.
Nesteen sitomiseen ei tarvita suurta méérad gelaattorimolekyyleji, vaan pienikin méérd

e« ee eeee 33
Vo1 riittaa.

Willemen et al. ovat tutkineet koolihapon ja aminohappoestereiden konjugaattien gee-
linmuodostusominaisuuksia useissa orgaanisissa liuottimissa. Ryhmé valmisti ja tutki
yhteensd 14:34 erilaista sappihappo-aminohappoyhdistettd (kuva 15). Tutkimuksissa
havaittiin, ettd aminohapon a-hiilen kiraalisuus vaikutti geelinmuodostusominaisuuk-
siin. Tdmin oletetaan johtuvan tutkitun D-isomeerin heikosta liukenemisesta orgaanisiin
livottimiin ja taipumuksesta mieluummin kiteytyd kuin muodostaa geeli. Samankaltaisia
tutkimustuloksia on havaittu my6s muiden tutkimusryhmien toimesta.’* Alkyyliryhmén
tai asymmetrisen ryhmén ldsnéolo amidisidoksen ldheisyydessd osoittautui tutkimuksen
mukaan valttamattomiksi geelin muodostumiselle. Sivuketjun pituuden ei havaittu
oleellisesti vaikuttavan geelinmuodostusominaisuuksiin. Sen sijaan liuottimen merkitys
geelin muodostuksessa oli huomattava. Tolueenissa kaikki 14 yhdistettdi muodostivat
geelin, kun taas butyylibentseeni, klooribentseeni ja anisoli muodostivat yhdisteiden
kanssa isotrooppisen liuoksen. Sappihapon hydroksyyliryhmien méérén vaikutusta gee-
linmuodostusominaisuuksiin tarkasteltiin valmistamalla konjugaatit litokoolihaposta
(LCA, 1) kenodeoksikoolihaposta (CDCA, 3) ja deoksikoolihaposta (DCA, 4). Tutki-
muksessa havaittiin, ettd geelin muodostumiseen tarvitaan kaikki kolme hydroksyyli-
ryhméda (asemat 3, 7 ja 12). Tamén todettiin olevan merkittdva ero verrattaessa tulosta

vastaaviin kolesterolipohjaisiin organogelaattoreihin.™



20

(e}
HO
L-isomeerit D-isomeerit
R R2 R R2
§=—CHj Me
46
§ 1CHs Me
g ”
Me
HsC™ "CHs §1-CH, Ve
47 HsC™ “CHs
56

n-Bu ;u..
HsC~ “CHj @ Me
48

57

49
) .
50
ke ( j n-Bu
51
%/\;@\OH "
%Z/\gj\OMe Me
ap e
54

Kuva 15. Sappihaposta ja aminohappojen L- ja D-isomeereistd valmistetut konjugaatit,

joiden geelinmuodostusominaisuuksia on tutkittu.*
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Sievdnen et al. ovat valmistaneet ja tutkineet kolmea erilaista sappihappo-
metioniinikonjugaattia, joissa sappihappoina kaytettiin litokoolihappoa, deoksikooli-
happoa ja koolihappoa (kuva 16). Geelinmuodostuskokeissa todettiin, ettd litokooliha-
pon ja koolihapon konjugaatit muodostivat geeleja (kuva 17), kun taas deoksikooliha-
pon johdannainen ei geelid muodostanut. Tdmén johtunee siitd, ettd deoksikoolihappo-
metioniinikonjugaatti liukeni tutkittuihin liuottimiin erinomaisesti. Liuottimina kéytet-
tiin 29 erilaista liuotinta, jotka esitetdén taulukossa 1. Tavanomaisten rakennetutkimus-
ten lisiksi kserogeeleji tarkasteltiin '>°C CP/MAS NMR-mittausten avulla. Lisdksi tut-
kimusryhmi ratkaisi valmistamiensa sappihappo-metioniinikonjugaattien kideraken-

teet.36

58 R!=R%=H
59 R=H, R%=0OH
60 R1=R?=0OH

HO"
H

Kuva 16. Kolme sappihappo-metioniinikonjugaattia, joiden geelinmuodostusominai-
36

suuksia on tutkittu eri livottimissa.

Kuva 17. SEM-kuva litokoolihappo-metioniinikonjugaatin tolueenigeelistd valmistetus-

ta kserogeelistd.*
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Taulukko 1. Sappihappo-metioniinikonjugaattien geelinmuodostuskokeissa kéytetyt

liuottimet ja tutkimustulokset.*®

Liuotin 58 59 60
CHCl, S+ S+ S+
CH,Cl, S+ S+ S+
CCly S,P S S,p
Klooribentseeni S S+ S
Tolueeni S,G S+ S,G'
p-Ksyleeni S.G S S.P
m-Ksyleeni S,.G - S,P
0-Ksyleeni S - S,G'
Kumeeni S,G- N S.P
Mesityleeni S,G- S S,P
Anisoli S S,C S+
Bentseeni G S+ G
t-Butyylibentseeni S,G- S.C S,G-
Syklohekseeni S S S
Etyyliasetaatti S,C S+ S+,C
Asetonitriili S,C S+ S.C
Heksaani 1 1 I
Asetoni S.P S+ -
DMF S S+ S+
Etikkahappo S S+ S+
THF S S+ S+
Metanoli S,C S+ S+
2-Propanoli S S S
1-Butanoli S S+ S+
1-Oktanoli S S S+
Sykloheksanoli S S S
2M HCI I S S
Ionivaihdettu vesi I S S
Pyridiini S+ - S+

G = geeli, G'= lipinikyvi geeli, G- = heikko geeli, S = liukenee kuumennettaessa, S+ = liukenee ilman

kuumennusta, P = saostuu jadhtyneend, C = kiteytyy jddhtyneend, I = ei liukene, - = ei midritetty
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4.4 Sappihappo-aminohappokonjugaatit farmakologisissa sovelluksissa

Jotta lddkeaine olisi tehokas, sen tulee saavuttaa kohdekudos ja aiheuttaa haluttu reaktio.
Perinteisesti lddkeaineiden ominaisuuksia on yritetty parantaa tekemailld niistd synteetti-
sid johdoksia, joilla olisi alkuperdiseen lidkeaineeseen verrattuna paremmat fysikoke-
mialliset ominaisuudet. Aihiolddkkeet, joista kdytetddn my0Os nimitystd prodrug, ovat
ladkeaineen farmakologisesti inaktiivisia johdoksia, joista lddkeaine vapautuu kontrol-

loidusti elimistossé joko kemiallisen tai entsymaattisen reaktion kautta.®’

Suurin este veteen liuenneiden aineiden vapaalle kulkeutumiselle elimistossd on solu-
kalvo. Se vaikuttaa aineen imeytymiseen seké siihen, jakaantuuko aine solunulkoiseen
vai solunsisdiseen tilaan. Solukalvo vaikuttaa myos aineen padsyyn keskushermostoon
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ja muihin kudoksiin, seké aineen erittymistapaan ja nopeuteen.

Aineet kulkeutuvat kalvorakenteiden ldpi suodattumalla eli filtraatiolla, diffuusiolla tai
aktiivisen kuljetuksen avulla. Filtraatio ja diffuusio ovat passiivisia mekanismeja, ja
niissd aine kulkee viakevammastd pitoisuudesta laimeampaan, eikd siirtyminen kuluta
energiaa. Filtraation ja diffuusion edellytyksend on riittdvdn pieni molekyylikoko ja
lipidiliukoisuus sekd ionisoitumiskyky. Aktiivinen kuljetus huolehtii isokokoisten tai
polaaristen aineiden kuljetuksesta solukalvon lépi. Aktiivisesta kuljetuksesta huolehtivat
erityiset kuljettajaproteiinit, jotka muistuttavat solukalvon reseptoreita ja lapéisevét so-

lukalvon useita kertoja.*

Ladkkeen kalvokuljetuksen uskottiin aikaisemmin tapahtuvan diffuusion avulla. Nykyi-
set tutkimukset kuitenkin osoittavat, ettd useimpien lddkeaineiden kuljetuksesta lipidi-
kalvojen lépi huolehtivat erityiset kuljettajaproteiinit. Tutkimusmenetelmien kehittymi-
nen on mahdollistanut kuljettajaproteiinien rakenteen ja toiminnan yksityiskohtaisem-

421
man tarkastelun.™

Oraalisesti annosteltavien peptidilddkeaineiden ongelmana on niiden hajoaminen ruoan-
sulatuskanavan happojen ja entsyymien vaikutuksesta, ennen kuin ne saavuttavat koh-
dekudoksensa.”! Tamin vuoksi tillaisia lidkeaineita tulisi muokata siten, etti ne saavut-

tavat aktiivisina ohutsuolen, jossa suurin osa imeytymisesté tapahtuu.
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Peptidin konjugoinnin sappihappoon on todettu parantavan peptidin aineenvaihdunnal-
lista pysyvyyttd ja tehostavan aineen imeytymistd ohutsuolesta. Sappihappojen amino-
happo- ja peptidikonjugaatteja onkin tutkittu lddkeainekuljetuksessa useiden eri tutki-
musryhmien toimesta. Esimerkiksi Kramer tutkimusryhmineen on osoittanut, ettd pepti-
dipohjaisen lddkeaineen konjugointi sappihapon 3-asemaan johtaa parhaisiin molekyy-
lintunnistus- ja kuljetusominaisuuksiin verrattuna ldékeaineen konjugointiin muihin
(7,12) asemiin. Peptidisidoksen on todettu tehostavan hydrolyyttista pysyvyyttd mole-

kyylintunnistuksen ja kuljetuksen aikana.*®

Jotta sappihapot (ja konjugoidut sappihapot) voisivat kulkeutua solukalvojen ldpi, ne
tarvitsevat kuljettajan. Tirkein niistd on Na'-riippuva kuljettajaproteiini (NTCP, Na-
Taurocholate Cotransporting Polypeptide),° jossa solukalvojen vilisesti kuljetukses-

ta huolehtii Na'/K " -ATPaasi.

Apikaalinen Na'-riippuvainen sappisuolojen kuljettaja (ASBT, Apical Sodium-
Dependent Bile Salt Transporter) toimii samankaltaisella mekanismilla kuin NTCP.
ASBT on sijoittunut enterosyyttien apikaalipuolelle, jossa se huolehtii sappihappojen
uudelleenimeytymisestd ohutsuolesta. NTCP puolestaan huolehtii sappihappojen imey-
tymisestd hepatosyytteihin porttilaskimon verenkierrosta. Kaavakuva sappihappojen

kuljettajaproteiinien sijainnista eri solukalvoilla esitetdén kuvassa 18.

Na'-riippumattomassa systeemissi kuljettajina toimivat useat orgaaniset anioninkuljet-
tajapeptidit (OATP, Organic Anion Transporting Polypeptides), jotka huolehtivat eli-

mistén anioninvaihdosta.
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HEPATOCYTE Canalicular
K+ 4
Na MRP1
NTCP MRP2
OATP-C -
BSEP MRP3
OATP-A
bile
OATP8 canaliculus
sinusoidal
ASBT ? )
ENTEROCYTE | | ]" apical
OST-a
MRP3
’OST-b +
basolateral

Kuva 18. Kaavakuva sappihappojen kuljettajaproteiinien sijainnista hepatosyytissa ja

. .30
enterosyytissa.

Banerjee tutkimusryhmineen on valmistanut sappihappo-metaanitiosulfonaatti (MTS)-
konjugaatin, jonka uskotaan voivan vaikuttaa ASBT:n sappihappoa sitoviin ominai-
suuksiin.*' Konjugaatti antaa tietoa ASBT:n proteiini-ligandi- vuorovaikutuksista, ja

sitd voidaan kayttdd myds muiden sappihappojen kuljettajamolekyylien tunnistamisessa.

4.4.1 Sappihappo-aminohappokonjugaatit virusléiikkeina

Virusten aiheuttamiin sairauksiin ei aiemmin ole ollut tehokkaita ladkkeitd. Nykyisin on
kuitenkin onnistuttu kehitteleméén joitakin viruslddkkeitd, jotka tuhoavat viruksia suo-
ran kontaktin kautta. Virusidien toiminta perustuu niiden kykyyn tuhota viruksen prote-
iinikuori eli kapsidi tai sitoa viruksen pintaproteiini sellaiseen muotoon, ettd sen toimin-

ta estyy.
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Nykyisten HIV-lddkkeiden ongelmana (spermisidi-nonoksinoli-9) on niiden sytotoksi-
suus ihmissoluille. Koska solujen vahingoittumista pyritddn vilttimdin, muun muassa

sappihapon tyrosiinikonjugaatteja on tutkittu mahdollisina anti-HIV-lddkkeind (kuva

19). Erityisesti deoksikolyylityrosiinin (61) todettiin olevan anti-HIV-1-aktiivinen.*> **
OH

HO
H |

H COOH

n D
COOH HN
(6]
OH
OH o
HO H
H HO OH
61 H 62

Deoksikolyylityrosiini (DCT)
Di-jodikolyyliglysyylityrosiini (DICGT)
Kuva 19. Joidenkin potentiaalisten sappihaposta ja tyrosiinista johdettujen anti-HIV-

lisikkeiden rakenteet.*?

Myo6s Oie tutkimusryhmineen on valmistanut useita koolihappo-aminohappokonju-
gaatteja, joiden kykyé inhiboida HIV-1-proteaasin toimintaa on tutkittu CaCo-2-solulin-
jan avulla.”® Aminohappoina kéytettiin lysiinid, alaniinia, seriinid, kysteiinii ja aspara-
giinihappoa. Liséksi sappihappoon liitettiin joitakin dipeptidejé tai aminohapon esterei-
td. Tavoitteena oli valmistaa hybridejd, jotka sappihapon kantajamolekyylit tunnistaisi-
vat ja joilla olisi HIV-1-proteaasia inhiboivia ominaisuuksia. Tutkimuksessa aminohap-
po liitettiin sappihapon 24-asemaan. Valmistettujen molekyylien rakenteet esitetdin

kuvassa 20.
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Kuva 20. HIV-1-proteaasia inhiboivia sappihappo-aminohappokonjugaatteja.*’

In vitro -kokeissa havaittiin, ettd sivuketjun pituudella oli merkitystd kuljetuksen kan-

nalta. Pituudeltaan 14 A mittainen sivuketju todettiin toimivaksi. Seriinin hydroksyyli-

ryhma ei haitannut sitoutumista kantajamolekyyliin, kun taas kysteiinin hapan sulthyd-

ryyliryhmai vaikutti héiritsevésti. Huomattavaa oli, ettd isot hydrofobiset ryhmat, kuten

bentsyyliryhmd, tehostivat sitoutumista kantajamolekyyliin.**
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4.4.2 Sappihappo-aminohappokonjugaatit aihiolisikkeissi

Polli et al. ovat tutkineet kahden aineen, tulehduskipulddke ketoprofeenin ja B-vita-
miini niasiinin, konjugointia sappihappoon lysiinivélikkeen avulla. Tutkimusryhmi
valmisti kenodeoksikoolihapon (CDCA) ja lysiinin konjugaatteja, joihin em. molekyylit
liitettiin. Yhdisteiden valmistaminen esitetddn kuvassa 21. Kuvassa 22 puolestaan esi-
tetddn valmistettujen yhdisteiden rakenteet. Sappihappoon konjugoitiin bentsyylikarba-
maattiryhmilld (CBz) suojattu lysiini HBTU:n (2-(1H-bentsotriatsoli-1-yyli)-1,1,3,3-
tetrametyyliuroniumheksafluorifosfaatti) ja HOBt:n (hydroksibentsotriatsoli) avustuk-
sella. Tamén jilkeen suojausryhmét poistettiin kdyttden 10-prosenttista Pd/hiili-reagens-
sia. Saatuun vélituotteeseen konjugoitiin niasiinin hydrokloridi tai tionyylikloridilla

aktivoitu ketoprofeeni.

In vitro -tutkimuksissa havaittiin, ettd konjugoinnin avulla lddkeaineen imeytymisnope-
utta voitiin sééddelld ja ettd entsymaattinen pysyvyys tehostui. Lisdksi molemmat konju-

gaatit inhiboivat taurokolaatin sitoutumista ASBT-proteiiniin.**



-0y

HBTU, HOBt
3 TEA, DMF

uiO“[j

HO™ Qigj/o?\)l\ H,, Pd/C, EtOH
O\\ Ct?g\)‘\

COOH

)\/\/\NH

2

Kuva 21. Kenodeoksikoolihapon ja lysiinin konjugaatin (76) valmistaminen.**
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Kuva 22. Kenodeoksikoolihappo-lysiini-ketoprofeeni (77) ja -niasiini (78) konjugaatti-

44
en rakenteet.

Polli et al. ovat tutkineet myds gabapentiinin oraalisen biosaatavuuden tehostamista.
Tutkimusryhmé liitti gabapentiinin kenodeoksikoolihaposta (CDCA) ja glutamiiniha-
posta valmistettuun konjugaattiin ja tutki yhdisteen absorptiota hASBT:n avulla. Gaba-
pentiini on gamma-aminovoihapon (GABA) analogi, jota kéytetddn neuropaattisen ki-
vun hoidossa seki lisdlddkityksend vdahentiméédn kouristuksia aikuisten epilepsiakohta-
uksissa. Ryhméd tutki kolmea negatiivisen varauksen omaavaa yhdistettd, CDCA-
gabapentiinid (79), CDCA-Glu-gabapentiinin metyyliesterid (80) sekd CDCA-Glu-
gabapentiinid (81) (kuva 23), ja niiden hASBT inhibiitiota kdyttden taurokolaattia sub-
straattina. Inhibiitiotutkimuksissa taurokolaatin kanssa havaittiin, ettd CDCA-
gabapentiini ja CDCA-Glu-gabapentiinin metyyliesteri tehostivat gabapentiinin absorb-
tiota hASBT:n vilitykselld.**
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Kuva 23. CDCA-konjugaatit, joiden ominaisuuksia gabapentiinin absorption tehostami-

seksi hASBT:n vilitykselld tutkittiin.*>*
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Asikloviiri on antiviraalinen lddkeaine, joka inhiboi herpes-viruksen kasvua. Koska se
imeytyy huonosti ohutsuolesta, on sen biosaatavuus suun kautta annettuna vain n. 20 %.
Polli tutkimusryhmineen®” on tehostanut asikloviirin biosaatavuutta konjugoimalla sen
sappihappoon valiinivilikkeen avulla (kuva 24). Tutkimuksissa todettiin, ettd asiklovii-
rin konjugointi valyylikenodeoksikolaatin kanssa nosti biosaatavuuden 1&hes kaksinker-
taiseksi pelkkéédn asikloviiriin verrattuna. Konjugaateissa sappihappoina kiytettiin ke-
nodeoksikoolihappoa (CDCA), deoksikolihappoa (DCA), koolihappoa (CA) ja ursode-
oksikoolihappoa (UDCA). Konjugaatin virusta inhiboivia ominaisuuksia tutkittiin sekd

in vivo- ettd in vitro -menetelmin.

NH,

O N;(
o P NH
N 0NN
@) \QN @]
82

HO" “'OH
o) A o)

Kuva 24. Asikloviirin Valyylikenodeoksikolaatti.47

Tyypin 2 diabetes on krooninen metaboliasairaus, jossa sairaudelle tyypillinen verenso-
kerin kohoaminen (hyperglykemia) johtuu insuliinin erittymishéiriostd tai insuliinin
heikosta hyddyntimisestd.”® Koska insuliini hajoaa entsymaattisesti ruoansulatuskana-
vassa, on insuliini annosteltava pistoksin. Siksi oraalisesti annosteltavalle insuliinival-

misteelle olisi tarvetta.

GLP-1 (glucagon-like-peptide-1) on inkretiini-hormoni, jota vapautuu ohutsuolen L-
soluista aterioinnin jélkeen. Sitd tutkitaan antidiabetes-ominaisuuksiensa vuoksi varsin-
kin tyypin 2 diabeteksen yhteydessd. Useat tutkimusryhmét ovat valmistaneet deoksi-
koolihappo-lysiini-insuliinikonjugaatteja tarkoituksenaan kehittdd pitkdvaikutteinen

GLP-1-analogi.

Sekd Byun ettd Lee tutkimusryhmineen ovat valmistaneet koolihaposta, litokoolihaposta
tai deoksikoolihaposta ja lysiinistd konjugaatteja, johon insuliini on konjugoitu. In vitro

-tutkimuksissa havaittiin, ettd insuliinin laskostuminen, entsyyminkestdvyys, lipofiili-
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syys ja solukalvon lapaisykyky oli sdilynyt. In vivo -kokeissa deoksikoolihappo-lysiini-

insuliinikonjugaatin havaittiin alentavan plasman glukoositasoja pitkivaikutteisesti.*" >’

4.4.3 Sappihappo-aminohappokonjugaatit kemoterapiassa

Kemoterapialddkkeiden ongelmana on usein niiden haitallisuus kasvaimen ulkopuolisil-
le soluille ja/tai syOpdsolujen sytostaatteja vastaan kehittdma resistenssi. Jo v. 1972 ke-
hitetyn syopélddkkeen, cis-diammoniumdiklooriplatina(Il):n eli cis-platinan, ongelmina
ovat olleet sen aiheuttamat neurotoksisuus, munuaistoksisuus sekd pahoinvointi. Rat-
kaistakseen ndistd aiheutuvat ongelmat Criado et al. ovat valmistaneet konjugaatin Cis-

diammiiniplatina(Il)dikloridista ja Na-kolyyliglysinaatista (83, kuva 25).

0]

NH5*

o, .
H/\é( Pt—NH,

Cl

HO\" vy
H OH

Kuva 25. Cis-diammiiniplatina(IT)dikloridin ja Na-kolyyliglysinaatin konjugaatti.’’

Tallaisia sappihappojohdannaisia kutsutaan Bamet-yhdisteiksi. ("Ba” tulee sanasta sap-
pihappo (bile acid) ja "met” metallista (Pt)). Tutkittaecssa Bamet-yhdisteiden pysyvyytti
ja sytostaattisia ominaisuuksia in vitro -olosuhteissa, havaittiin, ettd cis-platinan konju-
gointi sappihappoon tehosti lddkeaineen sytostaattisia ominaisuuksia sekéd paransi koh-

dentamista haluttuun kudokseen tai elimeen.”!

Vaikka kemoterapialddkkeind on kédytetty vuosikymmenten ajan vain cis-rakenteen
omaavia yhdisteitd, viimeaikaiset tutkimukset osoittavat, etti myds trans-muotoisilla
yhdisteilld saattaisi olla potentiaalista kiyttod kemoterapiassa.’> Rodriguez-Fernandez et
al. ovat valmistaneet konjugaatin (84) trans-diammiiniplatina(Il)dikloridista ja kahdesta
kolyyliglysinaattimolekyylistd (kuva 26). Valmistetun konjugaatin havaittiin olevan
vesiliukoinen ja sytotoksinen. In Vvitro -testien perusteella havaittiin, ettd yhdisteen hali-
di voidaan korvata karboksylaattiligandilla. Tamé lisdd yhdisteen vesiliukoisuutta ja

parantaa sen hydrolyyttistd kestivyytti.>
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Kuva 26. Trans-diammiini(Il)platinan ja dikolyyliglysinaatin konjugaatin (84) ehdotettu

OH

52
rakenne.

Ju et al. ovat valmistaneet yhdeksin dimeeristd  deoksikoolihappo-
aminohappokonjugaattia, jotka pyrkivit matkimaan syklisid peptidejd. Aminohappoina
kaytettiin kysteiinid (21, kuva 27) ja lysiinid (26). Tutkimuksissa havaittiin yhdisteiden
inhiboivan mm. MCF-7-sy0pésolujen kasvua. Tdmén oletettiin johtuvan “sandwich”-

tyyppisesti rakenteesta.>

o)
! OH Z»COch3
COOH S
OH kysteiini 21 OH d
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OH 4 H HN CO,CH,
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Kuva 27. Deoksikoolihapon kysteiini-dimeeri, jossa “sandwich”-rakenne.>®
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4.4.4 Sappihappo-aminohappokonjugaatit muissa farmakologisissa sovelluksissa

Kolesterolipohjaisten sappikivien hoitoon on kiytetty ursodeoksikoolihappoa (UDCA).
Pitkéaikaisessa kadytossd sen on havaittu kertyvén sappinesteeseen. Lisdksi se imeytyy
heikosti ohutsuolesta ja suoliston mikrobit muodostavat siitd myrkyllistd litokoolihap-
poa. Ndiden haittavaikutusten pienentdmiseksi Roda et al. ovatkin tutkineet mahdolli-
suutta konjugoida ursodeoksikoolihappoon (2), hyodeoksikoolihappoon (6) ja hyokoo-
lihappoon (7) sopivaa aminohappoa. Aminohappoina kiytettiin L-proliinia, D-proliinia,
4-hydroksi-L-proliinia ja 4-metoksi-L-proliinia (kuva 28). Aminohapoksi valittiin prolii-
ni tai sen johdannainen sen sisdltimin typpiatomin vuoksi. Tdmédn rakenteen tiedetddn
estdvin bakteerien aikaansaamaa deamidaatiota ja ndin estivén ei-toivottujen metabo-
liittien muodostumista.”* Valmistettujen yhdisteiden in vitro- ja in vivo -tutkimukset
osoittivat, ettd valmistetut yhdisteet ovat soveltuvia kolesterolipohjaisten sappikivien

livotushoitoon.>*
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86 R=R?=R“%=R%=H, R'=0OH, R®=COOH

87 R=R2=R3=R%=H, R'=0H, R*=COOH

88 R=R?=R“=H, R'=R5=0H, R®=COOH

89 R=R2=R“=H, R'=0OH, R®=COOH,R5 =OMe
90 R=R2=0H, R'= R*=R5=H, R®=COOH

91 R=OH, R'=R2= R*=R%=H, R®=COOH

Kuva 28. Ursodeoksikoolihapon (2), hyodeoksikoolihapon (6) ja hyokoolihapon (7)

J . . . . 54
proliinikonjugaattien valmistaminen.
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Paitsi syopélddkkeend, sappihappojen aminohappokonjugaattien metallikomplekseja on
kdytetty myos magneettiresonanssikuvauksen (MRI) varjoaineina. Magneettikuvausvar-
joaineet poikkeavat vaikutusmekanismeiltaan perinteisistd rontgenvarjoaineista: ne vai-
kuttavat eri kudosten relaksaatioaikoihin aiheuttaen tutkimuksessa kontrastieroja kudos-
ten vilille. Suoneen ruiskutettavat magneettikuvausvarjoaineet ovat ldhes kaikki gado-

lintum-metallin kelaatteja. Niiden vaikutus perustuu paramagneettiseen ilmiéon.!

Anelli et al. ovat valmistaneet ja tutkineet sappihappo-lysiinikonjugaattien gadolini-
um(Ill) komplekseja tarkoituksenaan valmistaa magneettikuvausvarjoaineita. Tutki-
muksissa havaittiin, ettd ns. kolmannen sukupolven konjugaatit, joissa koolihappo on

konjugoitu lysiiniin (kuva 29), ovat lupaavia yhdisteitdi maksan varjoainekuvauk-

seen.>>°
COOR
H H,, Pd/C, ’
‘z‘{N NHZ  MeOH*HCI LL:.L/N NH3* CI
e >
COOMe
COOM
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Kuva 29. Sappihappo-lysiinikonjugaatti (95), johon voidaan konjugoida gadolinium-

(IT)-ioni.>>*®

4.5 Sappihappo-aminohappokonjugaatit muissa sovelluksissa

Kulta on kiehtonut tutkijoita antiikin ajoista saakka. Tédné pdivané tutkijoiden kiinnos-
tuksen kohteena ovat erityisesti kultananopartikkelit (AuNP). Kultananopartikkelit ovat
pysyvid ja monikéyttoisid metallinanopartikkeleita, joita voidaan kéyttdd mm. materiaa-

litieteissd, elektroniikassa, optiikassa ja lddketieteessd. Erityisesti kultananopartikkelit
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voivat toimia solunsisdisind vektoreina, koska niiden kokoa voidaan sdadelld 0,8—-200
nanometrin vililld.”” Ensimmiisen kultananopartikkelien synteesin esitti Turkevitch jo
v. 1951.°® Menetelmissd HAuCly pelkistettiin kayttamilld sitraattipelkistinti. Taméan

jélkeen on esitetty useita muitakin valmistustapoja.

Rajendiran tutkimusryhmineen on valmistanut vedessd stabiileja kulta- ja ho-
peananopartikkeleita, jotka on péillystetty koolihapon glysiini- tai tauriinikonjugaatteja
kayttden. Valmistettuja yhdisteitd on tutkittu kdyttdmalla 1dpaisyelektronimikroskopiaa
(TEM), rontgendiffraktiota ja FT-IR-spektroskopiaa. Tutkimuksissa havaittiin, ettd ho-
pea- ja kultaionien kiinnittymiseen (biosorptioon) solujen tai niiden tuottamien eksopo-
lymeerien pinnoille vaadittiin hapetus-pelkistys-reaktio, jossa ioninen metalli pelkistyy
metalliseen muotoonsa. Ryhma havaitsi myds, ettd sappihapon konsentraatiota sdétele-

malli voitiin vaikuttaa nanopartikkelin kokoon.”

Sievénen et al. ovat tutkineet litokoolihaposta (1) ja L-kysteiinistd (21) valmistettua yh-
distettd, jonka avulla on stabiloitu kultananopartikkeleita. Sappihappojohdannaisen
valmistamiseksi kéytettiin seka-anhydridimenetelmii, jonka avulla litokoolihappoon
saatiin liitettyd kysteiinin etyyliesteri (kuva 30). Kultananopartikkelit valmistettiin
NaBHjy-pelkistykselld. Menetelméssa pelkistettiin kultaionien ldhteend toimiva HAuCly
litokoolihapon-kysteiinikonjugaatin ldsnéollessa. Koko valmistusreitti vaati yhteensd
vain kaksi vaihetta.”” Valmistetut nanopartikkelit analysoitiin kdyttimalld alkuaineana-
lyysia, lapiisyelektronimikroskopiaa (TEM) sekd *C CP/MAS NMR -spektroskopiaa.
Tutkimuksissa havaittiin, ettd nanopartikkelit saostuivat poolisissa liuottimissa. Tadmén

oletettiin johtuvan niiden amfifiilisestd luonteesta.
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Kuva 30. Litokoolihaposta ja L-kysteiinistd seka-anhydridimenetelmailld valmistettu

konjugaatti (97).”’

Sappihappojen aminohappokonjugaatteja voidaan kdyttdd myos enantioselektiivisyytti
edistdvind katalyytteind. Tuliano et al. ovat valmistaneet koolihapon ja deoksikoolihapon
L- ja D-proliinijohdannaisia, jotka voivat toimia organokatalyytteind edistden asymmet-
ristd suoraa aldolireaktiota. Proliini haluttiin konjugoida sappihapon steroidirunkoon
amidisidosta kéyttden, minkd vuoksi tutkimusryhmé muutti selektiivisesti hydroksyyli-
ryhmén aminoryhméksi. Témén jidlkeen aminoryhmién liitettiin Boc-suojattu proliini
(kuva 31). Lopuksi proliinin Boc-suojaus purettiin ja valmistettujen konjugaattien aktii-
visuutta ja enatioselektiivisyyttd tutkittiin asetonin ja 4-nitrobentseenin suoran asym-
metrisen aldolireaktion avulla (kuva 32). Reaktion etenemisté seurattiin ohutlevykroma-
tografian (TLC) avulla ja tuotteiden rakenteet mddritettiin kéyttden NMR-

spektroskopiaa.60

Tutkimuksissa havaittiin, ettd yhdisteiden aktiivisuus ja enantioselektiivisyys eivit riip-
puneet ainoastaan proliinin konfiguraatiosta, vaan my0s asemasta, johon proliini oli

konjugoitunut. Aktiivisin ja enantioselektiivisin organokatalyyttinen vaikutus saatiin

)
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kun proliini konjugoitiin koolihapon 12-asemaan. Liséksi vapaat hydroksyyliryhmét 3-

ja 7-asemissa tehostivat organokatalyytin toimintaa.®

OMe
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Kuva 31. Koolihapon ja proliinin konjugaatti, jossa proliini on liitetty koolihapon 7- tai

60
12-asemiin.
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Kuva 32. Sappihappopohjaisen organokatalyytin kdyttd 4-nitrobentsaldehydin (104) ja

OH O

106

asetonin (105) aldolireaktiossa.*’
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5 SAPPIHAPPOJEN OLIGOPEPTIDIKONJUGAATIT

Farmakologisesti aktiivisten oligopeptidien ongelmana ovat niitd ruoansulatuskanavassa
pilkkovat peptidaasit. Oligopeptidien konjugoinnin johonkin kantajamolekyyliin, esim.
sappihappoon, on havaittu lisddvan niiden pysyvyyttd. Lisdksi niiden imeytyminen
ohutsuolesta tehostuu kantajamolekyylien kuljetusmekanismien aktiivisen toiminnan
seuraamuksena. Sappihappo-oligopeptidikonjugaatit voivat my9s toimia erilaisina poly-
funktionaalisina rakenteina, joita tarvitaan mm. kombinatorisissa molekyylikirjastoissa,
glykoklustereissa ja podandityyppisissé synteettisissd reseptoreissa. Sappihappojen oli-
gopeptidikonjugaattien eniten tutkittu ryhmi ovat farmakologiset sovellukset, mutta

konjugaateilla on mahdollista kdytt6d myds supramolekyylikemiassa.

5.1 Sappihappojen oligopeptidikonjugaatit farmakologisissa sovelluksissa

Mikrobien lddkeaineresistenssin kehittyminen on noussut merkittdvéaksi ongelmaksi
viime vuosina. Sappihappojen ja niiden johdannaisten sytotoksisia ominaisuuksia on
tutkittu 1950-luvulta ldhtien. Vapaiden sappihappojen on todettu toimivan heikkoina
antimikrobisina aineina; ne mm. tehostavat joidenkin mikrobien kyky& ottaa vastaan

antibiootteja, kuten gentamysiinia.*®

Hazra et al. ovat valmistaneet koolihaposta ja glysiinistd sekd [-alaniinista tetrapeptidi-
konjugaatteja (109, kuva 33), joiden aktiivisuutta useita eri mikro-organismeja (Gram-
positiiviset ja Gram-negatiiviset bakteerit seké sienet) vastaan testattiin. Liséksi yhdis-
teiden sytotoksisuutta tutkittiin HEK293 (human embryonic kidney carcinoma)- ja
MCF-7 (human mammary adenocarcinoma) -soluviljelmilld. Valmistettujen yhdisteiden
itsessdén todettiin olevan suhteellisen inaktiivisia, mutta vaikuttavan synergisesti eri

antibioottien, kuten flukonatsolin ja erytromysiinin, kanssa.'
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Kuva 33. Koolihaposta ja L-alaniinista valmistettu tetrapeptidikonjugaatti (109).°'
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Savage et al. ovat valmistaneet ja tutkineet kationisia steroidiantibiootteja (CSA). Ka-
tioniset steroidiantibiootit kehiteltiin matkimaan sisdsyntyisten peptidiantibioottien toi-
mintaa. Ryhmé valmisti koolihapon triaminoanalogeja, joihin konjugoitiin aminoha-
poista muodostettuja tripeptidejd. Aminohappoina kéytettiin histidiinid, lysiinié, metio-
niinid, fenyylialaniinia, tryptofaania ja valiinia (kuva 34). Nimd aminohapot valittiin,
koska emiksisten aminohappojen (lysiini, histidiini) tiedetddn lisddvan molekyylin am-
fifiilisyyttd, kun taas aromaattiset aminohapot (fenyylialaniini, tryptofaani) sekéd hydro-
fobiset aminohapot (metioniini ja valiini) vuorovaikuttavat bakteerisolujen solukalvojen

poolittomien komponenttien kanssa.*®

OH
\
HN_
HN A\Aoc
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Ao AAB A@v
AAB NHY NH,
A i
NH, 110

AA= histidiini, lysiini, metioniini, fenyylialaniini,
tryptofaani tai valiini

Kuva 34. Kaavakuva CSA-tripeptidikonjugaatista.®®

Valmistettujen yhdisteiden antibakteerista aktiivisuutta Gram-negatiivisia (Escherichia
coli) ja Gram-positiivisia (Staphylococcus aureus) bakteereita vastaan tutkittiin. Tutki-
muksessa todettiin kationisten tripeptidi-steroidiantibioottikonjugaattien olevan tehok-
kaita antibakteerisia aineita. Lisdksi havaittiin, ettd tripeptidiketju oli riittdvan lyhyt,

jotta antibakteeriselle aktiivisuudelle valttimé&ton morfologia sdilyi.

Plasmidi-DNA:n (pDNA) siirtymisen soluun on todettu olevan seka in vivo- ettd in vitro
-tutkimuksissa hidasta. Kish et al. ovatkin valmistaneet kenodeoksikoolihapon ja oligo-
arginiinin konjugaatteja (BAC), joiden on todettu muodostavan komplekseja pDNA:n
kanssa. Kompleksinmuodostus perustuu tutkimusryhmén mukaan elektrostaattisiin vuo-

rovaikutuksiin nukleiinihapon negatiivisesti varautuneen fosfaattiryhméin ja positiivises-
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ti varautuneen oligoarginiinin vililld. Tutkimusryhmi on tarkastellut vuorovaikutuksia
valmistamalla 13 erilaista BAC-konjugaattia liittdmalld sappihapon 24-asemaan kol-
mesta kolmeentoista arginiinimolekyylid. Yhdisteiden vuorovaikutusta rengasmaisen
plasmidi-DNA:n kanssa on tutkittu kdyttden fluoresoivaa vérjdysti ja ldpdisyelektroni-
mikroskopiaa (TEM) seka tekemalld in vitro -tutkimuksia liposomeissa. Kontrolliainee-
na kéytettiin kaupallista Lipofectamiinia. Tutkimuksissa todettiin, ettdi BAC:t toimivat
kontrolliainetta tehokkaampina DNA:a sitovina lipopolyamiinipohjaisina vektoreina tai

molekyylikoettimina.®

Madder et al. ovat tutkineet 14 aminohapon muodostaman silmukan konjugointia kooli-
happoon kahdella eri menetelmélld; kéyttden kahden erillisen peptidiketjun head-to-tail-
liittdmista toisiinsa tai liittimalla valmiin peptidiketjun sappihapporunkoon (kuva 35).
Kahden erillisen peptidiketjun head-to-tail-menetelméssé riskind on epimerisoituminen.
Sen vilttamiseksi kehitellyssd menetelméssd valmistettiin ensin peptidiketju, joka liitet-

tiin valmiina sappihapon 3-asemaan kiyttien meripihkahappoa vilikkeend.**
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Kuva 35. Syklinen peptidisteroidi, jossa on kéytetty joko kahden erillisen peptidiketjun

(A) tai yhden peptidiketjun (B) menetelméz.**



45

Edelléd kuvattua rakennetta on kehitetty eteenpéin valmistettaessa pitkistd peptidiketjuis-
ta muodostuvaa monimutkaisempaa silmukkarakennetta (kuva 36). Valmistetun sil-
mukkarakenteisen yhdisteen havaittiin olevan pysyvdmpi verrattuna suoraketjuiseen
rakenteeseen. Lisdksi yhdisteen sitoutumisen tuhkarokkoviruksen HNE:n (hemaggluttin
noose epitope) monoklonaalisiin vasta-aineisiin havaittiin tehostuvan. Tatd ominaisuutta

voidaan hyddyntii esimerkiksi kehiteltiessa tuhkarokkorokotetta.®
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Kuva 36. Silmukkarakenteen, jota voidaan kiyttdd mm. rokotteissa, valmistus.®®
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Petzinger et al. ovat tutkineet L-alaniinin ja siitd valmistetun tetrapeptidin (L-(ala)s) sap-
pihappokonjugaattien kulkeutumista maksaan (kuva 37). Molekyylit liitettiin tauroko-
laatin 3-asemaan. Yhdisteiden erittymistd sappeen seurattiin fluoresoivan 4-nitrobentso-

2-oksa-1,3-diatsolin (NBD) avulla.®

Kuva 37. Taurokolaatin L-ala (115) ja L-(ala), (116) -konjugaatit, joissa on tunnistusta
varten NBD-osa (117).%
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Rotilla tehdyissd maksan ldpivirtauskokeissa todettiin, ettd yhdistetts, jossa yksi L-ala-
niini on liitetty taurokolaattiin, proteiinit kuljettivat luonnollisiin sappihappoihin ver-
rattavalla mekanismilla. Se kulkeutui maksaan jopa nopeammin kuin pelkkd tauroko-
laatti. Tulos on yhtenevd aiemmissa tutkimuksissa®®*’ havaittujen seikkojen kanssa:
Sappihappojen 3-aseman hydroksyyliryhmé ei ole vélttamaton ASBT:n ja NTCP:n toi-
mesta tapahtuvassa molekyylintunnistuksessa ja sappihapot, joista puuttuu hydroksyyli-
ryhmé asemasta 3, kulkeutuvat maksa- ja suolisoluihin nopeammin kuin pelkka tauro-
kolaatti. Tetrapeptidi (L-(ala)s)-taurokolaattikonjugaatti imeytyi sekd suolistossa ettd
maksassa huomattavasti tehokkaammin kuin pelkki vastaava peptidi. Tulokset viittaa-
vat siihen, ettd suolistossa Asbt ja maksassa Oatpl kuljettavat nditd yhdisteitd. Merkit-
tdvd havainto oli, ettd tetrapeptidikonjugaatti sdilyi muuttumattomana lépivirtauksen
ajan. Tarkasteltaessa yhdisteitd, joissa fluoresoiva leima oli 24-asemassa (kuva 38), ha-
vaittiin ursodeoksikoolihapon lysiini-NBD-konjugaatin (118) kulkeutuvan huonosti
ohutsuoleen alentaen sapen virtausta ja sappinesteen tilavuutta. Koolihaposta valmis-
tettu kolyyliglysyyliamidofluoreseiini (CGamF) -yhdiste (119) puolestaan oli kulkeu-
tumisnopeudeltaan ldpivirtauskokeissa kaikista tutkituista molekyyleistd kolmanneksi
nopein. Vertailumolekyylind kéytetty sappihappoa siséltimédton NBD-(L-ala)s -
johdannainen (120) hajosi tutkimuksen aikana, eikd sen kulkeutumista voitu sen vuoksi
tarkastella. Tutkimustulosten perusteella konjugointi sappihappoihin voi tehostaa pien-

ten peptidien kuljetusta.®®®’
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Kuva 38. Valmistetut yhdisteet, joihin kulkeutumisen seuraamista varten liitetty fluore-

. . 66
soiva leima on 24-asemassa.

5.2 Sappihappojen oligopeptidikonjugaatit supramolekyylikemiassa

Feigel tutkimusryhmineen on havainnut, ettd lineaariset oligoamidit voivat muodostaa
kierteisid tai nauhamaisia ketjuja, jotka muodostavat isompia solmumaisia makrosykli-
sid rakenteita. Deoksikoolihapon L-valiinikonjugaatin rontgenrakennetta tutkittaessa
havaittiin yhdisteen muistuttavan apilamaista solmua. Solmu muodostaa kulhomaisen
rakenteen, jonka sisdpuoli on pooliton ja ulkopuoli poolinen (kuva 39).°® Solmuraken-
teita on tutkittu mm. molekyylikatkaisimina, joissa niiden séddtelyyn voidaan kayttad
ulkopuolista drsykettd kuten esim. valoa tai kemiallista tai elektrokemiallista palautetta.
Liséksi niistd voidaan rakentaa nanokokoisia makrosyklejé, joissa solmut eivét ole vain
kovalenttisesti muodostuneita, vaan rakenteen muodostuminen edellyttid myo6s solmu-

rakenteiden kietoutumista toisiinsa osana systeemiéi.69’70
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Kuva 39. Deoksikoolihapon valiinikonjugaatin Schakal-piirros, jossa nékyy apilamai-

nen rakenne.®®
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6 YHTEENVETO

Sappihappojen aminohappokonjugaatteja on tutkittu useiden vuosikymmenten ajan.
Sappihapot ovat steroidirunkoisia maksassa entsymaattisesti muodostuvia kolesterolin
aineenvaihduntatuotteita. Sappihapot esiintyvit yleensd vesiliukoisina glysiini- tai tau-
riinikonjugaatteina, jollaisina ne varastoituvat sappirakkoon. Sieltd ne vapautuvat ruo-
kailun yhteydessd ruoansulatuskanavaan. Sappihappoja tarvitaan rasvojen ja rasva-
liukoisten vitamiinien imeytymiseen. Sappihapot ovat ominaisuuksiltaan monipuolisia,
ja niiden konjugointi aminohappojen tai oligopeptidien kanssa laajentaa kdyttomahdol-

lisuuksia huomattavasti.

Sappihappojen aminohappokonjugaatteja on kaytetty mm. molekyylisateenvarjoina.
Molekyylisateenvarjot kehiteltiin alkujaan paitsi tehostamaan hydrofiilisen l4ékeaineen
kuljetusta hydrofobisten kalvojen 14pi, my0s parantamaan lddkeaineen vesiliukoisuutta
ja tiettyjen hydrofobisten lddkeaineiden hydrolyyttista kestdvyyttd. Sappihappo-
aminohappoanalogeja on tutkittu myds ionikuljettimina, reseptoreina ja gelaattoreina.
Supramolekulaariset gelaattorimolekyylit itsejérjestaytyvit ei-kovalenttisten vuorovai-
kutusten avulla verkkomaisiksi rakenteiksi, jotka sitovat nesteen rakenteisiinsa. Geeleji
kaytetdan mm. useissa farmakologisissa sovelluksissa, kuten lddkeaineiden kuljetukses-
sa seki aihiolddkkeissd. Lidketieteellisten sovellusten liséksi geelejd kdytetddn useissa
jokapdivéisissé tuotteissa, kuten piilolinsseissd, hiusgeeleissé ja elintarvikkeissa. Edelld
mainittujen kayttdtarkoitusten liséksi sappihappo-aminohappokonjugaatteja on kéytetty
kultananopartikkelien valmistuksessa seké reaktion enantioselektiivisyyttd edesauttavi-

na katalyytteina.

Suurinta mielenkiintoa on herittinyt konjugaattien kéytto farmakologisissa sovelluksis-
sa. Perinteisesti lddkeaineiden ominaisuuksia on yritetty parantaa tekemélld niistd syn-
teettisid johdoksia, joilla olisi alkuperiiseen lddkeaineeseen verrattuna paremmat fysi-
kokemialliset ominaisuudet. Aihiolddkkeet, joista kdytetddn myds nimitystd prodrug,
ovat lddkeaineen farmakologisesti inaktiivisia johdoksia, joista ldékeaine vapautuu kont-
rolloidusti elimistossd joko kemiallisen tai entsymaattisen reaktion kautta. Ehképa tun-
netuin sappihappo-aminohappopohjainen aihiolddke on deoksikolyylivalyyliasikloviiri,

joka parantaa herpes-viruksen kasvua inhiboivan asikloviirin biosaatavuutta.
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Aihioldédkkeiden lisdksi sappihappo-aminohappo-analogeja on tutkittu mm. syopéladk-
keind, jossa Cis-platinan konjugointi sappihappoon tehosti lddkeaineen sytostaattisia
ominaisuuksia seké paransi kohdentamista haluttuun kudokseen tai elimeen. Muita far-
makologisia sovelluksia ovat mm. mikrobilddkkeet ja magneettiresonanssikuvauksen

(MRI) varjoaineet.

Sappihappo-oligopeptidikonjugaatteja kéytetddn mm. farmakologisissa sovelluksissa,
joissa pitkistd peptidiketjuista muodostuvia rakenteita voidaan kéyttdd kehiteltdessd

esim. rokotteita.
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KOKEELLINEN OSA

Sappihappojen aminoetyyliamidien ja L-proliinin konjugaattien

valmistus



53

7 TYON TARKOITUS

Sappihapot ovat maksassa muodostuvia steroidirunkoisia kolesterolin aineenvaihdunta-
tuotteita, jotka siséltidviat syklopentanofenantreenirungon ja 3—9 hiiliatomista muodostu-
neen sivuketjun, joka pééttyy karboksyylihapporyhméén. Yleisimmait sappihapot ovat
24 hiilta sisdltdvén kolaanihapon johdannaisia. Sappihapoilla on merkittdvé rooli ruoan-

sulatuksessa rasvojen ja rasvaliukoisten vitamiinien imeytymisessd elimistoon.

Sappihapot jaotellaan priméérisiin ja sekunddirisiin sappihappoihin. Priméérisid, mak-
sassa biosyntetisoituja sappihappoja ovat kenodeoksikoolihappo (3a,7a-dihydroksi-5f3-
kolaani-24-happo) ja koolihappo (3a,7a,12a-trihydroksi-5B-kolaani-24-happo). Niistd
suolistobakteerien toiminnan avulla muodostuvat sekundédriset sappihapot litokooli-
happo (3a-hydroksi-5p-kolaani-24-happo) ja deoksikoolihappo (3a,12a-dihydroksi-5f-
kolaani-24-happo). Niiden lisdksi farmakologiassa kdytetdén synteettistd ursodeoksi-
koolihappoa (3a,7B-dihydroksi-5B-kolaani-24-happo), jota luonnossa esiintyy vain kar-

4
hun sapessa.

Sappihapoilla on jaykka, kovera runko ja poolinen sivuketju. Steroidirungon hydroksyy-
liryhmid voidaan esterdidé, hapettaa, eetter6idd, pelkistdd tai muuttaa aminoryhmiksi.
Sivuketjun 24-asemassa oleva happoryhmé voidaan puolestaan esimerkiksi esterdida,
amidoida tai muuttaa anhydridiksi. Koska sappihapot ovat helposti saatavia ja suhteelli-
sen edullisia, niitd kdytetddn mm. supramolekyylikemiassa. Sappihappoja ja niiden joh-
dannaisia tutkitaan mahdollisina vaihtoehtoina lddkeaineiden spesifisessd kuljetuksessa

ja annostelussa.

L-Proliini (Pro) eli 2-pyrrolidiinikarboksyylihappo on yksi kahdestakymmenestd DNA:n
koodaamasta aminohaposta. Sen rakenne esitetddn kuvassa 40. Se on ei-valttiméton
aminohappo, jota elimistomme osaa valmistaa biosynteettisesti glutamaatista, joka on
glutamiinihapon suola tai esteri. Proliinin rakenne on syklinen eli rengasmainen. Rengas
ei kuitenkaan ole aromaattinen vaan alisyklinen. Rengas muodostaa hydrofobisen sivu-
ketjun, joka rajoittaa molekyylin taipuisuutta N-C,-sidoksen ympari. Jaykén rakenteen-
sa vuoksi proliini on usein aminohappoketjun padssi tai kahden a-kierteen kddnnekoh-

dassa. Proliini on tdrked osa kollageenia, jossa se esiintyy hydroksiproliinina, ja siti
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tarvitaan nivelsiteiden ja jinteiden toimintaan. Liséksi proliinia esiintyy ihossa ja ve-

risuonten seinimissd.*”’

Téssd tyossd kaytettiin tert-butyylioksikarbamaatti- eli Boc-suojattua proliinia. Suojaus-
ryhmé on sitoutunut aminoryhméin kovalenttisella sidoksella, ja sen tarkoitus on eh-
kéaistd aminoryhmén toimiminen nukleofiilind. Yleensd suojausryhminé toimii karba-
maatti, ja Boc-suojauksen lisdksi aminoryhmén suojaukseen voidaan kiyttdd mm. bent-
syylioksikarbonyyli (Cbz)- tai 9-(fluorenyylimetyylioksi)karbonyyli (Fmoc)-suojausta.

Kullakin suojaryhmilld on omat poistomenetelménsi. '

Kuva 40. L-Proliini (9) ja sen Boc-suojattu muoto (121).

Erikoistyon tarkoituksena oli valmistaa sappihappojen aminoetyyliamidien ja Boc-
suojatun L-proliinin konjugaatteja sekd tutkia niiden geelinmuodostusominaisuuksia.
Sappihappoina kaytettiin litokoolihappoa LCA (1), kenodeoksikoolihappoa CDCA (2),
deoksikoolihappoa DCA (3) ja koolihappoa CA (4). Tyon kokeellisessa osassa kéytetty-
jen sappihappojen rakenteet esitetddn tdméan tutkielman alussa sivulla 4. Erikoistydssd
valmistettiin ensin sappihapon metyyliesteri, johon konjugoitiin etyleenidiamiini ami-
disidoksella. Nidin saatuun sappihapon 2-aminoetyyliamidiin liitettiin Boc-suojattu pro-
liini. Erikoistyon lopussa valmistetuista tuotteista poistettiin Boc-suojaus. Synteesireitti
esitetddn kaaviossa 1. Boc-proliinin konjugoinnin suunnittelussa-kéytettiin kirjallisuu-

dessa esitettyi synteesimenetelmas.®
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Kaavio 1. Synteesireitti ja kdytetyt olosuhteet sappihappojen L-proliinijohdannaisten

valmistukseen.

8 MENETELMAT, LAITTEET JA KAYTETYT REAGENSSIT

8.1 Menetelmiit ja laitteet

Synteeseissd kéytetyt reagenssit on esitetty taulukossa 2. Ohutlevyind kiytettiin
Merckin Silica gel 60 F 254 -ohutlevyjd (koko 20 x 20 cm) sekd Macherey-Nagelin
Alugram Sil G/UV 254-ohutlevyjéd (koko 20 x 20 cm). Pylvédskromatografiassa kaytet-
tiin Merckin Silica gel 60 -geelid, jonka partikkelikoko oli 0,040-0,063 mm.
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Synteesituotteista mitattiin 'H NMR -spektrit Jyviskylin yliopiston kemian laitoksen
orgaanisen kemian osaston Bruker Avance DPX 250 NMR -spektrometrilld. Joistakin
tuotteista mitattiin spektrit kiyttden Bruker Avance DRX 500 NMR -spektrometrid.
Osasta tuotteita mitattiin myds “C NMR -spektri sekii '*C DEPT-135-, PFG 'H,"C
HMQC- seki PFG 'H,"”C HMBC NMR -spektrit Bruker Avance DRX 500 NMR -

spektrometrilla.

'H NMR -mittauksissa kemiallisen siirtymin arvoja verrattiin deuteroitujen liuottimien
signaaleihin 6 (CHCls) = 7,26 ppm ja 6 (MeOH) = 3.31 ppm. C NMR-mittauksissa
kemiallisen siirtymén arvoja verrattiin liuottimien signaaliin 6 (CHCl3) = 77,00 ppm ja o
(MeOH) = 49,1 ppm. Molemmissa mittauksissa sisdisend standardina oli tetrametyy-
lisilaani. Synteesituotteista mitattiin myos massaspektrit Jyvéskyldn yliopiston kemian
laitoksen orgaanisen kemian osaston Micromass LCT ESI TOF -massaspektrometrilla.
Saatuja spektrejd verrattiin internetin SDBS-tietokantaan,”* kirjallisuusarvoihin” seki
mitattuihin mallispektreihin. Lopputuotteille tehtiin my6s alkuaineanalyysit. Kolmelle
lopputuotteelle tehtiin lisdksi geelinmuodostuskokeet kéyttden yhteensd 36 eri liuotinta

(taulukko 3).

8.2 Kiiytetyt reagenssit, niiden puhtaus seké valmistajat

Synteeseissd kéytetyt metyylimorfoliini, etyyliklooriformiaatti sekd isobutyylikloori-
formiaatti tislattiin ennen kiyttod. Liuottimena kiytetty dikloorimetaani kuivattiin 4 A-

seuloilla ja THF oli kuivattu MBraun Solvent Purification System -laitteella.
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Taulukko 2. Synteeseissé kiytetyt reagenssit.

Reagenssi Puhtaus Valmistaja
4-Metyylimorfoliini 99 % Acros
Asetonitriili HPLC Sigma
Asetyylikloridi 98 % -
Deoksikoolihappo 98,5 % Acros
Dikloorimetaani 98 % Fluka
Etyleenidiamiini 100 % J.T. Baker
Etyyliklooriformiaatti 97 % Merck
Heksaani - -
Hiilitetrakloridi 99,9 % J.T. Baker
Isobutyyliklooriformiaatti 98 % Aldrich
Kenodeoksikoolihappo 95 % Sigma
Kloroformi - BDH Prolabo
Koolihappo 97 % Sigma
Litokoolihappo 97 % Aldrich
Metanoli p.a Sigma-Aldrich
N-Boc-proliini 99 % Aldrich
Tetrahydrofuraani 99,5 % Fluka
Tolueeni 99,5 % BOH Analar
Trifluorietikkahappo 99 % Merck
Taulukko 3. Geelinmuodostuskokeissa kdytetyt liuottimet.

Liuotin Puhtaus Valmistaja
Bentseeni 99,9 % VWR
Tolueeni 99,5 % BOH Analar
Etyylibentseeni 99,0 % Aldrich
0-Ksyleeni 99,0 % Fluka
m-Ksyleeni 99,0 % Aldrich
p-Ksyleeni 99 % Aldrich
Mesityleeni 99 % Aldrich
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tert-Butyylibentseeni 99 % Aldrich
Kumeeni 98 % Fluka
Klooribentseeni 99 % Acros Organics
Anisoli 99,5 % Riedel de Héaen
Asetonitriili HPLC VWR
Dikloorimetaani 99,9 % Sigma-Aldrich
Tetrakloorimetaani 99,9 % J.T. Baker
Asetoni 99,5 % Sigma-Aldrich
Etyyliasetaatti 99,5 % Sigma-Aldrich
1-Pentanoli 99,0 % Fluka
1,4-Dioksaani Analytical BDH Prolabo
2-Propanoli - Kebolab
1-Butanoli 99,5 % BDH Prolabo
1-Oktanoli >99 % Merck
Sykloheksanoli 99 % Riedel de Haen
n-Heksaani - Rathburn
Dietyylieetteri 99,5 % VWR
Tetrahydrofuraani 99,7 % BDH Prolabo
N,N-Dimetyyliformamidi 99,8 % LabScan
Kloroformi - BDH Prolabo
Pyridiini 99,7 % BDH Prolabo
Dimetyylisulfoksidi 99,0 % Fluka
Etikkahappo 100 % BDH Prolabo
Metanoli p-a Sigma-Aldrich
Muurahaishappo 98 % Fluka
Formamidi 99 % Merck

Vesi, ionivaihdettu - -
Etyleeniglykoli 99,5 % Riedel de Héaen

Syklohekseeni
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9  SYNTEESIT PAAPIIRTEITTAIN

Téssd kappaleessa esitelldéin erikoistyon aikana tehdyt synteesit padpiirteissadn. Tarkat

synteesiohjeet 10ytyvit kappaleesta 12.

9.1 Yleisohje sappihapon metyyliesterien valmistukseen (122, 123, 124, 125)

HO'

R! R?
122 H H
123 OH H
124 H OH
125 OH OH

Synteesi suoritettiin litokooli-, deoksikooli-, kenodeoksikooli- ja koolihapoilla. Sappi-
happo liuotettiin metanoliin ja seokseen lisdttiin muutama pisara asetyylikloridia. Reak-
tioseosta refluksoitiin 6ljyhauteella yon yli, jonka jdlkeen reaktioseoksen annettiin jaah-
tyd huoneenlampdon. Tdmaén jélkeen reaktioseos haihdutettiin mahdollisimman kuivak-
si. Tuotteen puhtaus tarkastettiin '"H NMR -spektroskopian avulla. Tarvittaessa tuotetta

kuivattiin vakuumilinjassa.
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9.2 Yleisohje sappihapon 2-aminoetyyliamidien valmistukseen (126, 127, 128,
129)

BZ O
- OMe
H-N
2UN"SNH,
_ >
- . MeOH
HO H R’ refluksointi
R R?

126 H H
127 OH H
128 H OH
129 OH OH

Edella valmistetuista sappihapon metyyliestereistd valmistettiin vastaavat sappihapon 2-
aminoetyyliamidit. Litokooli- ja deoksikoolihappojen amidit pystyttiin saostamaan jai-
vedestd, mutta kenodeoksikooli- ja koolihappojohdannaisia ei voitu hydrofiilisyytensi

vuoksi késitelld samoin, vaan ne vaativat oman menettelynsa.

Litokooli- ja deoksikoolihapon kohdalla aiemmin valmistettu sappihapon metyyliesteri
livotettiin metanoliin ja reaktioseokseen liséttiin 20-30-kertainen ylimaard etyleenidi-
amiinia. Reaktioseosta refluksoitiin 6ljyhauteella vahintdén kaksi vuorokautta. Tdman
jilkeen liuottimesta haihdutettiin noin puolet pois ja loput reaktioseoksesta kaadettiin
jadveteen. Muodostunutta sakkaa pestiin jadvedelld, kunnes suodos oli véritontd, ja ta-
mén jilkeen suodatettiin imulla. Sakan puhtaus tarkastettiin 'H NMR -spektroskopian

avulla. Tarvittaessa tuotetta kuivattiin vakuumilinjassa.

Kenodeoksikooli- ja koolihapon tapauksessa synteesi suoritettiin kuten edelld. Refluk-
soinnin jdlkeen liuottimesta haihdutettiin noin puolet pois, minki jilkeen lisittiin tolu-
eenia ja haihdutettiin liuotin pois. Tdmai toistettiin kaksi kertaa. Tdmén jilkeen raaka-
tuotteeseen lisdttiin jadvettd ja metanolia ja haihdutettiin jdlleen. Kun vesi-metanoliseos
oli saatu haihdutettua, lisittiin metanoli-asetonitriili-seosta (1:1) ja haihdutettiin. Tama
késittelysarja toistettiin jadvesi-metanoli-pesusta 1&htien. Tuotteen puhtaus tarkastettiin

"H NMR -spektroskopian avulla ja tuotetta kuivattiin tarvittaessa vakuumissa.
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9.3 Yleisohje L-Boc-proliinin konjugointiin (130, 131, 132, 133)

@)
&(OH [ j
N N
I|300 0 |
122 N
(@] (6]

A~

CH20|2 tai THF

Cl

R! R?
130 H H
131 OH H
132 H OH
133 OH OH

Sappihapon aminoetyyliamidiin konjugoitiin Boc-suojattu L-proliini 121. Reaktiossa
emiksend kaytettiin N-metyylimorfoliinia ja Boc-proliini aktivoitiin kdyttdmallad etyyli-
klooriformiaattia. Tarkoituksena oli kéyttdd liuottimena dikloorimetaania, mutta liukoi-
suusongelmien vuoksi kokeiltiin my0s tetrahydrofuraania. Synteesi tehtiin N,-
atmosfédrissd huoneenldmmossd. Raakatuotetta pestiin erotussuppilossa laimealla (0,1
M) HCl-liuoksella sekd kylldisilla NaHCOs- ja NaCl-liuoksilla, kuivattiin, suodatettiin
ja haihdutettiin. Tuote puhdistettiin pylvidskromatografialla. Tuotteen puhtaus varmistet-

tiin "H NMR -spektroskopian avulla.

9.4 Yleisohje Boc-suojauksen poistoon (134)

O

X 2
HN
I F;C~ "OH BN

NH TAI HCI:dioksaani \I\
HO™ NH

H O CH2C|2 Ho\\'
N _— H (0]
HN
— t,72h 135

0
131 { o
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Valmistetusta litokoolihapon aminoetyyliamidin ja Boc-proliinin konjugaatista (130)
yritettiin poistaa suojausryhmi kolmesti kéyttden kahta eri menetelmid.’*”> Kahdesti
kaytettiin trifluorietikkahappoa (TFA) ja kolmannella kerralla kokeiltiin HCI-dioksaani-
kasittelyd. Boc-suojatun tuotteen annettiin reagoida trifluorietikkahapon (TFA) tai

HCl:dioksaanin kanssa huoneenldmmossi. Tuote puhdistettiin pylvéskromatografisesti

10 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

10.1 Metyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-oaatti (122)

Tuotetta 122 valmistettiin kerran. Saanto (5.57 g) oli 96 % teoreettisesta saannosta.
Tuotteen muodostumista ja puhtautta arvioitiin 'H NMR -spektroskopian avulla. Spekt-
rissd havaittiin metyyliesterin metoksiryhmélle tyypillinen signaali kemiallisen siirty-
min arvolla 3,65 ppm. Signaalin integraalin olisi pitinyt olla ldhelld kolmea, mutta sa-
malla ppm-alueella havaittiin my6s liuottimena kiytetyn metanolin signaali. Signaalien
osittaisen paillekkdisyyden vuoksi integrointia ei voitu tehdé luotettavasti. Téstd huoli-
matta reaktion todettiin onnistuneen. Tuotetta kuivattiin vakuumissa liuotinjdédmien

hathduttamiseksi.

10.2 Metyyli-3a,7a-dihydroksi-5p-kolan-24-oaatti (123)

Tuotetta 123 valmistettiin kaksi kertaa. Molemmilla kerroilla saanto oli kvantitatiivinen.
Tuotteiden muodostumista ja puhtautta tarkasteltiin '"H NMR -spektroskopian avulla.
Molempien tuotteiden spektreissd néhtiin metoksiryhmalle tyypillinen signaali kemialli-
sen siirtymén arvolla 3,65 ppm. Lisdksi molemmilla synteesikerroilla signaalin integraa-

11 oli 1dhelld kolmea.
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10.3 Metyyli-3a,12a-dihydroksi-5p-kolan-24-oaatti (124)

Tuotetta 124 valmistettiin kerran. Saanto oli kvantitatiivinen. Tuotteen muodostuminen
ja puhtaus tarkistettiin 'H NMR -spektroskopian avulla. Spektrissd havaittiin metoksi-
ryhmaén signaali kemiallisen siirtymén arvolla 3,65 ppm. Signaalin integraali oli 1dhelld

kolmea.

10.4 Metyyli-3a,7d,12a-trihydroksi-5p-kolan-24-oaatti (125)

Tuotetta 125 valmistettiin kerran. Myds timén tuotteen muodostuminen ja puhtaus var-
mistettiin '"H NMR -spektroskopian avulla (liite 1.1). Spektrissd havaittiin metoksiryh-
mélle tyypillinen signaali, jonka integraali oli kolme ja kemiallisen siirtymén arvo 3,64
ppm. Sappihapon 7B- ja 12B-protonien signaalit nédhtiin kemiallisen siirtymén arvoilla
3,80 ja 3,95 ppm. Signaalien integraalit olivat ldhelld yhtd. Liuottimena kdytetyn me-
tanolin metyylisignaali havaittiin kemiallisen siirtyméin arvolla 3,34 ppm. Koska tuot-
teen joukossa oli liuotinta, punnittiin tuotteen massaksi 6,77 g teoreettisen saannon ol-

lessa 6,33 g.

10.5 N-(2-Aminoetyyli)-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi (126)

Reaktioseosta refluksoitiin 6ljyhauteella viikonlopun yli. Koska synteesissd kaytettiin
20-kertaista amiiniyliméérdd, oli sen poistaminen haastavaa Useista vesipesuista huoli-
matta raakatuotteeseen jii reagoimatonta diamiinia, minkd vuoksi raakatuote uudelleen-
kiteytettiin asetonitriilistd. Uudelleenkiteytetysti tuotteesta mitattiin 'H NMR -spektri
deuteroidussa metanolissa. Spektrissé havaittiin 25- ja 26-metyleeniprotonien signaalit
kemiallisen siirtymén arvoilla 3,26 ja 2,75 ppm. Vastaavat integraalit olivat 1,91 ja

2,30. Saanto oli 3,19 g (52 % teoreettisesta saannosta).
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10.6 N-(2-Aminoetyyli)-3a,7a-dihydroksi-5f-kolan-24-amidi (127)

Tuotetta 127 tehtiin kahdesti. Ensimmadiselld kerralla diamiinin mdird (15 x
n(MeCDCA)) ei ollut riittéva, silla vaikka refluksointia jatkettiin 6 vuorokauden ajan, ei
reaktio edennyt loppuun saakka. Raakatuotetta késiteltiin kuten edelld. Tastd huolimatta
spektrissd havaittiin jddmid reagoimattomasta diamiinista. Lopulta diamiinijadmét saa-
tiin pois tuotteen joukosta pesemilld raakatuotetta useita kertoja jadvedelld. '"H NMR -
spektrin perusteella voitiin todeta, ettd tuote oli saatu melko puhtaaksi; spektrissd ei
havaittu vapaan diamiinin signaaleja. Lisdksi havaittiin aminoetyylisivuketjun 25- ja 26-
metyyleeniprotonien tripletit kemiallisen siirtymén arvoilla 2,7 ppm ja 3,36 ppm (integ-

raalit 2,05 ja 1,92). Saanto oli 2,65 g (83 % teoreettisesta saannosta).

Synteesi toistettiin kdyttdmalld 30-kertaista amiiniylimadréa ja seosta refluksoitiin 5 vrk
Oljyhauteella. Reaktion etenemistd seurattiin 'H NMR -mittauksilla. Raakatuotetta ksi-
teltiin kuten edelld kohdassa 10.5. Tuotetta pestiin jddvedelld vesiliukoisen amiinin
poistamiseksi '"H NMR -spektroskopian perusteella tissd onnistuttiinkin. Vesipesujen
seurauksena tuotteeseen jéi vettd, joka saatiin poistettua atseotrooppisella tislauksella

tolueenin kanssa. Saanto oli 3,87 g (81 % teoreettisesta saannosta).

10.7 N-(2-Aminoetyyli)-3a,12a-dihydroksi-5p-kolan-24-amidi (128)

Synteesissd kaytettiin 30-kertaista diamiiniylimddrad. Teknisen vian vuoksi refluksointi
keskeytyi, mutta sitd jatkettiin seuraavana pdivdnd. Refluksointi kesti kaikkiaan viisi
vuorokautta, ja reaktion etenemisti seurattiin NMR-spektroskopian avulla. Raakatuote
saostettiin jadvedestd. Raakatuotetta pestiin vedelld kunnes suodos oli kirkasta. Vesipe-
sun tarkoituksena oli poistaa ylimédérdinen diamiini. Raakatuote suodatettiin imun avul-
la. Jadnndsvesi poistettiin atseotrooppisella tislauksella tolueenin kanssa. '"H NMR -
spektrissa (liite 2.1) havaittiin 25- ja 26-metyleeniprotonien triplettisignaalit kemiallisen
siirtymén arvoilla 2,72 ja 3,23 ppm (integraalit 1,98 ja 2,02), Saanto oli 5,25 g (98 %

teoreettisesta saannosta).
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10.8 N-(2-Aminoetyyli)-3a,7a,12a-trihydroksi-5-kolan-24-amidi (129)

Tuotetta 129 valmistettiin kerran. Amiiniyliméiéréstd huolimatta reaktio ei edennyt tay-
dellisesti loppuun asti, ja se keskeytettiin neljd vuorokautta kestdneen refluksoinnin jil-
keen. Raakatuotetta kasiteltiin kuten edelld. "H NMR -spektrin perusteella todettiin raa-
katuotteeseen  jddneen epdpuhtauksia, joita pyrittiin  poistamaan  jddvesi-
dikloorimetaanipesuilla. Kostean tuotteen saanto oli 5,41 g. "H NMR -spektrissd havait-
tiin 25- ja 26-metyleeniprotonien signaalit kemiallisen siirtymén arvoilla 2,72 ja 3,20
ppm. Signaalien integraalit olivat 2,55 ja 2,19. Tuotteen todettiin olevan riittdvén puh-

dasta jatkokéyttoon.

10.9 N-{N’-[N”’~(tert-Butoksikarbonyyli)-L-prolinamidi]etyyli}-3a-hydroksi-5p-
kolan-24-amidi (130)

Tuotetta 130 valmistettiin kerran. Ongelmia aiheutti litokoolihapon aminoetyyliamidin
heikko liukoisuus liuottimena kiytettyyn dikloorimetaaniin. Litokoolihapon aminoetyy-
liamidi yritettiin saada liukenemaan kuivaan dikloorimetaaniin, mutta tdssé ei onnistut-
tu. Seokseen lisdttiin kuivaa 1,4-dioksaania, mutta liukoisuus ei parantunut. Sen sijaan

muodostui suspensio, joka reaktiokolviin lisdyksen aikana tukki tiputussuppilon.

Raakatuote puhdistettiin pylvdskromatografisesti kayttden eluenttina CHCl;:MeOH
98:2- scosta. 'H NMR -spektrin (liite 3.1) perusteella haluttua tuotetta voitiin todeta
muodostuneen. Asian varmistivat Boc-suojausryhmién signaali kemiallisen siirtymén
arvolla 1,5 ppm, 25- ja 26-metyleeniprotonien signaalit kemiallisen siirtymén arvolla
3,6 ppm seki proliinin CH,- ja CH-signaalit kemiallisen siirtymén arvoilla 3,64 ppm
4,19 ppm. Lisédksi spektrissd ndhddédn NH- protonit kemiallisen siirtymén arvoilla 6,84
ja 6,34 ppm integraalien ollessa 1,00 ja 1,04. Tuotteesta mitattiin myos *C- (liite 3.2),
C DEPT-135-, PFG 'H,"”C HMQC- ja PFG 'H,"”C HMBC NMR —spektrit sekd mas-
saspektri (liite 3.3)
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ESI-TOF-massaspektrissi (liite 3.3) havaittiin tuotteen [M + H]-adduktin signaali m/z-
arvolla 616,57. Yhdisteen moolimassa on 615,89 g/mol. My®&s tuotteen [M + Na]'-
addukti m/z-arvolla 638,55 nikyy spektrissd. Signaalin m/z-arvolla 517,52-todettiin ai-

heutuvan tuotteesta, jonka Boc-suojaus oli purkautunut.

Tuotteelle tehtiin myos alkuaineanalyysi, jossa yhdestd ndytteestéd tehtiin kaksi rinnak-
kaista mittausta. Analyysitulosten keskiarvot olivat N: 6,12, C: 67,35 H: 9,82, lasken-
nallisten arvojen ollessa N: 6,16, C:70,21, H: 9,93.

10.10 N-{N’-[N’’-(tert-Butoksikarbonyyli)-L-prolinamidi]etyyli}-3a,7a-dihydroksi-
5pB-kolan-24-amidi (131)

Tuotteen 131 valmistuksessa ldhtdaineena kéytettiin aiemmin valmistettua kenodeoksi-
koolihapon aminoetyyliamidia. Liuottimena kiytettiin kuivaa tetrahydrofuraania. Muut
reagenssit oli tislattu. Synteesi tehtiin huoneenldmmdssi typpiatmosfédrissé ja reaktion
etenemistd seurattiin 'H NMR -spektroskopian avulla. Reaktion paitytytti reaktioseok-
sesta haihdutettiin liuotin pois ja raakatuote liuotettiin dikloorimetaaniin, jotta vesiliu-
oksilla kisittely onnistuisi. Pesujen jéilkeen tuote oli vaaleaa ja lasivillamaista. Tuotetta
puhdistettiin pylvidskromatografisesti; eluenttina kaytettiin CHCl;: MeOH 90:10 -seosta.
Saanto oli 0,81 g (35 % teoreettisesta saannosta). 'H NMR -spektrissi (liite 4.1) nihtiin
NH-protonit kemiallisen siirtymén arvoilla 6,35 ja 6,83 ppm, integraalien ollessa 1,0 ja
1,3. My0s proliinin signaali kemiallisen siirtymén arvolla 1,48 ppm havaittiin. Tuottees-
ta mitattiin myds °C- (liite 4.2), *C DEPT-135-, PFG 'H,"*C HMQC- ja PFG 'H.,"*C
HMBC NMR -spektrit.

ESI-TOF -massaspektrissi (liite 4.3) havaittiin tuotteen [M + Na] -addukti m/z-arvolla
654,59. Myos tdssd spektrissd havaittiin signaali m/z-arvolla 554,50. Témé aiheutui
tuotteesta, jonka Boc-suojaus oli purkautunut. Tuotteelle tehtiin myos alkuaineanalyysi
kahdesta rinnakkaisesta néytteestd. Mittaustulosten keskiarvot olivat N: 5,56 %, C:

60,84 %, H: 8,52 %. Laskennalliset arvot olivat C: 68,43, H: 9,73, N: 6,65.
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10.11 N-{N’-[N’’-(tert-Butoksikarbonyyli)-L-prolinamidi]etyyli}-3a,12a-
dihydroksi-5p-kolan-24-amidi (132)

Tuotteen 132 valmistuksessa kdytettiin 1dhtdaineena aiemmin valmistettua deoksikooli-
hapon aminoetyyliamidia. Liuottimena kéytettiin kuivaa tetrahydrofuraania, johon ldh-
téaine liukeni hyvin. Synteesi tehtiin huoneenldmmdssé typpiatmosféérissd ja reaktion
etenemistd seurattiin 'H NMR -spektroskopian avulla. Reaktioseoksesta haihdutettiin
linotin pois ja raakatuote liuvotettiin dikloorimetaaniin, jotta vesiliuoksilla késittely on-
nistuisi.  Tuotetta  puhdistettiin  pylvdskromatografisesti  kédyttden eluenttina

CHCl3:MeOH 90:10 -seosta.

'H NMR -spektrissd (liite 5.1) nihtiin proliinin Boc-suojauksen signaali ~ 1,5 ppm:n
kohdalla. Samoin proliinin signaalit havaittiin kemiallisen siirtymén arvoilla 1,98; ~ 3,5
ja 4,13 ppm. Sappihapon 3p-protonin signaali ~ 3,5 ppm:n kohdalla jéi proliinin CHj -
signaalin alle. Spektrissd ndhdaén lisdksi 12B-protonin signaali 4,2 ppm kohdalla sekd
NH- protonit kemiallisen siirtymén arvoilla 7,16 ja 6,9 ppm integraalien ollessa 1,00 ja
1,02. Kuten muissakin synteeseissd, tuotteen joukkoon oli jaényt pieni mééra reagoima-

tonta etyyliklooriformiaattia. Saanto oli 0,71 g (32 % teoreettisesta saannosta).
Yhdisteen 132 hiiliatomien numerointi esitetdén kappaleessa 13 sivulla 79.

C NMR (126 MHz, CDCls, ppm) (liite 5.2): & 174,6 — 173,3 (C-24/27), 155,3 — 153,9
(C-32), 80,18 (C-33), 72,8 (C-12), 71,4 (C-3), 60,9 — 58,9 (C-28), 48,0 (C-14), 47,1 (C-
29), 46,6 (C-17), 46,3(C-13), 41,9 (C-5), 39,5 (C-25/26), 39,0 (C-25/26), 36,2 (C-4),
35,8 (C-8), 35,2 (C-20), 35,1(C-1), 34,0 (C-10), 33,4 (C-9), 33,0 (C-23), 31,4 (C-22),
30,2 (C-2), 29,3(C-31), 28,4 (C-11), 28,2 (C-34,C-35,C-36), 27,4 (C-6/16), 27,0 (C-
6/16), 26,1 (C-7), 24,2 — 24,3 (C-30), 23,6 (C-15), 22,9 (C-19), 17,2 (C-21), 12,5 (C-
18).

3C DEPT-135-, PFG 'H,"*C HMQC- ja PFG 'H,"*C HMBC NMR -spektrit esitetiin
liitteissa 5.3-5.5.

ESI-TOF -massaspektrissi (liite 5.6) havaittiin tuotteen [M + H]'- ja [M + Na]'-
adduktien signaalit m/z-arvoilla 632,59 ja 654,45. Tuotteen moolimassa on 631,89

g/mol. My®0s tdssd spektrissd havaittiin signaali m/z-arvolla 554,50. Tama aiheutui tuot-
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teesta, jonka Boc-suojaus oli purkautunut. Tuotteelle tehtiin myds alkuaineanalyysi
kahdesta rinnakkaisesta ndytteestd. Analyysitulosten keskiarvot olivat N: 5,34 %, C:
61,11 %, H: 9,23 %. Laskennalliset arvot olivat N: 6,65 %, C: 68,43 %, H: 9,73 %.

10.12 N-{N’-[N’’-(tert-Butoksikarbonyyli)-L-prolinamidi]etyyli}-3a,70,120-
trihydroksi-5p-kolan-24-amidi (133)

Synteesi 133 tehtiin kolme kertaa. Ensimmadiselld kerralla liuottimena kaytettiin dikloo-
rimetaania ja seuraavilla kerroilla tetrahydrofuraania. Koska l4dhtoaineena kiytetty koo-
lihapon aminoetyyliamidi ei liuennut hyvin dikloorimetaaniin, ei reaktio edennyt toivo-
tulla tavalla. TAmé varmistettiin kdyttden '"H NMR -spektroskopiaa. Kun liuottimeksi
vaihdettiin kuiva tetrahydrofuraani, saatiin sappihapon aminoetyyliamidi liukenemaan
paremmin. THF haihdutettiin pois ja raakatuote liuotettiin dikloorimetaaniin. Raaka-
tuotteesta mitattiin 'H NMR -spektri (liite 6.1), jossa havaittiin proliinin Boc-
suojauksen signaali kemiallisen siirtymén arvolla ~ 1,45 ppm, seké proliinin signaalit
kemiallisten siirtymien arvoilla 1,62, 3,33 ja 4,15 ppm. Spektrissd havaittiin my0s etyy-
liklooriformiaatin signaalit kemiallisten siirtymien arvoilla ~ 4,49 ja 1,2 ppm. Saanto jéi

valitettavan alhaiseksi ollen vain ~ 19 % teoreettisesta saannosta.

Kolmannella kerralla etyyliklooriformiaatti vaihdettiin isobutyyliklooriformiaatiksi, ja
livottimena kéytettiin kuivaa tetrahydrofuraania. Raakatuote puhdistettiin suoraan pyl-

vaspuhdistuksen avulla; eluenttina kéytettiin CHCl;:MeOH 88:12 -seosta.

Tuotteesta mitattiin 'H NMR -spektri, jonka perusteella voitiin todeta, ettd haluttua
tuotetta oli muodostunut. Epdpuhtautena nikyi livotinjadmid sekd mahdollisesti isobu-

tyyliklooriformiaattia. Saanto oli melko vaatimaton, 32 % teoreettisesta saannosta.
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10.13 Boc-suojauksen poistaminen

Lopuksi tuote 130 pyrittiin vapauttamaan Boc-suojausryhmaéstddn. Suojausryhmén pois-
toon kéytettiin kahta erilaista menetelmaii, joista toisessa kaytettiin HCl:dioksaani seos-

ta’* ja toisessa trifluorietikkahappoa.’

Ensimmdisen menetelmin tapauksessa Boc-suojatun tuotteen annettiin reagoida trif-
luorietikkahapon (TFA) kanssa huoneenlimméssd.”” Tidmén jilkeen raakatuotetta puh-
distettiin pylvaskromatografisesti, mutta se saostui pylvdiseen, eivitkd kerétyt fraktiot

siséltdneet 'H NMR -spektrin perustella tiysin puhdasta tuotetta.

Toisessa menetelmaissé reaktioseoksen annettiin reagoida TFA:n kanssa kylméssd. Mi-
tatun 'H NMR -spektrin perusteella suojausryhmi ei ollut hydrolysoitunut. Kun tuottee-
seen lisdttiin 20 x ylimééara trifluorietikkahappoa ja seoksen annettiin reagoida huoneen-
lamméssé viikonlopun yli, havaittiin mitatun 'H NMR -spektrin (liite 7.1) perusteella,
ettd Boc-suojausryhmé oli hydrolysoitunut. Toisaalta TFA oli esterditynyt sappihapon
3-asemaan Téméin seurauksena 3[3-H:n signaalin havaittiin siirtyneen alakentille (& =

4.89 ppm, 0,95).

Lopuksi suojausryhmén poistoa yritettiin kdyttden 4 M HCl:dioksaani-seosta.”* Tuotetta
sekoitettiin HCl:dioksaanissa huoneenlammdssd, minka jélkeen sitd puhdistettiin pyl-
vaskromatografisesti. Pylvéddseen saostui valkoista ainetta, joka oli mahdollisesti HCI-
suolaa. Fraktioista mitattujen '"H NMR -spektrien perusteella todettiin niiden olevan

epépuhtaita.

11 GEELINMUODOSTUSKOKEET

Kolmelle synteesituotteelle (130, 131, 132) tehtiin geelinmuodostuskokeita kéyttden
yhteensd 36 eri liuotinta. Liuotinten valmistajat ja niiden puhtaudet on esitelty kappa-
leessa 2.2. Valmistettua tuotetta punnittiin 5 mg pieneen koeputkeen, jossa se liuotettiin
500 pl:aan valittua livotinta. Yhdisteen liukenemista tarkkailtiin, ja jos yhdiste ei liuen-
nut valittdmasti, putkea sekoitettiin ultraddnihauteessa minuutin ajan. Jokaista koeput-

kea kuumennettiin varovasti kuumailmapuhaltimella, kunnes joko liuotin kiehui tai seos
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muuttui kirkkaaksi. Putket suljettiin korkilla ja parafilmilld ja jitettiin huoneenl&mpdon,
jotta mahdollinen kiteytyminen tai geelinmuodostus tapahtuisi. Havainnot esitetdin tau-
lukossa 4. Valitettavasti yksikéén tutkituista tuotteista ei muodostanut geelid kédytetyissa

luottimissa.
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Taulukko 4. Geelinmuodostuskokeissa kéytetyt liuottimet ja kokeiden tulokset

Numero Liuotin 130 131 132
1 Bentseeni P S Ps’, s
2 Tolueeni Ps Ps’, s Ps’, s
3 Etyylibentseeni Ps S S

4 0-Ksyleeni S Ps', s Ps", s
5 m-Ksyleeni Ps Ps', s Ps", s
6 p-Ksyleeni Ps Ps’, s Ps’, s
7 Mesityleeni Ps Ps Ps’, ps
8 tert-Butyylibentseeni Ps Ps Ps’, s
9 Kumeeni Ps Ps Ps", s
10 Klooribentseeni Ps S, s Ps", s
11 Anisoli Ps Ps’, s Ps', s
12 Asetonitriili S S%, s S, s
13 Dikloorimetaani Ps/1 S, s St s
14 Tetrakloorimetaani I Ps Ps’, ps
15 Asetoni S S, s S' s
16 Etyyliasetaatti Ps S', s S, s
17 1-Pentanoli S S, s S, s
18 1,4-Dioksaani S S, s S', s
19 2-Propanoli S S, s St s
20 1-Butanol S S, s S* s
21 1-Oktanoli S Ps', s S* s
22 Cyclohexanol S Ps’, s Ps', s
23 n-Heksaani 1 Ps+/1 Ps/l
24 Dietyylieetteri - I 1

25 Tetrahydrofuraani s* S, s S* s
26 N,N-Dimetyyliformamidi Ps', s S, s S' s
27 Kloroformi S s S, s S', s
28 Pyridiini - S%, s S%, s
29 Dimetyylisulfoksidi S',s S, s S, s
30 Etikkahappo - S', s S, s
31 Metanoli S, s S, s S' s
32 Muurahaishappo - St s S, s
33 Formamidi Ps’, s S, s Ps', s
34 Vesi I I, Ps I, Ps
35 Etyleeniglykoli Ps Ps',s Ps',s
36 Syklohekseeni Ps Ps', s S* s

S*/s'= liukenee ilman limmitysti, S/s = liukenee limmitettiessd, Ps" = osittain liukeneva ilman limmitysti, Ps =

osittain liukeneva lammitettdessd, I = liukenematon, - = ei tutkittu.
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12 SYNTEESIOHJEET

12.1 Metyyli-3a-hydroksi-5p-kolan-24-oaatti (122)

Litokoolihappo 1 (6,54 g, 15,0 mmol) punnittiin 100 ml:n kolviin, ja liuotettiin 60
ml:aan metanolia. Katalyytiksi lisdttiin pari pisaraa asetyylikloridia. Reaktioseosta ref-
luksoitiin 6ljyhauteella yon yli noin +90 °C:ssa. Refluksoinnin péatyttya liuotin haihdu-
tettiin pois mahdollisimman hyvin ja vaaleasta kiteisesti tuotteesta mitattiin 'H NMR -
spektri. Spektrin perusteella tuotteen havaittiin olevan riittdvin puhdasta seuraavaa vai-

hetta varten. Saanto 5,60 g (98 %, 14,3 mmol).

12.2 Metyyli-3a,7a-dihydroksi-5p-kolan-24-oaatti (123)

Kenodeoksikoolihappo 2 (5,88 g, 15,0 mmol) punnittiin 250 ml:n kolviin. Tuotteen syn-
teesi ja jatkokdsittely tehtiin samoin kuin edelld kohdassa 12.1. Tuotteen muodostumi-
nen ja puhtaus varmistettiin 'H NMR -spektroskopian avulla. Saanto 6,09 g (97 %, 14,9

mmol).

12.3 Metyyli-3a,120-dihydroksi-5p-kolan-24-oaatti (124)

Deoksikoolihappo 3 (5,88 g, 15,0 mmol) punnittiin 250 ml:n kolviin, ja liuotettiin me-
tanoliin. Synteesi suoritettiin kuten edelli. '"H NMR -spektrissd havaittiin jadnndsme-
tanolista aiheutuva signaali. Jiinndsmetanolin seurauksena saanto oli 6,60 g, teoreetti-
sen saannon ollessa 6,10 g. Tuote oli kuitenkin riittdvan puhdasta kaytettdviksi seuraa-

vassa synteesivaiheessa.

12.4 Metyyli-3a,70,12a-trihydroksi-5p-kolan-24-oaatti (125)

Tuotetta 125 valmistettiin samalla menetelmélld kuin edelld. Koolihappo 4 (6,13 g, 15,0

mmol) punnittiin 250 ml:n kolviin. Tuotteen muodostuminen ja puhtaus varmistettiin 'H
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NMR -spektroskopian avulla. Spektrin perusteella tuotteen joukossa oli liuotinjdémié,
minkd vuoksi sitd kuivattiin vakuumilinjassa ennen seuraavaa vaihetta. Saanto oli kvan-

titatiivinen.

12.5 N-(2-Aminoetyyli)-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi (126)

Litokoolihapon metyyliesteri (122) (5,57 g, 0,015 mol) punnittiin 250 ml:n kolviin ja se
suspentoitiin metanoliin. Tdmén jilkeen lisdttiin 10 ml (0,14 mol) etyleenidiamiinia ja
seosta refluksoitiin 6ljyhauteella +90 °C:ssa viikonlopun yli. Reaktioseoksesta mitattiin
'H NMR -spektri, jonka perusteella todettiin, ettd reaktio ei ole edennyt loppuun saakka.
Tamin jilkeen reaktioseokseen lisittiin vield 10 ml etyleenidiamiinia eli amiiniylimééra
kasvatettiin 20-kertaiseksi metyyliesteriin ndhden, ja refluksointia jatkettiin vield kaksi
vuorokautta. Tdmén jilkeen mitatusta '"H NMR -spektristi nihtiin, ettd reaktio oli eden-
nyt ldhes loppuun. Reaktioseoksesta haihdutettiin metanolia pois ja haihdutusjddnnos
kaadettiin jadveteen. Muodostunut saostuma suodatettiin ja saostumaa pestiin vield jaa-
vedelld, jotta diamiinijddmat saataisiin pois. Raakatuotteeseen jdi kuitenkin diamiinia,
minka vuoksi tuote uudelleenkiteytettiin asetonitriilistd. Tuotetta kuivattiin vakuumilin-
jassa ja siitd mitattiin "H NMR -spektri. Spektrin perusteella todettiin tuotteen joukossa
olevan edelleen pieni madrd yliméérdistd etyleenidiamiinia. Tuotteen katsottiin kuiten-

kin olevan riittdvén puhdasta jatkoreaktioon. Saanto 3,19 g (52 %, 7,61 mmol).

12.6 N-(2-Aminoetyyli)-3a,7a-dihydroksi-5f-kolan-24-amidi (127)

Kenodeoksikoolihapon metyyliesteri 123 (3,56 g, 0,0089 mol) punnittiin 250 ml:n kol-
viin. Kolviin liséttiin 30 ml metanolia ja 18 ml (0,27 mol) etyleenidiamiinia. Seosta ref-
luksoitiin 6ljyhauteella noin 90 tunnin ajan. Reaktioseoksesta haihdutettiin metanolia
pois, liséttiin 60 ml tolueenia ja haihdutettiin liuotin pois. Tolueenin lisdys ja haihdutus
toistettiin. Seuraavaksi reaktioseokseen lisdttiin 20 ml jadvettd ja 20 ml metanolia, ja
livottimet haihdutettiin jilleen pois. Téman jélkeen lisdttiin 20 ml metanoli:asetonitriili
(1:1) -seosta ja haihdutettiin liuotin pois. Lopuksi késittely toistettiin jddveden ja me-

tanolin lisdyksestd alkaen. Raakatuotetta pestiin jddvedelld (4 x 50 ml), jolloin raaka-
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tuote muuttui ruskeaksi liisteriksi. Vedestéd pyrittiin eroon liuottamalla tuote 40 ml:aan
tolueenia ja haihduttamalla liuottimet pois. Ruskea liisteri muuttui vaaleanoranssiksi
kiteiseksi tuotteeksi, joka lopulta kuivattiin vakuumilinjassa. Saanto 3,14 g, (81 %,

0,0072 mol).

12.7 N-(2-Aminoetyyli)-3a,120-dihydroksi-5p-kolan-24-amidi (128)

Deoksikoolihapon metyyliesteri 124 (6,59 g, 0,016 mol) punnittiin 250 ml:n kolviin,
jonne lisdttiin 40 ml metanolia ja 33 ml (0,48 mol) etyleenidiamiinia. Reaktioseosta
refluksoitiin 6ljyhauteella 96 tunnin ajan ja reaktion etenemisti seurattiin '"H NMR -
spektroskopian avulla. Raakatuote saostettiin kaatamalla reaktioseos jddveteen. Kiteet
suodatettiin imun avulla ja niitd pestiin jddvedelld, kunnes suodos oli kirkasta. Saanto

5,25 g (98 %, 0,012 mol).

12.8 N-(2-Aminoetyyli)-3a,7a,12a-trihydroksi-5p-kolan-24-amidi (129)

Koolihapon metyyliesteri 125 (4,95 g, 0,012 mol) punnittiin 250 ml:n kolviin, jonne
lisattiin 80 ml metanolia ja 16 ml (0,23 mol) etyleenidiamiinia. Seosta refluksoitiin 6l-
jyhauteella 96 tunnin ajan. Reaktion etenemistd seurattiin 'H NMR -spektroskopian
avulla. Reaktioseoksesta haihdutettiin metanolia pois, lisittiin 60 ml tolueenia, ja haih-
dutettiin liuotin pois. Tolueenin lisdys ja haihdutus toistettiin. Seuraavaksi reaktioseok-
seen liséttiin 20 ml jadvettd ja 20 ml metanolia, ja haihdutettiin liuotin uudelleen pois.
Tédmaén jélkeen liséttiin 20 ml metanoli:asetonitriili (1:1) -seosta ja haihdutettiin liuotin
pois. Kisittely toistettiin jddveden ja metanolin lisdyksestd alkaen. Raakatuote oli likai-
sen vaalea ja liimamainen. Koska "H NMR -spektria perusteella tuotteen joukossa oli
runsaasti asetonitriilid, tuotetta puhdistettiin liuottamalla se jddveteen ja uuttamalla sitd
erotussuppilossa dikloorimetaanilla (4 x 20 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na,SO4.1la,
suodatettiin ja haihdutettiin liuotin pois. Saanto oli 5,405 g teoreettisen saannon ollessa

5275 ¢g.
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12.9 N-{N’-[N’’-(tert-Butoksikarbonyyli)-L-prolinamidi]etyyli}-3a-hydroksi-5f-
kolan-24-amidi (130)

N-Boc-proliini (0,82 g, 0,0037 mol) punnittiin 250 ml:n 3-kaulakolviin, ja liuotettiin 30
ml:aan kuivaa dikloorimetaania. Seokseen lisdttiin 460 pl (0,0042 mol) tislattua N-
metyylimorfoliinia ja seos jadhdytettiin CaCl,-jadhauteella —20 °C:een. Kylmiin reak-
tioseokseen lisdttiin 360 pl (0,0037 mol) tislattua etyyliklooriformiaattia ja sekoitusta
jatkettiin kylméssé viiden minuutin ajan. Témén jélkeen jidhaude poistettiin ja seoksen
annettiin ldmmetd huoneenldmpdon. Lampenemisen aikana seokseen yritettiin lisdti
litokoolihapon etyyleenidiamiinin (1,44 g, 3,4 mmol) ja dikloorimetaani/1,4-dioksaanin
(10 ml) suspensio tiputussuppilon avulla huonolla menestykselld. Lopulta suspensio
kaadettiin lasisuppilon avulla kolviin ja sekoitusta jatkettiin huoneenldmmossd N»-

atmosfédrissd 24 tunnin ajan.

Vuorokauden jilkeen reaktioseos siirrettiin erotussuppiloon ja orgaanista kerrosta pes-
tiin 0,1 M HCl-liuoksella (3 x 10 ml), kylldiselld NaHCOs-liuoksella (3 x 10 ml) sekd
kyllaisellda NaCl-liuoksella (3 x 10 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla,
suodatettiin ja liuotin evaporoitiin pois. Tuote puhdistettiin pylviskromatografisesti
kdyttiden eluenttina dikloorimetaani:metanoli 98:2 -seosta. Puhdistettua tuotetta kuivat-
tiin vakuumilinjassa ja siitd mitattiin '"H NMR -spektri. Lupaavan tuloksen perusteella
tuotteesta mitattiin myds °C *C DEPT-135 PFG 'H,"*C HMQC- ja PFG 'H,"C HMBC
NMR -spektrit. Saanto 0,51 g (25 %, 8,28 * 10™* mol).

12.10 N-{N’-[N’’-(tert-Butoksikarbonyyli)-L-prolinamidi]etyyli}-3a,7a-dihydroksi-
5pB-kolan-24-amidi (131)

N-Boc-proliini punnittiin (0,87 g, 0,0041 mol) 250 ml:n 3-kaulakolviin, ja liuotettiin 30
ml:aan kuivaa tetrahydrofuraania. Sen jdlkeen lisdttiin 494 pl (0,0045 mol) N-
metyylimorfoliinia ja reaktioseos jadhdytettiin CaCl,-jadhauteella —20 °C:een. Kylméén
reaktioseokseen liséttiin 331 ul (0,0041 mol) etyyliklooriformiaattia ja sekoitusta jatket-
tiin kylméssd viiden minuutin ajan. Tdmén jdlkeen jidhaude poistettiin ja seoksen an-
nettiin ldmmetd huoneenldmpdon. Tiputussuppilon kautta seokseen liséttiin 1,60 g

(0,0037 mol) kenodeoksikoolihapon aminoetyyliamidia, joka oli liuotettu 10 ml:aan
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THF:a. Sekoitusta jatkettiin huoneenldmmossd N-atmosfaérissd 24 tunnin ajan. Reakti-
on etenemistd seurattiin 'H NMR -spektroskopian avulla. THF haihdutettiin pois py&ro-
haihduttimella ja jddnnds livotettiin 35 ml:aan dikloorimetaania. Orgaanista kerrosta
pestiin 0,1 M HCI -liuoksella (3 x 10 ml), kylldiselld NaHCOs-liuoksella (3 x 10 ml)
sekd kylldiselld NaCl-liuoksella (3 x 10 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaa-
tilla, suodatettiin ja haihdutettiin liuotin pois. Tuote puhdistettiin pylvdskromatografi-
sesti kéyttden eluenttina CHCl;:MeOH 90:10 -seosta. Tuote kuivattiin vakuumilinjassa
minki jilkeen siitd mitattiin '"H NMR -spektri. Lupaavan tuloksen perusteella tuotteesta
mitattiin myds °C, °C DEPT-135-, PFG 'H,"*C HMQC- ja PFG 'H,"*C HMBC NMR -
spektrit. Saanto 0,80 g (34 %, 0,0012 mol).

12.11 N-{N’-[N’’-(tert-Butoksikarbonyyli)-L-prolinamidi]etyyli}-3a,12a-
dihydroksi-5p-kolan-24-amidi (132)

N-Boc-proliini punnittiin (0,83 g, 0,0038 mol) 250 ml:n 3-kaulakolviin, ja liuotettiin 30
ml:aan kuivaa tetrahydrofuraania. Sen jédlkeen lisdttiin 467 pl (0,0043 mol) N-
metyylimorfoliinia ja reaktioseos jddhdytettiin CaCly-jddhauteella —20 °C:een. Kylmain
reaktioseokseen liséttiin 368 ul (0,0038 mol) etyyliklooriformiaattia ja sekoitusta jatket-
tiin kylmissd viiden minuutin ajan. Tdmén jilkeen jddhaude poistettiin ja seoksen an-
nettiin ldmmetd huoneenldmpdon. Tiputussuppilon kautta seokseen liséttiin 1,52 g
(0,0035 mol) deoksikoolihapon aminoetyyliamidia, joka oli liuotettu 10 ml:aan THF:a.
Sekoitusta jatkettiin huoneenldmmossid Nr-atmosfadrissd 24 tunnin ajan. Reaktion ete-
nemisti seurattiin 'H NMR -spektroskopian avulla. THF haihdutettiin pois py6réhaih-
duttimella ja jddnnos liuotettiin 30 ml:aan dikloorimetaania. Orgaanista kerrosta pestiin
0,1 M HCI -liuoksella (3 x 10 ml), kylldiselld NaHCOs-liuoksella (3 x 10 ml) seké kyl-
laiselld NaCl-liuoksella (3 x 10 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla, suo-
datettiin ja haihdutettiin liuotin pois. Vaaleasta lasivillamaisesta tuotteesta mitattiin 'H

NMR -spektri. Tuote kuivattiin vakuumilinjassa. Saanto 0,70 g (32 %, 0,0011 mol).
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12.12 N-{N’-[N’’-(tert-Butoksikarbonyyli)-L-prolinamidi]etyyli}-3a,70,120-
trihydroksi-5p-kolan-24-amidi (133)

Yhdistettd 133 tehtiin kolme kertaa. Ensimmadiselld kerralla liuottimena kiytettiin di-
kloorimetaania ja kahdella seuraavalla kerralla kuivaa tetrahydrofuraania Téssé anne-

taan ohje kahden jalkimmaisen reaktion suorittamiseen.

N-Boc-proliini (0,93 g, 0,0039 mol) lisdttiin 250 ml:n 3-kaulakolviin, ja liuotettiin
25 ml:aan kuivaa tetrahydrofuraania. Seokseen liséttiin 527 pl (0,0047 mol) N-
metyylimorfoliinia ja seos jddhdytettiin CaCl,-jadhauteella —20 °C:een. Kylméén reak-
tioseokseen lisattiin 415 pl (0,0043 mol) etyyliklooriformiaattia ja sekoitusta jatkettiin
kylméssi viiden minuutin ajan. Tdmaén jilkeen jddhaude poistettiin ja seoksen annettiin
lammetd huoneenldmpdon. Tiputussuppilon kautta seokseen lisdttiin koolihapon ami-
noetyyliamidi (1,02 g, 0,0023 mol), joka oli liuotettu 10 ml:aan THF:a. Sekoitusta jat-
kettiin huoneenldmmossd N,-atmosfdirissd 24 tunnin ajan. Tuotteen muodostumista
tarkasteltiin "H NMR —spektroskopian avulla. THF haihdutettiin pois pyorohaihdutti-
mella ja jéljelle jdényt sakka liuotettiin 20 ml:aan dikloorimetaania. Orgaanista faasia
pestiin 0,1 M HCl-liuoksella (3 x 20 ml), kylldisella NaHCOs-liuoksella (3 x 20 ml)
sekd kylldiselld NaCl-liuoksella (3 x 20 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaa-
tilla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Raakatuotteen saanto oli 0,48 g (19 %, 7,43 x
10™* mol)

Kolmannella synteesikerralla etyyliklooriformiaatti korvattiin isobutyyliklooriformiaa-
tilla (0,34 g, 0,0028 mol). Muuten olosuhteet olivat samat kuin aiemmin. Raakatuotteel-
le tehtiin pylvéspuhdistus, jossa eluenttina kéytettiin CHCl;:MeOH 88:12 -seosta. Tuot-
teesta mitattiin '"H NMR -spektri, jonka perusteella haluttua tuotetta havaittiin muodos-

tuneen. Liséksi havaittiin liuotin- ja mahdollisesti isobutyyliklooriformiaatin jaamia.

12.13 N-[(N’-L-Prolinamidi)etyyli]-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi (134)

Suojauksen purkamista yritettiin kolme kertaa kéyttden kahta eri menetelméa. Taarat-

tuun kolviin punnittiin 0,25 g (3,90 x 10™* mol) aiemmin valmistettua litokoolihapon
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aminoetyyliamidin Boc-proliinikonjugaattia (130), joka liuotettiin dikloorimetaaniin (5
ml). Seokseen liséttiin 598 ul (0,0078 mol) trifluorietikkahappoa ja sekoitettiin typpiat-
mosfadrissd yon yli. Sekoituksen jéilkeen reaktioseokseen liséttiin 5 % NaHCOs-liuosta,
jolloin muodostui valkea saostuma. Saostumaa uutettiin dikloorimetaanilla (3 x 30 ml).
Orgaanista faasia pestiin kylldiselld NaCl-liuoksella (3 x 50 ml), kuivattiin Na,SOjy:lla,
suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. 'H NMR -spektrin perusteella todettiin, ettd suojaus
oli purkautunut osittain. Tdmén jdlkeen raakatuotteeseen liséttiin 4 M HCl:dioksaani -
seosta ja sekoitettiin huoneenldmmdssid 30 minuutin ajan. Liuotin haihdutettiin pois ja
jaannoksestd mitattiin '"H NMR -spektri. Spektrin perusteella todettiin tuotteen kuiten-
kin olevan epdpuhdasta. Tuotetta puhdistettiin pylvaskromatografisesti CH,Cl,:MeOH
10:1 -seoksella. Tuote saostui pylvdédseen, josta se lopulta eluoitiin MeOH:Et;N 50:2 -

seoksella. '"H NMR —spektrin perusteella tuotetta ei saatu puhdistettua.

Kolmannella kerralla taarattuun 25 ml:n 2-kaulakolviin punnittiin 0,20 g (3,25 x 10™
mol) litokoolihapon aminoetyyliamidin Boc-proliinikonjugaattia (130), joka liuotettiin
CH,Cl,:iin (5 ml) Seokseen lisdttiin 231 pl (0,0030 mol) TFA:a ja sekoitettiin 0 °C:ssa
2,5 tuntia. Sekoituksen jélkeen reaktioseokseen liséttiin 2 M NaOH:a, kunnes pH oli 12
(1,5 ml). Téssé vaiheessa vesifaasin véri muuttui sinertdvéksi. Erotussuppilossa seosta
uutettiin dikloorimetaanilla. Orgaanista faasia pestiin kylldiselld NaCl-liuoksella (3 x 5
ml), kuivattiin Na,SOjy:lla, suodatettiin ja haihdutettiin liuotin pois. Tuote oli kellertavaa
ja liimamaista. Mitattiin "H NMR -spektri, jossa havaittiin Boc-ryhméan metyyliryhmien
signaali kemiallisen siirtymén arvolla ~ 1,5 ppm. Tésti voitiin todeta, ettd Boc-suojaus
ei ollut hydrolysoitunut. Témén jalkeen reaktioseokseen lisdttiin 0,479 pl (0,0064 mol)
TFA:a ja sekoitettiin huoneen ldmpdtilassa 48 h ajan. Reaktioseos neutraloitiin 10 %
NaHCOs-liuoksella, ja muodostunutta valkoista sakkaa uutettiin erotussuppilossa
CH,Cly:1la (3 x 30 ml). Orgaanista faasia pestiin kylldiselld NaCl-liuoksella (3 x 50 ml),
kuivattiin Na,SOy:Ila, suodatettiin ja haihdutettiin liuotin pois. Tuotteesta mitattiin 'H
NMR -spektri. Spektrin perusteella todettiin, ettd sappihapon 3a-asemassa oleva hyd-
roksyyliryhmé oli esterditynyt trifluorietikkahapon kanssa. Toisaalta Boc-suojaus oli

hydrolysoitunut.
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13 VALMISTETUT TUOTTEET
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14 YHTEENVETO

Erikoistyon tarkoituksena oli valmistaa nelivaiheista synteesireittid kayttden sappihap-
pojen aminoetyyliamidien ja L-proliinin konjugaatteja. Tyon tarkoituksena oli tutkia
valmistettujen yhdisteiden geeliytymisominaisuuksia. Sappihapoista valmistettiin ensin
metyyliesterit, joihon konjugoitiin amidisidoksella etyleenidiamiini. Ndin muodostunee-
seen sappihapon aminoetyyliamidiin konjugoitiin Boc-suojattu L-proliini toisella ami-
disidoksella. Boc-suojauksen purkamista kokeiltiin menestyksetti eri menetelmin. Ety-
leenidiamiiniylimiédrd aiheutti ongelmia, joista osa onnistuttiin ratkaisemaan. Ainoas-
taan koolihappo aiheutti ldhes ylitsepddsemittomid ongelmia: sen aminoetyyliamidin

valmistaminen ja puhdistaminen osoittautuivat vaikeiksi eikd tuotetta saatu puhtaana.

Erikoistyossé kaytettiin yleisimpid orgaanisen kemian synteeseissd kdytettyjd tyomene-
telmid ja samoja tyOvaiheita toistettiin, mikd antoi varmuutta synteesitydskentelyyn.

My®s erilaisten mittaus- ja karakterisointimenetelmien kaytostd saatiin kokemusta

Erikoisty6ssd kohdattiin vaikeita ongelmatilanteita, mutta asiantuntevan avun ja hyvien

neuvojen avulla niistikin selvittiin.
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LIITTEET

1. Metyyli-3a,7a,12a-trihydroksi-5p-kolan-24-oaatti (125)
LITE 1.1 "HNMR —spektri
2. N-(2-Aminoetyyli)-3a,12a-dihydroksi-53-kolan-24-amidi (128)
LITE 2.1 '"HNMR -spektri
3. N-{N’-[N”’-(tert-Butoksikarbonyyli)-L-prolinamidi]etyyli}-3a-hydroksi-53-kolan-
24-amidi (130)
LITE 3.1 '"HNMR -spektri
LIITE 3.2 C NMR -spektri
LITE 3.3 ESI-TOF -massaspektri
4.  N-{N’-[N’’-(tert-Butoksikarbonyyli)-L-prolinamidi]etyyli}-3a,7a-dihydroksi-5p3-
kolan-24-amidi (131)
LIITE 4.1 '"H NMR -spektri
LIITE 4.2 *C NMR -spektri
LIITE 4.3 ESI-TOF -massaspektri
5. N-{N’-[N’’-(tert-Butoksikarbonyyli)-L-prolinamidi]etyyli}-3a,12a-dihydroksi-5p3-
kolan-24-amidi (132)
LITE 5.1 ' HNMR -spektri
LITE 5.2 "*C NMR -spektri
LIITE 5.3 "*C DEPT-135 NMR -spektri
LIITE 5.4 PFG 'H,”C HMBC -spektri
LITE 5.5 PFG 'H,">C HMQC -spektri
LIITE 5.6 ESI-TOF -massaspektri
6. N-{N’-[N’’-(tert-Butoksikarbonyyli)-L-prolinamidi]etyyli}-3a,70,12a-trihydroksi-
5B-kolan-24-amidi (133)
LITE 6.1 '"HNMR -spektri
LIITE 6.2 ">C NMR -spektri
7. N-[(N’-L-Prolinamidi)etyyli]-3a-hydroksi-5p-kolan-24-amidi (134)
LITE 7.1 ' HNMR -spektri
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TBP-097-4 in CDCI3 at 30 C
1H NMR at 500 MHz with BBI
@2.07 2011 Minna Tolonen/EK

Current Data Parameters

NAME TBP-087-4
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20110702

Time 2.49
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG zg30

D 65536
SOLVENT CDC13

NS 4

DS ¢]

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.122266 Hz
AQ 4.0894966 sec
RG 80.6

DW 62.400 usec
DE 89.25 usec
TE 303.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
mm=m==== CHANNEL fl ========
NUC1 1H

Pl 8.40 usec
PLl -6.00 4B
SFO1 500.1335009 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536

S¥ 500.1300130 MHz
WDW EM

3SR [¢]

LB 0.10 Hz
GB 0

PC 1.50



{30C
iz with BBO

=

LpS0'ZL —

Lose'gl —

6820 —

289E°ET —
9602V —

ZLTP'OT —
BBOZ'LZ —

0B0Z'8Z ——
052V'BZ —

£185°08 —
PEED'IE —
BLIGEE —

8zLege
LG —=
POBB'GE —_
¥205°96 —

6LIZOF ——
89 or —

ZeLer —
9EGLZY —

§620°95 —
681598 —

1988 1L —

ZopL 9L

[ppm]

]
=

il

i

TBP-087-4 in CO
13C NMR at 126

28.08 2011 Minna flpionen

ZheZ L

FS0S°08 —

]
s
=

CEHLIIT

00-



LIITE 3.3

g

TBP-09T LCA-AetA-Boc Proliini
TEF-CAT 35 {0,349} Cm {£1:1125)
100 o1H a846

* 38 557E
5175223
-
16,5750
1 B3D.5835

i E54.5483

ol
500 550 GO0 650  FO0  TAD 80D A50 Q00 950

100N

1050 1100 159

05-Aug-2011
TCF S ES+
G.Bdcd
1984 1B52
12551632
12321687

. I'I"II".r;
1200 1250 1300 1264



£106'0
leze0— ElGBEl |
8200°L
r600°L
ey ——
C!!Q.! |l|||.|..u [
129876 |
LopL'z — £1050 |
osLo'e — 86050 [~
ovos'e |
mﬁmnnw
BLLE'E —— S29L )
9188€ ——
LGTPE .\u
8560'S |
PEOLE —
zezre — f
Lrpee — %«V
0580'F —_ zzeel |
FELOF— v
LG — oeLLE -
zzeT v — f
SE6LT -
8spr' — U
riEs'r — L6FB 0 [
6658'9 — 0000 |
fin} L£89'9 —
¢, @g esors ¥E8LZ |
£ £5 osese—
= LY )
o T =
o =g |
58!
o=
o wE
o o L
= pegzs
. W =)
bS] o L
oo ES
By E
T T T T T T T T ; T
[1au] og 0z ol 0

['v A1LI'T

[ppm]



al 30C

Tolonen/EK

PLBLLL —

iese'gl —
tLBS 02 —

oroL’ee —
OLLLEE —

98G1'82 —

9BOL'OE —
B599° 1L —

2088'2¢ —
SEEP'EE —

62P9Pe — _
695038 ——
1psege

siogas—

12666 ~_
68.9°6E ——
8056'66 —

9625 IF —
oglLLer —

808K 05 —

6058'5E —

060589 —

06LF 1L —
1900'ZL —

LPELOL

TBP-112in CO

21.08 2011 Min

1ZPT'LL

LisF 08—

0000°001

¢y HLII'T

[ppm]




LIITE 4.3

-

'ETCA AstA Boo prodling 16-Sep-2011
ITElF'-1 12 88 (h33) Cm [20142) H54 50z TOF r.n? _ETS-:-
- TTes

190 17735

£54.5018
HET2
.|
| G55 53308 |
| 2T
| |
| BFDEA1S
152
4004156 <
T
1|
it b RS | | PP .J.JL.._._:_.._. beoe _ . — miE

= . e N e e ~ T T
| 100 S50 390 H40G SR E00 0D B0 500 1000 109 e s0n 1400



LITE 5.1

TBP-111 in CDCI13 at 30 C
Fr 9-33 (viikkeviimpi niyte)
1H NMR at 500 MHz with BBO
16.08 2011 Minna Tolonen

Current Data Parameters
NAME TBP-111
EXPNO Ly
PROCNO 1
FZ -~ Acguisition Parameters
Date . 20110818
Time 10.23
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT CnCl3
NS 8
Ds 4]
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.122266 Hz
AQ 4.0894966 sec
RG 18
DwW 62.400 usec
DE 89.25 usec
TE 303.2 K
DI 1.00000000 sec
TDO 1
4 wwmwmmmmww CHANNEL fl =wwewwws
NUC1 1H
Pl 8.40 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 500.1335009 MH=z
F2Z — Processing parameters
SI 65536
I SF 500.1300128 MH=z
A WDW EM
55B 0
T T T T T T T T T T T T T T T LB 0.10 H=z
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LIITE 5.3

1TBP-111in COCIZal 30C
Fr9.35

DEPT-135 at 126 MHz with BBO
1 CH,CH3 yids, CHZ2 alas

w - {16.08 2011 Minna Tolonen
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LIITE 5.6

TBP-111 DCA-AetA-Boc Proliini ' 05-Aug-2011
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TBP-105+106 in CDCI3 at 30 C
Fr 12-45 (viikevimpi nidyte)
IHNMR at 500 MHz with BBI
16.08 2011 Minna Tolonen

Current Data Parameters

NAME TBP~105&106
EXPNO 2
PROCNGC 1

F2Z - Acquisition Parameters
Date. 20110816

Time 11.01
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG zg30

TD 65536
SCLVENT CDhC13

NS 8

DS 0

SWH 8012.820 Hz
FIDRES C.122266 Hz
AQ 4,0894966 sec
RG 11.3

DW 62.400 usec
DE 89.25 usec
TE 303.2 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

S S e S S S CHANNEL F] e e e e o v
NucCi 1H

Pl 8.40 usec
PL1 ~6.00 dB
SFO1 500.1335009 MH=z
F2 — Processing parameters
3T 65536

SF 500.1300115 MHz
WDwW EM

SSB 0

LB 0.10 Hz
GB 0

PC 1.50



LIITE 6.2

§ TBP-105+106 in CDCI3 at 30 C
pC Fr 1245 {(vikevimp: niyie)

v \\\\\\MW LGSR 28 L Hin o

Current Data Parameters

175.451
175.182
174.084
173.463
154.884
154.362
153.959

80.050
79.847
79.646
77.201
72784
71.517
68,072
60. 861
60.179
59015
57.589
46.575
46.099
41.333
39432
39271
38.990
35.199

oo
=
vy
~
o

34 445

o0
[
S~
- o4
o

3 1.371
30623
29.969
29.438
28.233
28072
27872
27.333

e
~

NAME TBP~-105&1086
EXPNO 102
PROCHNO 1
F2 - Acqguisition Parameters
Date 20110816
Time 10.40
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG Zgpa 30
TD 63536
SOLVENT CpC13
NS 394
DS s}
SWH 30303.031 H=z
FIDRES C.462388 HzZ
P-Xe] 1.08139%940 sec
RG 4096
DW 16.500 usec
DE 6.00 usec
TE 303.2 K
Dl 2.00000000 sec
dll 0.03000000 sec
DELTA 1.899992298 sec
TDO 10240
= CHANNEL £1
13C
11.50 usec
-4.00 dB
125.7716224 MH=z
mmmmmmme CHANNEL £2 =—=—memee
CPDPRG2 waltzlg
wnucz 1H
PCPD2 BO.00 usec
PLZ -&.00 dB
PL1Z 13.47 dB
PL13 120.00 dB
SFO02 500.1320005 MHzZ
FZ - Processing parameters
ST 65536
SF 125.7578100 MHz
WDW EM
SE5B o
1B 1.00 Hz
GB (¢}
rPC 1.40
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