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Monien potentiaalisten ladkeainekandidaattien vesiliukoisuus on huono. T&ma on
merkittdvd  ongelma  pyrittdessé  kehittdmaan niistda  valmiita  ladkkeita.
L&aakeainekandidaattien vesiliukoisuus riippuu niiden kemiallisesta rakenteesta.

Tutkielmassa esitetdadn erilaisia menetelmid kiinteiden l4d8keaineiden vesiliukoisuuden
parantamiseksi. Kemiallisia menetelmid ovat suolanmuodostus, pH:n muuttaminen ja
aihiolddkkeen (engl. prodrug) valmistaminen. Aihiolddke on farmakologisesti inaktiivinen
yhdiste, joka metaboloituu elimistosséd aktiiviseksi ld&keaineeksi. Aihiol&dkettd
valmistettaessa muokataan ld&keaineen kemiallista rakennetta liittdmalla siihen
vesiliukoisuutta lisddva rakenne. Vesiliukoisuutta lisddvana rakenteena voi toimia fosfaatti
tai sokeri, ionisoituva orgaaninen happo tai emés tai neutraali ryhma. Yksi yleisimmista
menetelmistd aihioldadkkeen valmistamiseksi on kéayttaa aihio-osana fosforihapon estereitd
tai amideja.

Fysikaalisia ja muita menetelmid ovat esimerkiksi kiinteiden dispersioiden,
nanopartikkeleiden tai nanosuspensioiden valmistaminen, kiderakenteen muokkaaminen ja
syklodekstriinien hyddyntaminen inkluusiokompleksien muodostamiseksi.

Tutkielman kokeellisessa osassa tutkittiin ladkeainekandidaatti DPMBA:n (N-(4,6-
dimetyylipyrimidin-2-yyli)-4-[(2-metyylibentsyyli)amino]bentseenisulfonamidi) fosfaatti-
monoesterin valmistusta. DPMBA on selektiivinen oy-antagonisti eli adrenoseptorien
salpaaja. Kyseista ladkeainekandidaattia wvoisi mahdollisesti hyodyntdd sydan- ja
verenkiertoelimiston sairauksien hoidossa. DPMBA:n ongelmana on sen huono
vesiliukoisuus fysiologisessa pH:ssa, joten sen farmakologiset ominaisuudet ovat huonot.

Kokeellisen osan tavoitteena oli parantaa DPMBA:n vesiliukoisuutta valmistamalla siita
aihioldéke. Aihioladkkeen valmistus sisalsi DPMBA:n synteesin kehitystd ja aihiold&dkkeen
valmistuksessa tarvittavien kloorimetyylifosfaattien synteesit. Aihio-osien liittdmista
DPMBA:han kokeiltiin erilaisin menetelmin. Liséksi tutkittiin kloorimetyylifosfaattien
liittdmista DPMBA:n lahtOaineisiin  sek& muihin samankaltaisiin primaarisiin  ja
sekundaarisiin amiineihin.

DPMBA:n kemiallinen rakenne on haastava, eika kokeiltuja fosfaattiaihio-osia saatu
liitettyd siihen. DPMBA:n rakenteessa oleva sulfonyyliryhmd, elektroneja
puoleensavetdvand ryhmana, heikentda rakenteessa olevien sekundaaristen typpiatomien
nukleofiilisyyttd. Aihiolddkkeen valmistamisen sijaan kyseeseen voisi tulla jokin
fysikaalinen menetelma DPMBA:n vesiliukoisuuden parantamiseksi.
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KIRJALLINEN OSA

1. JOHDANTO

On arvioitu, ettd ld&kekehityksen tuloksena saavutetuista uusista pienimolekyylisisté
ldékevalmisteista (engl. new chemical entities, NCE) yli 40 % on erittdin huonosti
vesiliukoisia'.  Laakeainekandidaatin ominaisuuksista erityisesti huono solukalvon
lapdisevyys (permeabiliteetti) ja huono vesiliukoisuus ovat paasyité siihen, ettei siit4 saada
kehitettyd valmista ladkettd®. Nama ominaisuudet ovat lisaksi tarkeimpid suun kautta
otettavien l48keaineiden imeytymiseen vaikuttavia tekijoitd, silld imeytydkseen
ruoansulatuskanavasta ladkeaineen on oltava vesiliukoisessa muodossa®®. Huonon
vesiliukoisuuden ja imeytymisen seurauksena lddkeaineen biologinen hy6tyosuus (engl.
bioavailability) j&& pieneksi tai se vaihtelee. Talloin ld&keainetta on annettava elimistoon
suurempi  maard riittdvan pitoisuuden saavuttamiseksi, mikd lisad ladkehoidon
kustannuksia. Huono vesiliukoisuus vaikuttaa myo6s ruoansulatuskanavan ulkopuoliseen
annosteluun. Se voi vaikeuttaa kyseisen antotavan vaatimien liuosten valmistamista.>®

L&akeaineen vesiliukoisuutta voidaan parantaa useilla menetelmilld. Ne voidaan
luokitella kemiallisiin, fysikaalisiin ja muihin menetelmiin®®. Kemiallisia menetelmi& ovat
lddkeaineen kemiallisen rakenteen muokkaaminen valmistamalla siitd aihiold&ke (engl.
prodrug), pH:n muuttaminen ja suolanmuodostus. Fysikaalisia menetelmid ovat
partikkelikoon muuttaminen valmistamalla nanosuspensioita ja nanopartikkeleita,
kiderakenteen muuttaminen ja kiinteiden dispersioiden valmistaminen. Muita menetelmia
ovat esimerkiksi apuaineiden, kuten surfaktanttien eli pintajannitysta alentavien aineiden,
ja apuliuottimien (engl. cosolvents) kayttd0 sek& syklodekstriinien hy6édyntdminen.
Menetelman valinta riippuu ladkeaineen kemiallisista, fysikaalisista ja farmakokineettisista
ominaisuuksista. Lisaksi menetelmdn valintaan vaikuttavat kéytettdvat apuaineet sek&
haluttu annoskoko ja -muoto.®***

Tutkielmassa tarkastellaan olomuodoltaan kiinteiden la&keaineiden vesiliukoisuuden
parantamista. Kirjallisessa osassa kasitellaan vesiliukoisuutta ja siihen vaikuttavia tekijoita
sekd la&keaineiden vaiheita elimistossd eli imeytymistd, jakautumista, metaboliaa ja
eritystd (ADME-ominaisuudet). Tadman jalkeen luodaan yleiskatsaus menetelmiin, joiden
avulla l4&keaineiden vesiliukoisuutta voidaan parantaa. Kirjallisuudessa kuvatut

kemialliset menetelmat kuvataan kattavasti. Fysikaaliset ja muut menetelmét kuvataan



esimerkinomaisesti. Tutkielmaan liittyvdn kokeellisen osan tavoitteena oli huonosti
vesiliukoisen  la&keainekandidaatin ~ (N-(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)-4-(2-metyyli-
bentsyyliamino)bentseenisulfonamidi, DPMBA) (1) (Kuva 1) vesiliukoisuuden ja sita
kautta sen elimistoonpéadsyn parantaminen liittdméalla DPMBA:han aihio-osa, jolloin siita
syntyy aihiolaake.

s
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Kuva 1.  L&aakeainekandidaatin  (N-(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)-4-(2-metyyli-
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bentsyyliamino)bentseenisulfonamidi, DPMBA) (1) rakenne.

DPMBA sitoutuu selektiivisesti tiettyjen ap-adrenoseptorien alatyyppiin. Namé reseptorit
ovat muun muassa sileiden lihassolujen ja sydénlihassyiden reseptoreja, ja op-
adrenoseptorien kautta sympaattisten hermopéétteiden erittdméat elimiston endogeeniset
katekoliamiinit, kuten adrenaliini ja noradrenaliini, vaikuttavat lihassolujen toimintaan.
DPMBA on selektiivinen ap-antagonisti eli adrenoseptorien salpaaja, ja sitd voisi
mahdollisesti hyodyntdd sydan- ja verenkiertoelimiston sairauksien hoidossa. DPMBA:n
ongelmana on sen huono vesiliukoisuus fysiologisessa pH:ssa (pH 7,4), joten sen

farmakologiset ominaisuudet ovat huonot.***3

2. LIUKENEMINEN

2.1. LIUKOISUUDEN MAARITELMA

Liuos (engl. solution) on nestemdainen tai kiinted faasi, jossa eniten esiintyvé aine on liuotin

ja muut aineet siihen liuotettuja aineita'®. Liukoisuus (engl. solubility) ilmoittaa liuenneen

aineen maaran tarkasteltavassa kyllaisessa liuoksessa tietyssa lampétilassa™®. Liukoisuus

voidaan ilmaista konsentraationa (mol/dm?®)™ tai jonain muuna pitoisuusyksikkona.
Yhdisteen liukoisuus voidaan mééritelld kolmella tavalla. Puskuroimaton liukoisuus

(engl. unbuffered solubility) kuvaa yleensd tilannetta vesiliuoksessa. Se tarkoittaa

yhdisteen liukoisuutta kyllaisessa liuoksessa siind pH:ssa, jossa liukenemista ei enaa



tapahdu. Puskuroitu liukoisuus (engl. buffered solubility) viittaa liukoisuuteen annetussa
pH:ssa, ja mittaus tehd&dan maaritellyssa pH-puskurisysteemissa. Se ei yleensa huomioi
puskurisysteemissd olevien vastaionien suolanmuodostuksen vaikutuksia. Luontainen
liukoisuus (engl. intrinsic solubility) tarkoittaa ionisoituvan yhdisteen neutraalin muodon
liukoisuutta.*®

Fligge ja Schuler luokittelevat liukoisuuden kolmeen ryhmadn siten, ettd yhdisteen
liukoisuus voi olla huono (< 20 pg/ml), liukeneminen voi tapahtua osittain (20-80 pug/ml)
tai yhdiste on liukoinen (> 80 pg/ml)'’. Yhdysvaltojen farmakopea (United States
Pharmacopeia, USP) kayttaa liukoisuudelle kuvailevia termeja (Taulukko 1), Sen
perusteella ld&keaineelle voidaan mééritelld seitseman liukoisuuden astetta. Liuottimen

maara ilmaistaan millilitroina ja liuenneen aineen maara grammoina®®.

Taulukko 1. Yhdysvaltojen farmakopean kayttamat kuvailevat termit liukoisuudelle.*®

Termi Liuottimen maara/ 1 osa Vaihteluvali (g/ml)
liuennutta ainetta

Erittain liukoinen <1 >1

Vapaasti liukoinen 1-10 0,1-1,0

Liukoinen 10-30 0,03-0,1

Niukasti liukoinen 30-100 0,01-0,03

Lievasti liukoinen 100-1000 0,001-0,01

Hyvin lievasti liukoinen 1000-10 000 0,0001-0,001

Lahes tai taysin > 10 000 <0,0001

liukenematon

2.2. LIUKENEMISEEN VAIKUTTAVIA TEKIJOITA

Kiintedn molekyylirakenteisen yhdisteen liukenemisprosessi kasittdd kolme vaihetta.
Ensimmadisesséd vaiheessa molekyyli poistetaan kiderakenteesta. Tamé& vaatii runsaasti
energiaa, koska molekyylin viereiset sidokset kiintedssé aineessa on katkaistava. Toisessa
vaiheessa liuotinmolekyylit muodostavat liukenevan aineen molekyylin kannalta
sopivankokoisen onkalon. Vesiliuoksessa tdma vaatii vetysidosten katkaisemista.
Kolmannessa vaiheessa liukenevan aineen molekyyli on edelld muodostuneessa onkalossa.

Liuotinmolekyylit ja liukenevan aineen molekyyli ovat keskendan vuorovaikutuksessa,



jolloin sidosten muodostuessa vapautuu energiaa. Vapautuvan energian méérd vaikuttaa
sithen, kuinka hyvin aine liukenee sitd ympéroivaan liuottimeen eli kuinka helposti
liukenemistapahtuma etenee.”?%2

Laakeainemolekyylit ovat yleensd veteen niukkaliukoisia. Mikali liukenemista
kuitenkin tapahtuu, voi liuennut molekyyli liikkua vapaasti liuoksessa, jolloin systeemin
entropia kasvaa. Molekyyli voi myos tormatd kiinted&n faasiin, jolloin se suurella
todenndkoisyydelld tarttuu siihen kiinni. Samalla muita molekyyleja voi irrota ja liueta,
jolloin lopulta saavutetaan tasapaino. Todenndkdisyys molekyylin irtoamiselle on
kuitenkin pieni.?*%

L&akeaineen vesiliukoisuus riippuu muun muassa sen kemiallisesta rakenteesta,
liuottimen ominaisuuksista ja pH:sta sekd lampotilasta ja  mahdollisesta
suolanmuodostuksesta®?. Vesiliukoisuuteen vaikuttavat laakeainemolekyylin koko’??’
ja muoto®. Mita suurempi molekyyli on kooltaan ja mita suurempi on sen molekyylipaino,
sitd huonompi on liukoisuus. Partikkelikoon kasvaessa liukenemiseen kaytettdva pinta-ala
pienenee. Liukenemiseen k&ytettdvan pinta-alan pienentyesséd vuorovaikutus liuottimen
kanssa védhenee, mika heikentdd liukoisuutta. Kooltaan pienet, pyoredt partikkelit
liukenevat paremmin kuin suuret, muodoltaan epasaannélliset partikkelit.”*°

Substituenteilla on vaikutusta molekyylin liukoisuuteen, koska ne vaikuttavat
molekyylin ominaisuuksiin. Mik&li molekyylissd on substituentteja, jotka voivat
muodostaa vetysidoksia vesimolekyylien kanssa, niin molekyylin vesiliukoisuus yleensa
kasvaa. Monet ladkeainemolekyylit ovat heikkoja happoja tai heikkoja eméksia, ja niiden
ionisoituminen riippuu pH:sta. Vesiliuoksissa ionisoituneet muodot ovat liukoisempia kuin
ionisoitumattomat  muodot®. Heikosti emaksiset ladkeainemolekyylit liukenevat
hitaammin korkeassa pH:ssa, jolloin ionisoitumaton muoto on vallitseva. Heikosti
happamat la8keainemolekyylit liukenevat nopeammin Kkorkeassa pH:ssa, jolloin

ionisoitunut muoto on vallitseva.*>?

2.3. LIUKOISUUS JA PERMEABILITEETTI

2.3.1. Liukoisuuden ja permeabiliteetin valinen yhteys

Lipinski on tarkastellut l4&dkeaineen imeytymisen, liukoisuuden ja permeabiliteetin valista
yhteytta*3!. Kun laakeaine annetaan elimistdon suun kautta, sen biologinen hydtyosuus
riippuu seka liukoisuudesta etta permeabiliteetista®. Biologiseen hydtyosuuteen vaikuttavat

myos ladkeaineen imeytyminen ja metabolia. Biologinen hyotyosuus tarkoittaa sitd osuutta



suun kautta annetusta ladkeaineesta, joka padsee systeemiseen verenkiertoon ja voi sita
kautta vaikuttaa elimistossa. Se ilmaistaan usein prosentteina.®

Permeabiliteetti rajoittaa la&keaineen vesiliukoisuutta siten, ettd permeabiliteetin
kasvaessa ladkeaineen liukoisuus veteen heikkenee®. Huonon permeabiliteetin laakeaineen
on oltava liukoisempi kuin hyvén permeabiliteetin l&4&keaineen, jotta sen biologinen
hyotyosuus olisi riittdvd. Kuva 2 havainnollistaa, milld permeabiliteetin ja liukoisuuden
arvoilla (pH:ssa 6,5 tai 7,0) véltetddn suun kautta annosteltavan l&&keaineen huono
imeytyminen. Annokset ovat 0,1, 1 ja 10 mg/kg. Esimerkking tarkastellaan ladkeainetta,
jonka permeabiliteetti on huono. Annos on 1 mg/kg. Kuvasta 2 ndhddan, ettd kun
ld&keaineen liukoisuus on véhintddn 207 pg/ml, sen imeytyminen on riittdvaa. Lisaksi
havaitaan, ettd samansuuruisella annoksella korkean permeabiliteetin ladkeaineen

liukoisuudeksi riittaa 10 pg/ml.*
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Kuva 2. Ladkeaineen pienin hyvaksyttavd liukoisuuden arvo (pg/ml). Pylvééat
havainnollistavat pienimman mahdollisen liukoisuuden arvon huonon
(vasemmanpuoleinen  pylvas), keskitason (keskimmdiinen pylvds) ja korkean
(oikeanpuoleinen pylvas) permeabiliteetin ladkeaineelle eri annoksilla.* Kuvan asteikko on

logaritminen.



2.3.2. Biofarmaseuttinen luokittelujarjestelma

Biofarmaseuttinen luokittelujarjestelma (engl. Biopharmaceutical Classification System,
BCS) luokittelee ladkeaineet niiden permeabiliteetin ja vesiliukoisuuden perusteella.
Néiden lisdksi se sisaltad ladkeaineen vapautumisen laékevalmisteesta. Nama kolme tekijaa
vaikuttavat ld&keaineen imeytymisen ma&rddn ja nopeuteen ja niiden perusteella
ld&keaineet voidaan luokitella neljdan luokkaan. Luokittelun perusteella voidaan ennustaa
ladkeaineen imeytymisté ruoansulatuskanavasta.®

Luokkaan | kuuluvat ladkeaineet, joiden permeabiliteetti ja liukoisuus ovat hyvid.
Talloin liukeneminen on imeytymisen nopeutta rajoittava tekija. Miké&li imeytyminen on
hyvin nopeaa, mahalaukun tyhjeneminen on imeytymisen nopeutta rajoittava vaihe.
Luokkaan Il kuuluvat ladkeaineet, joilla on hyvéa permeabiliteetti, mutta liukoisuus on
huono. Talloin liukeneminen on imeytymistd rajoittava tekija. Luokan Il ladkeaineiden
permeabiliteetti on huono, mutta liukoisuus hyva. Té&ssa permeabiliteetti on imeytymista
rajoittava tekijd. Luokan IV ladkeaineiden permeabiliteetti ja liukoisuus ovat huonoja.
Tallaisten molekyylien annostelu suun kautta ei useinkaan ole tarkoituksenmukaista.
Parempi vaihtoehto on muokata ladkekehitysprosessin alkuvaiheen johtolankamolekyylin
(engl. lead) rakennetta, jotta la&keaineelle saadaan tarvittavat fysikokemialliset

ominaisuudet.®1%3®

2.4. LIUKOISUUDEN MAARITTAMINEN KOKEELLISESTI

Liukoisuus voidaan maédrittdd kokeellisesti joko termodynaamisesti tai Kineettisesti.
Termodynaamisen liukoisuuden maérittdmiseksi Kkiinted aine liuotetaan veteen ja sen
annetaan saavuttaa tasapaino. Kineettista liukoisuutta maéaritettdessd lahtdaineena on jo
etukateen joko veteen tai esimerkiksi dimetyylisulfoksidiin (DMSO) liuotettu yhdiste.
Termodynaamista liukoisuutta pidetddn yleenséd yhdisteen niin sanottuna todellisena
liukoisuutena. Se maéaritelld&dn yhdisteen pitoisuudeksi liuoksessa silloin, kun yhdisteen
liukenevan ja liukenemattoman osan vélilla vallitsee tasapaino. Kineettinen liukoisuus
huomioi yhdisteen saostumisen ja se maééritelld&n pitoisuudeksi, jossa yhdisteen
saostuminen alkaa. Ladkekehityksen kannalta oleellisempi néistd kahdesta on kineettinen
liukoisuus. Sen avulla voidaan sopivaa mittausmenetelmaa kayttden arvioida, pysyyko

DMSO:iin liuotettu yhdiste laimennoksen jalkeen liuosfaasissa. %%’



Sek& Kkineettisen ettd termodynaamisen liukoisuuden maéritys perustuu kyllaisen
vesifaasin konsentraation mittaamiseen. Tama tehddan mittaamalla ultravioletti- eli UV-
absorptiota kayttamélla joko UV-menetelmid tai korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa
(HPLC). UV-menetelmét ovat yleensd nopeampia ja tehokkaampia. HPLC vaatii enemman
aikaa analyyttisen konsentraation maarittdmiseen, mutta samalla saadaan tietoa yhdisteiden
puhtaudesta. Liukoisuus voidaan méarittdd myos happo-emastitraukseen perustuvalla
menetelméalld. Sen avulla saadaan yksityiskohtaista tietoa liukoisuuden pH-riippuvuudesta,

mutta menetelmana se ei ole kovin tehokas.%°

2.4.1. Termodynaamisen liukoisuuden maarittaminen

Termodynaamista liukoisuutta méaaritettdessd etsitddn vastausta kysymykseen, missa
maarin  yhdiste liukenee®. Termodynaamisen liukoisuuden —méaérittdminen on
huomattavasti tarkempaa kuin kineettisen liukoisuuden maéarittdminen. Termodynaamisen
liukoisuuden madrittdmiseksi kaytetddn yleensd ravistelumenetelmé& (engl. shake-flask
method). Siind Kiinted yhdiste liuotetaan suoraan nesteeseen ja ravistellaan useita
vuorokausia kunnes saavutetaan tasapaino. Ylimé&ardinen liukenematon kiinted aine
suodatetaan pois, ja liuenneen aineen pitoisuus suodoksessa analysoidaan kayttdmélla
HPLC:iaa. Jos liukenematon Kiinted faasi on yhdisteen pysyvin muoto, mééritetty
liukoisuuden arvo on yhdisteen todellinen liukoisuus tasapainossa kyseisessa liuottimessa
mitatussa lampotilassa. Menetelma vaatii suuren ndytemadrén ja pitkan ajan. Sitd ei voi

taysin automatisoida.*®%*!

2.4.2. Kineettisen liukoisuuden maarittaminen

Kineettistd liukoisuutta maéaritettdessa vastataan kysymykseen, missd madrin yhdiste
saostuu®®. Kineettisen liukoisuuden maéarittdmiseksi voidaan kayttaa kromatografiaan tai
valonsirontaan (nefelometria) perustuvaa menetelmdd. Nefelometrinen maaritys on
tehokas, mutta sen avulla ei saada tietoa mahdollisista epdpuhtauksista eikd yleensa voida
havaita matalia pitoisuuksia (< 2 x 10" mol/dm®)*. Virtausinjektioanalyysissé (engl. flow-
injection analysis, FIA) etukateen liuottimeen liuotetun yhdisteen annetaan asettua
tasapainoon fosfaattipuskuriliuoksessa (pH 6,5) yon yli ennen analyysid. Liukoisuus
voidaan myds madrittad lissdmalla DMSO (10 pg/pl) tipoittain fosfaattipuskuriliuokseen
(pH 7,0) ja méaarittdmalla saostuminen. Kineettisen liukoisuuden mééaritysmenetelmat ovat

hyodyllisia ld&dkekehityksen alkuvaiheessa, silld ne soveltuvat hyvin automatisoitaviksi,



naytettd tarvitaan pieni méaard eikd menetelmiin  yleensd liity néytteiden

puhdistamista.*®34344

3. ADME-OMINAISUUDET

Farmakokinetiikka kasittelee la4&keaineiden vaiheita elimistossé eli  imeytymistd,
jakautumista, metaboliaa ja eritystd (ADME-ominaisuudet)*. Naiden ominaisuuksien
lisdksi vahdinen toksisuus ja hyva selektiivisyys ovat ratkaisevia tekijoitd uusien
ld&kkeiden suunnittelu- ja kehitystyossa. ADME-ominaisuudet vaikuttavat esimerkiksi
yhdisteen kinetiikkaan ja sitd kautta sen tehokkuuteen sekéd farmakologiseen aktiivisuuteen
ja ndin ollen kykyyn toimia ladkkeena.*

Kun suun kautta otettu ld&keaine on imeytynyt, se jakautuu verenkierron mukana
elimistoon ja kohdekudokseen ja kulkeutuu munuaisiin. Munuaisista se erittyy
muuttumattomana virtsaan tai maksaan, josta edelleen mahdollisesti muuttumattomana
sappeen. Maksassa voi myos tapahtua metaboloitumista. Muodostuneet metaboliitit voivat
erittyd sellaisenaan virtsaan tai muuta kautta pois elimist0sta tai metaboloitua edelleen.
Né&iden farmakokineettisten prosessien aikana molekyylien on lapéistava useita biologisia
kalvoja. Niiden liikkeisiin kalvojen lapi vaikuttavat fysikokemialliset ominaisuudet, kuten

koko, liukoisuus ja varaus.*’*®

3.1. IMEYTYMINEN JA KULKEUTUMINEN SOLUKALVON LAPI

L&é&kkeitd voidaan annostella elimistoén monella tavalla, mutta yli 90 % otetaan suun
kautta®. Syyna tahan ovat esimerkiksi antotavan yksinkertaisuus, miellyttavyys ja
varmuus. Potilas valttyy kivulta, mik& lisd4 hoitomyontyvyyttd. Suun kautta annosteltaessa
ld&keaine kulkeutuu ruoansulatuskanavaan, jonka fysiologia vaikuttaa sen imeytymiseen ja

jakautumiseen.*

3.1.1. Imeytyminen

Imeytyakseen ladkeaineen on liuettava ruoansulatuskanavan vesifaasiin ja lisdksi sen
seindmien lipidikalvoon. Sopivan tasapainon saavuttaminen vesi- ja rasvaliukoisuuden
valilla onkin valttaméatontd, jotta molekyyli voi toimia ladkeaineena. Rasvaliukoisuus
rilppuu l4&keaineen ionisoitumisasteesta. Mitd suurempi osuus molekyylistd on
ionisoitumattomassa muodossa, sitd rasvaliukoisempi se on. lonisoitumisaste riippuu seka

molekyylin pKz-arvosta etta elimiston nestetilojen pH-arvosta,'%3%%3



Johnson ja Swindell ovat johtaneet yhtdlon l|48keaineen maksimaaliselle
imeytymisannokselle (engl. maximum absorbable dose, MAD)**. MAD ilmoitetaan
milligrammoina, ja se kuvaa sitd ladkeaineen maksimimaaréd, joka voi imeytya
ohutsuolesta (pH 6,5) tietyssé ajassa. Tarkasteltava aika on yleensa 4,5 tuntia. MAD-arvo
ei ole td&smallinen, mutta sit4 voidaan kayttaa arvioitaessa ladkeaineen imeytymistd. MAD-
arvoja tarkastelemalla voidaan potentiaalisten ladkeainekandidaattien joukosta I0yt&a
heikoimmin imeytyvat. Mikéli tutkimus- ja kehitysvaiheessa olevan ladkeainekandidaatin
imeytymisannos havaitaan sen MAD-arvoa suuremmaksi, voidaan olettaa, ettei la&keaine

tule imeytymaan taydellisesti.?**°

3.1.2. Kulkeutuminen

3.1.2.1. Passiivinen diffuusio

Kulkeutuminen solukalvojen lapi voi olla joko passiivista tai kantajaan sidottu prosessi.
Passiivinen diffuusio on la&keaineiden yleisin tapa lapéistad solukalvot. Siind molekyylit
kulkeutuvat  konsentraatiogradientin ~ suuntaan eli  korkeammasta pitoisuudesta
matalampaan. Prosessi ei kuluta energiaa. Molekyylin varaus vaikuttaa sen passiiviseen
kulkeutumiseen solukalvon lapi siten, ettd ionisoitunut muoto diffundoituu solukalvon I&pi
hitaammin kuin ionisoitumaton muoto. Lisaksi molekyylien suuri koko ja taipumus

muodostaa vetysidoksia hidastavat niiden kulkeutumista solukalvon lapi.>*°%®

3.1.2.2. Fasilitoitunut diffuusio

Fasilitoituneessa  diffuusiossa  lddkeainemolekyylit  kulkeutuvat solukalvon 1api
sitoutumalla kalvossa oleviin kuljettajaproteiineihin.  Molekyyli-proteiinikompleksin
kulkeutuminen on passiivista diffuusiota nopeampaa. Fasilitoitunut diffuusio mahdollistaa
hydrofiilisempien molekyylien kulkeutumisen solukalvon l&pi verrattuna passiiviseen
diffuusioon. Fasilitoitunut diffuusio ei voi tapahtua konsentraatiogradienttia vastaan.
Esimerkiksi steroidit ja aminohapot siirtyvat suolen seindmén I&pi fasilitoituneella
diffuusiolla. Polaariset sokerimolekyylit imeytyvat hitaasti pelkén passiivisen diffuusion
avulla, mutta niiden kulkeutuminen solukalvojen l&pi nopeutuu merkittavasti

fasilitoituneen diffuusion avulla.®®°®



3.1.2.3. Aktiivinen kuljetus

Aktiivinen kuljetus tarvitsee kantajaproteiinin, joka auttaa hydrofiilisia molekyylejé
lapdisemaan solukalvon. Talloin ld&keainemolekyyleja  voidaan kuljettaa
konsentraatiogradienttia vastaan. Ta&ma tapahtuu energiaa vaativan pumpun avulla.
Aktiivista kuljetusta tapahtuu esimerkiksi suolen limakalvolla ja maksassa. Liséksi sitd
tarvitaan monien ladkeaineiden erittymiseen munuaisten ja sapen kautta. Kun ladkeaineen
pitoisuus on Kkorkea, kuljetuskohdat saturoituvat. Taman jdlkeen molekyylien
kulkeutumisnopeus ei endd kasva. Liséksi eri ladkeaineet, joilla on sama kantajaproteiini,
voivat kilpailla keskend&n. Useimmiten virtaus soluun tai kudosseindmien Iapi on

yhdistelma diffuusiota ja kantajan vaativaa prosessia.*’ %

3.1.2.4. Endosytoosi

Endosytoosi on energiaa vaativa, yleensd hidas prosessi. Endosytoosissa solukalvo
ympardi soluun siirtyvan molekyylin, joka siirtyy soluun ndin muodostuneessa rakkulassa.
Endosytoosin avulla siirtyvat yleensa suurikokoiset molekyylit, kuten peptidit ja muut
makromolekyylit, joiden ei ole mahdollista kulkea solukalvon ldpi helposti muilla

mekanismeilla.®®>°

3.1.3. pH:n vaikutus
Ihmisen ruoansulatuskanavassa pH vaihtelee merkittdvésti. Mahalaukussa olosuhteet ovat

60-62 " Tosin

hyvin happamat (pH 1-2) ja ohutsuolessa ldhelld neutraalia (pH 5-6,5)
ohutsuolen  pH  vaihtelee®®.  Tastda  johtuen l4&keaineiden liukeneminen
ruoansulatuskanavassa on erilaista sen eri osissa. Esimerkiksi heikon eméksen (pKs-arvo
5,0), vesiliukoisuus ohutsuolessa on 1 pg/ml. Mahalaukun happamissa olosuhteissa
vesiliukoisuus on 1-10 mg/ml. Liukoisuusero on t&lloin 10000-kertainen. Jos ladkeaine on
heikko happo, on sen vesiliukoisuus parempi ohutsuolen l&hes neutraaleissa olosuhteissa.
Mikali mahalaukun pH nousee, voi silld olla vaikutusta imeytymiseen. Heikkojen emésten
imeytyminen voi heikentya ja heikkojen happojen kasvaa. Lisdksi mahalaukun kohonnut
pH voi parantaa sellaisten ld&keaineiden imeytymistd, jotka ovat happamissa olosuhteissa

pysymattomia. 3623

3.2. JAKAUTUMINEN
Imeydyttyaan elimistéon ladkeaine jakautuu plasmasta kudoksiin. Jakautumisen nopeuteen

ja laajuuteen vaikuttavat useat tekijat. Niitd ovat esimerkiksi verenvirtaus eri elimissg,
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elinten koko, ladkeainemolekyylien kyky sitoutua plasman proteiineihin ja kudokseen,
solukalvojen l&pdisevyys sekd la&keaineen rasvaliukoisuus. L&&keainemolekyylien
siirtyminen kudokseen jatkuu, kunnes saavutetaan tasapaino kudokseen siirtyvien ja
verenkierrossa olevien molekyylien valilla.*’

Monet happamat la&keaineet, esimerkiksi sulfonamidit ja salisylaatit, sitoutuvat
tehokkaasti plasman proteiineihin, kuten albumiiniin. Eméksiset ladkeaineet voivat sitoutua
glykoproteiiniin ja lipoproteiineihin. Toisaalta ne jakautuvat yleensé tehokkaasti kudoksiin,
joten niiden konsentraatio plasmassa on alhainen. Useimpien l&d&keaineiden kohdalla
sitoutuminen plasman proteiineihin on reversiibeli prosessi. Sitoutumisen tehokkuus on
yksi ladkeainemolekyylien liikkeisiin, jakautumiseen ja eliminaatioon vaikuttavista
tekijoista.*®*’

3.3. METABOLIA

Monet l4&keaineet ovat rasvaliukoisia ja vain osittain ionisoituneita elimiston pH-
olosuhteissa. Ne imeytyvéatkin munuaisista takaisin elimistoon. Biotransformaatio on muun
muassa elimistdssd tapahtuva reaktio. Se tapahtuu pé&asiassa maksassa, mutta myos
suoliston limakalvolla, keuhkoissa ja munuaisissa. Biotransformaatiossa la&keaineista
muodostuu  yleenséd vesiliukoisia metaboliitteja, jotka eritetddn pois elimistosta.
Biotransformaatio jaetaan kahteen vaiheeseen. Sytokromi P450 (CYP) -entsyymit
katalysoivat vaiheen | reaktioita, joita ovat hapettuminen, pelkistyminen ja hydrolyysi.
Siin& entsyymit muodostavat molekyyliin funktionaalisen ryhman. Vaiheessa Il elimiston
endogeeniset molekyylit, esimerkiksi glutationi, glukuronidi ja sulfaatit, konjugoituvat
vaiheessa | muodostuneeseen molekyyliin. Konjugoituminen voi onnistua my6s suoraan
ilman vaihetta 1.47:%46°

Suurin osa hapetusreaktioista tapahtuu maksassa. P450 -entsyymeistd CYP1A2 liittyy
sekd kemikaalien ettd ladkeaineiden metaboliaan. Maksassa, munuaisissa, suolistossa ja
hermokudoksessa oleva mitokondrioista 10ytyvé entsyymi monoamiinioksidaasi katalysoi
monien elimistdssé luonnostaan esiintyvien amiinien (kuten katekoliamiinit ja serotoniini)
sekd monien l&dkeaineiden oksidatiivista deaminaatiota. Pelkistyminen on hapettumista
harvinaisempi reaktio. Muun muassa atso- ja nitroryhmét voivat pelkistya.*’

Ladkeaineiden metaboliaan vaikuttavat useat tekijat. Osa niistd madraytyy
geneettisesti, osa on ympdristostd johtuvia. Sukupuolella ja i&ll& on todettu olevan

vaikutusta metaboliaan. Monet l&ddkeaineet ja kemikaalit voivat nopeuttaa tai estad toisten
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ld&keaineiden farmakologisia tai toksikologisia vaikutuksia muuttamalla niiden
metaboliaan liittyvien entsyymien aktiivisuutta. Ekso- tai endogeeniset yhdisteet voivat
my0s estdd metaboliaa. Yleisin tapa on Kkilpaileva inhibitio. Mitk& tahansa kaksi
ld&keainetta, jotka metaboloituvat saman P450-entsyymin vaikutuksesta, voivat kilpailla
keskenddn. Lisaksi eradt ladkeaineet toimivat kilpailevina inhibiittoreina tietyille P450-
entsyymeille, vaikka ne eivat metaboloidukaan kyseisen entsyymin vaikutuksesta. Tietyt
yhdisteet voivat myo6s sitoutua irreversiibelisti entsyymiin reaktiivisen intermediaatin
valitykselld. Talloin entsyymin aktiivisuus voidaan palauttaa vain uusien entsyymien

synteesilla.*®*

3.4. ERITYS

Kun laakeaine on metaboloitunut, se on eritettavd pois elimistosta*®. Laakeaineiden
erittyminen munuaisten kautta ilmaistaan renaalisena puhdistumana. Se tarkoittaa sitd
plasman tilavuutta, joka puhdistuu kyseisestd ladkeaineesta tietyssé aikayksikossé.
Erittymistd tapahtuu pédasiassa munuaisten kautta, mutta erittyminen sappeen, sylkeen,
ulosteisiin ja hikeen sek& haihtuminen hengityksen ja ihon kautta ovat mahdollisia.
Erittyakseen sappeen ladkeainemolekyyleissd on yleensé oltava voimakkaasti polaarinen
ryhmd. Monet sappeen erittyvat l48keaineet ovat metaboliitteja, yleensa
glukuronidikonjugaatteja.*”

Erittymiseen munuaisten kautta kuuluvat glomerulussuodatus, takaisinimeytyminen
munuaistienyestd eli tubuluksesta seka aktiivinen eritys. Ndma tapahtuvat munuaisen
toiminnallisissa yksikoissa eli nefroneissa. Osa takaisinimeytymisen vaiheista ja suodatus
ovat passiivisia, erittymisessa ja takaisinimeytymisessa tarvitaan kuljetusmekanismeja.
Hiussuonikerésen eli glomeruluksen kapillaarien huokoset ovat riittdvan suuria, jotta
useimmat ld&dkeainemolekyylit pystyvat lapdisemaan ne. Huokoset eivét kuitenkaan padsta
lavitseen suuria molekyylejd, kuten plasman proteiineja. Tastd johtuen plasman
proteiineihin sitoutuneet laakeaineet eivat kulkeudu huokosten l&pi.*" %

L&aakeaineiden takaisinimeytyminen munuaistiehyestd vaihtelee heikosta lahes
taydelliseen. Useimmilla ladkeaineilla takaisinimeytyminen on passiivista eli ne siirtyvat
munuaistiehyesté plasmaan konsentraatiogradientin, ionisoitumisasteen ja molekyylipainon
mukaan. Virtsan pH vaihtelee valillda 4,5-7 ja muutokset pH:ssa voivat vaikuttaa

la&keaineiden passiiviseen takaisinimeytymiseen ja sitd kautta siis niiden erittymiseen.
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Esimerkiksi virtsan happamuus suosii heikkojen happojen, kuten salisylaattien,
takaisinimeytymista eli hidastaa niiden erittymist.®

Aktiivisessa erittymisessé ladkeaineet kulkeutuvat konsentraatiogradienttia vastaan
verisuonista munuaistiehyen solukalvojen Iapi. Aktiivinen erittyminen tapahtuu pééasiassa
proksimaalisessa tubuluksessa kahdella eri mekanismilla. Toisen mekanismin avulla
kulkevat orgaaniset hapot, kuten penisilliinit, ja toisen avulla orgaaniset emakset, kuten
esimerkiksi morfiini. Ladkeaineet voivat myos kulkeutua samalla kuljetusmekanismilla,

jolloin ne kilpailevat keskenaan.®

4. VESILIUKOISUUDEN PARANTAMINEN
4.1. KEMIALLISET MENETELMAT

4.1.1. pH:n muuttaminen ja suolanmuodostus

Systeemin pH:n muuttaminen saattaa olla yksinkertaisin ja tehokkain vaihtoehto
orgaanisten ionisoituvien yhdisteiden vesiliukoisuuden parantamiseksi. Optimaalisissa
olosuhteissa ionisoituvan ladkeaineen vesiliukoisuus voi lisdantya eksponentiaalisesti, kun
liuoksen pH:ta muutetaan. Téllaisen lddkeaineen on oltava joko heikko happo tai heikko
emas. Kun eméksisen, huonosti vesiliukoisen ld&keaineen pH:ta alennetaan lisaédmaélla
happoa, sen liukoisuus kasvaa. Tama johtuu siitd, ettd emés muuttuu vesiliukoiseksi
suolaksi. Suolanmuodostus happamasta tai emaksisestd ladkeaineesta onkin yleinen tapa
vaikuttaa liukoisuuteen. Ei-ionisoituvien l&dkeaineiden liukoisuutta voidaan parantaa

muuttamalla dielektrisyysvakiota kayttamalla apuliuottimia.”®°

4.1.2. Aihioladkkeet

4.1.2.1. Yleista
Aihiolddke on varsinaisen l4&keaineen esimuoto. Se on farmakologisesti inaktiivinen
yhdiste, joka metaboloituu elimistdssa aktiiviseksi ladkeaineeksi kemiallisten reaktioiden
kautta. Termia “prodrug” kaytti ensimmaisena Albert vuonna 1958°. Laéaketieteen
sanastolautakunta ehdotti sanan suomalaiseksi vastineeksi ensin esiastelddke tai laékkeen
esiaste vuonna 1992. Muutamaa vuotta my6hemmin ndiden tilalle esitettiin aihiolédéke-
sanaa.20’68‘7°

L&aakeaineiden ja la&keainekandidaattien huono vesiliukoisuus rajoittaa niiden

terapeuttista kaytt6d. Huono vesiliukoisuus ja hidas jakautuminen ruoansulatuskanavassa
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aiheuttavat noin 70 % potentiaalisesti aktiivisten ladkeainekandidaattien hylk&&misesté.
Aihiolddkkeen valmistaminen on yksi tapa pyrkia ratkaisemaan vesiliukoisuuteen liittyvia
ongelmia. Aihioladkkeen avulla voidaan lisdksi muun muassa parantaa ladkeaineen huonoa
rasvaliukoisuutta, heikkoa imeytymistd tai vaikuttaa toksisuuteen ja véhentda
sivuvaikutuksia.  Elimistossa aihiolddke metaboloituu  aktiiviseksi l&d&keaineeksi
entsymaattisten tai kemiallisten prosessien kautta.*”"*:"2

Aihiolddke saadaan, kun ladkeainemolekyyliin liitetd&dn rakenne kovalenttisella
sidoksella. Talloin ld&keaineen fysikokemialliset ominaisuudet muuttuvat valiaikaisesti.
Rakenteen on oltava sellainen, ettd sen poistaminen elimistostd on mahdollista. Liitettdva
vesiliukoisuutta lisddva rakenne voi olla neutraali ryhmé kuten polyetyleeniglykoli (PEG)
tai ionisoituva orgaaninen happo tai emas, fosfaatti tai sokeriosa, esimerkiksi glukoosi tai
galaktoosi. Sokeriosa voidaan liittada ladkeaineen hydroksyyli- tai aminoryhmaan linkkerin
valityksella. Aihio-osana kaytetaan yleisimmin fosforihapon estereitd ja amideja johtuen
fosfaattiryhman kyvysta ionisoitua.®"*®

Protonoituvan aminoryhman siséltavét aihioldékkeet ovat myo6s yleisid. Ne voivat
muodostaa vesiliukoisen suolan. Toisin kuin fosfaattirynman siséltdvat aihiolddkkeet,
aminoryhman  siséltavat  aihiolddkkeet  kykenevat  imeytymédan  sellaisenaan
ruoansulatuskanavasta. Tdéma johtuu siitd, ettd aihiold&kettd on riittdvasti vapaana

eméksena. Tassa muodossa se pystyy lapaisemaan solukalvon.?

4.1.2.2. Luokittelu
Aihiolaakkeet luokitellaan kantajaan sidottuihin aihiolaakkeisiin ja
bioprekursoriaihiolddkkeisiin. Naistd kantajaan sidotut aihioldadkkeet voidaan jakaa
edelleen bipartaattiaihioladkkeisiin (kaksiosaiset aihiolédékkeet), tripartaattiaihioladkkeisiin
(kolmiosaiset aihioldédkkeet) ja mutuaalisiin  aihiolddkkeisiin  (molemminpuoliset
aihiolddkkeet). Bipartaattiainiolddkkeisséd la&keaineeseen on sitoutunut yksi kantaja,
tripartaattiaihioldakkeisséd kantaja on sitoutunut ladkeaineeseen linkkerin valitykselld ja
mutuaalisten aihioldakkeiden tapauksessa kaksi ladkeainemolekyylia on liittynyt yhteen.”
Kantajaan sidotuissa aihioladkkeissa aktiivinen ladkeaine on sidottu kantajaan, joka
on helposti irrotettavissa siitd entsymaattisesti. Kantajan on oltava biologisesti inaktiivinen
ja elimistolle vaaraton sen jdlkeen, kun se on irrotettu ladkeaineesta.
Bioprekursoriaihiolddkkeet eivat sisélla kantajaa, vaan ne muokkautuvat elimistossa

esimerkiksi hapettumisen tai pelkistymisen kautta uudeksi aktiiviseksi yhdisteeksi.’#"®%8
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4.1.2.3. Aihiolaéakkeisiin liittyvia haasteita
Erityisesti suun kautta otettavalle aihiold&kkeelle asetetaan useita vaatimuksia. Sen on
oltava riittdvan vesi- ja rasvaliukoinen sekd pysyvé ruoansulatuskanavan olosuhteissa.
Lis&ksi sen on kulkeuduttava nopeasti vaikutuskohtaansa ja metaboloiduttava aktiiviseksi
lddkeaineeksi sopivalla nopeudella. Aihiolddkkeen metaboloitumista on mahdollista
nopeuttaa liittdmalla aihio-osa la&keaineeseen linkkerin valitykselld. Linkkerind voi toimia
esimerkiksi alkyyliryhma. Linkkerit hajoavat spontaanisti kemiallisella hydrolyysill& aihio-
osan entsymaattisen hydrolyysin jalkeen.”#%®

Aihio-osa sekd mahdolliset vapautuvat metaboliatuotteet eivat saisi olla toksisia,
mutta tallaisia metaboliatuotteita kuitenkin muodostuu. Yksi esimerkki on formaldehydi,

joka on karsinogeeni eli syopad aiheuttava aine®®

. Ihminen altistuu formaldehydille
esimerkiksi ympariston kautta. Liséksi formaldehydid muodostuu ihmisen elimistosséa
luonnostaan. Formaldehydin saanti aihiolddkkeiden kautta on vain murto-osa siitd
madrastd, mitd ihminen saa esimerkiksi ympéristosta. lhmisen elimistd kykenee
muuttamaan formaldehydin vaarattomaan muotoon tehokkaasti ja nopeasti.®"
Aihiolddkkeiden valmistaminen on haasteellista. Haasteet liittyvat aihiold&kkeiden
synteesiin ja fysikokemiallisiin, farmakokineettisiin ja edelld mainittuihin toksikologisiin
ominaisuuksiin. Ladkeaineeseen liitettdvan aihio-osan ja linkkerin on oltava kemiallisesti

riittavan pysyvid, jotta synteesi, tuotteen puhdistaminen ja karakterisointi onnistuvat.’”#

4.1.2.4. Aminohappoaihiolédgkkeet

4.1.2.4.1. Yleista

Pyrittdessa parantamaan ladkeaineen vesiliukoisuutta voidaan molekyyliin liittd4 joko
luonnollinen aminohappo tai sen johdannainen, joka toimii aihio-osana. Aminohapoissa on
vesiliukoisuutta  lisddvand  ionisoituvana  rakenteena  negatiivisesti  varautunut
karboksyyliryhma@ tai positiivisesti varautunut aminoryhma. Aminohapon a-amino- tai o-
karboksyyliryhnmd  voidaan  liittdd  molekyylin ~ amino-, hydroksyyli-  tai
karboksyyliryhmaan. Useimmat ndistd aihiold&kkeistd ovat rakenteeltaan estereitd tai
amideja. Niiden lisdksi aminohappoaihioléd&kkeet voivat olla tioestereitd, karbonaatteja,
karbamaatteja, eettereita tai tioeettereita.’®" 8

Aminohappo voi liittyd l&4&keaineeseen myods sivuketjunsa kautta. Tastd johtuen

la&keaineeseen liitettdvia funktionaalisia ryhmid on k&ytdsséd useita. Aminohappojen
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kéayttdmisella aihio-osana onkin etuja. Ké&ytdssé on laaja valikoima, johon kuuluvat
luonnolliset ja luonnollisen kaltaiset sekd synteettisesti valmistetut aminohapot. Elimiston
omat entsyymit, kuten esteraasit ja amidaasit, muuttavat kyseiset aihioladkkeet elimistossé
aktiiviseksi ladkeaineeksi. Aminohappoja on kaupallisesti saatavilla ja niitd pidetaan
yleisesti ottaen turvallisina.®”

Aminohappoaihiolddkkeissa tyypillinen a-aminoryhméan pKs-arvo on 6,8-7,9 ja a-
karboksyylirynméan pKg-arvo on 3,5-4,3. Néin ollen aihiolddkkeen liukoisuus ja myo6s
imeytyminen ovat pH-riippuvaisia. Fysiologisessa pH:ssa a-aminohapot ovat
kahtaisionimuodossa eli ulkoisesti varauksettomia. Koska aihioléd&kkeitd valmistettaessa
varsinaiseen la&keainemolekyyliin liittyy yleensd aminohapon a-amino- tai o-
karboksyylirynmd, ei kahtaisionia muodostu. Poikkeuksena ovat kuitenkin sellaiset a-
aminohapot, joilla on sivuketjussaan sopiva funktionaalinen ryhma aihiolddkkeen
muodostamiseksi. Téllaisia ovat esimerkiksi kysteiinin SH-ryhm@, seriinin, treoniinin ja
tyrosiinin OH-ryhmd, lysiinin NHy-ryhmé& sekd asparagiini- ja glutamiinihapon COOH-
ryhma.?’

Sivuketjun  polaarinen tai  pooliton luonne vaikuttaa  a-aminohappojen
vesiliukoisuuteen. Kun a-aminohapoissa on varaukseton, mutta polaarinen ryhma
sivuketjussa, ovat ne yleensda vesiliukoisempia kuin vastaavat o-aminohapot, joilla on
sivuketjussaan pooliton ryhma. Vesiliukoisuus alenee hiilivetyketjun pidentyess4.®®

Aihioladékkeessa oleva amidisidos on esterisidosta pysyvadmpi kemiallista hydrolyysié
vastaan. Amidisidoksessa elektronit ovat delokalisoituneet, mik& vahvistaa amidisidosta
verrattuna esterisidokseen. Lisaksi amidisidos on vdhemmaén polarisoitunut kuin esterisidos
johtuen typen pienemmaéstd elektronegatiivisuudesta happeen verrattuna. Aihio-osana
toimiva aminohappo vaikuttaa merkittdvasti muodostuneen aihiold&dkkeen kemialliseen
pysyvyyteen. Esteri- tai amidisidoksen sisaltdvd aihiolddke, jossa on aihio-osana
Iyhytketjuinen alifaattinen aminohappo (kuten glysiini tai alaniini), hydrolysoituu
vesiliuoksessa nopeammin kuin aihiolééke, jossa aihio-osana on haarautunut alifaattinen
aminohappo  (kuten wvaliini  tai isoleusiini) tai aromaattinen  aminohappo

87,90,91

(fenyylialaniini).

4.1.2.4.2. Aminohappoaihiolédékkeiden haasteita
Aminohappoaihiolddkkeiden valmistamisessa haastavimpia vaiheita ovat synteesi sek&

tuotteen puhdistaminen ja karakterisointi. Esimerkiksi mahdollisten suojaryhmien kaytto
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synteesissd voi lisatd epdpuhtauksien ja sivutuotteiden madrad. Koska suurin osa
aminohappoaihioladékkeistd on yksinkertaisia estereitd tai amideja, ne eivat k&ytdnndssa
muodosta reaktiivisia epdpuhtauksia. Kemialliselta rakenteeltaan karbamaatteja olevat
aihiolaakkeet voivat kuitenkin vapauttaa hydrolysoituessaan formaldehydia.®’
Aminohappoaihiolddkkeiden ongelmana on niiden pysymaéattomyys. Pysyvyydelle
asettavat haasteita esimerkiksi intramolekulaarinen syklisaatio ja aminohappojen
mahdollinen rasemisaatio. Nama riippuvat la&dkeainemolekyylin ja aihio-osan valilla
olevan sidoksen kemiallisesta pysyvyydestd. Esteri- ja amidisidoksen siséltavien
aihiola&kkeiden pysyvyys on pH-riippuvaista. Yleisesti ottaen ne ovat véhiten pysyvié seka
korkeassa ettd matalassa pH:ssa ja  pysyvimpia siind  valilla.  Juuri
aminohappoaihiolédékkeiden pysyvyyteen liittyvista ongelmista johtuen

fosfaattiaihiolaakkeet ovat suositumpia vesiliukoisuutta lisdavina aihiolaakkeing.®”

4.1.2.4.3. CAM-4451:n aminohappoaihioldikkeet

CAM-4451 (bentsofuran-2-yyli(R)-1-(((R)-2-hydroksi-1-fenyylietyyli)amino)-3-(1H-indol-
2-yyli)-2-metyyli-1-oksopropan-2-yyli)karbamaatti) (2) (Kaavio 1) on neurokiniini 1
(NK1) -reseptorin antagonisti, joka estaé substanssi P:n sitoutumisen NK1-reseptoreihin®.
NKZ1-reseptorin antagonisteja kdytetddn masennusladkkeind (antidepressantit), ahdistusta
lievittavind  ladkkeind  (anksiolyytit) sekd oksentelua hillitsevind  ladkkeina
(antiemeetit)****. CAM-4451:n vesiliukoisuus on huono (alle 2 pg/ml). Chan et. al.
valmistivat sen aihiolddkkeen liittdméalla esterdintireaktion avulla rakenteeseen
aminohappo leusiinin®. T&llin vesiliukoisuus kasvaa arvoon 0,1 mg/ml. Kun aihio-osana
kaytetddn N,N-dimetyyliglysiinid, saadaan aihioladke CAM-4562 (3) (Kaavio 1), jonka
vesiliukoisuus (3 mg/ml) on noin 1500-kertainen CAM-4451:n vesiliukoisuuteen
verrattuna. N,N-dimetyyliglysiiniaihiolddke hydrolysoituu selektiivisesti varsinaiseksi
ld&keaineeksi ruoansulatuskanavan epiteelin harja- eli sukasaumassa aminopeptidaasien

avulla (Kaavio 1).%
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Kaavio 1. CAM-4562:n (3) hydrolysoituminen aminopeptidaasin avulla CAM-4451:ksi
(2).

4.1.2.4.4. Dapsonin aminohappoaihioladkkeet

Dapsonilla  (4,4’-diaminodifenyylisulfoni) (4a) on tulehdusta ehkaisevia (anti-
inflammatorisia) ja pienelioitd tuhoavia tai niiden kasvua ja lisdantymistd estévia
(antimikrobiaalisia) vaikutuksia®®. Pochopin et. al. syntetisoivat dapsonista useita sen
aminohappojohdannaisia (Kuva 3), joiden ominaisuuksia mahdollisina aihiold&kkeina
testattiin®’. Dapsonin rakenteessa on kaksi reaktiivista aminoryhmaa, mutta aihioladkkeita
syntetisoitaessa aminohappo liitetd&n vain toiseen niistd. Tama varmistetaan kayttamalla
suojattua aminohappoa yksi ekvivalentti. Mahdollinen reaktiossa syntynyt sivutuote
poistetaan puhdistamalla raakatuote pylvaskromatografisesti. Dapsoni on symmetrinen
molekyyli, joten aihio-osan liittdminen kumpaan tahansa aminoryhmdan antaa saman

lopputuotteen.®’
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H,N NHR

4aR=H

4b R = L-alaniini

4c¢ R =L-leusiini

4d R = L-fenyylialaniini
4e R =glysiini

4f R = L-lysiini

Kuva 3. Dapsonin (4a) ja sen aminohappoaihiolédékkeiden (4b-f) rakenteet.

Dapsonin vesiliukoisuutta voidaan lisatd valmistamalla siitd aminohappoaihioléédke
(Taulukko 2). Kun aihio-osana k&ytetddn aminohappo lysiinid, vesiliukoisuus kasvaa
eniten ja laajimmalla pH-alueella. Tama johtuu osittain lysiinin sivuketjussa olevasta
primaarisesta aminoryhmastg, joka on protonoitunut fysiologisessa pH:ssa. Aihio-osana
kokeilluista aminohapoista ainoastaan fenyylialaniini ei  merkittdvasti paranna
vesiliukoisuutta. Dapsonin aihiold&kkeiden vesiliukoisuus riippuu siis ympariston pH:sta ja

valitusta aminohaposta.”’

Taulukko 2. Dapsonin (4a) ja sen aminohappoaihiolédékkeiden (4b-f) liukoisuus (mg/ml)
vedessa (25 °C) ja fosfaattipuskurissa (pH 7,4).%’

Rakenne Liukoisuus (mg/ml) Liukoisuus (mg/ml)
vedessa fosfaattipuskurissa

4a 0,16 0,14

4b > 30 6,6

4c > 25 0,31

4d 1,3 0,002

de > 15 0,87

4f > 65 > 65

4.1.2.4.5. Metronidatsolin aminohappoaihioladkkeet

Metronidatsoli (2-(2-metyyli-5-nitro-1H-imidatsol-1-yyli)etanoli) (5) (Kaavio 2, sivu 21)
on antibiootti. Se otetaan tavallisesti suun kautta, mutta myos suonensisainen annostelu on
mahdollinen erityisesti tilanteissa, jolloin l48ke on annettava nopeasti potilaalle.

Metronidatsolin vesiliukoisuuksia on esitetty taulukossa 3. Metronidatsolin vesiliukoisuus
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ei ole riittdva, jotta se voitaisiin annostella injektiona. Tdstd johtuen suonensiséinen
annostelu on hoidettava infuusiona. Riittdvan lddkemaaran saamiseksi elimistoon infuusio

on annettava potilaalle joka kahdeksas tunti.*®*

Taulukko 3. Metronidatsolin (5) vesiliukoisuus (mg/ml) mitattuna neljassa eri pH:ssa,
lampétilassa 37 °C.*%°

pH Vesiliukoisuus (mg/ml)
1,0 30,6
3,0 14,1
5,0 12,8
7,0 11,6

Metronidatsolissa (5) on yhtena funktionaalisena ryhmand hydroksyyliryhmad, joka voidaan
ester6idd. Bundgaard et. al. syntetisoivat metronidatsolista vesiliukoisempia
aminohappoaihiolédékkeita (6a-h), jotta la&keaine voitaisiin annostella injektiona (Kaavio
2)%. Lisaksi tarkasteltiin aihiolaakkeiden entsymaattisen hydrolyysin nopeutta.
Aminohappoaihiolddkkeet muodostetaan joko vapaan tai Boc-suojatun  (tert-
butyylioksikarbonyyli) aminohapon ja metronidatsolin valilla N,N’-
disykloheksyylikarbodi-imidin (DCC) lasna ollessa tapahtuvalla kondensaatioreaktiolla tai
antamalla sopivan amiinin reagoida metronidatsolin bromi- tai klooriasetaattiesterin (7a-b)
kanssa (Kaavio 2). Kyseiset esterit on muodostettu ensin antamalla metronidatsolin (5)
reagoida sopivissa olosuhteissa klooriasetyylikloridin tai bromiasetyylibromidin kanssa.
Jodiasetaatti muodostetaan edellisistd poiketen korvaamalla metronidatsoliklooriasetaatin
kloori jodilla antamalla sen reagoida kaliumjodidin (KI) kanssa. Syntetisoidut
metronidatsolin aminohappoaihiolddkkeet suolamuodossa osoittautuivat metronidatsolia

vesiliukoisemmiksi. Vesiliukoisuuskokeita naista aihiolaakkeista ei ole julkaistu.*
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Kaavio 2. Metronidatsolin aminohappoaihiolédakkeiden (6a-h) synteesi.
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4.1.2.5. Fosfaattiesteriaihioldakkeet

4.1.2.5.1. Yleista

Fosforihappo esiintyy vesiliuoksessa neljassd eri muodossa liuoksen pH:sta riippuen.
Fosforihapolla on kolme pKs-arvoa (2,16, 7,21 ja 12,32)'°%. Kirjallisuudessa on esitetty
myds muita pKs-arvoja'®%'%. Fosfaattiesterit ovat fosforihapon mono-, di- tai triestereita.
Fosfaattiestereilla on yleensda alhainen pKg-arvo, ja esimerkiksi useimpien
fosfodiestereiden pK,-arvot ovat noin 1,5. Fysiologisessa pH:ssa fosfaattiesterit ovat taysin
deprotonoituneita eli esiintyvéat anioneina. Poikkeuksen muodostavat fosfaattitriesterit,
joiden rakenteessa ei ole ionisoituvaa protonia liittyneend fosfaattiryhméan. Ne ovat siksi
neutraaleja pH:sta riippumatta.’®**%

Fosfaattiestereitd  k&ytetddn aihio-osina parantamaan lddkeaineiden huonoa
vesiliukoisuutta. Fosfaattiesteriaihioladkkeitd on pyritty kehittdmé&an sek& suun kautta
otettaviksi ettd suonensisdiseen annosteluun. Fosfaattiesterit ovat yleensa riittavan pysyvia
seka vesiliuoksessa etta kiinteind, jotta niitd voidaan kayttdd aihio-osana suonensisaisesti
annosteltavissa aihiolddkkeissé. Téllaisista fosfaattiesteriaihiolddkkeistd onkin olemassa
useita  onnistuneita  esimerkkeja. Sen  sijaan  suun kautta  otettavien
fosfaattiesteriaihiolddkkeiden kehittdminen on osoittautunut hankalaksi ja niistd on
olemassa vain muutamia markkinoille asti paatyneita valmisteita, 12072106108

Laakeainemolekyylissa on oltava sopiva funktionaalinen ryhma, johon fosfaattiesteri
voidaan liittad. Tallainen on tyypillisesti rakenteessa oleva hydroksyyli- tai aminoryhma,
johon fosfaattiesteri liittyy joko suoraan tai linkkerin valitykselld. Fosfaattiesterit voidaan
hydrolysoida elimiston omien fosfataasientsyymien avulla, jolloin aktiivinen l&&keaine
vapautuu (Kaavio 3). Mikéli kyseessd on suun kautta otettava fosfaattiaihiolddke,
hydrolysoituminen tapahtuu yleensé jo ennen imeytymista tai viimeistadn imeytymisen
ailkana suolessa. Tallgin ionisoitunut aihiold&kerakenne ei heikennd varsinaisen
la&keaineen  solunlapdisevyytta. Jos hydrolysoitumista ~ ei  tapahdu, on
fosfaattiaihiolddkkeen erittdin polaarisena molekyyling vaikea lapdista passiivisesti suolen

limakalvoa 11,72,78,81,89,107-109
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alkalinen fosfataasi
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Kaavio 3. Alkalisen fosfataasin katalysoima defosforylaatio.

4.1.2.5.2. Fosfenytoiini — fenytoiinin fosfaattiesteriaihioldéke

Fenytoiini (5,5-difenyyli-imidatsolidiini-2,4-dioni) (8) on hydantoiinin 5,5-disubstituoitu
johdannainen. Sitd kaytetddn epilepsialadkkeend. Fosfenytoiini (9) on fenytoiinin
fosfaattiesteriaihiolddke, jossa aihio-osa on liittynyt fenytoiinin heikosti happaman
aminoryhman (pKs-arvo 8,3) typpeen linkkerin valitykselld. Fosfenytoiinin synteesissé
fenytoiini reagoi formaldehydin kanssa emaksisessa vesiliuoksessa muodostaen 3-
hydroksimetyylifenytoiinia (10) (Kaavio 4). Fosfenytoiinia voidaan syntetisoida usealla
tavalla. Stella on esittdnyt fosfenytoiinin synteesin k&yttden Il&htbaineena 3-

hydroksimetyylifenytoiinia (Kaavio 4)™°.

Sen annetaan reagoida fosfiittidiesterin
monoamidin  kanssa tetrahydrofuraanissa (THF). Hapettaminen kayttdmalla m-
klooriperoksibentsoehappoa tuottaa 3-hydroksimetyylifenytoiinin dibentsyyli-

fosfaattiesterin (11). Lopputuotteena saadaan fosfenytoiini (9).6%*!0-11!
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Kaavio 4. Fosfenytoiinin (9) synteesi.

Fosfenytoiinin vesiliukoisuus on huomattavasti parempi kuin fenytoiinin (Taulukko 4, sivu
29). Fosfenytoiini hydrolysoituu elimistossa entsymaattisesti 3-
hydroksimetyylifenytoiiniksi, joka muuttuu edelleen spontaanisti fenytoiiniksi (Kaavio 3).
Fosfenytoiinia voidaan annostella sek& suonen- ettd lihaksensisdisesti. Sen on todettu
aiheuttavan vdhemman paikallisia haittavaikutuksia ja kudosvaurioita kuin fenytoiinin.

Molempien haittavaikutuksia ovat esimerkiksi matala verenpaine ja rytmihairiot.?2#%

4.1.2.5.3. Entakaponin fosfaattiesteriaihioldéke

Entakaponi ((E)-2-syano-N,N-dietyyli-3-(3,4-dihydroksi-5-nitrofenyyli)propenamidi) (12)
(Kaavio 5) on suomalainen la&kekeksinto, joka on tarkoitettu Parkinsonin taudin hoitoon.
Entakaponi tehostaa Parkinsonin taudin hoitoon perinteisesti ké&ytetyn levodopan (3,4-
dihydroksifenyyli-L-alaniini) vaikutusta. Entakaponi on 3,4-dihydroksi-5-
nitrobentsylideenin  johdannainen ja potentiaalinen COMT-entsyymin (katekoli-O-
metyylitransferaasi) estdja. COMT-entsyymill4 on térked rooli levodopan metaboliassa
elimistossd. Levodopa on dopamiinin prekursori, ja Parkinsonin tautia sairastavilla
potilailla on aivoissa dopamiinin puutos.**4!3

Entakaponi on kliinisessd kaytossa Parkinsonin taudin hoidossa, mutta sen

imeytyminen suun kautta annosteltuna on melko huonoa, ja imeytymisessé potilaiden
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valilla on suurta vaihtelua. Syytd entakaponin huonoon imeytymiseen ei tarkasti tiedetd,

mutta sen arvellaan johtuvan ainakin osittain ladkeaineen huonosta vesiliukoisuudesta

mahalaukun pH-olosuhteissa.*****
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Kaavio 5. Entakaponin fosfaattiesteriaihioladkkeen (13) synteesi.

Leppdnen et. al. syntetisoivat entakaponin fosfaattiesteriaihioladkkeen (13) sekoittamalla
fosforioksikloridia ja entakaponia (12) pyridiinissa (Kaavio 5)'*?. Synteesin sivutuotteena
muodostuu my0ds syklistd fosfaattia (14). Entakaponin fosfaattiesteriaihioldakkeen
vesiliukoisuus on huomattavasti parempi kuin entakaponin vesiliukoisuus (Taulukko 4,
sivu 29). Entakaponin fosfaattiesteri on pysyva seka fosfaattipuskurissa ettd ihmisen

seeruminaytteissa.

4.1.2.5.4. Fosamprenaviiri — amprenaviirin fosfaattiesteriaihiolddke

Fosamprenaviiri  ({[(2R,3S)-1-[N-(2-metyylipropyyli)(4-aminobentseeni)sulfonamido]-3-
({[(3S)-oksolan-3-yylioksi]karbonyyli}amino)-4-fenyylibutan-2-yyliJoksi}fosfonaatti)
(15a) (Kaavio 6) on suun kautta otettava viruksia tuhoava tai niiden lisdantymista estdva
(antiviraalinen) laé&ke, jota kdytetddn yhdessd muiden vastaavanlaisten ldékkeiden kanssa
ihmisen immuunikatovirukselle (HIV) positiivisten potilaiden hoidossa. Fosamprenaviiri
on HIV-proteaasin estdjd amprenaviirin (16) vesiliukoinen fosfaattiaihioladke, joka

saadaan fosforyloimalla amprenaviirin sekundaarinen hydroksyyliryhma (Kaavio 6)%.*%

119

Amprenaviiri on vain osittain vesiliukoinen (Taulukko 4, sivu 29). Fosamprenaviirin
natriumsuolan (15b) ja kalsiumsuolan (15c¢) sekd vapaan hapon vesiliukoisuudet riippuvat

pH:sta. Natriumsuolan ja vapaan hapon vesiliukoisuus pH:ssa 1,0-8,0 on yli 3 mg/ml.
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Fysiologisessa pH:ssa fosamprenaviirin natriumsuolan vesiliukoisuus on jopa yli 100
mg/ml. Kalsiumsuolan vesiliukoisuus on pH:ssa 3,0-4,0 yli 100 mg/ml. Fosamprenaviirin
kalsiumsuola on olomuodoltaan kiinted, kiteinen. Natriumsuola on kiinted, amorfinen aine.
Fosamprenaviiri hydrolysoituu ruoansulatuskanavassa nopeasti alkalisen fosfataasin avulla
amprenaviiriksi. Tastd johtuen vain hyvin véhdinen maaréd fosamprenaviiria paatyy

systeemiseen verenkiertoon.***%

0 )\ \ N
NH
Q\O RO/P/ O%s/
N \ J
HO o S/ OR o) NH,
18 0 NO, 15aR = H
a 1. i-BuNH, 2. p-NO,PhSO,CI 3. HCI 15b R =Na*
b [35]-hydroksi-THF/Im,CO 15c R = Ca?

¢ 1. POCly 2. 5 % H,/Pd/C

Kaavio 6. Fosamprenaviirin (15a) seka sen natriumsuolan (15b) ja kalsiumsuolan (15c)

synteesi.

Fosamprenaviirin markkinoilla oleva muoto on sen Kkalsiumsuola. Kalsiumsuolan
farmaseuttiset ominaisuudet on todettu natriumsuolan ominaisuuksia paremmiksi. Vaikka
natriumsuola on vesiliukoisempi, on se erittdin hygroskooppinen. Kalsiumsuola taas hajoaa
matalassa pH:ssa, mutta sen vesiliukoisuus on riittdva fysiologisessa pH:ssa. Naiden
perusteella kalsiumsuola on valittu aihiolddkkeen lopulliseksi muodoksi ja siitd on
kehitetty fosfaattiaihiolédake, jonka avulla potilaan vuorokaudessa ottamien annoskertojen

maaraé on voitu vahentdd. Amprenaviiri on kapselimuotoinen l&ake, jota on otettava jopa
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kahdeksan kapselia vuorokaudessa. Fosamprenaviiri on tablettimuotoinen ja siind on
vaikuttavaa ainetta enemman kuin kapselimuotoisessa ladkkeessd. Riittdakin, ettd
fosamprenaviiria otetaan nelja tablettia vuorokaudessa. Tamé& lisad potilaiden
hoitomyontyvyyttd ja véhentad ladkkeestd aiheutuvia sivuvaikutuksia. Vaikuttavaa ainetta
imeytyy elimistdén sama maara kuin kapselimuotoisista valmisteista. 216120

Furfine et. al. ovat esittaneet fosamprenaviirin synteesin kéayttéden lahtéaineena (1S)-
tert-butyyli-N-[1-((2S)-2-oksiranyyli)-2-fenyylietyyli]karbamaattia (17) (Kaavio 6)**’. Sen
annetaan reagoida isobutyyliamiinin, 4-nitrobentseenisulfonyylikloridin ja suolahapon
(HCI) kanssa, jolloin muodostuu valituotteena yhdisteen (17) suola. Toisessa vaiheessa
N,N’-karbonyylidi-imidatsolin, (S)-tetrahydrofuran-3-olin ja edelld valmistetun suolan
annetaan reagoida keskenddn. Saadun valituotteen (18) sekd pyridiinin ja 4-metyyli-2-
pentanonin  joukkoon lisatddn  fosforioksikloridi  seka  katalyyttinen — mé&é&ra
palladiumaktivoitua hiiltd ja kalsiumasetaatti. Lopuksi muodostunut fosamprenaviiri tai

sen suola (15a-c) pestaan asetonilla ja kuivataan alipaineessa.*’

4.1.2.5.5. Estramustiinifosfaatti

Estramustiinifosfaatti (19) (Kaavio 7) on 17p-estradiolin johdannainen. Se on
estramustiinin ((17B)-17-hydroksiestra-1(10),2,4-trien-3-yyli-bis(2-kloorietyyli)karba-
maatti) (20) vesiliukoinen fosfaattiaihiolddke. Estramustiini on k&ytdnndssa veteen
liukenematon (Taulukko 4, sivu 29), eikd esiinny ionisoituvassa muodossa. Se on
sytotoksinen eli kasvainsoluja tuhoava ladke. Liséksi se alentaa plasman testosteronitasoja.
Alun perin estramustiini kehitettiin rintasyovan hoitoon, mutta nykyaan sitd kaytetaan
pitkdlle edenneen eturauhassyovan hoidossa. Lisdksi estramustiinia on tutkittu
potentiaalisena vaihtoehtona my6s muiden sydpien hoidossa. L&&kkeesta on olemassa seké

suonensisaisesti etta suun kautta annosteltava valmistemuoto,*011121-123
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Kaavio 7. Estramustiinifosfaatti (19) ja estramustiini (20) sekd metaboliatuotteet (21-23).

Suun kautta otettuna estramustiinifosfaatti metaboloituu ruoansulatuskanavassa nopeasti
estramustiiniksi  (20), ja talldin noin 75 prosenttia la&kkeestd imeytyy. Mikali
estramustiinifosfaatti annetaan injektiona, sen metaboloituminen on hitaampaa.
Estramustiini voi edelleen metaboloitua estromustiiniksi (21) (Kaavio 7). Siind
estramustiinin  hydroksyyliryhmd on hapettunut ketoryhmaksi. Estramustiinin ja
estromustiinin metaboliatuotteita ovat estradioli (22) ja estroni (23) (Kaavio 7). Ne
kykenevat selektiivisesti tunkeutumaan eturauhasen kasvaimen soluihin. Té&std seuraa

solujen mitoosin eli tumanjakautumisen estyminen, 0142123
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Taulukko 4. Erédiden lddkeaineiden ja niiden fosfaattiesteriaihioldadkkeiden
vesiliukoisuuksia.™*

La&keaine Ladkeaineen Fosfaattiesteriaihio- Fosfaattiesteriaihioladkkeen
vesiliukoisuus  laake vesiliukoisuus (mg/ml)
(mg/ml)

Fenytoiini 0,019 (pH 9,0) Fosfenytoiini 140 (pH 9,0)

Entakaponi 1,75 (pH 7,4) Entakaponin 30 (pH 7,4)
0,017 (pH 1,2) fosfaattiesteriaihiolaake

Amprenaviiri 0,04 (pH 3,0- Fosamprenaviirin > 3,0 (pH-riippuvainen)
4,0) fosfaattiesteriaihioladke

(natriumsuola)
Fosamprenaviirin > 0,3 (pH-riippuvainen)
fosfaattiesteriaihiolaake
(kalsiumsuola)
Estramustiini < 0,001 (pH Estramustiinifosfaatti 0,2 (pH 6,5)
6,5)

4.1.2.6. Hemisukkinaattiesterit

Glukokortikoideja kaytetd&dn suurina annoksina sokin hoitoon. Niit4 ei voida annostella
suonensiséisesti huonosta vesiliukoisuudesta johtuen. Ester6imélld glukokortikoidi
meripihka- tai fosforihapolla saadaan steroidin vesiliukoinen johdannainen, joka voidaan
annostella  suonensisdisesti.  Yksi  yleisimmistd  glukokortikoidiestereistd  on
metyyliprednisolonihemisukkinaatti. Hemisukkinaattiesterit eivat metaboloidu elimistdssé

nopeasti tai taydellisesti varsinaiseksi ladkeaineeksi.**"*#*

4.1.2.6.1. Metyyliprednisolonin ja propofolin hemisukkinaattiesterit

Metyyliprednisolonin sekd sen kahden vesiliukoisen esteriaihiold&kkeen, fosfaattiesterin ja
hemisukkinaattiesterin (24) (Kaavio 8), farmakokinetilkkaa on tutkittu terveilld
vapaaehtoisilla. Tutkimuksessa ld&keaineet annosteltiin suonensiséisesti.
Metyyliprednisolonin fosfaattiesteri muuttuu elimistdssd nopeammin ja tehokkaammin
varsinaiseksi ladkeaineeksi kuin sen hemisukkinaattiesteri. Noin 10 prosenttia elimistoon
imeytyneestd metyyliprednisoloninemisukkinaatista erittyy virtsaan muuttumattomana,

eikd siis metaboloitu vapaaksi alkoholiksi. Hemisukkinaattiesteri voi myds metaboloitua
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elimistossd joksikin muuksi yhdisteeksi kuin metyyliprednisoloniksi suonensisdisen
annostelun jalkeen.'?*1?

Vansant et. al. ovat syntetisoineet anestesia-aineena kéytettavasta propofolista (2,6-di-
isopropyylifenoli) (25) sen vesiliukoisen hemisukkinaattiesteriaihiolagdkkeen (26) (Kaavio
8)'%°.  Propofolin  vesiliukoisuus on 0,146  mg/ml  0,05-molaarisessa
fosfaattipuskuriliuoksessa  (lampotilassa 25 °C)'¥’. Hemisukkinaattiesteriaihiolaake
syntetisoidaan kasittelemalla propofolia meripihkahappoanhydridilld trietyyliamiinissa

(TEA).'® Aihiolaakkeen vesiliukoisuusarvoa ei ole esitetty kirjallisuudessa.

OH

25

1.TEA
2. Meripihkahappoanhydridi
3. HCI

RS
0] OH

26

Kaavio 8. Metyyliprednisolonin hemisukkinaattiesterin (24) rakenne seka propofolin
hemisukkinaattiesterin (26) synteesi.

4.1.2.7. Sulfaattiesterit

Sulfaattiesterit ovat kemiallisesti pysyvid. Niiden on todettu hydrolysoituvan
entsymaattisesti melko huonosti. Ta&m& vahentddkin sulfaattiestereiden kayttoa

potentiaalisina vesiliukoisina aihioldadkkeind, ja sulfaattiryhman kayttokelpoisuudesta

aihio-osana on olemassa erilaisia nékemyksia'***%

15,128,131

. Sulfaattiryhma aihio-osana lisaa

ladkeaineen vesiliukoisuutta.
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4.1.2.7.1. Parasetamolin ja fenytoiinin sulfaattiesteriaihiolaékkeet
Williams et. al. syntetisoivat asetaminofeenin  eli  parasetamolin  (N-(4-
hydroksifenyyli)etaaniamidi)  sulfaattiesterin  (27) ja  3-sulfonyylioksimetyyli-5,5-

129 Lisaksi

difenyylihydantoiinin (29) mukailemalla Kirjallisuusmenetelmdd (Kaavio 9)
yhdisteitd  arvioitiin  mahdollisina  parasetamolin  (28) ja  fenytoiinin  (8)
sulfaattiesteriainiolddkkeind. Molemmat aihiolddkkeet ovat kemiallisesti pysyvia
neutraaleissa olosuhteissa. Ne eivat myodsk&&dn metaboloidu merkittavasti happamissa
olosuhteissa, kuten ihmisen mahalaukussa.**

Synteesissd  kloorisulfonihappo  lisataan  tipoittain  hiilisulfidiin  liuotetun
dimetyylianiliinin joukkoon kylmissd olosuhteissa. Seosta lammitetddn, ja joukkoon
lisdtd&dn lahtoaineista parasetamoli (28) tai 3-hydroksimetyylifenytoiini (10). Seos
kaadetaan nopeasti kylmén kaliumhydroksidin (KOH) joukkoon ja muodostunutta kiinteaa
raakatuotetta pestdadn kylmalla etanolilla (EtOH), jonka jdlkeen se kuivataan alipaineessa
(Kaavio 9).12%13%

Williams et. al. totesivat, ettei kumpikaan syntetisoiduista sulfaattiestereistd sopinut
parasetamolin tai fenytoiinin aihiold&kkeeksi, silld ne eivat hajonneet riittdvan nopeasti
elimistossd. Williamsin et. al. mukaan sulfaattiestereiden valinta aihio-osiksi liitettavaksi
alkoholisiin ja fenolisiin hydroksyyliryhmiin ei ole mielekastd, silld yleisesti niiden

ongelmat liittyvat nimenomaan metaboloitumiseen.*?
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Kaavio 9. Parasetamolin sulfaattiesterin  (27) ja 3-sulfonyylioksimetyyli-5,5-

difenyylihydantoiinin (29) synteesi. Parasetamolin sulfaattiesterin synteesid katalysoi

mahdollisesti sulfataasientsyymi.'?°

4.1.2.7.2. Prednisolonin ja deksametasonin sulfaattiesteriainioldékkeet

Sopivan aihio-osan valinta on tarkedd suunniteltaessa esimerkiksi sellaisia aihioldakkeitd,
joiden metaboloituminen ja imeytyminen tapahtuu spesifisesti paksusuolessa. Suun kautta
otettavan aihiolddkkeen on oltava pysyva elimiston muissa olosuhteissa, eikd se saa
imeytyd suolen aiemmassa osassa. Aihio-osan ja varsinaisen ld&dkeainemolekyylin valilla
olevan linkkerin tulee hajota selektiivisesti vasta paksusuolessa, jolloin aktiivinen
ladkeaine vapautuu.'*

Doh et. al. tarkastelivat sulfaattiestereiden hyddyllisyytta aihioldadkkeind paksusuolen
olosuhteissa™’. T4ta varten syntetisoitiin prednisoloni-21-sulfaatin natriumsuola (30a),
jossa prednisolonin (31a) hydroksyyliryhma esterdityy (Kaavio 10). Synteesi kulkee
valivaiheen (32a) kautta. VValmistetun aihiolddkkeen ominaisuuksia tutkittiin elédinkokeiden
avulla. Hypoteesin mukaan kyseinen sulfaattiesteriaihioldadke on pysyva, eika siis imeydy
ruoansulatuskanavassa ennen paksusuolta. Lisaksi oletettiin, ettd hydrolyysi
prednisoloniksi tapahtuu vasta paksusuolessa sulfataasientsyymin avulla. N&in ollen
aktiivinen l&&keaine olisi ké&ytettavissd paksusuolen alueen tulehduksellisten tilojen
hoitoon.*®

Doh et. al. totesivat, ettd prednisolonin sulfaattiesteriaihiolddke on mahdollista
valmistaa hyvalla saannolla. Aihiolddke on prednisolonia vesiliukoisempia, sill&

prednisolonin  vesiliukoisuus on 0,2 mg/ml (lampétilassa 37 °C)*** ja
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sulfaattiesteriainiolddkkeen 46,2 mg/ml.  Liséksi saatiin  viitteitd siitd, ettd
sulfaattiesteriaihiolddke on kemiallisesti ja entsymaattisesti pysyvd kulkeutuessaan
suolistossa. Tama viittaa siihen, ettd sen hydrolyysi aktiiviseksi ladkeaineeksi tapahtuu
spesifisesti vasta paksusuolessa. Tulosten perusteella kyseinen sulfaattiesteriaihioldaéke
olisi lupaava vaihtoehto Kkehitettdessd nimenomaan paksusuolessa metaboloituvaa
aihiolaakettd."*°

Toinen esimerkki paksusuolessa mahdollisesti spesifisesti metaboloituvasta
sulfaattiesteriaihiolddkkeestd on Kimin et. al. syntetisoima ja tarkastelema deksametasonin
sulfaattiesteriaihiolaake, deksametasoni-21-sulfaatin natriumsuola (30b) (Kaavio 10)"3.
Synteesi kulkee vélivaiheen (32b) kautta. Hypoteesin mukaan sulfaattiryhmén aiheuttama
rakenteen lisd&ntynyt hydrofiilisyys seka sulfataasientsyymin véhdinen maaré suoliston
alemmissa osissa mahdollistaisivat suun kautta otetun sulfaattiesteriaihiolddkkeen
kulkeutumisen muuttumattomana paksusuoleen. Tulosten perusteella aihiolddke on
huomattavasti  vesiliukoisempi  kuin deksametasoni (31b), silld deksametasonin

vesiliukoisuus on 0,1 mg/ml***

ja aihiolddkkeen 14,4 mg/ml. Kyseista aihioldéketta
voidaankin pitd4d potentiaalisena paksusuolessa metaboloituvana deksametasonin

sulfaattiesteriaihiolaiakkeena. ™!
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Kaavio 10. Prednisolonin sulfaattiesteriaihiolddkkeen (30a) ja deksametasonin

sulfaattiesteriaihiolagdkkeen (30b) synteesi.

4.1.2.8. Muita esteriaihiolaakkeita

4.1.2.8.1. Entakaponin karbamaattiesterit

Entakaponin (12) vesiliukoisuuden parantamiseksi Savolainen et. al. syntetisoivat sen N-
alkyyli- ja N,N-dialkyylikarbamaattiestereitd (33a-c, 34a-c) ja arvioivat niitd mahdollisina
entakaponin aihiolaakkeind'®*. Tarkoituksena oli parantaa suun kautta otettavan
entakaponin biologista hyotyosuutta lisddmalla sen vesiliukoisuutta happamissa
olosuhteissa seka rasvaliukoisuutta neutraaleissa olosuhteissa.****

Syytd entakaponin huonoon biologiseen hy6tyosuuteen ei tunneta. Yksi mahdollinen
syy voi olla entakaponin runsas alkureitin metabolia (engl. first pass metabolism), jolloin
metaboloituminen tapahtuu jo imeytymisaikana ennen paasya systeemiverenkiertoon'®.
Entakaponi on heikko happo (pKa. 4,5)"*', joten ohutsuolessa se on ionisoituneessa
muodossa. Tama vaikeuttaa sen imeytymistd ohutsuolessa. Heikkona happona entakaponin
vesiliukoisuus heikkenee pH:n alentuessa, ja tastd johtuen imeytyminen on heikkoa myos
mahalaukun erittdin happamissa olosuhteissa. Entakaponin vesiliukoisuus onkin pH-

riippuvainen (Taulukko 5, sivu 37).1*%
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N,N-dialkyylikarbamaatit (33a-c) syntetisoidaan asyloimalla entakaponi (12)
sopivalla karbamoyylikloridilla (Kaavio 11). N-alkyylikarbamaatit (34a-c) valmistetaan
kayttaméalla sopivaa isosyanaattia (Kaavio 11). Savolainen et. al. totesivat, ettd
isosyanaattia on kaytettdvé 3-4 ekvivalenttia reaktion saattamiseksi loppuun. Isosyanaattia
kéytettdessd lopputuotteena muodostuu ainoastaan monosubstituoituja karbamaatteja.
Vaikka isosyanaattia kéaytettiin n&issa kokeiluissa huomattava yliméarad ja kokeiltiin
korkeaa reaktiolampotilaa, 3,4-di-O-karbamoyylisubstituoituja yhdisteitd ei muodostunut.
Syyné téhén saattavat olla bentseenirenkaan 5-asemassa olevan suurikokoisen nitroryhman
aiheuttama steerinen este seka elektroniset tekijat.'®

Syntetisoidut entakaponin N,N-dialkyylikarbamaattiesterit eivat hydrolysoidu ihmisen
seerumilla tehdyissa in vitro -kokeissa, eikd niille t&std johtuen tehty jatkotutkimuksia.
Entakaponin vesiliukoisuutta oli kuitenkin mahdollista parantaa valmistamalla siita
karbamaattiesteriaihiolddkkeitd.  Esimerkiksi  syntetisoitujen  N-alkyylikarbamaatti-
estereiden vesiliukoisuus on korkeampi pH:ssa 7,4 ja kahden rakenteen kohdalla (34a, 34c)
vesiliukoisuus on korkeampi myods pH:ssa 5,0 (Taulukko 5, sivu 37). Entakaponin
biologista hy6tyosuutta ei kuitenkaan onnistuttu parantamaan. Savolainen et. al. tutkivat
syntetisoitujen  karbamaattiesteriaihiolddkkeiden  farmakodynaamisia  ominaisuuksia
rottakokeissa. Niiden ja tehtyjen farmakokineettisten tutkimusten perusteella todettiin, etta
aihiolddkkeiden farmakodynaamiset ominaisuudet eivat olleet parempia entakaponin
vastaaviin verrattuna. Tulosten perusteella ongelmat entakaponin liukoisuudessa ja
jakaantumisessa ruoansulatuskanavassa, erityisesti matalissa pH-olosuhteissa, saattavat

merkittavasti rajoittaa sen biologista hydtyosuutta.**>*%

35



HO
)’k tai — N=C=— + X N/\
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CH,—CH
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Rq |N| k
NO,
CHs CH
33aR,=—N Ry=——0—C—N "
CH,
CHs
CHZ_CH3
33bR, =—N< R3=—O—C—N/CH2_CH3
CHp—CHj “NCH,—CH,
I
33cR, = \N/\ R3 = _O_C\N/\
k/o k/o
34a Ry =——NH—CH,—CHj R3 = OH
34b Ry =——NH—(CH,);CH; R3=0H
34cR,=——NH—C(CHs); R3=OH
Kaavio 11. Entakaponin  N,N-dialkyylikarbamaattiestereiden (33a-c) ja N-

alkyylikarbamaattiestereiden (34a-c) synteesi.
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Taulukko 5. Entakaponin (12) ja sen N-alkyylikarbamaattiestereiden (34a-c)

vesiliukoisuuksia.**®

Yhdiste Vesiliukoisuus (pug/ml), pH 5,0 Vesiliukoisuus (ug/ml), pH 7,4
12 77,3+2,3 1751,8 £ 119,1

34a 248,3+12,8 > 40000°

34b 9,0+£0,3 19439 +192,8

34c 120,2 + 23,3 2457,7 £ 4410

Keskiarvo + keskihajonta, n=3
®Yksi mittaus

4.1.2.8.2. Mefenaamihapon esteriaihiolaakkeet
Erityisesti tulehduskipuléddkkeiden pitkittynyt kayttd aiheuttaa haittavaikutuksia, mutta
niité voi ilmetd myos lyhytaikaisen k&yton seurauksena. Haittavaikutuksia ovat esimerkiksi
ruoansulatuskanavan lieva arsyyntyminen ja pahimmassa tapauksessa vakavat haavaumat.
Niiden epéillaédn johtuvan tulehduskipulddkkeiden rakenteessa olevan vapaan
karboksyylirynman  aiheuttamasta  paikallisesta ~ &rsytyksestd  sek&  toisaalta
tulehduskipulédékkeiden aiheuttamasta prostaglandiinien biosynteesin estymisestd, mik&
véhentaa niiden mahan limakalvoa suojaavaa vaikutusta, ***%°

Mefenaamihappo (35a) (Kuva 4) on yleisesti kaytetty tulehduskipuléddke kuumeen ja
kivun hoitoon. Wiwattanawongsa et. al. syntetisoivat mefenaamihapon esteriaihioldakkeita
(35b-e) tarkoituksena véahentdd mefenaamihapon aiheuttamia haittavaikutuksia (Kuva
4)*° Useimmat mefenaamihapon esteriaihioladkkeista syntetisoidaan yksivaiheisella
synteesilla antamalla mefenaamihapon reagoida sopivan alkoholin kanssa.**

Wiwattanawongsa et. al. vertasivat esteriaihiold&dkkeiden vesiliukoisuutta

mefenaamihapon vesiliukoisuuteen (0,2 mg/ml)**°

. Aihiolad&kkeen (35d) vesiliukoisuus on
noin 5-kertainen mefenaamihappoon verrattuna (pH 5,0). Muiden syntetisoitujen
esteriaihiolddkkeiden vesiliukoisuus on mefenaamihappoa huonompi. Aihiolddkkeiden

(35c) ja (35d) vesiliukoisuus riippuu pH:sta. (Taulukko 6)**
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NH
RO—C\\
0
352 R=H HC,I\I
C|>H C|>H 350 R= ——CH,—CH;~
3% R= ——CH,—CH—CH, Q
35c R= ——CH,—CH,—N O 3% R= CH;—CH;

Kuva 4. Mefenaamihapon (35a) ja sen esteriaihiolddkkeiden (35b-e) rakenteet.

Taulukko 6. Mefenaamihapon (35a) ja sen esteriaihioladkkeiden (35b-e)

vesiliukoisuuksia®®.

Yhdiste Vesiliukoisuus (pg/ml)
35a 200
35b 6,0
35¢ 2,6 (pH7,4)
6,2 (pH 5,0)
35d 109,3 (pH 7,4)

1045,6 (pH 5,0)

35e 2,6

4.1.2.8.3. TAK-456:n esteriaihioladkkeet

TAK-456:1la (1-[(1R,2R)-2-(2,4-difluorifenyyli)-2-hydroksi-1-metyyli-2-(1H-1,2,4-
triatsol-1-yyli)propyyli]-3-[4-(1H-1-tetratsolyyli)fenyyli]-2-imidatsolidinoni) ~ (36) on
erdiden sienten kasvua ehkéisevd vaikutus. Sen vesiliukoisuus on huono (5 pg/ml).
Ichikawa et. al. syntetisoivat useita sen esteriaihioladkkeitd tarkoituksena parantaa
ld&keaineen vesiliukoisuutta ja valmistaa siitd injektiomuotoinen valmiste systeemisten

sieni-infektioiden hoitoon (Kaavio 12)'*!. Esteriaihiolaakkeet syntetisoidaan alkyloimalla
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TAK-456 halometyyliesterilla tai halometyylikarbonaatilla. ~ Aihio-osa liitet&dan
triatsolirenkaan typpiatomiin. Mikéli toisena I&htdaineena on bromia tai klooria sisaltava
rakenne, tehd&én anioninvaihto kayttamalla esimerkiksi Dowex-hartsia. Esteriaihioldédkkeet
suunniteltiin siten, etta esterisidos hajoaa entsymaattisesti, jonka jalkeen formaldehydi ja
varsinainen laakeaine vapautuvat spontaanisti.*®’***

Kaikkien syntetisoitujen esteriaihiolddkkeiden vesiliukoisuus on merkittavasti TAK-
456:n arvoa parempi (Taulukko 7). Vesiliukoisimpia ovat polaarisen hydroksyyli- ja
asetamidoryhman siséltavat aihioladkkeet (37h, 37i). Yksi aihiolddkkeista (37a) valittiin
tarkempiin jatkotutkimuksiin, koska se osoittautui riittdvan vesiliukoiseksi ja pysyvéksi
injektiomuotoiseen annosteluun. Eldinkokeiden ja ihmisen plasmalla tehtyjen in vitro -
kokeiden perusteella sen todettiin metaboloituvan nopeasti varsinaiseksi laékeaineeksi.
Liséksi silla havaittiin eldinkokeissa potentiaalisia terapeuttisia vaikutuksia eréitd sieni-

infektioiden aiheuttajia vastaan.'**

Taulukko 7. TAK-456:n (36) ja sen esteriaihiolaakkeiden (37a-i) vesiliukoisuuksia.'**

Yhdiste Vesiliukoisuus (mg/ml), glukoosiliuos (5 %)
36 0,005

37a 4% 10°

37b 3

37c 6

37d 3

37e 1,5

37f 2

379 5-8

37h > 10

37i > 10

®Hydratoitunut muoto °Ei-hydratoitunut muoto

39



-

0
JL X= Br/Cl/I
1. R 0o— X

2. Puhdistus ja anioninvaihto

37a R= ——CHj
CH;,
37b R= {
CH,
CHs
37c R= CH;
CH,
37d R= —0~ TCH,4
37e R_ _O/\/CH3
CH,

0
37i R= —O/\HJLCH

Kaavio 12. TAK-456:n (36) rakenne ja sen esteriaihiolddkkeiden (37a-1) synteesi.



4.1.2.9. Sokerijohdannaiset

4.1.2.9.1. Kamptotesiinin glukuronidijohdannainen

20(S)-kamptotesiini (38a) (Kuva 5) on syopélddkkeena kaytettdva alkaloidi, jonka
vesiliukoisuus on huono. Kamptotesiinista on syntetisoitu useita johdannaisia, joiden
tarkoituksena on ollut parantaa sen vesiliukoisuutta ja véhentdd toksisuutta. Kliinisessé
ké&ytossa on kaksi vesiliukoista johdannaista, topotekaani (38b) ja irinotekaani (38c) (Kuva
5)_142

383R1:H,R2:H,R3:H /

38b R, = OH,R,= ——CH;N(CH3), R,=

38cR, = —O0— ﬁ NQ ) Ry =H,Rs=Et

COOH
38d Ry = H, RZ:—NHTOLQO
0 MH
OH

38e Rl :H, R2: NH2Y R3: H

Kuva 5. 20(S)-kamptotesiinin (38a), sen johdannaisten (38b-c) ja aihiold&dkkeen (38d) seka

9-aminokamptotesiinin (38e) rakenteet.

Leu et. al. syntetisoivat N-[9-(B-D-glukuronyyli)bentsyylioksikarbonyyli]-
aminokamptotesiinin (38d) 20(S)-kamptotesiinin vesiliukoiseksi aihioladkkeeksi**?. Siina
9-aminokamptotesiini  (38¢) ja  glukuronidihappo  ovat liittyneet  yhteen
karbamaattilinkkerin  vélitykselld. Ensin valmistetaan 9-aminokamptotesiini, jonka
annetaan reagoida nitrofenyyliklooriformaatin kanssa. Talloin muodostuu vélituote (39)
(Kaavio 13, sivu 43).1%
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Metyyli-1,2,3,4-tetra-O-asetyyli-B-D-glukuronaatti  (40) halogenoidaan titaani-
tetrabromidilla. Tamén jalkeen sen annetaan reagoida p-hydroksibentsaldehydin kanssa
hopea(l)oksidin (Ag20) lasnd ollessa. Talloin muodostuu metyyli-1-(4-formyylifenyyli)-
2,3,4,-tri-O-asetyyli-B-D-glukopyranuronaatti (41). Siind oleva aldehydiryhmé pelkistetaan
primaariseksi hydroksyyliryhmaksi késitteleméalld yhdistettd (41) natriumboorihydridilla
(NaBH4). Muodostuneesta metyyli-1-(4-hydroksimetyylifenyyli)-2,3,4-tri-O-asetyyli-p-D-
glukopyranuronaatista (42) poistetaan suojaryhmét kéyttamalla natriummetoksidia
(NaOMe) metanolissa (MeOH), jolloin muodostuu metyyli-1-(4-hydroksimetyylifenyyli)-
B-D-glukopyranuronaatti (43) (Kaavio 13).'%?

Yhdisteiden (43) ja (39) annetaan reagoida lampétilassa 80 °C, jolloin muodostuu
metyyli-N-[9-(B-D-glukuronyyli)bentsyylioksikarbonyylilaminokamptotesiini (44a). Siita
poistetaan suojaryhma kayttdmalla kaliumtrimetyylisilanaattia (1 ekv.) THF:ssa. Tdmén
jalkeen muodostuu kalium-N-[9-(B-D-glukuronyyli)bentsyylioksikarbonyylilaminokamp-
totesiini  (44b). Kun sitd késitelladn HCl:lla, lopputuotteena muodostuu  20(S)-
kamptotesiinin vesiliukoinen aihiolake (38d) (Kaavio 13).'*

9-Aminokamptotesiinin  (38e) vesiliukoisuus on huono erityisesti happamissa
olosuhteissa (Taulukko 8). Siihen verrattuna 20(S)-kamptotesiinin aihiolddkkeen (38d)
vesiliukoisuus on noin 80-kertainen pH:ssa 4,0 ja noin 1800-kertainen pH:ssa 7,0.
Tallainen arvo tarkoittaa, ettei aihiolddke ei saostu elimist0ssé suonensiséisen annostelun
jalkeen. Aihioléddke suolamuodossa (44b) on erittdin vesiliukoinen my6s pH:ssa 4,0
(Taulukko 8). Tulosten perusteella yhdistettd (38d) voidaan pitd4 potentiaalisena syévan

hoitoon kaytettavana 20(S)-kamptotesiinin aihiolaakkeena. *?

Taulukko 8. 20(S)-kamptotesiinin aihioldadkkeen (38d), 9-aminokamptotesiinin (38e), ja
20(S)-kamptotesiinin kaliumsuolan (44b) vesiliukoisuudet.®®

Yhdiste Vesiliukoisuus (mg/mil), Vesiliukoisuus (mg/ml),
pH 4,0 pH 7,0

38d 0,5 110

38e 0,006 0,06

44b 25 el madritetty
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AcO aTiBr,, DCM, r.t. a 4-nitrofenyylikloorif ormaatti,
\I/O QAc droksibe i 1,4-dioksaani, 60 °C
b p-hydroksibentsaldehydi, Ag,0, CH;CN, r.t. ,4-dloKsaant,
¢ NaBH, IPA, CHCIj; silikageeli, 0 °C
OAc d NaOMe, MeOH, r.t.
OAc
40 o
a,b
H
ACO COOMe
c
o©
AcO
AcO 4
OH
C _ —
O,N
0
ACO COOMe
0O
OAcC 0
OAc 42
OH
d
COOMe
HO 0O
OH
OH 43
aDMAP, CH4CN, 80 °C
b KOSiMe,, THF, r.t.
cHCl, r.t.
a,b,c
0]
0]
COOR

OH 38dR=H /

44aR =CH,
OH MbR=K

Kaavio 13. 20(S)-kamptotesiinin aihiolddkkeen (38d) synteesi.
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4.1.2.9.2. Paklitakselin aihiolaakkeet — B-glukuronidin liittdminen

paklitakseliin

Paklitakseli (20,40,58,73,108,130)-4,10-bis(asetyloksi)-13-{[(2R,3S)-3-(bentsoyyliamino)-
2-hydroksi-3-fenyylipropanoyyli]oksi}-1,7-dihydroksi-9-okso-5,20-epoksitaks-11-en-2-

yylibentsoaatti) (45a) on diterpeenirakenteinen yhdiste (Kuva 6). Se kykenee estamaan
solun tukirankaa muodostamassa olevien mikrotubulusten (mikroputket) toimintaa
kasvainsoluissa. Taman vuoksi sitd kaytetddn la&dkkeend sydvan hoidossa, ja se
hyvaksyttiin alun perin ladkkeeksi munasarjasyovén ja rintasydvan hoitoon. Paklitakselia
kaytetaan myos useiden muiden sydpien hoidossa'*®. Kayttoa rajoittaa kuitenkin sen huono

144,145

vesiliukoisuus (0,4 pg/ml) Kirjallisuudessa paklitakselin vesiliukoisuudelle on

#1486 ja 0,6 mmol/dm*® . Vesiliukoi-

144,148

esitetty myos muita arvoja kuten alle 0,005 pmol/dm
suutta rajoittavat rakenteen hydrofobisuus ja sivuketju Paklitakselin analogin
doketakselin (45b) (Kuva 6), jota kaytetddn myo6s syovan hoidossa, vesiliukoisuus on 14

pg/ml. 144

2

>
Z
=z
(0]

45aR; =Ph, R, = Ac
45b R, = OBu, R, = H

Kuva 6. Paklitakselin (45a) ja doketakselin (45b) rakenteet.

Leenders et. al. syntetisoivat paklitakselin aihioléd&kkeitd, joissa B-glukuronidi liitetd&n
paklitakseliin  linkkerin  valityksella**°.  Polaarisen  sokerimolekyylin liittdminen
pakselitakseliin aihio-osana lisd4 vesiliukoisuutta. Linkkerin ja B-glukuronidin valilla on
karbamaattisidos, ja linkkeri liittyy esterisidoksella paklitakselin 2’-hydroksyyliryhmaan.
Kyseinen ryhmda on vélttdmaton paklitakselin sytotoksiselle aktiivisuudelle, joten

aihiolddkkeen toksisuus vahenee funktionalisoimalla kyseinen ryhmé. Linkkerin kéytto
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saattaa helpottaa B-glukuronidaasin katalysoimaa hydrolyysid. Karbamaattisidoksen

katkeamisen ja sitd seuraavan hiilidioksidin vapautumisen jalkeen linkkerin vapaa

aminoryhma hyokkaa esterisidokseen, jolloin paklitakseli vapautuu (Kaavio 14).24614°

Paklitakseli - -
Paklitakseli
2
Q 2.
—0 C
\:O
[T] l Paklitakseli
i |
n . . i
K Beeta-glukuronidaasi n 2" OH
k k _
: ) T e !
r O'Na
i 0 r Y n
T Q [ HN_ | K
/ HO OH ~ K
o O'Na* HN HO T e
OH :NH, r
0 0 +CO, :
HO
HO 0 —
OH

Kaavio 14. Paklitakselin vapautuminen hydrolyysin seurauksena.

Kaaviossa 15 (sivu 47) on esitetty esimerkkind paklitakselin aihiolddkkeen (46) synteesi.
Muut aihiolddkkeet valmistetaan vastaavalla tavalla kayttdmalla sopivaa syklista
l&htoainetta. Synteesissa B-glukuronihapon johdannainen liitetddn isosyanaattiryhmén
sisaltdvaan linkkeriin. Linkkerirakenne liitetddn paklitakselin 2’-hydroksyyliryhmaan.
Suojaryhmien poiston jélkeen lopputuotteena saadaan paklitakselin aihioléake (46).
Synteesissé avataan ensin anhydridin (47) rengasrakenne kayttamalla allyylialkoholia, 4-
N,N-dimetyyliaminopyridiinia  (DMAP) ja DCC:id.  Vdlituotteena  muodostuu
karboksyylihappo (48) (Kaavio 15).'°

Synteesin onnistumisen kannalta tarkeé vaihe on isosyanaatin (49) valmistaminen. Se
syntetisoidaan  karboksyylihaposta ~ (48)  Curtiuksen  toisiintumisella. Siina
karboksyylihaposta muodostuu ensin vastaava asyyliatsidi kayttamalla
difenyylifosforyyliatsidia ja TEA:a. L&mmittdminen saa aikaan isosyanaatin
muodostumisen. Synteesin seuraavassa Vaiheessa isosyanaattiin liitetddn 1-hydroksi-
2,3,4,6-tetrabentsyyli-p-glukuronihappo (50), jolloin saadaan suojattu karbamaatti (51).
Allyylisuojaryhmén poiston jalkeen muodostuu karboksyylihappo (52), joka liitetdan
paklitakseliin. Talloin saadaan paklitakselin suojattu aihiolddke (53). Reaktiossa kaytetaan
N,N’-di-isopropyylikarbodi-imidia DCC:n sijasta, silla DCC:n ké&yttdminen aiheuttaa
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disykloheksyyliurean ~ (DCU)  muodostumista.  T&m&  vaikeuttaa  tuotteiden
silikageelipuhdistusta. Paklitakselin aihiolaake (46) saadaan poistamalla
bentsyylisuojaryhmat kéayttdmalla palladiumaktivoitua hiiltd ja tekemalld ioninvaihto
(Kaavio 15). Aihiolddkkeet metaboloituvat entsymaattisella hydrolyysilla, jolloin
paklitakseli vapautuu. Syntetisoidut aihiolddkkeet ovat paklitakselia vesiliukoisempia.
Aihiolaakkeiden vesiliukoisuudeksi on esitetty 10 mmol/dm? tai yli.**® Tama on selvésti
suurempi  kuin paklitakselin  vesiliukoisuus, vaikka sen vesiliukoisuuden arvo

kirjallisuuden mukaan vaihteleekin, kuten yll4 on esitetty.

4.1.2.9.3. O-glykosyloitu taksaani

Taksaaniglykokonjugaatteja esiintyy luonnossa, ja niilla on sy0pékasvaimia tuhoava
vaikutus. Nikolakakis et. al. syntetisoivat O-glykosyloidun taksaanin (7-(B-D-
glukopyranosyylioksi)-9-dihydro-10-asetyylidoketakseli) (54) (Kaavio 16, sivu 48)**%. O-
glykosidi (55) syntetisoidaan kayttamalla lahtbaineina 9-dihydro-13-asetyylibakkatiini I11:a
(56) ja Dbentsyloitua a-D-glukopyranosyylitriklooriasetimidaattia (57), joka toimi
glykosyylidonorina. Katalyyttina kaytetddn Lewisin happoa. Yhdisteen (55) C-13:ssa oleva
asetyylisuojaryhma poistetaan kasittelemalla yhdistettda (55) THF:n ja kaliumfosfaatin
seoksessa (pH 7,0) NaBH4:11a™°. Talloin saadaan valituote (58). Sen C-13:ssa oleva vapaa
hydroksyyliryhma estergidaan kayttamélla N-Boc-fenyyli-isoseriinin 2-(4-metoksi)fenyyli-
1,3-oksatsolidiinia (59), DCC:ia ja 4-pyrrolidiinopyridiinia (4-PP). Muodostuneen B-D-
glukopyranosyylin (60) bentsyylisuojaryhmat poistetaan kayttamalla palladiumaktivoitua
hiiltad. Sivuketjun suojaryhma poistetaan katalyyttisella méaaralla p-tolueenisulfonihappoa
MeOH:ssa. Synteesin lopputuotteena muodostuu O-glykosyloitu taksaani (54). Se on
potentiaalinen ladkeainekandidaatti, sill4d sokeriosan liittdminen rakenteeseen liséd sen

vesiliukoisuuden kaksinkertaiseksi paklitakseliin (45a) verrattuna.*®
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Kaavio 15. Pakselitakselin aihiolddkkeen (46) synteesi.
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a BF,-OEt,, DCM, 4 °C

b NaBH,, 2:1 THF/0.05 M KPO,,
23°C6h,4°C18h

¢ 4-PP, DCC, 2:1 tolueeni/DCM, 75 °C

d 1 H,/Pd/C, asetoni/MeOH, 23 °C
2 p-tolueenisulfonihappo, MeOH, 23 °C

Kaavio 16. O-glykosyloidun taksaanin (54) synteesi.

OBn
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4.1.2.10. Polyetyleeniglykolit

PEG:t ovat lineaarisia tai haarautuneita varauksettomia etyleenioksidin oligo- tali
polymeerejd. PEG:t syntetisoidaan polymerisoimalla etyleenioksidia veden l&sna ollessa.
Reaktion aluksi tapahtuu hydroksidi-ionin nukleofiilinen hyokkays epoksidirenkaaseen.
Mikali reaktiossa ké&ytetddn esimerkiksi MeOH:ia tai sen johdannaisia, saadaan
monoalkyyliryhmaén siséltdvia PEG:ja, esimerkiksi metoksi-PEG. Polymerisaatiota voidaan
kontrolloida, ja  syntetisoitujen PEG:ien  molekyylipaino  voikin  vaihdella.
Molekyylipainoltaan pienimmét PEG:t ovat viskooseja, varittomid ja olomuodoltaan
nestemdisid. Molekyylipainon kasvaessa PEG:t muuttuvat vahamaisiksi, valkoisiksi ja
olomuodoltaan kiinteiksi. Kiinteiden PEG:ien sulamispiste on verrannollinen niiden
molekyylipainoon. PEG:t ovat amfifiilisia eli niiden rakenteessa on sekd hydrofiilinen etté

hydrofobinen osa. Ne liukenevatkin sek veteen ettd moniin orgaanisiin liuottimiin.*’®°%-

153

PEG:t eivat ole toksisia. Ne metaboloituvat elimistossa maksassa ja erittyvat nopeasti
munuaisten kautta. Nama ominaisuudet, yhdessd PEG:ien vesiliukoisuuden kanssa,
mahdollistavat niiden k&yton farmaseuttisiin tarkoituksiin. PEG:t onkin hyvéksytty
annosteltavaksi ihmisille suonensiséisesti sekd suun tai ihon kautta™’. PEG:ja voidaan
kayttad aihio-osana valmistettaessa aihioladkkeitd, joiden tarkoituksena on parantaa
ld&keaineen vesiliukoisuutta tai péasya elimistoon. La&keaine on usein jokin sydvan
hoitoon kehitetty, kuten paklitakseli, metotreksaatti tai sisplatiini. PEG liittyy
ladkeaineeseen kovalenttisesti linkkerin valityksella esimerkiksi esteri- tai amidisidoksella,
joka hajoaa elimistéssa entsymaattisesti tai kemiallisesti’®**3. Aihiolaakkeen muuttuminen
varsinaiseksi  laakeaineeksi  voi  lisaksi  tapahtua  1,6-eliminaation’®  tai
trimetyylilaktonisaation'*® kautta.'*?

Onnistunut konjugoituminen biomolekyylien kanssa riippuu biomolekyylin koosta,
kemiallisesta rakenteesta, rakenteessa mahdollisesti olevista steerisistd esteistd seka
biomolekyylin ja PEG:n reaktiivisuudesta. Molempien kemiallisessa rakenteessa on oltava
sopiva funktionaalinen ryhmé&, kuten karboksyyli-, hydroksyyli-, tioli- tai

aminoryhma. %2
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4.1.2.10.1. Gambogiinihapon PEG-aihiold&kkeet
Gambogiinihappo (engl. gambogic acid, GA) (61) (Kaavio 17) aiheuttaa syopasolujen
apoptoosia (solukuolema)™’. Gambogiinihapon vesiliukoisuus on huono (alle 0,5 pg/ml),
mika vaikeuttaa sen kayttoa la&keaineena. Ding et. al. syntetisoivat gambogiinihapon
johdannaisia parantaakseen sen vesiliukoisuutta ja farmakokineettisia ominaisuuksia™®.
Osassa valmistetuista PEG-konjugaateista linkkerina kaytettiin erilaisia aminohappoja ja
dipeptidejad. Syntetisoiduista PEG-konjugaateista tarkasteltiin - muun muassa niiden
jakaantumista elimistossa seka farmakokinetiikkaa ja sytotoksisuutta.®®

PEG-GA-konjugaattien synteesi on esitetty ohessa (Kaavio 17). L&httaineena
kaytetddn N-tert-butoksikarbonyyliaminohappoja (62a-e). Esimerkiksi PEGakpa-pro-pro-
GA-konjugaatin (63) monivaiheisessa synteesissd yhdisteet (62a) ja (64a) liitetddn
toisiinsa kayttamalla kytkentareagenssina N-(3-dimetyyliaminopropyyli)-N’-etyylikarbodi-
imidihydrokloridia (EDC). Valituotteena saadaan N-tert-butoksikarbonyyli-prolyyli-
proliini (Boc-pro-pro-COOH) (65a).**®

PEG:n (66) ja edelld syntetisoidun Boc-pro-pro-COOH:n (65a) annetaan reagoida
keskenddn,  jolloin  muodostuu  Boc-pro-pro-PEGakps  (67a). Se  kdytetdan
puhdistamattomana jatkoreaktiossa. Suojaryhmé& poistetaan ja ndin saadun yhdisteen
annetaan reagoida gambogiinihapon (61) kanssa, jolloin saadaan PEGgakpa-pro-pro-GA-
konjugaatti (63a). PEG,kpa-GA-esterit, joiden rakenteessa ei ole linkkerid, valmistetaan
kayttamalla PEGakpa:ia (1 ekv.) ja gambogiinihappoa (2 ekv.). Samaa menetelma& voidaan

kayttaa myds syntetisoitaessa PEG1okpa-GA- ja PEGaokpa-GA-esterit. ™
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1 H,N-A,-COOCH,

64a A, = Pro
64b A, = Phe HO-(CH,CH,0),-H (PEG)
64c A, = Gly 66
Boc-HN-A;-COOH _ Boc-HN-dipeptidi-COOH [
62a A, = Pro HOBL, EDC 65a dipeptidi = Pro-Pro DMAP, DCC, DCM
62b A, = Gly bCM 65b dipeptidi = Gly-Gly
62c All= Lys 2 LiOH, KHSO, 65¢ dipeptidi = Gly-Phe
62d A, = Phe 65d dipeptidi = Phe-Phe
62e A1 = Arg
0 o] 0
1 TFA, DCM ||
Boc-HN-dipeptidi-C-O-PEG =~ =it GA-C-HN-dipeptidi-C-O-PEG
. - 2 61, DCC, HOBt . -
67a dipeptidi = Pro-Pro DCM 63a dipeptidi = Pro-Pro
67b d_ipept_id_i = Gly-Gly 63b dipeptidi = Gly-Gly
67c dipeptidi = Gly-Phe 63c dipeptidi = Gly-Phe
67d dipeptidi = Phe-Phe 63d dipeptidi = Phe-Phe

GA (61)

Kaavio 17. PEGakpa-pro-pro-GA-konjugaatin (63a) sekd vastaavien rakenteiden (63b-d)
synteesi.

Kaikki Dingin et. al. syntetisoimat gambogiinihapon PEG-konjugaatit osoittautuivat
gambogiinihappoa vesiliukoisemmiksi. Vesiliukoisuus kuitenkin vaihtelee, ja esimerkiksi
PEG2okpa-GA:N vesiliukoisuus on 0,61 mg/ml, mutta PEGapa-Gly-GA:n vesiliukoisuus
225,6 mg/ml. Kaytetyn polymeerin molekyylipainolla ja linkkerin valinnalla on tarke&
merkitys valmistettujen gambogiinihapon aihiolddkkeiden vesiliukoisuuteen ja lisaksi
varsinaisen  ladkeaineen  vapautumiseen  aihiolddkkeestd.  PEG:n liittdminen
gambogiinihappoon parantaa vesiliukoisuuden lisdksi gambogiinihapon biologista
hyotyosuutta. Tulosten perusteella Ding et. al. totesivat, ettd polymeerien liittdminen
potentiaalisiin  l4&keaineisiin saattaa vahentdd huonoon vesiliukoisuuteen liittyvia

ongelmia. Lisaksi voidaan edesauttaa laakeaineiden paasya elimistéon.*®
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4.1.2.10.2. Pemetreksenin PEG-aihiolaakkeet

Pemetrekseni (N-{4-[2-(2-amino-4,7-dihydro-4-oksi-3H-pyrrolo[2,3-D]-pyrimidiini-5-
yyli)etyyli]bentsoli}-L-glutamiinihappo, PM) (68) (Kaavio 18) on kemialliselta
rakenteeltaan foolihapon eli folaatin johdannainen. Se on antifolaatti eli est&& tiettyjen
foolihaposta riippuvaisten entsyymien toimintaa. Pemetreksenid kaytetdan pahanlaatuisen
keuhkopussin mesoteliooman hoidossa yhdessa sisplatiinin kanssa seka ei-pienisoluisen
keuhkosydvan hoidossa™**®°. VVapaana happona pemetreksenin vesiliukoisuus on huono.
Vesiliukoisuutta voidaan parantaa tekemélld siitd suola. Té&llainen menettely ratkaisee
kuitenkin vain osan ongelmista ja saattaa aiheuttaa niitd myos lisd4d. Esimerkiksi
pemetreksenin annostelu natriumsuolana voi aiheuttaa natriumionien kertymista elimistoon
ylimédrin. TAma nostaa verenpainetta ja saattaa aiheuttaa ongelmia potilaille, joilla on
ennestaan korkea verenpaine.**

Min et. al. syntetisoivat pemetreksenin polyetyleeniglykoliaihiolddkkeitd (Kaavio
18)"4, Synteesin ensimmaisessa vaiheessa valmistetaan N-tert-
butoksikarbonyyliaminohappoja kayttamalla kirjallisuusmenetelmaa'®®. Esimerkiksi N-
tert-butoksikarbonyyliglysiini (Boc-Gly) (69a) valmistetaan liuottamalla glysiini (70a)
natriumhydroksidia (NaOH) ja tert-butyylialkoholia siséltdvddn seokseen. N-tert-
butoksikarbonyylileusiini (Boc-Leu) (69b) syntetisoidaan vastaavalla tavalla k&yttamalla
aminohappona leusiinia (70b).***

Synteesin toisessa vaiheessa Min et. al. valmistivat PEG-aminohappojohdannaisia
kirjallisuusmenetelmad mukaillen'®”. PEGaoeo:n (71) ja Boc-Gly:n (69a) annetaan
reagoida vuorokauden ajan. Taman jalkeen liukenemattomat sivutuotteet poistetaan ja
suojatusta vélituotteesta (72a) poistetaan suojaryhmat. Suojaryhmien poiston jalkeen
seoksen pH saddetdan lievasti emadksiseksi NaOH:lla. Lopputuotteena muodostuu
PEG20000-glysiini (PEG20000-Gly) (73a). Vastaavalla tavalla voidaan valmistaa PEGaggo-
leusiini (PEGagoo-Leu) (73b). Talloin aminohappona kaytet&an leusiinia (70b) ja suojattuna

valituotteena muodostuu yhdiste (72b).**
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HO-(CH,CH,0),-H (PEG)

(Boc),0, NaOH 71
H,N-CHR-COOH ~—— = Boc-HN-CHR-COOH — >
70aR =H 69aR = H DCC, DMAP, DCM
T0bR = CHch(CH3)2 69b R = CHZCH(CHs)2
(0] 0] 0 0]
TFA/DCM || || 68
Boc-HN-CHR-C-O-PEG-O-C-CHR-NH-Boc —————» H,N-CHR-C-O-PEG-O-C-CHR-NH, ———»
72aR =H 73aR=H DCC, DMAP
72b R = CH,CH(CH3), 73b R = CH,CH(CH3),
ﬁ 0
MP-HN-CHR-C-O-PEG-O-C-CHR-NH-PM HN \
J\ | COOH
74aR =H e N S o
74b R = CH,CH(CH3), H,N N N
NHM
OH
o)
PM (68)

Kaavio 18. Pemetreksenin polyetyleeniglykoliaihiolddkkeiden (74a-b) synteesi.

Synteesin kolmannessa vaiheessa pemetrekseni (68) ja edelld syntetisoitu PEGzo00-Gly
(73a) reagoivat PEGagn00-glysiini-pemetrekseniksi (PEG2g000-Gly-PM) (74a). PEGaoo0-
leusiini-pemetreksenid (PEGagoo-Leu-PM) (74b) valmistettaessa kéytetddn PEGyo00-Leu:ia
(73b). Syntetisoitujen pemetreksenin aihiolddkkeiden, PEG20000-Gly-PM ja PEGggg0-Leu-
PM, vesiliukoisuudet ovat 125 mg/ml ja 650 mg/ml. Kéaytetyn PEG:n molekyylipaino
vaikuttaa merkittavasti valmistetun aihiold&kkeen vesiliukoisuuteen, ja aihiold&kkeen
vesiliukoisuus onkin hyvin lahella kaytetyn PEG:n vesiliukoisuutta.*>*

Bioaktiivisten yhdisteiden liittdminen PEG:iin tapahtuu paéasiassa
esterdintireaktiolla, kuten edelld on esitetty. Esterdinti voi tapahtua esimerkiksi siten, etta
toisen reaktioon osallistuvan yhdisteen karboksyylirynmén karbonyylihappi protonoituu.
Talloin karbonyylirynma aktivoituu nukleofiilin hyokkéaykselle. Nukleofiilind toimii
PEG:n hydroksyyliryhmd. Katalyyttind toimii DCC. Reaktiomekanismin mukaan
muodostunut karbodi-imidi muuttuu aktiiviseen muotoon sykliseksi anhydridiksi, joka
reagoi nukleofiilin kanssa pysyvéksi tuotteeksi*>. Zalipsky et. al. ovat esitténeet, etta
DCC:n awvulla aktivoidun Boc-suojatun aminohapon liittdminen PEG:iin DMAP:n

katalysoimana ei vaadi kovia olosuhteita'®®. Tasta johtuen Min et. al. kayttivat edella
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esitettyd DCC:n ja DMAP:n kayttdon perustuvaa synteesimenetelmdd sekd PEG-

aminohappojohdannaisia etta pemetreksenin aihiolaakkeita valmistaessaan.*>*

4.1.2.10.3. Takrolimuusin PEG-aihiolaakkeet

Takrolimuusin (75) rakenteessa on 23-rengas, joka on makrolidirengasta muistuttava
rakenne. Takrolimuusi on immunosupressiivinen eli silld on immuunivastetta véhentdva
vaikutus. Se on neutraali yhdiste, joka liukenee hyvin useimpiin orgaanisiin liuottimiin.
Takrolimuusin vesiliukoisuus on huono (4-12 ug/ml)*e3 1>1164

Chung ja Cho syntetisoivat takrolimuusin metoksipolyetyleeniglykoliasetaattiestereité
(77a-c) tarkoituksena valmistaa takrolimuusin vesiliukoinen aihiolaake (Kaavio 19)™.
Synteesin ensimmaisessd vaiheessa valmistetaan takrolimuusin jodiasetaattiestereitd (76a-
c) asyloimalla takrolimuusin (75) tietyt hydroksyyliryhmat. Synteesin lopputuotteena
muodostuu  takrolimuusin  24-jodiasetaattiesteria ~ (76a),  takrolimuusin  32-
jodiasetaattiesteria (76b) ja takrolimuusin 24,32-dijodiasetaattiesterida (76c). Ne erotetaan
kromatografisesti.*

Takrolimuusin  metoksipolyetyleeniglykoliasetaattiesterit  (77a-c) syntetisoidaan
l&htdaineena kaytettavistd takrolimuusin jodiasetaattiestereista (76a-c) liuottamalla ne
asetonitriilin  ja  natriumvetykarbonaatin  (NaHCO3) seokseen, johon lisataan
metoksipolyetyleeniglykolitioli (mPEG-SH) (Kaavio 19). Dietyylieetterin lisdyksen
jalkeen lopputuotteet (77a-c) kiteytyvdat. Ne ovat potentiaalisia takrolimuusin
polyetyleeniglykoliaihiolédkkeitd, silla ne ovat takrolimuusia vesiliukoisempia.
Aihioladkkeiden vesiliukoisuusarvoja ei ole esitetty Kirjallisuudessa. Aihioldakkeiden
farmakologiset ominaisuudet ovat verrattavissa takrolimuusin vastaaviin, ja aihioldakkeet
muuttuvat elimistossa nopeasti aktiiviseksi ladkeaineeksi. Lisédksi ne ovat kemiallisesti
pysyvid ja niitd voidaan annostella suun, nendn, keuhkojen ja ihon kautta seka

suonensisaisesti. ™!
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WOH

) J ICH,COOH
",

_—
DMAP/DCC

CHg

OMe  OMe

wf OMe  OMe
I
76aR; =OH R, = ——0——C———CHjl
0
NaHCO3 76b Ry = —O0——C——CH,l R,=OH
_—
0
MPEG-SH
76c Ry, R,= ——0——C———CHj,l
OMe  OMe
I
77aR; =OHR,= ——O0——C——CH,—S—mPEG
0
bRy = —0——C——CH,—S—mPEG R,=OH
0 (0]
TIcR, = —O0——C——CH,—S—mPEG R,=——0——C——CH,;—S—mPEG

Kaavio 19. Takrolimuusin polyetyleeniglykoliaihiolddkkeiden (77a-c) synteesi.

4.1.2.11. Muita aihiol&d&ke-esimerkkeja

4.1.2.11.1. N—O asyylitoisiintumisreaktio

Késiteltdessd B-hydroksi-a-aminohapon (78) (esimerkiksi seriini tai treoniini) siséltavia
peptideja vahvalla hapolla voi viereisten amino- ja hydroksyyliryhmien vélilla tapahtua
toisiintumisreaktio’®™. Reaktio tapahtuu syklisen valivaiheen (79) kautta, ja pB-
hydroksyyliryhma asyloituu (Kaavio 20). Muodostuu O-asyylipeptidi (80), jonka

vesiliukoisuus on lisd&ntynyt rakenteeseen muodostuneen ionisoituvan aminoryhmén
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vuoksi. O-asyylipeptidi voidaan nopeasti palauttaa takaisin alkuperéiseksi yhdisteeksi

neutraaleissa tai heikosti emaksisissa olosuhteissa.'!1%®
_ _ 0
Ry 0
H,N
y—NH 0 H
happo R N happo R
o) > 1>< R, - .
D ——
o emas HO o
2 0 emas
78 OH o /K
R o 8

— - 1

Kaavio 26. N—O asyylitoisiintumisreaktion mekanismi.**’

HI-virusta on kahta paatyyppiéd. Néistd HIV-1 koodaa sille ominaista aspartaattiproteaasia
eli proteiineja hajottavaa entsyymid. Kyseinen entsyymi on vastuussa retrovirusten, joihin
my0s HIV kuuluu, lisddntymisestd. Tasté johtuen HIV-1 proteaasi on potentiaalinen kohde
pyrittaessd kehittamaan laakkeitd, jotka estavat tehokkaasti HIV:n elinkiertoa.**"%®
KNI-272 (81a) ja KNI-279 (81b) ovat HIV-1 proteaasin inhibiittoreita. Hamada et. al.
syntetisoivat niiden vesiliukoisia aihiolddkkeitd (82a-b) sekd useita muita kemialliselta
rakenteeltaan samankaltaisia aihioladkkeita (82c-h) (Kaavio 21, sivu 58)'°°. Synteesin
ldhtdaineina kaytettavista suojatuista (R)-N-tert-butyyli-1,3-tiatsolidiini-4-
karboksamidista’®  ja  (R)-N-tert-butyyli-5,5-dimetyyli-1,3-tiatsolidiini-4-karboks-

amidista®®®

(83a-b) poistetaan Boc-suojaryhmét. Tamén jéalkeen liitetddn uusi Boc-
suojaryhman sisaltava rakenne, jolloin muodostuu suojattuja dipeptideja (84a-b). Boc-
suojaryhmat korvataan N-(bentsyylioksikarbonyylioksi)sukkinimidi-suojaryhmilla  (Z-
OSu), minké jalkeen muodostuneiden yhdisteiden (85a-b) vapaaseen hydroksyyliryhmaan
liitetd&n erilaisia Boc-suojattuja aminohappoja. Tall6in muodostuu O-asyylidipeptideja
(86a-e). Boc-suojatun aminohapon a-hiilessd tapahtuu osittaista rasemoitumista, mutta
tallaiset yhdisteet voidaan poistaa synteesin loppuvaiheessa. Boc-suojaryhma poistetaan 5-
isokinoyylioksietikkahapolla (iQoa) tai 1-naftoksietikkahapolla (Noa), ja tuotteena saadaan
suojattuja aihiolddkkeitd (87a-h). Synteesin lopuksi poistetaan Z-suojaryhmé. Taman
jalkeen tehd&an ioninvaihto Kkasittelemalla syntetisoituja aihiolddkkeitd HCl:lla ja
etyyliasetaatilla, jolloin lopputuotteina saadaan syntetisoidut aihiold&kkeet niiden
suolamuodossa (82a-h).*®

Aihioladkkeet ovat yli 1000-kertaisesti vesiliukoisempia kuin varsinainen l&&keaine

(Taulukko 9). Vesiliukoisuutta lisdd aihiolddkkeiden O-asyylirakenteessa oleva vapaa
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hydrofiilinen aminoryhmad. Erityisesti aihiolddkkeet (82a-d) ovat erittdin vesiliukoisia
(Taulukko 9). Liséksi ne metaboloituvat fysiologisissa olosuhteissa nopeasti varsinaisiksi
ld&keaineiksi. Aihiolddkkeiden (82e-h) vesiliukoisuus on edelld mainittuja selvésti
heikompi  (Taulukko 9). Tamén arvellaan johtuvan rakenteissa olevasta
naftaleenirenkaasta.  Aihiolddkkeissa  (82a-d)  naftaleenirenkaan tilalla  oleva
isokinoliinirengas kykenee protonoitumaan ja muodostamaan suolan kasiteltdessd sita

vahvalla hapolla.'®®

Taulukko 9. Varsinaisten la&keaineiden ja syntetisoitujen aihiolddkkeiden (82a-h)

vesiliukoisuuksia.*®®

Aihioldake Aihioldakkeen Laakeaineen
vesiliukoisuus (mg/ml) vesiliukoisuus (mg/ml)

82a > 300 0,075

82b > 300 0,079

82¢c > 300 0,055

82d > 300 0,041

82e 3,7 0,0008

82f 3 0,0025

829 4 0,0015

82h 2,6 0,002
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83aR;=R,=H
83b Ry =R,=CHj
o] d

k& ——

Z—HN

OH <Sj<R1 Rs
>~

R,

85aR, =R, =H
85b R, = R, = CHj

Boc—HN

Z
\H/\/ 0
X \ R3

O\/\H/\/

0}
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/4_.

N \\\\\
OH <j< Ra
S

R,

84aR,;=R,=H
84b R, = R, = CH,
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86C R, = R, = H, Ry= CH,CH,CH,
86d Ry =R, = CHz Ry = CH,SCH;
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a HCl/dioksaani

b Boc-Apns-OH, EDC, HOBt, Et;N, DMF
¢ Z-Osu, Et;N, DMF

d N-Boc-aminohappo, DCC, DMAP, DCM
e iQoa/Noa, EDC, HOB, Et;N, DMF

f TFA, anisoli, dimetyylisulfidi

g HCI, EtOACc

O

82g X = CH Ry = R, = CHg Ry = CH,SCHj
82h X =CH Rl = R2 = CH3’ R3 = CH(CH3)2

Kaavio 21. KNI-272:n ja KNI-279:n aihioléddkkeiden (82a-b) sek& kemialliselta

rakenteeltaan samankaltaisten aihiolddkkeiden (82c-h) synteesi.
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Syntetisoidut aihiolddkkeet (82a-b) muuttuvat N—O asyylitoisiintumisreaktion kautta
varsinaisiksi ladkeaineiksi (8la-b) (Kaavio 22). Toisiintumisreaktion nopeuteen
vaikuttavat sekd steeriset ettd elektrostaattiset tekijat. KNI-272:n (81a) toisiintumisreaktio
tapahtuu huomattavasti nopeammin kuin KNI-279:n (81b). KNI-279:n rakenteessa on
suurikokoinen isopropyyliryhma, kun  taas KNI-272:n rakenteessa  on
metyylitiometyyliryhmd.  Reaktion onnistumiseksi sen nopeuteen on pyrittdva
vaikuttamaan esimerkiksi valitsemalla kemialliselta rakenteeltaan sopivia yhdisteita tai
muokkaamalla niiden rakenteita reaktion kannalta suotuisiksi.**

Tyypillisesti aihiolaékkeet sisdltdvat spontaanisti tai entsymaattisesti hajoavan aihio-
osan ja lisdksi mahdollisesti myds linkkerin. N—O asyylitoisiintumisreaktion etuna on se,
etta syntetisoidut aihiolddkkeet muuttuvat varsinaisiksi ladkeaineiksi ilman ylimééaraisten
sivutuotteiden muodostumista. Toisiintumisreaktion hyddyntdminen on yksi mahdollinen
vaihtoehto pyrittdessa ratkaisemaan HIV-1 proteaasin inhibiittoreiden huonoon

vesiliukoisuuteen liittyvia ongelmia.***%®

Q _pH74
2 HCl- HZN <j NH

! W’

7

82a R = CH,SCH,

82bR =CH(CHy), -
0 o)
il
| O/\”/N : H Ly /%
N~ o) OH j

81a R = CH,SCHj (KNI-272)
81b R = CH(CH3), (KN1-279)

Kaavio 22. KNI-272:n ja KNI-279:n aihioldadkkeiden (82a-b) muuttuminen N—O

e[l

asyylitoisiintumisreaktion avulla varsinaisiksi ladkeaineiksi (81a-b).
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4.1.2.11.2. Selekoksibin ja sen johdannaisen aihiolédékkeet

Selekoksibi  (4-[5-(4-metyylifenyyli)-3-(trifluorimetyyli)pyratsol-1-yyli]bentseenisulfon-
amidi) (88) (Kaavio 23) on COX-2-entsyymin estgjiin (COX-2-inhibiittori) kuuluva
tulehduskipulaake, jota kdytetaan nivelrikon, nivelreuman ja kivun hoitoon'™®. Mamidi et.
al. sekd Singh et. al. syntetisoivat selekoksibin ja sen johdannaisen (89) aihioladkkeité
tarkoituksena parantaa selekoksibin melko huonoa vesiliukoisuutta (< 50 pg/ml) ja
farmakokineettisia ominaisuuksia'’®*"*.  Aihioladkkeet valmistetaan modifioimalla
selekoksibin johdannaisen sulfonamidi- ja hydroksimetyylirynmid tai selekoksibin
sulfonamidiryhmaa (Kaaviot 23-24)."

Selekoksibi (88) asyloidaan kayttamalla etikkahapon ja propionihapon anhydrideja
TEA:n lasnd ollessa (Kaavio 23). Tallin muodostuvat yhdisteet (90a-b). Yhdiste (90c)
syntetisoidaan  kasittelemallda selekoksibia butaanihaposta ja pivaloyylikloridista
valmistetulla anhydridilla TEA:n lasnd ollessa. N&mé& asyloidut tuotteet muutetaan
vastaaviksi natriumsuoloikseen (9la-c) késittelemélld niita NaHCOs:lla MeOH:ssa.
Kéayttamalla liuottimena MeOH:ia valtetddn mahdollinen mono- ja diasyloituja suoloja
sisaltavan seoksen muodostuminen. 017

Selekoksibin johdannaisesta (89) syntetisoidaan sen aihioléakkeitd, jotka ovat O-
asyyli-, N-asyyli- ja N,O-diasyylijohdannaisia. O-asyylijohdannaiset (92a-c) syntetisoidaan
pyridiinin  katalysoimalla  hydroksimetyyliryhmdn kemoselektiiviselld asylaatiolla
kayttamalla sopivaa anhydridia vastaavan karboksyylihapon l&snd ollessa. N,O-
diasyylijohdannaiset (93a-c) syntetisoidaan TEA:n katalysoimalla asylaatiolla kayttaméalla
sopivaa anhydridid. N,O-diasyylijohdannaisten suolat (94a-c) valmistetaan vastaavista
N,O-diasyylijohdannaisista (93a-c) kayttamélla NaOH:n vesiliuosta. Liuottimena kaytetédén
tolueenia, koska se ehkéisee NaOH:n ionisoitumista. lonisoituminen voi aiheuttaa halutun
esterin ei-toivotun hydrolyysin. N-asyloidut natriumsuolat (95a-c) syntetisoidaan N,O-
diasyylijohdannaisten (93a-c) kemoselektiivisella hydrolyysilla kayttdamalla NaHCOs:ia
(1.9 ekv.) MeOH:ssa. N-asyloidut sulfonamidit (96a-c) valmistetaan vastaavista N-

asyloiduista natriumsuoloista (95a-c) kasittelemalla niita laimealla HCI:Ila.*™*
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Kaavio 23. Selekoksibin aihiold&kkeiden (91a-c) synteesi.

Valmistetut selekoksibin N-asyylisulfonamidiaihiolddkkeet (91a-c) ovat huomattavasti
vesiliukoisempia kuin selekoksibi. Niiden vesiliukoisuus on noin 15 mg/ml. Niiden
metaboloitumisessa aktiiviseksi laékeaineeksi on eroja. My0ds suurin osa selekoksibin
johdannaisen (89) aihioléd&kkeista on erittdin vesiliukoisia. Esimerkiksi aihiolddkkeen
(95b) vesiliukoisuus on 230 mg/ml (lampéotilassa 25 °C). Liséksi se on potentiaalinen

COX-2-inhibiittori, joka voidaan annostella seka suun kautta etta suonensisaisesti.*"**"*
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Kaavio 24. Selekoksibin johdannaisesta (89) valmistettujen aihiolddkkeiden (92a-c, 94a-c,

96a-c) synteesi.



4.1.2.11.3. Sulindaakki

Sulindaakki (sulindaakkisulfoksidi) (97) (Kaavio 25) on tulehduskipuléd&kkeend kaytettava
indeenijohdannainen, joka imeytyy nopeasti suun kautta otettaessa. Sulindaakki on
sulindaakkisulfidin  (98) vesiliukoinen prekursori. Imeytymisen jalkeen sulindaakki
metaboloituu elimistossa reversiibelisti pelkistymallda aktiiviseksi metaboliitiksi eli
sulindaakkisulfidiksi. Tallda metaboliatuotteella on tulehdusta ja Kkipua lievittdvia
ominaisuuksia.  Sulindaakki  metaboloituu  myds irreversiibelisti  hapettumalla
sulindaakkisulfoniksi (99), jolla on syopasolujen jakautumista estéva vaikutus. Sulindaakki
ja sen metaboliitit sitoutuvat plasman albumiiniin. Fysiologisessa pH:ssa sulindaakin
vesiliukoisuus on noin 3,3 mg/ml. Se on noin 100 kertaa vesiliukoisempi kuin

sulfidimetaboliittinsa, jonka vesiliukoisuus on 0,03 mg/ml.***"?

H4CS 0 He P
/l /|
Hee—> 0="

H

-~ - Q
O’ / /
A~ -

98 CH,COOH CH,COOH

97
Kaavio 25. Sulindaakki (97) ja sen metaboliatuotteet (98, 99).

99

4.2. FYSIKAALISIA JA MUITA MENETELMIA

4.2.1. Kiinteat dispersiot

Dispersio tarkoittaa nestemaisessa tai kiintedsséd faasissa olevien hienojakoisten
partikkeleiden tasaisesti jakautunutta, pysyvééd systeemid. Kiintedssa dispersiossa (engl.
solid dispersion) yksi tai useampi aktiivinen, olomuodoltaan kiinted, komponentti
muodostaa systeemin. Kun tarkoituksena on lisatd la&keaineiden vesiliukoisuutta, ndméa
komponentit ovat hydrofiilinen, kiteinen tai amorfinen kantaja ja hydrofobinen ladkeaine.
Amorfinen aine tarkoittaa kiinted4 ainetta, jossa rakenneyksikoilla ei ole tarkkaa
jarjestysté. Yleisesti kaytettyja kantajia ovat esimerkiksi polyvinyylipyrrolidoni (PVP),
Plasdone-S630 ja surfaktantit, kuten Tween 80, natriumlauryylisulfaatti ja
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natriumdioktyylisulfosukkinaatti eli natriumdokusaatti. Kun kiinted dispersio joutuu
vuorovaikutukseen veden kanssa, kantaja liukenee ja ladkeaine vapautuu erittain hienoina
kolloidipartikkeleina. Talld tavalla saadaan lisattyd tehokasta pinta-alaa, mink&
seurauksena la&keaineen vesiliukoisuus lisaantyy ja liukeneminen nopeutuu. Lis&ksi
ld&keaineen imeytyminen ja biologinen hyotyosuus kasvavat. Lisadntynyt liukoisuus
perustuu dispergoituneen ladkeaineen muodostamiin hienorakenteisiin Kiteisiin, jotka
sulautuvat vesiliukoisen kantajan rakenteeseen. Taméa tehostaa liukenemiseen tarvittavaa
kontaktia olomuodoltaan kiinte4n laakeaineen ja nestefaasin valilla.®" 817317

Kiinteit4 dispersioita voidaan valmistaa eri tavoilla. Sulatusmenetelmassé (engl. hot-
melt method, fusion method) la&keaineen ja vesiliukoisen kantajan seosta lammitetdan,
kunnes molemmat sulavat. Sulanut seos jaahdytetd&n, jonka jalkeen sen annetaan
kiinteytyd nopeasti jd&hauteessa voimakkaasti sekoittaen. Muodostunut kiinted massa
voidaan murskata, jauhaa ja siiviloida sekd puristaa tablettimuotoon apuaineiden avulla.
Menetelmén etuja ovat sen yksinkertaisuus ja edullisuus. Sulatusmenetelman
onnistumiseksi  ladkeaineen ja kantajan on sekoituttava sulamisen  jalkeen.
Sulatusmenetelmasséd lampotilan on oltava yli 100 °C, mika saattaa johtaa I&mmon
aiheuttamaan laakeaineen hajoamiseen’. Seké laakeaineen ettd kantajan onkin kestettava
korkeita lampétiloja.®"*"

Liuotinmenetelméssa (engl. solvent evaporation method) l4dkeaine ja kantaja
liuotetaan johonkin sopivaan orgaaniseen liuottimeen. Tadman jalkeen liuotin haihdutetaan
alipaineessa ja saadaan kiinted dispersio. Liuotin voidaan poistaa myo6s esimerkiksi
sumukuivauksella (engl. spray-drying) tai kylmakuivauksella (engl. freeze-drying)®.
Ladkeaine voidaan myos liuottaa esimerkiksi propyleeniglykoliin, ja lisitd ndin saatu liuos
kantajan joukkoon. Tass&d menetelmdssa lampétilan aikaansaama ladkeaineen tai kantajan
mahdollinen hajoaminen voidaan estéd, silld orgaanisen liuottimen haihdutukseen riittaa
matalahko l&mpdtila. Liuotinmenetelmén ongelmia ovat sen pitké&kestoisuus ja korkeat
kustannukset. Lisdksi lopputuotteeseen saattaa jadda mahdollisesti toksisia liuotinjadmia
kéytetyista orgaanisista liuottimista. Liuotinmenetelmé edellyttdd sek& ladkeaineen ettd

kantajan liukenemista orgaaniseen liuottimeen. ®"*"

4.2.1.1. MFB-1041:n vesiliukoisuuden parantaminen valmistamalla kiinted dispersio
MFB-1041:11& ((+)-2-(2,4-difluorifenyyli)-3-metyyli-1-(1H-1,2,4,-triatsol-1-yyli)-3-[ 6-
(1H-1,2,4-triatsol-1-yyli)-pyridatsin-3-yylitio]butan-2-0li)*’®  (100) (Kuva 7) on
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antifungaalista eli sienten kasvua ehkdisevéa vaikutusta, ja sita voitaisiinkin mahdollisesti
kayttaa ladkkeend aspergillus-sukuun kuuluvien sienten aiheuttamien sairauksien hoidossa.
MFB-1041:n vesiliukoisuus on huono (1,2 pg/ml pH:ssa 6,8 ja 3,6 pg/ml pH:ssa 1,2) ja se
imeytyy huonosti suun kautta otettuna. Kai et. al. valmistivat l1d&keaineesta ja polymeerista

177

kiintedn dispersion parantaakseen MFB-1041:n vesiliukoisuutta ja imeytymista="".

Kiinte4an dispersion valmistamiseen he kayttivat sumukuivausmenetelmaa.*”’

.

N N />
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/
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Kuva 7. MFB-1041:n (100) rakenne.

MFB-1041 liuotetaan dikloorimetaania (DCM) ja EtOH:ia siséltdvdédn seokseen ja
joukkoon liuotetaan polymeeri (MFB-1041:n ja polymeerin suhde 1:1-1:5). Polymeerein&
kéaytetddn hydroksipropyyliselluloosaa (HPC-L®), hydroksipropyylimetyyliselluloosa
2910:t& (HPMC, Metolose® 60SH-50), hydroksipropyylimetyyliselluloosaftalaattia (HP-
55®) tai karboksimetyylietyyliselluloosaa (CMEC®). Kiinte4t dispersiot valmistetaan
kayttamalla menetelmddn sopivaa laitetta. L&&keainetta siséltdvad liuos sumutetaan
pisaroina kuumaan (90 °C) kaasuvirtaan. Liuottimien haihtumisen jalkeen kuivuneet
partikkelit erotetaan kaasuvirrasta.'’’

Kun polymeeriné on hydroksipropyyliselluloosa, sumukuivauksen jalkeen muodostuu
kova ja tahmea massa. Muita edelld mainittuja polymeereja kéytettdessd saadaan pehmeéa,
ilmavaa jauhetta (partikkelikoko 500-850 pum). MFB-1041:st& ja
hydroksipropyylimetyyliselluloosaftalaatista  sekd  karboksimetyylietyyliselluloosasta
muodostettu kiinted dispersio parantaa l&4&keaineen liukenemista ja edesauttaa sen

imeytymista suun kautta otettaessa.’’’
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4.2.1.2. Itrakonatsolin vesiliukoisuuden parantaminen valmistamalla kiinted dispersio
Itrakonatsoli (2-butan-2-yyli-4-[4-[4-[4-[[(2R,4S)-2-(2,4-dikloorifenyyli)-2-(1,2,4-triatsol-
1-yylimetyyli)-1,3-dioksolan-4-yylilmetoksi]fenyyli]piperatsin-1-yyli]fenyyli]-1,2,4-

triatsoli-3-oni)'"®

(101) (Kuva 8) on suun kautta otettava antifungaalinen ladkeaine sieni-
infektioiden hoitoon. Se on heikosti eméksinen (pKs-arvo noin 3,7) ja sen vesiliukoisuus
on noin 30 pg/ml‘™®. Itrakonatsolin vesiliukoisuutta on pyritty parantamaan eri
menetelmilld, mutta ne vaativat erityistd tekniikkaa sekd valineitd ja sisaltavat vaativia

tydvaiheita.’

N

AL A )
000,

101

Kuva 8. Itrakonatsolin (101) rakenne.

Jungin et. al. tarkoituksena oli parantaa itrakonatsolin vesiliukoisuutta ja imeytymista
kayttamalla yksinkertaista kiintedn dispersion menetelmaa'”. Kaytetyt hydrofiiliset
polymeerit olivat joko pH:sta riippuvaisia tai siitd riippumattomia. Itrakonatsolia sisaltavéat
kiinte&n dispersion partikkelit valmistettiin kayttdméalla liuotinmenetelmad, jonka jalkeen
valmistettuja partikkeleita tutkittiin eri menetelmilla.*”

Itrakonatsoli ja sopiva hydrofiilinen polymeeri liuotetaan DCM:iin (itrakonatsolin ja
polymeerin suhde 1:1,5). Kaytetyista polymeereistd muun muassa Poloxamer® 188, PVP
ja HPMC ovat pH:sta riippumattomia. AEA® ja Eudragit® E 100 ovat pH:sta riippuvaisia.
Partikkelit valmistetaan sumukuivausmenetelmalld Iampotilassa 45 °C  kayttamalla
tarkoitukseen sopivaa laitetta.”

Hydrofiilisista polymeereistd ja itrakonatsolista muodostetut kiinte4t dispersiot
lisddvat itrakonatsolin vesiliukoisuutta (Taulukko 10). Vesiliukoisuus kasvaa enemmaén,
mikali k&ytetddn pH:sta riippuvaisia polymeereja verrattuna pH:sta riippumattomiin
polymeereihin. Lisé&ksi itrakonatsoli liukenee paremmin tableteista, jotka sisaltavéat
sumukuivausmenetelmélld  valmistettuja  Kkiintedn  dispersion  partikkeleita, kuin
markkinoilla olevista valmisteista. Kéytetty menetelmd on yksinkertainen, ja sen avulla on
mahdollista valmistaa tablettien lisdksi esimerkiksi kapseleita ja rakeita sekd muita suun

kautta otettavia valmistemuotoja.*"
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Taulukko 10. Itrakonatsolin  vesiliukoisuus sen ja hydrofiilisen polymeerin

muodostamassa kiinte4ssa dispersiossa (pH 1,2).*"

Polymeeri Itrakonatsolin vesiliukoisuus
(Hg/ml)*

Ei polymeeria 30

Poloxamer® 188 13,7+0,9

PVP 75,2+4,8

HPMC 162,8 + 4,7

AEA® 264,5+0,8

Eudragit® E 100 2545+21

®Keskiarvo + keskihajonta

4.2.2. Nanosuspensiot

Farmaseuttiset nanosuspensiot voidaan madaritellda nanokokoisten ladkeainepartikkeleiden
kolloidisiksi dispersioiksi. Nanosuspensiot ovat kaksifaasisysteemejd ja sisaltavat
la&keainepartikkeleiden lisdksi stabiloijina kaytettdvid surfaktantteja. Nanosuspensioita
voidaan valmistaa ld&keaineista, jotka liukenevat huonosti sekd veteen ettd oljyihin.
Nanosuspensioiden avulla voidaan myds vahentaa laakeaineiden toksisuutta,>®**%

Nanosuspensioita voidaan valmistaa esimerkiksi saostamalla tai homogenisoimalla
korkeassa paineessa. Saostusmenetelmdssd la&keaine liuotetaan ensin  sopivaan
liuottimeen, ja saatu seos lisatdan sellaisen liuottimen joukkoon, johon se ei liukene.
Saostusmenetelman etuja ovat sen yksinkertaisuus ja edullisuus, mutta haasteena on valttaa
kokoaan kasvattavien l4&keainekiteiden muuttuminen mikropartikkeleiksi. Lisaksi
l4&keaineen on oltava liukoinen ainakin yhteen kaytettavaan liuottimeen, mutta tama ei saa
liueta toiseen kaytettavaan liuottimeen.>®*

Homogenisoinnissa lddkeaine liuotetaan surfaktanttia sisaltavédan vesiliuokseen
voimakkaasti sekoittaen. Seosta kasitellddn homogenisaattorissa korkeassa paineessa.
Talloin vesi kiehuu paineolosuhteista johtuen huoneenlampdtilassa, ja muodostuu
kaasukuplia, jotka rédjadhtdvat nesteen poistuessa laitteen aukosta. L&&keaineen
mikropartikkelit muuttuvat ndin nanopartikkeleiksi. Homogenisointia kaytetéan erityisesti

valmistettaessa nanosuspensioita huonosti vesiliukoisista laakeaineista.>®®
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4.2.2.1. Ibuprofeenin nanosuspensio

Ibuprofeeni ((RS)-2-[4-(2-metyylipropyyli)fenyyli]propaanihappo)'® (102) (Kuva 9) on
lagjasti kaytetty tulehduskipuladke. Sen vesiliukoisuus on noin 56 pg/ml. Kocbek et. al.
valmistivat nanosuspensioita, joissa he kayttivat ladkeaineena ibuprofeenia'®.

Tarkoituksena oli parantaa ibuprofeenin liukenemista ja biologista hydtyosuutta.'®

OH

102

Kuva 9. Ibuprofeenin (102) rakenne.

Nanosuspensiot valmistettiin eri menetelmilla. Liuottimen diffuusiomenetelmassa (engl.
solvent diffusion method) kokeiltiin useita orgaanisia liuottimia, joista etyyliasetaatti
osoittautui parhaimmaksi. Ibuprofeeni liuotetaan etyyliasetaattiin, kaadetaan stabiloijia
sisdltdvaan veteen ja sekoitetaan. Saatu emulsio homogenisoidaan korkeassa paineessa,
liuotetaan veteen, homogenisoidaan uudelleen orgaanisen liuottimen erottamiseksi ja
pisarat muutetaan kiinteiksi partikkeleiksi.'®?

Emulsifikaation sulatusmenetelméssé (engl. melt emulsification method) ibuprofeeni
lisataén stabiloijia siséltavan vesiliuoksen joukkoon ja suspensio lammitetddn ibuprofeenin
sulamispisteeseen (lampdtilaan 75 °C) sek& homogenisoidaan. Muodostunut emulsio
homogenisoidaan uudelleen, ja lampdtila pidetédén ibuprofeenin sulamispisteen alapuolella.
Muodostunut emulsio jaahdytetddn joko hitaasti huoneenldmpdtilassa tai jadhauteessa.
Menetelmé on kayttokelpoinen vaihtoehto valmistettaessa ibuprofeenin nanosuspensioita.
Prosessin aikana voidaan vaikuttaa partikkelikokoon muuttamalla prosessin kulkua ja
sithen vaikuttavia tekijoitd, kuten l&4&keaineen konsentraatiota, jaahdytysolosuhteita ja
homogenisoinnin kulkua. Menetelmassé ei tarvitse kayttaa orgaanisia liuottimia.'®

Kocbekin et. al. tulosten perusteella ibuprofeenin vesiliukoisuus paranee
valmistamalla siitd nanosuspensio. Ibuprofeenin liukenemisnopeus on huono, sill& vain 6
% la&keaineesta liukenee ensimmadisen 10 minuutin aikana. Valmistetusta ibuprofeenin

nanosuspensiosta ld&keaineesta liukenee 79 % ensimmaisen 10 minuutin aikana. Tall&
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tavalla on mahdollista lisatd ibuprofeenin biologista hyOtyosuutta ja parantaa sen
turvallisuutta vahentamalld sen aiheuttamaa arsytysta ruoansulatuskanavassa. Pienimpien

ladkeainepartikkeleiden liukenemisen todettiin olevan nopeinta.'®

4.2.3. Partikkelikoko ja nanopartikkelit
L&adkeaineen liukoisuus on yleensd riippuvainen partikkelikoosta. Partikkelikoon
pienentamisen seurauksena kasvava pinta-ala parantaa la&keaineen
liukenemismahdollisuuksia. Partikkelikokoa pienennetddn yksinkertaisin menetelmin,
kuten jauhamalla ja sumukuivaamalla.’

Kiinteat lipidinanopartikkelit ovat pienid hiukkasia, halkaisijaltaan noin 50-1000 nm.
Ne ovat perdisin 0ljy-vesi-emulsioista, joissa nestemdinen rasva tai Oljy korvataan
kiintealld rasvalla. Kiinteat lipidinanopartikkelit koostuvat kiinteista rasvoista,
emulgointiaineista ja vedestd. Rasvat ovat yleensa triglyseridejd, rasvahappoja, steroideja
tai vahoja. Kiintedt lipidinanopartikkelit ovat vaihtoehto emulsioille ja liposomeille
pyrittdessd lisddmééan suun kautta annosteltavien huonosti vesiliukoisten ladkeaineiden

biologista hyétyosuutta.”*"

4.2.4. Polymorfiset muodot

L&dkeaineiden polymorfinen muuttaminen mahdollistaa vesiliukoisuuden parantamisen.
Polymorfismi on yhdisteen kyky esiintyé erilaisissa kemiallisissa muodoissa. Ladkeaineen
eri polymorfiset muodot ovat kemiallisesti samanlaisia, mutta niilla on erilaiset
fysikokemialliset ominaisuudet kuten liukoisuus, sulamispiste, tiheys, rakenne ja pysyvyys.
Eradt ladkeaineet voivat esiintyd amorfisessa muodossa. Niiden ajatellaan olevan
korkeimmalla energiatasolla ja niitd voidaan pitdd alijddhtyneind nesteind. Niiden
vesiliukoisuus on suurempi kuin kidemuodossa, koska ne vaativat vdahemman energiaa

siirtaakseen molekyylin liuottimeen.®

4.2.5. Itse-emulgoituvat systeemit

Emulsiot, mikroemulsiot ja itse-emulgoituvat systeemit (engl. self-emulsifying drug
delivery systems, SEDDS) kuuluvat emulsifioituihin systeemeihin. Emulsiot ovat kahden
toisiinsa sekoittumattoman nesteen seoksia. Toinen nesteisté (sisafaasi) on asettunut toisen
nesteen (ulkofaasi) sisadn pieniksi pisaroiksi. Emulsiot koostuvat ndiden liséksi
surfaktanteista ja kosurfaktanteista eli pintajannitystd alentavista aineista. Emulsiot ovat

sameita, mikroemulsiot kirkkaita ja lapikuultavia. Emulsio saattaa olla termodynaamisesti

69



pysymaéton. Téhan voidaan vaikuttaa muuttamalla nesteméinen emulsio Kiinteddn muotoon
esimerkiksi sumukuivauksen avulla poistamalla nestefaasi. Mikroemulsiot sen sijaan ovat
termodynaamisesti pysyvia ja niiden viskositeetti on huono.”**"

Itse-emulgoituvat systeemit koostuvat luonnollisesta tai synteettisestd 0Oljysta,
kiinte&sta tai nestemdisesta surfaktantista, apuliuottimista ja ladkeaineesta. Ne muodostavat
6ljy-vesi-emulsion paastyddn kosketuksiin vesifaasin kanssa. Tassa ladkeaine on pieniné
pisaroina (1-100 nm) emulsiossa, mika parantaa huonosti vesiliukoisen ladkeaineen
liukenemista, imeytymistd ja biologista hyotyosuutta sekd mahdollistaa annostelun suun
kautta. L&&keaine saadaan vapautumaan ruoansulatuskanavassa emulsiosta kontrolloidusti,
ja lisiksi ladkeaineen aiheuttamaa arsytysta on mahdollista vihentaa. Oljypisaroiden koko
ja varaus vaikuttavat imeytymisen tehokkuuteen ruoansulatuskanavasta. Itse-
emulgoituvissa systeemeissd surfaktanttien osuus on suhteellisen suuri, joten niiden
aiheuttama ruoansulatuskanavan drsytys ja toksisuus on otettava huomioon.
lonisoitumattomien surfaktanttien on todettu olevan vdhemman toksisia verrattuna
ionisoituviin surfaktantteihin. N&iden lisdksi ladkeaineen liukoisuudella eri 6ljyihin,
kosolventteihin ja surfaktantteihin on merkitysta,*3374.173.183

Itse-emulgoituvia systeemeja voidaan valmistaa esimerkiksi sumujaéhdytyksells,
sumukuivauksella tai ylikriittisiin nesteisiin perustuvilla menetelmilld kayttdmalla
tarkoitukseen sopivia laitteita. Karakterisointi tapahtuu esimerkiksi tekemalla
termodynaamisia pysyvyystutkimuksia, madrittaméalld viskositeetti, partikkelikoko ja
konduktiivisuus tai visuaalisella arvioinnilla. Kaytettdvien surfaktanttien valintaan on
kiinnitettdvd huomiota, silld vain tietyt surfaktantit soveltuvat otettaviksi suun kautta.
Esimerkkeja kéaytetyista surfaktanteista ovat polysorbaatti 20 (Tween 20), polysorbaatti 80
(Tween 80), sorbitanmono-oleaatti (Span 80) ja Labrasol. K&ytettdvia apuliuottimia ovat
esimerkiksi EtOH, glyseriini ja propyleeniglykoli. Farmaseuttisissa emulsioissa kéytetdan
triglyserideihin kuuluvia 6ljyj&, kuten soijadljy, seesaminsiemendljy, puuvillansiemendljy

Ja Saﬂori(-jij.9,75,173,183,184

4.2.6. Syklodekstriinit

Muodostamalla inkluusiokompleksi (engl. inclusion complex) on mahdollista parantaa
huonosti vesiliukoisten ladkeaineiden vesiliukoisuutta, liukenemisnopeutta ja biologista
hyotyosuutta. Inkluusiokompleksi muodostuu poolittoman molekyylin tai molekyylin

poolittoman osan liittyessa toisen molekyylin tai molekyyliryhman (ns. iséntd) onkaloon.
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Yleisimmin kaytetyt isdntamolekyylit ovat syklodekstriineja. Syklodekstriinit ovat o-D-
glukopyranoosiyksikoistda  koostuvia  syklisid  oligosakkaridimolekyylejd,  joissa
glukopyranoosiyksikot ovat liittyneet toisiinsa a-(1,4)-glykosidisilla sidoksilla”®%84"41%,
Yleisimpid, ja farmaseuttisesti mielenkiintoisia, ovat luonnolliset syklodekstriinit eli a-, B-
ja y-syklodekstriinit, jotka siséltavat kuudesta kahdeksaan glukoosiyksikkoa. Kuvassa 10
on esitetty p-syklodekstriinin (103) rakenne. Syklodekstriinit ovat kartionmuotoisia,
molemmista péistdan avoimia molekyyleja. Molekyylin sisdpuoli on hydrofobinen johtuen
poolittomasta hiilirungosta ja glukoosiyksikoiden eetterisidoksista. Ulkopuolella olevat
primaariset ja sekundaariset hydroksyyliryhmat tekevat siitd hydrofiilisen. Primaariset
hydroksyyliryhmét voivat pyorid vapaasti, mutta sekundaariset hydroksyyliryhmat ovat

JaykkIaGS 6-9,68,173,174,185,186

HO
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%O 0 OHSO o

103
Kuva 10. B-syklodekstriinin (103) rakenne.

Syklodekstriinin rakenteesta johtuen heikosti vesiliukoinen ld8keaine voi tunkeutua sen

onkaloon,  jolloin  muodostuu  edelld ~ mainittu  inkluusiokompleksi®®*"**%.

Inkluusiokompleksissa ladkeaineen ja syklodekstriinin vélilla vallitsee ei-kovalenttinen
vuorovaikutus'™.  Ladkeaineen  jadminen  kompleksin  sisddn  vaikuttaa  sen
fysikokemiallisiin ominaisuuksiin kuten vesiliukoisuuteen ja liukenemisnopeuteen’®°,

Syklodekstriinien avulla voidaankin lisata ladkeaineen vesiliukoisuutta ja nopeuttaa

173,186

liukenemista sekd parantaa biologista hydtyosuutta . Ladkeaineen rakenteesta ja

ominaisuuksista riippuen sen ja syklodekstriinin valille voi muodostua 1:1- tai 1:2-
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kompleksi (Kaavio 26). Kompleksinmuodostus riippuu my6s esimerkiksi pH:sta,
lampotilasta ja kaytetystd liuottimesta®®. Tarkea merkitys on lisaksi syklodekstriinin
rakenteessa olevan onkalon koolla. Esimerkiksi a-syklodekstriinien onkalo on kooltaan
pienin, joten kovin moni l&dkeaine ei kykene kompleksoitumaan siihen. Kyseinen
syklodekstriini pystyy kompleksoimaan pienen molekyylipainon tai alifaattisen sivuketjun
sisaltdvia ladkeaineita. Muista luonnollisista syklodekstriineistd p-syklodekstriinit
kompleksoivat heterosyklisid yhdisteitd ja aromaattisen renkaan sisaltavia rakenteita ja y-

syklodekstriinit esimerkiksi makrosykleja ja steroideja.*®*%’

-0=0k

Syklo- Ladkeaine 1:1-kompleksi
dekstriini

3

—) )=

RN D E—

Syklo- Laakeaine 1:2-kompleksi
dekstriini

Kaavio 26. Syklodekstriinin ja laakeaineen muodostamat 1:1- ja 1:2-kompleksit.°®

Syklodekstriinejd on kaytetty onnistuneesti useissa kymmenissa markkinoilla olevissa
ladkevalmisteissa niiden liukenemisnopeuden parantamiseksi*’®. Ensin kaytettiin p-
syklodekstriinid, koska se on helposti saatavilla ja sen ominaisuudet mahdollistavat kaytén
useiden eri la&keaineiden kanssa. Sen vesiliukoisuus (18,5 mg/ml) ei kuitenkaan ole

18 Taman

optimaalinen johtuen molekyylinsisdisestda vetysidosten muodostumisesta
vuoksi sen tilalle on pyritty kehittdmaan muita vaihtoehtoja'®®. Esimerkiksi 2-
hydroksipropyyli-B-syklodekstriini (HPBCD)*®*, metyyli-p-syklodekstriini (RAMEB)™’ ja
sulfobutyylieetteri-B-syklodekstriini ovat vesiliukoisempia ja vahemman toksisia*®*®".
Muiden luonnollisten syklodekstriinien vesiliukoisuudet ovat huomattavasti parempia kuin
B-syklodekstriinin, silld  a-syklodekstriinin  vesiliukoisuus on 145 mg/ml ja vy-
syklodekstriinin 232 mg/mI*®. Syklodekstriinit ja niiden johdannaiset ovat kayttdkelpoisia

apuaineita, mutta niiden turvallisuudesta ei ole tutkimuksissa saatu tayttd varmuutta.
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Luonnolliset syklodekstriinit ovat turvallisia annosteltaessa suun kautta tai suonensiséisesti
paitsi  B-syklodekstriini, jota ei  annostella  suonensisdisesti  johtuen  sen

munuaistoksisuudesta.®*"

Syklodekstriinien inkluusiokomplekseja voidaan valmistaa eri menetelmilla'™.
Vaivausmenetelmassa (engl. kneading method) syklodekstriinia kasitellddn pienelld
maarélla vettd tai alkoholin vesiliuosta, jolloin syklodekstriini muuttuu taikinamaiseksi.
Laakeaine lisatdan joukkoon, ja seoksen annetaan vaivautua, jonka jalkeen se kuivataan ja
siiviloidaéan. Pienilla madrilla voidaan kayttdd huhmaretta ja survinta ja suuremmassa
mittakaavassa tydskenneltessa tarkoitukseen sopivaa laitetta.®

Kylmakuivausmenetelman avulla saadaan huokoista, amorfista jauhetta, jossa
vuorovaikutus syklodekstriinin ja ladkeaineen vélilld on tehokasta. Liuotin poistetaan
syklodekstriinid ja ladkeainetta siséltdvastda seoksesta kylmékuivaamalla alipaineessa.
Menetelm& on haasteellinen, silld siind tarvitaan erityisid valineitd, prosessi on
pitkékestoinen ja saanto saattaa jd&da huonoksi. Inkluusiokompleksi voidaan valmistaa
my0s mikroaaltoreaktorissa. L&&keaine ja syklodekstriini liuotetaan veden ja sopivan
orgaanisen liuottimen seokseen, ja reaktion annetaan tapahtua mikroaaltoreaktorissa (60
°C, 1-2 min). Taman jalkeen seokseen lisatédan edelld kéytettyja sopivia liuottimia, jolloin
vapaaksi jaanyt ld&keaine ja syklodekstriini saadaan poistettua seoksesta. Muodostunut
sakka suodatetaan ja kuivataan alipaineessa. Lopputuotteeseen voi jaadda pienid maaria

174 192 6

orgaanisia liuottimia™"". Muita valmistusmenetelmid ovat sumukuivaus ja saostus™".

4.2.6.1. Inkluusiokompleksin valmistaminen ramipriilista ja -syklodekstriinista

Ramipriili (1-[2-(1-etoksikarbonyyli-3-fenyylipropyyliamino)propionyylijoktahydro-
syklopenta[b]-pyrroli-2-karboksyylihappo)*®? (104) (Kuva 11) kuuluu
angiotensiinikonvertaasientsyymin  estdjiin  (ACE-estgjd) ja  sitd  kaytetdan
verenpainelddkkeend. Sen biologinen hyotyosuus on huono ja vesiliukoisuus on noin 0,1

mg/mI***

. Jagdalen et. al. tarkoituksena oli parantaa ramipriilin vesiliukoisuutta ja
nopeuttaa sen liukenemista valmistamalla siitd ja p-syklodekstriinista tai HPBCD:sta
inkluusiokomplekseja'®.  HPBCD-johdannainen ~ osoittautui  p-syklodekstriinia

vesiliukoisemmaksi.
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104

Kuva 11. Ramipriilin (104) rakenne.

Ramipriilin ja syklodekstriinien muodostamat seokset (1:1) valmistetaan sekoittamalla
huhmaressa. Inkluusiokompleksien valmistuksessa voidaan k&yttdd eri menetelmia.
Vaivausmenetelmassa ladkeaine ja syklodekstriini jauhetaan huhmaressa liuotettuna
pieneen maaréan veden ja MeOH:n seosta. Saatua massaa vaivataan ja kuivataan korkeassa
lampotilassa (400 °C).  Lopuksi kuivattu massa jauhetaan ja suodatetaan.
Haihdutusmenetelméassé (engl. coevaporation method) la&keaine liuotetaan alkoholiin ja
joukkoon lisatdan syklodekstriinin vesiliuos. Seosta sekoitetaan ja se haihdutetaan kuiviin.
Kuiva massa jauhetaan ja suodatetaan. Jauhamismenetelmassa (engl. cogrinding method)
ld&keaine sekoitetaan pieneen méaardédn MeOH:ia huhmaressa niin, ettd se liukenee. Tdman
jalkeen lisatéan syklodekstriini ja sekoitetaan voimakkaasti huoneenlampoétilassa kunnes
liuotin haihtuu.***

Kylmékuivausmenetelmassa yhtd suuret madrat ladkeainetta ja syklodekstriinia
lisataan tislatun veden joukkoon ja sekoitetaan useita vuorokausia. Seos kylmékuivataan ja
saatu jaannos jauhetaan ja suodatetaan. Sulatusmenetelmassa (engl. melting method) yhté
suuret maarat ladkeainetta ja syklodekstriinid sekoitetaan upokkaassa, ja seoksen annetaan
sulaa pitamélld upokasta vesihauteessa jatkuvasti sekoittaen. Sulanut seos jadhdytaan
hitaasti huoneenlampdtilassa. Kiintedd tuotetta kuivataan, se jauhetaan ja suodatetaan.
Sumukuivausmenetelmdssd la&keaineen ja syklodekstriinin seos liuotetaan veteen ja
sumukuivataan lampétilassa 120 °C kayttamalla tarkoitukseen sopivaa laitetta.***

Valmistetut seokset ja inkluusiokompleksit karakterisoidaan kayttamalla esimerkiksi
UV-spektroskopiaa tai Fourier muunnos infrapunaspektrometrialla (FTIR). Ramipriilin
sekd siitda muodostetun kompleksin liukenemisprofiileiden perusteella ramipriilin

liukenemisnopeus kasvaa merkittavasti inkluusiokompleksin muodostamisen seurauksena.
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Ramipriilin vapautuminen sen ja p-syklodekstriinin muodostamasta kompleksista on lahes
80 % vesiliuoksessa ja yli 80 % fosfaattipuskurissa (pH 6,8), kun kompleksi on
muodostettu kayttdmallad vaivausmenetelmé&d. Samoin ramipriilin vapautuminen sen ja
HPBCD:n muodostamasta kompleksista on yli 80 % vesiliuoksessa ja yli 85 %
fosfaattipuskurissa, kun kompleksi on muodostettu kayttdmalla vaivausmenetelmaa.
Pelkan ladkeaineen vapautuminen vesiliuoksessa on noin 50 % ja fosfaattipuskurissa noin
60 %."*

4.2.6.2. Tetrahydrokannabinolin aihiold&kkeen ja B-syklodekstriinin inkluusiokompleksi
Tetrahydrokannabinoli (A°-THC tai THC) (105a) on kannabinoideihin kuuluva

kannabiskasvin paaasiallisin yhdiste'®. S

itd kdytetddn huumaavana aineena, mutta tdmén
lisdksi esimerkiksi pahoinvointiladkkeend kemoterapiahoitojen yhteydessé seké ruokahalun
herattdmiseen anoreksiaa sairastavilla AIDS-potilailla. THC:sta on syntetisoitu sen
hemisukkinaattiesteriaihioldadke (THC-HS) (105b) (Kuva 12). Upadhye et. al. ovat
tutkineet mahdollisuutta muodostaa inkluusiokompleksi siité ja p-syklodekstriinista'®®. He
kayttivit RAMEB:i& ja HPBCD:i4. Inkluusiokompleksit valmistettiin kylmékuivaamalla ja
ne karakterisoitiin FTIR:n ja ydinmagneettisen resonanssispektroskopian (NMR) avulla.
THC-HS:n vesiliukoisuus on parempi kéytettdessa RAMEB:ia kuin HPBCD:i& (Taulukko
11). Liséksi THC-HS:n ja RAMEB:n muodostaman inkluusiokompleksin vesiliukoisuus

on suurempi verrattuna THC:n ja RAMEB:n muodostamaan kompleksiin.*®°

105aR=H 0}

105b R = OH
o)

Kuva 12. Tetrahydrokannabinolin (105a) ja sen hemisukkinaattiesterin (105b) rakenteet.
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Taulukko 11. THC:n (105a) ja THC-HS:n (105b) vesiliukoisuudet (mM) niiden ja

RAMEB:n sekd HPBCD:n muodostamissa inkluusiokomplekseissa.

Yhdiste RAMEB (150 mM)? HPBCD (150 mM)?
105a 5,63+0,9 4,49 £1,2
105b 8,088 + 0,65 3,24 + 0,89

®Keskiarvo + keskihajonta

KOKEELLINEN OSA

5. TYON TARKOITUS

Tutkielman kokeellisen osan tarkoituksena oli l&4&keainekandidaatti DPMBA:n
vesiliukoisuuden parantaminen liittdméll4 siihen fosfaattiesterirakenne. DPMBA:n synteesi
on esitetty kirjallisuudessa'?. Fosfaattien kaytostd aihio-osana on olemassa useita
esimerkkeja®*t1 112197198 " Najsss tapauksissa varsinaisen laakeaineen vesiliukoisuutta on
pystytty  parantamaan  merkittdvasti  liittdmalla  molekyyliin  fosfaattirakenne.
Kirjallisuudessa on kuvattu dialkyyli- ja dibentsyylikloorimetyylifosfaattien synteesit,
joiden avulla fosfaattiaihio-osa voidaan liittaa laakeaineeseen Sy2-reaktiolla.'*®

Tyo sisalsi nelja eri synteesistrategiaa (I-1V, Kaavio 27). Strategiassa | syntetisoitiin
DPMBA (1) ja aihio-osina kaytettavat dibentsyyli- ja dibutyylikloorimetyylifosfaatit
(106a-b), ja niiden liittamista toisiinsa tutkittiin eri menetelmilld. Strategioissa Il ja 111
tutkittiin  fosfaattiaihiolddkkeen kokoamista kahdesta molekyylistd, joista toiseen
fosfaattiosa oli liitetty valmiiksi. Strategiassa IV tarkasteltiin hydroksimetyyliryhman
liittamistda DPMBA:han. Fosfaattiesteri voitaisiin mahdollisesti liittdd DPMBA:han sen
avulla.

Tyon alussa DPMBA:n liukoisuutta testattiin lisadméalla DPMBA:n ja veden seokseen
eri happoja (fosforihappo, etikkahappo, rikkihappo, sitruunahappo ja suolahappo), mutta
liukenemista ei tapahtunut (ks. Kappale 7.2.). Toisessa kokeessa DPMBA liuotettiin
DMSO:iin ja joukkoon lisattiin vesiliukoisuutta lisddva polysorbaatti 80 (Tween 80) seka
lopuksi fysiologinen suolaliuos (0,9 % NaCl-liuos). DPMBA ei kuitenkaan liuennut.

76



A

(0]
NG RS
\r
| =N \O\

N
H
1
(ll) DPMBA
R\O/FI’\O/R
)
( .
Y 1
106a-b

( 11

Fosf aattiaihiolaake

QL O

)
\

R
d
R—0—f O

107a-b

108

INA
NG N
\ Y ©/\Br
| L .

~N

N
109 <
O

\
R\O/II:I’\O/R
0}

110

R =Bntai Bu
X = Brtai Cl v
Y =Cl tail
N H}S O
O
0]
7
N HES/O <
Y OR Y
| | + I 111
= zw RO I OR 106a-b
(0]
OH
112 113

Kaavio 27. Vaihtoehtoiset strategiat fosfaattiaihiolddkkeen valmistamiseksi.

6. SYNTEESIT JA NIIDEN TULOKSET

Tassd kappaleessa kuvataan lyhyesti tutkielman kokeellisessa osassa tehdyt synteesit ja

saadut tulokset. Selvyyden vuoksi synteesistrategioiden yksityiskohtainen kuvaus on

esitetty kappaleessa 7.
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6.1. SYNTEESISTRATEGIA |

6.1.1. DPMBA:n synteesi

Kirjallisuudessa on kuvattu DPMBA:n synteesi, jossa lahtoaineita refluksoidaan

MeOH:ssa yon yli cesiumkarbonaatin (Cs;COs) toimiessa emaksena®. Kokeellisessa

osassa DPMBA:n synteesid kokeiltiin mikroaaltoreaktorissa reaktioajan lyhentdmiseksi
(Kaavio 28).

TEA 0,25 ekv.
DMF
Br
+
MW
NH; (180 °C/200 °C
20 min)
111 110
AN
N/S
H

Kaavio 28. DPMBA:n (1) synteesi.

Reaktion lahtOaineet sulfametatsiini (111) (1 ekv.) ja 2-metyylibentsyylibromidi (110) (1
ekv.) sekd emadksend toiminut TEA (0,25 ekv.) liuotettiin N,N-dimetyyliformamidiin
(DMF). Reaktio tehtiin  mikroaaltoreaktorissa, ja raakatuote  puhdistettiin
pylvaskromatografisesti. DPMBA:n (1) saanto vaihteli reaktiosta riippuen kohtalaisesta
hyvééan (39-75 %).

DPMBA:n synteesi tehtiin onnistuneesti mikroaaltoreaktorissa useaan Kkertaan.
Reaktioaika pidettiin koko ajan samana (20 minuuttia). Reaktiolampdtilana kokeiltiin ensin
lampéotilaa 200 °C ja my6hemmin l&mpd6tilaa 180 °C. Maksimipaine reaktioiden aikana
vaihteli lampdatilasta riippuen valilla 2,0-4,8 baaria. La&mpdtilaa laskettiin, koska reaktion
saanto oli parempi lampotilassa 180 °C.

Synteesia kokeiltiin my6s vaihtoehtoisilla tavoilla siten, ettd eméksend TEA:n tilalla

oli Cs,COs3 ja liuottimena joko DMF tai 2-metyylitetrahydrofuraani (2-MeTHF). Koska 2-
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MeTHF:n kiehumispiste (66 °C) on alempi kuin DMF:n (153 °C), sen poistaminen
haihduttamalla alipaineessa olisi nopeampaa DMF:iin verrattuna. 2-MeTHF ei muodosta
peroksideja kuten THF tai dietyylieetteri. Liséksi sulfametatsiini (111) liukenee hyvin 2-
MeTHF:iin. Sulfametatsiinin liukoisuutta kokeiltiin useisiin liuottimiin ja todettiin, ettei se
liukene asetoniin, asetonitriiliin, DCM:iin tai etyyliasetaattiin. 2-MeTHF:n toimiessa
liuottimena korkeaa lampdétilaa ei kuitenkaan voitu kayttadd, joten DMF valittiin
mikroaaltoreaktorissa tehtévén reaktion liuottimeksi.

DPMBA:n synteesi on kuvattu aiemmin Kirjallisuudessa siten, ettd l&htoaineita on
refluksoitu MeOH:ssa yon yli ja talldin saanto on ollut 20 %' Kayttamalla

mikroaaltoreaktoria reaktioaika voitiin lyhentdd 20 minuuttiin ja parantaa saantoa.

6.1.2. Kloorimetyylifosfaattien synteesi

Kirjallisuudessa on kuvattu neljan kloorimetyylifosfaatin synteesi'*®. Niitd on mahdollista
kayttaa aihio-osana pyrittédessa valmistamaan alkuperéisesta ladkeaineesta vesiliukoisempi
fosfaattiaihioldéke. Tutkielman kokeellisessa o0sassa valmistettiin  kahta erilaista
kloorimetyylifosfaattia, dibentsyylikloorimetyylifosfaattia (106a) ja
dibutyylikloorimetyylifosfaattia (106b) (Kaavio 29).

(0] I o~ (0]
I 115¢1—3~0" CI o IFL .
(0] ~A—FP~A—
(0]
OH
NaHCOj4
114aR = Bn n-BuyNHSO,
114b R =Bu H,0,DCM Cl
106a R =Bn
106b R = Bu

Kaavio 29. Dibentsyyli- ja dibutyylikloorimetyylifosfaattien (106a-b) synteesi.

Dibentsyyli- tai dibutyylifosfaatti (114a-b) (1 ekv.)), NaHCO3; (4 ekv.) ja
tetrabutyyliammoniumvetysulfaatti (n-BusNHSO,4) (0,1 ekv.) liuotettiin veteen, lisattiin
DCM seké kloorimetyylikloorisulfaatti (115) (1,2 ekv.) ja sekoitettiin yon yli. Raakatuote
puhdistettiin pylvaskromatografisesti. Dibentsyylikloorimetyylifosfaattia (106a) saatiin
synteesistd  riippuen  kohtalaisella tai  hyvélld saannolla (23-82 %) ja
dibutyylikloorimetyylifosfaatin (106b) saanto vaihteli myos kohtalaisesta hyvaan (29-74
%).
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6.1.3. Kloorimetyylifosfaattien liittiminen DPMBA:han

i

N
|

N\ N—
| \Nr \O\ o X = Cl tai |
7 NH + <
1

X

106a R =Bn
106b R = Bu

NaH (3 ekv.), KF (8 ekv.) tai Ag,0 (3 ekv.)
DMF tai CH,CN

0]
%

< +  HcCl

\

o)

116a R =Bn
116b R =Bu

Kaavio 30. Suojatun fosfaattiaihiolddkkeen (116a-b) synteesi (Kaavio 27, I).

Dibentsyyli- ja dibutyylikloorimetyylifosfaattien (106a-b) liittamistda DPMBA:han (1)
kokeiltiin eri tavoin (Kaavio 30). Kirjallisuudessa on kuvattu bentsimidatsolikarbamaatin
vesiliukoisen fosfaattiaihiolaédkkeen synteesi liittamélla l&d&keaineeseen vesiliukoisuutta
lisaavana rakenteena metyleeni-di-tert-butyylifosfaatti?®’. Kyseinen fosfaattiaihio-osa on
liitetty bentsimidatsolikarbamaatin imidatsolirenkaan typpeen (N1), ja emdksend on
toiminut natriumhydridi (NaH) (3 ekv.). Kyseisissa reaktioissa vahaisempi méard emasta
huononsi saantoa ja suurempi maard lisasi sivutuotteena muodostuvan dimeerin eli
metyleeni-bis-bentsimidatsolin méaréé. Kirjallisuuteen pohjautuen NaH:ia kéytettiin siten
3 ekvivalenttia.

DPMBA (1) (1 ekv.) liuotettiin DMF:iin, johon liséttiin NaH (3 ekv.) sek& 106a
(R=Bn, X=Cl) (1,4 ekv.). Seosta sekoitettiin huoneenldampdtilassa, ja raakatuote
puhdistettiin pylvaskromatografisesti. Synteesin lopputuotteena ei muodostunut suojattua
DPMBA:n fosfaattiaihioladketta (116a).
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Di-tert-butyylijodimetyylifosfaattia on syntetisoitu di-tert-butyylikloori-
metyylifosfaatin ja natriumjodidin (Nal) reaktiolla sopivassa liuottimessa®”*. Kemiallisen
reaktion nopeus riippuu muun muassa ladhtevan ryhméan ominaisuuksista, ja jodi on
l&htevand ryhmand klooria parempi. Jodiatomi on kooltaan klooriatomia suurempi, ja sen
hiilen kanssa muodostama sidos on heikompi kuin kloorin hiilen kanssa muodostama
sidos. Reaktioita DPMBA:n (1) ja dibentsyyli- tai dibutyylijodimetyylifosfaatin (106a-b)
valilla kokeiltiin, mutta ne eivat myoskaan tapahtuneet.

Koska reaktio ei tapahtunut NaH:n avulla, NaH korvattiin kaliumfluoridilla (KF).
DPMBA (1) (1 ekv.) liuotettiin DMF:iin, johon lisattiin KF (8 ekv.) koko ajan sekoittaen.
Fosfaattiaihio-osa (106a) (R=Bn, X=CI) (1,3 ekv.) tai (106b) (R=Bu, X=CI) (1,3 ekv.) ja
Nal (1 ekv.) liuotettiin DMF:iin, jolloin Kloori korvautui jodilla ja dibentsyyli- tai
dibutyylijodimetyylifosfaatti muodostui. Tama lisattiin DPMBA:ta ja KF:a siséltdvan
seoksen joukkoon. Reaktiot eivat edistyneet 24 tunnin kuluessa. Seosta, johon oli lisatty
dibutyylijodimetyylifosfaatti, refluksoitiin yon yli. Taman jalkeen reaktioita kokeiltiin
vield mikroaaltoreaktorissa, mutta suojattua DPMBA:n fosfaattiaihioladkettd (116a-b) ei
muodostunut.

Kirjallisuudessa  mainitaan  butyyli-2-jodiasetaatin  ja  metyyli-2-jodiasetaatin
liittdminen erilaisiin omenahapon estereihin Ag,O:n avulla kayttamalla sita 3 ekvivalenttia
asetonitriilissa.?> Ohjetta soveltaen DPMBA (1) (1 ekv.) liuotettiin asetonitriiliin ja
joukkoon liséttiin Ag.0 (3 ekv.) koko ajan sekoittaen. Fosfaattiaihio-osa (106a) (R=Bn,
X=Cl) (1,3 ekv.) ja Nal (1 ekv.) liuotettiin asetonitriiliin, ja seosta sekoitettiin
huoneenldampdtilassa. Tama lisattiin DPMBA:ta ja Ag,O:ia sisdltdvan seoksen joukkoon.
Reaktiota sekoitettiin huoneenlampdétilassa yon yli sekd lammitettiin ja refluksoitiin.
Liséksi sita kokeiltiin mikroaaltoreaktorissa. Suojattu DPMBA:n fosfaattiaihioldéke (116a)

ei muodostunut.

6.2. SYNTEESISTRATEGIAII

6.2.1. Johdanto

Edelld suojattu fosfaattiaihioladke pyrittiin syntetisoimaan liittdmalla fosfaattiaihio-osa
DPMBA:han (1). Tama ei kuitenkaan onnistunut useista kokeiluista huolimatta. Suojatun
fosfaattiaihiolddkkeen valmistamista kokeiltiin seuraavaksi liittdamalla sekundaarinen

amiini (108) yhdisteen (107a-b) aromaattiseen renkaaseen metallikatalyyttisesti (Kaavio
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31, reaktio Ila). 4-Bromi-N-(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)bentseenisulfonamidi (107a) ja
4-kloori-N-(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)bentseenisulfonamidi (107b) voitaisiin
valmistaa 2-amino-4,6-dimetyylipyrimidiinista (117) ja 4-
bromibentseenisulfonyylikloridista tai 4-klooribentseenisulfonyylikloridista (118a-b)
kirjallisuusmenetelmalla (Kaavio 31, reaktio 11b)*®. Sekundaarisen amiinin (108) synteesia

tutkittiin 2-metyylibentsyyliamiinin (119) ja fosfaattiaihio-osan (106a) Sy2-reaktiolla.

lla
0]
AN
N—S
+ NH
X
107a X = Br
107b X =CI 108
I1b llc
N
| YNHZ ?') Cl
-+ Cl—s NH
N ] * 2+
(0]
118a X = Br
117
118b X = CI 119 106a
(0]

|
@ = Ro—F|>—0R

(0]
< R=Bn

W

Kaavio 31. Synteesistrategia Il suojatun fosfaattiaihiolddkkeen valmistamiseksi (Kaavio

27, 11).
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6.2.2. 4-bromi-N-(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)bentseenisulfonamidin ja

4-kloori-N-(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)bentseenisulfonamidin synteesi

N 0 N OES/O
N NH, \l Py YNH
T e T
N l N
Z o) Z X
117 118a X = Br 107a X = Br
118b X=CI 107b X=CI

Kaavio 32. 4-bromi-N-(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)bentseenisulfonamidin (107a) ja 4-
kloori-N-(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)bentseenisulfonamidin (107b) synteesi (Kaavio
31, llb).

Yhdisteet (107a-b) valmistettiin 2-amino-4,6-dimetyylipyrimidiinista (117) ja 4-
bromibentseenisulfonyylikloridista (118a) tai 4-klooribentseenisulfonyylikloridista (118b)
(Kaavio 31, Ilb). Lahtoaine (117) (1 ekv.) liuotettiin pyridiiniin jadhauteessa (Kaavio 32).
Lahtoaineet (118a) tai (118b) (1,5 ekv.) liuotettiin myds pyridiiniin, ja liuos lisattiin
hitaasti edellisen seoksen joukkoon. Reaktioseokseen lisattiin vesi, jolloin raakatuote
kiteytyi. Uudelleenkiteytysten (MeOH:sta ja DCM:sta) jalkeen tuotteet (107a) ja (107b)
saatiin eristettyé (37-39 ja 26 %).

Tuotteiden (107a) ja (107b) lopulliset saannot eivét olleet kovin hyvid, liséksi
tuotteen (107b) kiteytyminen kesti huoneenldmpdtilassa useita vuorokausia. Saantoja voisi
pyrkid parantamaan kokeilemalla muita puhdistusmenetelmid. Kirjallisuudessa tuotteen
(107b) saanto oli 54 %%,

6.2.3. Amiinin liittdminen aromaattiseen renkaaseen

Primaarisen amiinin (119) liittdmista aromaattiseen renkaaseen kokeiltiin sekd Ullmannin
reaktiolla ettd palladiumin avulla. Primaarisen amiinin kayttd ei kuulunut alkuperdiseen
synteesistrategiaan 1l (Kaavio 31, lla), mutta reaktion onnistuessa menetelmdd voisi

laajentaa sekundaarisen amiinin (108) ja yhdisteiden (107a-b) reaktioon.
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Ullmannin reaktio

Saksalainen kemisti Fritz Ullmann esitti v. 1901 reaktion, jossa laht6aineina kaytetaan
kaksi ekvivalenttia aryylihalidia ja yksi ekvivalentti kuparia®®*. Reaktio tehdaan korkeassa
lampdtilassa (> 200 °C), ja lopputuotteena muodostuu symmetrinen tai ei-symmetrinen
biaryyli sekd kuparihalidia?®*?®. Ullmannin reaktiosta on olemassa lukuisia sovelluksia.
Yksi tyypillinen Ullmannin reaktio on kuparijodidin (Cul) avulla tehtédva kytkentéreaktio
aryylihalidin ja amiinin valilla hiili-typpi -sidoksen muodostamiseksi. Ullmannin reaktioita

kokeiltiin kirjallisuudessa esitettyja menetelmia mukaillen (Kaavio 33, Taulukko 12).2%>2%

H/S/
\©\ ks. taulukko 12

107a

YNH/sTil Aé

1

Kaavio 33. Primaarisen amiinin (119) liittdminen aromaattiseen renkaaseen.

Ullmannin reaktiossa 2-metyylibentsyyliamiini (119) (1 ekv.) liuotettiin kuivaan DMF:iin,
ja liuos lisattiin argonsuojakaasun alla olevan yhdistettda (107a) (1 ekv.),
kaliumkarbonaattia (K.COs) (2,5 ekv.) ja kuparia siséltdvan seoksen joukkoon. Reaktioita
tehtiin samanaikaisesti nelj&, jolloin kuparia kokeiltiin neljassa eri muodossa (Taulukko 12,
rivi 1). Kyseessa oli joko alkuainekupari (1 ekv.), Cul (0,1 ekv.), kupari(l)kloridi (CuCl) (1
ekv.) tai kupari(ll)kloridi (CuCly) (1 ekv.). Reaktioita sekoitettiin lampdtilassa 100 °C
neljan vuorokauden ajan ja lopuksi todettiin, ettei lopputuotetta eli DPMBA:ta (1)

muodostunut.
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Taulukko 12. Reaktioissa kaytetyt olosuhteet.

Cu/Pd(Il) Ekv. Ligandi Ekv. Emas Ekv. Liuotin

1° Cu 1 - - K.CO; 2,5 DMF
Cul 01 - -
CuCl 1 - -
CuCl, 1 - -

2° Cul 01 - - K,CO; 25 DMF

3¢ Pd(OAc), 0,05 dppetai 0,1 NaOMe 1,1 Tolueeni
dppf
4° Pd(OAC), 0,01 dppe 002 NaOMe 14 DME

5° Pd(OAc),tai 0,05 dppetai 0,1 Cs;COs 1,5 DME tai

Pd(dba), 0,01 dppf 0,02 Tolueeni
3100 °C, argon IMW (180 °C/150 °C, 20 min)
"MW (180 °C, 20 min) 120 °C, argon

‘110 °C

Reaktiota kokeiltiin my6ds mikroaaltoreaktorissa (Taulukko 12, rivi 2), koska neljan
vuorokauden sekoittaminen [|&mpotilassa 100 °C ei saanut reaktioita etenemé&an.
Mikroaaltoreaktoriin valittiin Cul, koska sitd sisaltdvasta reaktioseoksesta oli havaittu
tuotetta ohutkerroskromatografian (TLC) avulla. TLC-levyjen tulkinta osoittautui
hankalaksi, silla liuottimena kaytetty DMF ndkyi TLC-levyilla ja vaikeutti tulkintaa.
Luotettavan  tuloksen  saamiseksi  reaktion  edistymistd  tarkasteltin  my0s
kaasukromatografian (GC) awvulla selvittdmalla ensin l&htdaineena kaytetyn 2-
metyylibentsyyliamiinin ~ (119) retentioaika, ja tarkastelemalla tadman jélkeen

reaktioseoksista otettuja naytteitd. Reaktio ei tapahtunut.
Palladiumreaktiot

Palladiumkatalysoitua reaktiota aryylihalidin ja amiinin valilla hiili-typpi -sidoksen

muodostamiseksi kutsutaan Buchwald-Hartwigin kytkentéreaktioksi. Siind katalyyttina
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toimiva palladium kompleksoituu fosfiini-tyyppisen ligandin kanssa. Emasta kaytetaan
stoikiometrinen maara, 20207208

Primaarisen amiinin (119) liittdmista yhdisteen (107a) aromaattiseen renkaaseen
kokeiltiin kuparin lisdksi palladiumin avulla kirjallisuudessa esitettyjd menetelmid
mukaillen (Kaavio 33, Taulukko 12, rivit 3-5)%72,

Palladium(ll)asetaatti  (Pd(OAc),) (0,05 ekv.)) ja ligandina  toimiva
etyleenibis(difenyylifosfiini) (dppe) (0,1 ekv.) tai 1,1’-bis(difenyylifosfiino)ferroseeni
(dppf) (0,1 ekv.) liuotettiin kuivaan tolueeniin ja seosta refluksoitiin (Taulukko 12, rivi 3).
Yhdiste (107a) (1 ekv.) ja 2-metyylibentsyyliamiini (119) (1 ekv.) liuotettiin kuivaan
tolueeniin, ja liuos liséttiin refluksoituvan seoksen joukkoon. Lopuksi lisattiin NaOMe (1,1
ekv.), ja seosta refluksoitiin yon yli. DPMBA:ta (1) ei muodostunut.

Pd(OAc), (0,01 ekv.), dppe (0,02 ekv.), yhdiste (107a) (1 ekv.) ja 2-
metyylibentsyyliamiini (119) (1,2 ekv.) liuotettiin kuivaan dimetoksietaaniin (DME) ja
lopuksi lisattiin - NaOMe (1,4 ekv.) (Taulukko 12, rivi 4). Reaktio tehtiin
mikroaaltoreaktorissa, mutta DPMBA:ta (1) ei muodostunut.

Lopuksi reaktioita tehtiin rinnakkain kahdeksan, jolloin palladiumia kokeiltiin
kahdessa eri muodossa, ligandeja ja liuottimia oli myds kaksi erilaista (Taulukko 12, rivi
5). Eméksend toimi kaikissa reaktiossa Cs,COs;. Yhdiste (107a) (1 ekv.) ja 2-
metyylibentsyyliamiini (119) (1,2 ekv.) liuotettiin kaytettdvaan liuottimeen. Liuos lisattiin
argonsuojakaasun alla olevaan seokseen, joka sisélsi Pd(OAc)z:ia (0,05 ekv.) tai
bis(dibentsylideeniasetoni)palladium(0) (Pd(dba);) (0,01 ekv.), Cs,COs.ia (1,5 ekv.) ja
ligandia. Ligandina toimi joko dppe tai dppf (0,1 ekv. tai 0,02 ekv.). Reaktioita sekoitettiin
lampatilassa 120 °C neljan vuorokauden ajan, mutta DPMBA:ta (1) ei muodostunut.

TLC-levyilla ndkyi joissakin kokeiluissa mahdollisesta tuotteesta kertova tapla.
Taplan Rs-arvo ei kuitenkaan ollut yhtenevd DPMBA:n (1) Rsarvon kanssa. GC:iaa

kaytettiin reaktioiden seurantaan TLC:n rinnalla.

6.2.4. Fosfaattiaihio-osan liittAminen primaariseen amiiniin

Fosfaattiaihio-osan (106a) ja 2-metyylibentsyyliamiiniin (119) valista reaktiota tutkittiin
eri eméksilld (Kaavio 34). Liitettdessé ndin saatava sekundaarinen amiini
bentseenisulfonamidin (107a-b) aromaattiseen renkaaseen muodostuu lopputuotteena

tavoiteltu suojattu fosfaattiaihiolaéke.
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NH
RO—P—OR NH, - + HCI
| + >
0 ks. taulukko 11.
( 7
X —pP—
R = Bn RO i OR
X =Cltail
106a 119 108

Kaavio 34. Reaktio fosfaattiaihio-osan (106a) ja 2-metyylibentsyyliamiinin (119) valilla
(Kaavio 31, llc).

Taulukko 13. Reaktio-olosuhteet.

Emas Ekv. Liuotin
1 Cs,COs, 1,2 DMF
K2COs, 1,2
PEMP tai 1,2
el emasta
2 K;COs3, 1,2 THF
PEMP, 1,2
NaH, 3+3
Ag0 tai 3
el emasta
3 NaH 6+2 THF
4 Cs,CO;3 (argon) 1,2 DMF

Mahdollinen emas ja 2-metyylibentsyyliamiini (119) (1 ekv.) liuotettiin DMF:iin tai
THF:iin (Kaavio 34). Eméksing toimivat Cs,COs (1,2 ekv.), K,CO3 (1,2 ekv.), 1,2,2,6,6-
pentametyylipiperidiini (PEMP) (1,2 ekv.), NaH (6 ekv. tai 8 ekv.) tai Ag.O (3 ekv.)
(Taulukko 13, rivit 1-4). Reaktioita kokeiltiin my6s ilman emaésté (Taulukko 13, rivit 1-2).
Seoksen joukkoon lisattiin fosfaattiaihio-osa (106a) (R=Bn, X=ClI tai I) (1-1,2 ekv.), ja

reaktioita sekoitettiin huoneenldmpdtilassa tai refluksoitiin yon yli. Yhtd reaktiota
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(emdksend Cs,CO3) kokeiltiin myds argonsuojakaasun alla (Taulukko 13, rivi 4). GC:n
perusteella todettiin, ettd reaktiota, jossa eméksend toimi NaH, kannatti kokeilla
suuremmalla ainemé&aralld (Taulukko 13, rivi 3). Raakatuotteet puhdistettiin
pylvaskromatografisesti.

Lopputuotteita tarkasteltiin NMR:n avulla. *H NMR-spektrien perusteella eristetyt
yhdisteet eivat olleet haluttua lopputuotetta (108). Spektrien perusteella osa fraktioista ei
ole kumpikaan synteesin lahtdaineista. Reaktioissa muodostui rakenteeltaan osittain
halutun lopputuotteen kaltaista yhdistettd (13 mg). Toinen bentsyylisuojaryhmistd on
kuitenkin irronnut bentsyylialkoholina. Lisédksi muodostui yhdistettd (6 mg), josta
bentsyyliryhma on myos irronnut bentsyylialkoholina ja fosfori lahtee suoraan amiinin

typesté eli fosfaattiaihio-osan (106a) linkkeri on hajonnut.

6.3. SYNTEESISTRATEGIA |11

Synteesistrategiassa | kumpaakaan fosfaattiaihio-osaa (106a-b) ei saatu liitettyda DPMBA:n
(1) sekundaariseen aminoryhmaan. Suojattua fosfaattiaihiolaakettd ei mydskaan onnistuttu
syntetisoimaan strategian Il mukaan useiden reaktioiden kautta. Seuraavaksi valittiin
l&hestymistapa, jossa fosfaattiaihio-osa pyrittiin  liittimd&dn DPMBA:n synteesissé
l&htdaineena kaytetyn sulfametatsiinin (111) primaariseen aminoryhmaén (Kaavio 27, reitti
II1). Téamén jalkeen tarkoituksena oli liittdd 2-metyylibentsyylibromidi (110)
muodostuneen molekyylin sekundaariseen aminoryhméan, jolloin lopputuotteena saataisiin
tavoiteltu suojattu fosfaattiaihiolddke. Synteeseissd fosfaattiaihio-osien kloori korvattiin

jodilla késittelemélla niitd ensin Nal:lla.
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o O
N 0
NG RS R
\( ~0—p—0~
- + 0
= NH, <
|
106a R = Bn
t 106b R = Bu

Cs,CO;4 (1,2 ekv.) tai Ag,0 (3 ekv.)
DMF tai DMSO

0]
VR
R\O/ P—
\
(0]
109aR =Bn
109b R = Bu

Kaavio 35. Reaktio dibentsyyli- tai dibutyylijodimetyylifosfaatin (106a-b) ja
sulfametatsiinin (111) vélilla (Kaavio 27, I1I).

Sulfametatsiini (111) (1 ekv.) liuotettiin DMF:iin ja Cs,COs3 (1,2 ekv.) lisattiin koko ajan
sekoittaen (Kaavio 35). Fosfaattiaihio-osat (106a-b) (1 ekv.) ja Nal (1,2 ekv.) liuotettiin
asetoniin,  jolloin  kloori  korvautui jodilla.  Muodostunut  dibentsyyli- tai
dibutyylijodimetyylifosfaatti liuotettiin DMF:iin, ja liuos lisattiin sulfametatsiinia (111) ja
Cs,COg:ia sisdltavan seoksen joukkoon. Raakatuotteet puhdistettiin
pylvaskromatografisesti.

'H NMR-spektrien perusteella eristetyt yhdisteet eivat olleet haluttua lopputuotetta
(109a-b). Spektrien perusteella kyseessa ei ole kumpikaan synteesin lahtOaineista.
Reaktiossa, jossa lahtoaineena oli dibentsyylijodimetyylifosfaatti (106a), muodostui
yhdistettd (58 mg), jossa osittain hajonnut fosfaattiaihio-osa (106a) on liittynyt
sulfametatsiinin  (111) primaariseen typpeen. Reaktiossa, jossa l&htGaineena oli
dibutyylijodimetyylifosfaatti (106b), muodostui yhdistettd (40 mg), joka ei mydskaan ollut
haluttu lopputuote. Spektrissd on nahtévissa fosfaattiaihio-osan (106b) vetyjen antamat

signaalit.
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Reaktioita kokeiltiin myds korvaamalla edellda kaytetty Cs,CO; Ag.O:lla (3 ekv.) ja
kayttamalla liuottimena DMF:n sijaan DMSOQO:ia. Reaktiot tehtiin samoissa olosuhteissa

kuin edelld, mutta ne eivat tapahtuneet.

6.4. SYNTEESISTRATEGIA IV
Kirjallisuudessa on esitetty hydroksimetyylirynmén liittdminen p-laktaamiin, jolloin
muodostuu  N-hydroksimetyyli-p-laktaami?’’.  Hydroksimetyyliryhman  liittamista
DPMBA:han kokeiltiin kirjallisuudessa esitettyd menetelmdd mukaillen (Kaavio 36).
Muodostuneeseen tuotteeseen (112) voitaisiin edelleen liitt4a fosfaattiesteri (113).
Reaktiota yritettiin kahdella tavalla. Ensimmaisessé kokeilussa DPMBA (1) (1 ekv.)
liuotettiin THF:iin. Liuokseen lisattiin paraformaldehydi (1,2 ekv.), K;COs3 (1 ekv.) ja vesi.
Yon yli refluksoinnin jalkeenk&an tuotetta (112) ei muodostunut. Reaktiota kokeiltiin

samoilla ainemé&arilla myds mikroaaltoreaktorissa, mutta reaktio ei tapahtunut.

HO(CHzo)nH, K2C03 (1 ekV.), Hzo, THF tai
HO(CH,0) H, K,CO; (L ekv.), H,O, DMF, MW (180 °C, 10 min)

Kaavio 36. Hydroksimetyyliryhmén liittdminen DPMBA:han (1).

6.5. PRIMAARISTEN JA SEKUNDAARISTEN AMIINIEN LIITTAMINEN
FOSFAATTIAIHIO-OSAAN

6.5.1. Johdanto
Tavoitteena oli kokeilla rakenteeltaan yksinkertaisten primaaristen ja sekundaaristen
amiinien liittdmist4 fosfaattiaihio-osaan, jotta saataisiin selville, onko vastaava reaktio

ylipédansad mahdollinen DPMBA:n (1) kohdalla. Fosfaattiaihio-osan kloori korvattiin ensin
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jodilla kasittelemalla fosfaattiaihio-osaa Nal:lla. Primaarisiksi amiineiksi valittiin aniliini
(120), bentsyyliamiini (122) ja 2-metyylibentsyyliamiini (119). Ne ovat yksinkertaisia,
helposti saatavilla olevia bentseenirenkaan siséltavia primaarisia amiineja. Sekundaarinen
amiini, N-(2-metyylibentsyyli)aniliini (121), valmistettiin itse. Sen synteesi on kuvattu
kirjallisuudessa?’®, mutta tassa tydssa synteesissa sovellettiin samaa menetelmaa kuin
DPMBA:n (1) valmistuksessa (Kaavio 37).

TEA 0,25 ekv.
DMF NH

Bf ——m + HBr
(180 °C

20 min)

121
Kaavio 37. Reaktio 2-metyy||bentsny|bromidin (110) ja aniliinin (120) vélilla.

Aniliini (120) (1 ekv.), 2-metyylibentsyylibromidi (110) (1 ekv.) ja TEA (0,25 ekv.)
liuotettiin DMF:iin. Reaktio tehtiin mikroaaltoreaktorissa, ja raakatuote puhdistettiin
pylvaskromatografisesti. N-(2-metyylibentsyyli)aniliinin (121) saanto oli hyvd (82 %).

218

Kirjallisuudessa sen saannoksi on esitetty 70 %, joten mikroaaltoreaktorin kaytto

parantaa saantoa.

6.5.2 Fosfaattiaihio-osan liittdminen sekundaariseen amiiniin

Reaktioita tehtiin rinnakkain nelj4, jolloin kokeiltiin eri emaksia ja kahta eri liuotinta.
Sekundaarinen amiini (121) (1 ekv.) liuotettiin DMF:iin tai DMSO:iin (Kaavio 38).
DMSO:ia siséltdvaén reaktioastiaan lisattiin Ag,0O (3 ekv.) ja kolmeen DMF:ia siséltavéén
reaktioastiaan liséttiin kokeiltava emés eli NaH (3 ekv.), Cs,COs (1,2 ekv.) tai PEMP (1,2
ekv.) ja sekoitettiin. Fosfaattiaihio-osa (106a) (1,2 ekv.) ja Nal (1,2 ekv.) liuotettiin
asetoniin, jolloin kloori korvautui jodilla. Muodostunut dibentsyylijodimetyylifosfaatti
liuotettiin kaytettavaan liuottimeen, ja liuos lisattiin sekundaarista amiinia (121) ja emasta

siséltdvan seoksen joukkoon. Lopuksi todettiin, ettei tuotetta (123) muodostunut.
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123
Kaavio 38. Reaktio dibentsyylijodimetyylifosfaatin (106a) ja sekundaarisen amiinin (121)

valilla.

6.5.3. Fosfaattiaihio-osan liittdminen primaariseen amiiniin

Reaktiossa kokeiltiin kolmea eri primaarista amiinia eli 2-metyylibentsyyliamiinia (119),
aniliinia (120) tai bentsyyliamiinia (122). Primaarinen amiini (1 ekv.), fosfaattiaihio-osa
(106a) (1,2 ekv.) ja TEA (0,25 ekv.) liuotettiin DMF:iin (Kaavio 39). Reaktiot tehtiin
mikroaaltoreaktorissa. Reaktiota 2-metyylibentsyyliamiinin (119) kanssa ei tapahtunut.
Aniliinia (120) sisdltdneen reaktioseoksen raakatuote puhdistettiin pylvaskromatografisesti
ja todettiin, ettei reaktiossa muodostunut tavoiteltua lopputuotetta (123). *H NMR-spektrin
perusteella eristetty tuote ei ole kumpikaan kaytetyistd lahtOaineista. Mahdollisesti
fosfaattiaihio-osa (106a) hajosi reaktion aikana. Muodostui kaksi yhdistettd, joista toisessa
aniliinin (120) typpeen on liittynyt yksi fosfaattiaihio-osan bentsyyliryhmd ja toisessa kaksi
bentsyyliryhmé&. Kolmannelle reaktiolle, jossa l&htdaineena oli bentsyyliamiini (122), ei

tehty pylvaspuhdistusta.
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x (ﬁ TEA 0,25 ekv. (|)|
R, RO—P—OR DMF RO—P—OR .
—_—
+ 6] MW |
< (180 °C
20 min)
cl NHR, R =Bn

119 R, = CH; R, =CH,NH,
120 R, =H,R, =NH, 1064

122 Ry = H, R, =CH,NH, 108 R3=CH,CgH,-2Me

124 R3 = CGHS
125 R3 = CH2C6H5

Kaavio 39. Reaktio primaaristen amiinien (119, 120, 122) ja dibentsyylikloorimetyyli-
fosfaatin (106a) vélilla.

7. SYNTEESISTRATEGIOIDEN YKSITYISKOHTAINEN KUVAUS
7.1. MATERIAALIT JA MENETELMAT

7.1.1. Materiaalit

TyoOssa kaytetyt kaupalliset reagenssit ja liuottimet oli hankittu valmistajilta Acros
Organics, Alfa Aesar, Fresenius Kabi, Hils, Janssen Chimica, J.T. Baker, Merck, Sigma-
Aldrich ja VWR International (Liite 1). K&ytetyissa TLC-levyissa oli adsorbenttina
silikageeli (Silica gel 60 F3s4) ja levyt oli valmistanut Merck. Kaytetyn silikageelin (Silica
gel 60, partikkelikoko 40-63 um) valmistaja oli Fluka. Liuottimet kuivattiin tarvittaessa

molekyyliseuloilla (3 A).

7.1.2. Menetelmat

7.1.2.1. Kromatografiset menetelmat

Tuotteiden  puhdistuksessa  kaytettiin  pylvaskromatografiaa  silikageelin  ollessa
adsorbenttina.  Analyyttisend  kromatografisena  menetelménd  synteeseissa  ja
pylvadskromatografian yhteydessa oli TLC (adsorbenttina silikageeli). TLC-levyja
tarkasteltiin UV-valossa (254 nm) tai levylla olevat yhdisteet saatiin nakyviin kastamalla
levyt Mo12NazO40P-varjaysliuokseen tai vanilliini-liuokseen (7 g/125 ml EtOH, 1,5 ml
H,SO,4) ja kuumentamalla levyja. Analyyttisend menetelmand kéytettiin lisdksi GC:iaa
(Agilent 6850 GC System).

7.1.2.2. Yhdisteiden karakterisointi

Tuotteet karakterisoitiin NMR:n (Bruker Avance 400 tai Bruker Avance 500, 5mm BBO
BB-1H) avulla mittaamalla *H NMR-, *C NMR- ja 3P NMR-spektrit. Mittaukset tehtiin
huoneenlampdtilassa. Kaytetyt liuottimet olivat CDCl; ja DMSO-d6. Referenssiné
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kaytettiin liuotinpiikin antamaa kemiallista siirtyméa (CDCl; (& 7,26 ppm) ja DMSO (&
2,50 ppm)). Tuotteiden karakterisointiin k&ytettiin myds massaspektrometriaa (MS)
(Bruker Daltonics micrOTOFq). Spektrien analysointiin kaytetyt ohjelmat olivat Bruker
TOPSPIN (versio 1.2) ja Bruker Compass DataAnalysis (versio 4.0).

7.2. DPMBA:LLE TEHDYT LIUKOISUUSKOKEET

7.2.1. DPMBA:n liukoisuus veteen suolamuodossa

DPMBA:n (1) vesiliukoisuutta tutkittiin muodostamalla siitd suola. Tama tapahtui
lisadmalla DPMBA:ta ja vettd sisaltavaan seokseen erilaisia happoja. Kéytetyt hapot olivat
suolahappo (HCI, 37 %), rikkihappo (H2SO4, 95-97 %), etikkahappo (CH3COOH, 99-100
%), sitruunahappo (CsHgO7 - H20) ja fosforihappo (H3PO4, 85 %).

Kokeiluja tehtiin yhteensa 16 kappaletta. DPMBA (1) (40,4 mg; 0,1 mmol) punnittiin
lasipulloon, lisattiin vesi (1 ml) ja ravisteltiin. Kuhunkin lasipulloon liséttiin kyseessé
olevaa happoa oheisen taulukon mukaisesti (Taulukko 14). Hapon lisdyksen jalkeen
ravisteltiin voimakkaasti ja astioiden annettiin seistd huoneenlampdtilassa. Todettiin, ettei

liukenemista tapahtunut.

7.2.2. Liukoisuuden parantajana Tween 80

DPMBA:n (1) liukoisuutta fysiologiseen suolaliuokseen tutkittiin vesiliukoisuutta lisaavén
polysorbaatti 80:n (Tween 80) avulla. Kokeiluja tehtiin kaksi. Kummassakin kokeilussa
kokonaistilavuus oli 5 ml. Sekda lisstyn DMSO:n ettd Tween 80:n tilavuus
kokonaistilavuudesta oli viisi prosenttia. Lopputilavuus (90 %) oli fysiologista
suolaliuosta.

Ensimmaisessé kokeilussa DPMBA (1) (10,0 mg; 0,02 mmol) liuotettiin DMSQ:iin
(250 pb), jolloin sen havaittiin liukenevan taysin. Seokseen lisattiin véariltdan keltainen,
viskoosi Tween 80 (250 pl) ja lopuksi fysiologinen suolaliuos (4500 pl). Seosta ravisteltiin
voimakkaasti, jolloin muodostui samea, runsaasti vaahtoava seos. Sen annettiin seista
huoneenldmpdtilassa useita tunteja. DPMBA (1) ei liuennut fysiologiseen suolaliuokseen
vaan jai valkoisena sakkana lasipullon pohjalle. Toinen kokeilu oli muuten samanlainen
kuin edelld, mutta DPMBA:n (1) ainemé&aré oli puolet pienempi kuin edelld. Myos tdssa
todettiin, ettei se liuennut fysiologiseen suolaliuokseen vaan jai valkoisena sakkana

lasipullon pohjalle.
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Taulukko 14. Kéytetyt hapot.

Pullo Lisatty happo  m (mg) n (mmol) Ekv.
1 HCI 9,8 0,27 1
2 HCI 19,7 0,54 2
3 HCI 29,5 0,81 3
4 HCI 58,3 1,60 6
5 H,SO4 9,8 0,10 1
6 H,SO4 20,4 0,21 2
7 H,SO4 30,7 0,31 3
8 CH;COOH 6,0 0,10 1
9 CH;COOH 12,1 0,20 2
10 CH;COOH 18,1 0,30 3
11 sitruunahappo 21,0 0,10 1
12 sitruunahappo 42,0 0,20 2
13 sitruunahappo 63,0 0,30 3
14 H3PO4 11,8 0,12 1
15 H3PO4 23,0 0,24 2
16 HsPO, 34,6 0,35 3

7.3. SYNTEESISTRATEGIA |

7.3.1. DPMBA

Sulfametatsiini (111) (550 mg; 1,83 mmol), 2-metyylibentsyylibromidi (110) (331 mg;
1,79 mmol) ja TEA (43,6 mg; 0,43 mmol) liuotettiin DMF:iin (3 ml). Reaktio tehtiin
mikroaaltoreaktorissa (Personal Chemistry SmithCreator, 20 minuuttia, lampdétila 200 °C
tai 180 °C), ja alussa varittomén liuoksen vari muuttui keltaiseksi. Reaktion tapahtuminen
varmistettiin TLC:n avulla (ajoliuos 2 % MeOH DCM:ssa). TLC-levyja tarkasteltiin UV-
valossa ja todettiin, ettd oli nahtavissé tuotetépld (Rs-arvo noin 0,70). Liuotin haihdutettiin,
ja keltainen nesteméinen haihdutusjddnnds puhdistettiin  pylvaskromatografisesti
(valmistetun silikageelipylvddn mitat noin 25x3,5 cm). Pylvaskromatografiassa

ajoliuoksena oli DCM. Tuotetta sisaltavat fraktiot haihdutettiin kuiviin, jolloin jaljelle jai
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valkoinen kiinte& tuote. DPMBA:n (1) saanto oli 543 mg (1,34 mmol; 75 %). Saanto
vaihteli synteesista riippuen vélilla 39-75 %.

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7,76 (d; J = 8,4 Hz; 2H, arom.); 7,11 (m, 4H, arom.);
6,57 (s, 1H, arom.); 6,55 (d; J = 4,4 Hz; 2H, arom.); 5,48 (s, 2H, CH,); 4,30 (s, 1H, NH);
2,40 (s, 3H, CH3); 2,28 (s, 6H, CH3);

3C-NMR (100 MHz, CDCls) & 167,20; 158,02 (2C); 150,47; 136,50; 135,32; 131,75
(3C); 129,90; 126,82; 126,50; 125,77; 114,26; 112,83 (2C); 47,24 (CH,); 23,64 (2C, CHy);
19,35 (CHy);

MS (ESIY): [M+Na]" (C20H22N40,S) m/z havaittu (laskettu): 405,1367 (405,1361)

7.3.2. DPMBA:n synteesi vaihtoehtoisilla tavoilla

Sulfametatsiini (111) (183 mg; 0,61 mmol), 2-metyylibentsyylibromidi (110) (110 mg;
0,59 mmol) ja Cs,CO3 (238,5 mg; 0,73 mmol) liuotettiin DMF:iin tai 2-MeTHF:iin (1 ml).
Cs,COg3 el liuennut taysin orgaaniseen liuottimeen. Reaktio tehtiin mikroaaltoreaktorissa
(20 minuuttia, lampdtila 200 °C), jolloin alussa varittéman liuoksen véri muuttui tumman
verenpunaiseksi. Reaktion tapahtumista tarkasteltiin TLC:n avulla (ajoliuoksena DCM).
TLC-levya tarkasteltiin UV-valossa ja todettiin, ettei reaktio tapahtunut, silla
reaktioseoksesta TLC-levylle applikoidussa nédytteessé oli ndhtdvissa vain lahtéainetaplat.
2-MeTHF:n toimiessa liuottimena paine mikroaaltoreaktorissa nousi viiden minuutin

kuluttua yli turvarajan (20 bar), ja laite ilmoitti koeputken sarkyneen laitteen siséén.

7.3.3. Dibentsyylikloorimetyylifosfaatti
Dibentsyylifosfaatti (114a) (1,32 g; 4,76 mmol), NaHCO; (1,60 g; 19,04 mmol) ja n-
BusNHSO, (0,1616 g; 0,476 mmol) liuotettiin veteen (40 ml). Liséttiin DCM (25 ml), ja
seosta sekoitettiin jd&hauteessa 10 minuuttia. Tdman jalkeen joukkoon liséttiin hitaasti
kloorimetyylikloorisulfaatti (115) (0,94 g; 5,7 mmol) liuotettuna DCM:iin (15 ml).
Jadhaude poistettiin, ja seosta sekoitettiin huoneenlampdétilassa yon yli. Reaktion
tapahtuminen varmistettiin TLC:n avulla (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja heksaanin seos
(1:1, viv)). TLC-levyja tarkasteltiin UV-valossa ja todettiin, ettd tuotetdpld oli nahtavissa
(R¢-arvo noin 0,80).

Orgaaninen faasi erotettiin, ja sité pestiin kerran kyllaisella suolaliuoksella (brine) (10
ml) sekd kuivattiin (Na,SO,4). Kuivausaine suodatettiin pois, liuotin haihdutettiin ja

keltainen nestemainen haihdutusjd&dnnds puhdistettiin pylvaskromatografisesti (valmistetun

96



silikageelipylvddn mitat noin 20x3,5 cm). Ajoliuoksena pylvaskromatografiassa oli
etyyliasetaatin ja heksaanin seos (1:3, v/v). Tuotetta siséltavat fraktiot haihdutettiin kuiviin,
jolloin jaljelle jai vaaleankeltainen nestemdinen tuote. Dibentsyylikloorimetyylifosfaatin
(106a) saanto oli 1,28 g (3,9 mmol; 82 %).

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7,29 (s, 10H, arom.); 5,55 (d, 2H, CH,); 5,03 (d, 4H,
CHy);

3C-NMR (100 MHz, CDCls) & 135,20 (2C); 128,78 (4C); 128,66 (2C); 128,08 (4C);
73,54; 69,89 (2C);

$'P_NMR (161 MHz, CDCly) & -2,17

7.3.4. Dibutyylikloorimetyylifosfaatti
Dibutyylifosfaatti (114b) (1,00 g; 4,76 mmol), NaHCO; (1,60 g; 19,04 mmol) ja n-
BusNHSO, (0,1616 g; 0,476 mmol) liuotettiin veteen (40 ml). Liséttiin DCM (25 ml), ja
seosta sekoitettiin jd&hauteessa 10 minuuttia. Tdman jalkeen joukkoon liséttiin hitaasti
kloorimetyylikloorisulfaatti (115) (0,94 g; 5,7 mmol) liuotettuna DCM:iin (15 ml).
Jadhaude poistettiin, ja seosta sekoitettiin huoneenlampétilassa yon yli. Reaktion
tapahtuminen varmistettiin TLC:n avulla (ajoliuoksena MeOH:n ja DCM:n seos (4:6, v/V)).
TLC-levyt varjattiin vanilliini-liuoksella ja kuumennettiin, jolloin havaittiin tuotetdplé (Ry-
arvo noin 0,80).
Orgaaninen faasi erotettiin ja sitd pestiin kerran kyllaiselld suolaliuoksella (brine) (10

ml) sekd kuivattiin (Na,SO,). Kuivausaine suodatettiin pois, liuotin haihdutettiin ja variton
nestemdinen  haihdutusjddnnds puhdistettiin  pylvaskromatografisesti  (valmistetun
silikageelipylvddn mitat noin 20x3,5 cm). Ajoliuoksena pylvaskromatografiassa oli
MeOH:n ja DCM:n seos (2:8, v/v). Tuotetta sisaltavat fraktiot haihdutettiin kuiviin, jolloin
jaljelle  jai  heikosti  vaaleankeltainen, ldhes  VA&ritdn, nestemdinen  tuote.
Dibutyylikloorimetyylifosfaatin (106b) saanto oli 917 mg (3,5 mmol; 74 %).

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 5,64 (d, 2H); 4,06 (m, 4H, CH,); 1,64 (m, 4H, CH,);
1,37 (m, 4H, CHy); 0,89 (t, 6H, CH3);

3C-NMR (100 MHz, CDCls) & 73,50; 68,23 (2C); 32,07 (2C); 18,54 (2C); 13,48 (2C);

$'P_NMR (161 MHz, CDCly) & -2,22
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7.3.5. Suojatun fosfaattiaihioladkkeen synteesi NaH:n toimiessa eméaksena

DPMBA (1) (100 mg; 0,25 mmol) liuotettiin DMF:iin (10 ml) ja lisattiin NaH (30 mg;
1,25 mmol). Seosta sekoitettiin  huoneenldmpdétilassa noin 45  minuuttia.
Dibentsyylikloorimetyylifosfaatti (106a) (115 mg; 0,35 mmol) liuotettiin DMF:iin (5 ml),
ja liuos liséttiin hitaasti joukkoon. Sekoittamista jatkettiin huoneenlampdétilassa, ja
reaktioastia suojattiin kosteuden vaikutukselta CaCl,-putkella. Reaktion edistymisté
seurattiin TLC:n avulla (ajoliuoksena DCM), ja levy analysoitiin UV-valossa. Kun reaktio
oli sekoittunut 2,5 tuntia, TLC-levylld oli ndhtdvissa mahdollinen tuotetépla.
Reaktioseokseen lisattiin DCM (30 ml) ja tislattu vesi (15 ml). Taman jalkeen kerrosten
annettiin erottua yon yli.

Erotussuppilossa oli kolme kerrosta, joista ylimpand vériton vesifaasi, keskell&
vaaleankeltainen sakkainen faasi ja alimpana keltainen orgaaninen faasi. Alin orgaaninen
faasi erotettiin, sitd pestiin kylldisellda NaHCOs-liuoksella ja kylldiselld suolaliuoksella
(brine) (2x10 ml) seka kuivattiin (Na;SO,4). Kuivausaine suodatettiin pois, liuottimet
haihdutettiin, ja keltainen nesteméainen haihdutusjadnnos puhdistettiin
pylvaskromatografisesti (valmistetun silikageelipylvddn mitat noin 10x2,5 cm).
Ajoliuoksina pylvaskromatografiassa olivat dietyylieetteri ja 5 % MeOH DCM:ssa. Ne
fraktiot, joista nakyi TLC-levylla tapl&, haihdutettiin kuiviin. Jaljelle jai fraktiosta riippuen
joko variton tai keltainen nestemdinen jadnnos tai kellertava tai valkoinen kiinted jaannos.
'H NMR- ja **C NMR-spektrien perusteella kyseessa ei ollut haluttu lopputuote (116a).

Reaktio tehtiin uudelleen samoilla ainemé&arilla kayttdmalla toisena lahtbaineena
dibutyylikloorimetyylifosfaattia (106b). Sen kloori korvattiin ensin jodilla sekoittamalla
DMF:ssa Nal:n (48,6 mg; 0,32 mmol) l&sné ollessa. Reaktion edistymista seurattiin TLC:n
avulla (ajoliuoksina etyyliasetaatin ja heksaanin seokset (1:2 ja 1:1, v/v)). Ennen levylle
applikointia naytteen joukkoon tiputettiin pisara EtOH:ia NaH:n neutraloimiseksi. Levyt
varjattiin vanilliini-varjaykselld ja niitd kuumennettiin. Reaktio ei tapahtunut. Tamén
vuoksi seosta refluksoitiin viikonlopun yli, mutta tavoiteltua tuotetta (116b) ei

muodostunut.

7.3.6. Suojatun fosfaattiaihioladkkeen synteesi KF:n toimiessa eméaksena
DPMBA (1) (100 mg; 0,25 mmol) liuotettiin DMF:iin (10 ml) ja joukkoon liséttiin KF
(115 mg; 2,0 mmol) koko ajan sekoittaen. Reaktioastia suojattiin kosteuden vaikutukselta

CaCl,-putkella. Seosta sekoitettiin huoneenlampdtilassa noin 45 minuuttia.
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Dibentsyylikloorimetyylifosfaatti (106a) (106 mg; 0,32 mmol) ja Nal (48,6 mg; 0,32
mmol) liuotettiin DMF:iin (5 ml,) ja seosta sekoitettiin huoneenlampétilassa noin 30
minuuttia. Nain muodostunut dibentsyylijodimetyylifosfaatti lisattiin hitaasti DPMBA:ta
(1) ja KF:a sisaltavan seoksen joukkoon, ja sekoittamista jatkettiin huoneenlampdtilassa.
Reaktion edistymisté seurattiin TLC:n avulla (ajoliuoksena 2 % MeOH DCM:ssa). Levyt
varjattiin vanilliinilla tai Moi12NazO4P-varjaysliuoksella ja niitd kuumennettiin. TLC-
levyjen perusteella reaktiota ei néyttanyt tapahtuvan, joten sekoittamista jatkettiin
huoneenldmpatilassa yon yli.

Yon yli sekoittuneen reaktion edistymistd tarkasteltiin TLC:n avulla (ajoliuoksena
etyyliasetaatin ja heksaanin seos (1:2, v/v)). Reaktio ei ndyttdnyt tapahtuvan, joten sen
tekemistd kokeiltiin mikroaaltoreaktorissa. Reaktioseoksesta otettiin nayte, jota pidettiin
mikroaaltoreaktorissa ensin viisi minuuttia lampdétilassa 180 °C (maksimipaine 3,8 baaria).
Viiden minuutin kuluttua liuos oli edelleen variton, ja TLC-levyn perusteella todettiin, ettei
reaktio tapahtunut. Reaktio toistettiin, nyt lampdtilassa 200 °C (maksimipaine 7,0 baaria).
TLC-levyn perusteella todettiin, ettei tavoiteltua tuotetta (116a) muodostunut, silla
reaktioseoksesta TLC-levylle applikoiduissa naytteissa oli nédhtavissa vain lahtoainetéplat.

Reaktio tehtiin uudelleen samoilla aineméarilla, nyt toisena Il&htdaineena oli
dibutyylikloorimetyylifosfaatti (106b). T&ssa tapauksessa reaktioseosta refluksoitiin yon
yli ja sen edistymisté tarkasteltiin TLC:n avulla (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja heksaanin
seos (1:2, v/v)). Reaktiota kokeiltiin myds mikroaaltoreaktorissa, tavoiteltua tuotetta
(116b) ei muodostunut.

7.3.7. Suojatun fosfaattiaihioladkkeen synteesi Ag,O:n toimiessa emaksena

DPMBA (1) (100 mg; 0,25 mmol) liuotettiin asetonitriiliin (10 ml) ja joukkoon lisattiin
Ag,0 (172 mg; 0,74 mmol) koko ajan sekoittaen. Ag,O vérjasi seoksen tummaksi.
Reaktioastia suojattiin  kosteuden vaikutukselta CaCl,-putkella. Seosta sekoitettiin
huoneenldampdtilassa noin 45 minuuttia.

Fosfaattiaihio-osa (106a) (106 mg; 0,32 mmol) ja Nal (48,6 mg; 0,32 mmol)
liuotettiin asetonitriiliin (5 ml), ja seosta sekoitettiin huoneenldampdtilassa noin 30
minuuttia. Nain muodostunut dibentsyylijodimetyylifosfaatti lisattiin hitaasti DPMBA:ta ja
Ag,0:ia sisdltdvan seoksen joukkoon, ja sekoittamista jatkettiin huoneenldmpdtilassa.

Reaktion edistymistd seurattiin TLC:n avulla (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja heksaanin
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seos (1:1, v/v)), ja levyt analysoitiin UV-valossa. Reaktio ei ndyttanyt tapahtuvan, joten
sekoittamista jatkettiin huoneenlampdtilassa yon yli.

Yon yli sekoittuneen reaktion edistymistd tarkasteltiin TLC:n avulla. Reaktio ei
tapahtunut, joten sitd sekoitettiin ensin lampotilassa 60 °C. Koska reaktio ei nayttanyt
tapahtuvan, reaktioseosta refluksoitiin tunnin ajan ja reaktion edistymista seurattiin TLC:n
avulla. Todettiin, ettei reaktio tapahtunut, joten sita kokeiltiin my6s mikroaaltoreaktorissa
ensin viisi minuuttia l&mpotilassa 150 °C (maksimipaine 8,5 baaria). Viiden minuutin
kuluttua alussa tumman liuoksen vari oli muuttunut kellanruskeaksi. TLC-levyn perusteella
reaktiota ei tapahtunut. Reaktio toistettiin, nyt lampotilassa 160 °C (maksimipaine 10,6
baaria). TLC-levyn perusteella tavoiteltua tuotetta (116a) ei muodostunut, silla
reaktioseoksesta TLC-levylle applikoidussa ndytteessa oli nédhtévissé vain ldhtdainetaplat.

7.4. SYNTEESISTRATEGIA I
7.4.1. 4-bromi-N-(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)bentseenisulfonamidi ja

4-kloori-N-(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)bentseenisulfonamidi
2-Amino-4,6-dimetyylipyrimidiini (117) (500 mg; 4,06 mmol) liuotettiin pyridiiniin (2 ml)
jaéhauteessa. 4-Bromibentseenisulfonyylikloridi (118a) (1,57 g; 6,09 mmol) liuotettiin
pyridiiniin (1,5 ml) ja lisattiin hitaasti edellisen seoksen joukkoon. Variltdé&dn oranssia
seosta sekoitettiin jadhauteessa kaksi tuntia. Reaktion tapahtuminen varmistettiin TLC:n
avulla (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja heksaanin seos (1:1, v/v)). TLC-levya tarkasteltiin
UV-valossa, jolloin havaittiin tuotteesta kertova tapla (Rsarvo noin 0,50).

Reaktioseoksen annettiin 1ammet& huoneenlampdtilaan. Seokseen lisattiin vesi (25
ml), jolloin raakatuote kiteytyi valittomasti keltaisina kitein&. Jotta kiteytyminen tapahtuisi
mahdollisimman taydellisesti, astia jatettiin huoneenlampdétilaan yon yli. Kiteitd pestiin
vedelld (2x20 ml). Raakatuotteen annettiin kuivua kellolasin p&élla vetokaapissa.

Raakatuotteesta otettiin ndyte TLC:iaa varten ja loppuosa uudelleenkiteytettiin
MeOH:sta ja DCM:sta. Reaktioseoksen annettiin jadhtya huoneenldampdtilaan, ja seokseen
lisattiin tipoittain vettd, jolloin lopputuote kiteytyi. Astia jatettiin huoneenlampétilaan yon
yli. Tuotetta pestiin kylméallad vedelld (2x20 ml) ja valkoisten kiteiden annettiin kuivua
kellolasin paall&d vetokaapissa. Lopputuotteen puhtautta tarkasteltiin applikoimalla TLC-
levylle naytteet raakatuotteesta ja lopputuotteesta (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja heksaanin

seos (1:1, v/v)). TLC-levya tarkasteltiin UV-valossa ja todettiin, ettd raakatuotteesta oli
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levyll& n&htavissé kaksi taplaa (Rs-arvot noin 0,50 ja 0,80) ja lopputuotteesta yksi tapla (R
arvo noin 0,50). 4-Bromi-N-(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)bentseenisulfonamidin (107a)
saanto oli 519 mg (1,52 mmol; 37 %). Saanto vaihteli synteesisté riippuen vélilla 37-39 %.
'H-NMR (400 MHz, DMSO) § 7,89 (d; J = 8,0 Hz; 2H, arom.); 7,75 (d; J = 8,0 Hz; 2H,
arom.); 6,75 (s, 1H); 2,25 (s, 6H, CH3);
3C-NMR (100 MHz, CDCls) & 168,45 (3C); 138,75; 131,65 (2C); 130,50 (2C); 128,63
(2C); 115,17; 23,54 (2C, CHs)

Tuotteen (107b) synteesi tehtiin samoilla ainemé&arilla ja vastaavalla tavalla kuin
edelld on kuvattu, toisena lahtdaineena oli 4-klooribentseenisulfonyylikloridi (118b).
Raakatuote kiteytyi vasta usean vuorokauden kuluttua huoneenlampdtilassa. 4-Kloori-N-
(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)bentseenisulfonamidin (107b) (vaaleanpunertavat kiteet)
saanto oli 323 mg (1,08 mmol; 26 %).

'H-NMR (400 MHz, DMSO) & 7,96 (d; J = 8,4 Hz; 2H, arom.); 7,61 (d; J = 8,4 Hz;
2H, arom.); 6,74 (s, 1H); 2,25 (s, 6H, CH3);

13C-NMR (100 MHz, CDCls) & 168,43 (3C); 139,83; 138,40; 130,42 (2C); 128,63 (2C);
115,81; 23,53 (2C, CHg)

7.4.2. Ullmannin reaktio

Reaktiot tehtiin 12-paikkaisessa karusellissa (Radleys Discovery Technologies,
Carousel™). Karusellin ominaisuuksiin kuuluvat lampétilan sa&to ja mahdollisuus inertin
kaasun syottoon. Reaktioita voidaan tehdd rinnakkain useita. Tydssd reaktioita tehtiin
rinnakkain nelja, jolloin samalla kertaa oli mahdollista kokeilla kuparia neljassa eri
muodossa. 2-Metyylibentsyyliamiini (119) (36 mg; 0,3 mmol) liuotettiin kuivaan DMF:iin
(2 ml), ja liuos liséttiin argonsuojakaasun alla olevan yhdistettd (107a) (103 mg; 0,3
mmol), K,COs:ia (104 mg; 0,75 mmol) ja kuparia siséltdvan seoksen joukkoon. Kupari oli
joko alkuainekuparia (19 mg; 0,3 mmol), Cul:ia (5,7 mg; 0,03 mmol), CuCl:ia (30 mg; 0,3
mmol) tai CuCl,:ia (40 mg; 0,3 mmol). CuCl, oli alun perin kKidevedellista, josta kidevesi
oli poistettu pitamélla sitd lampodkaapissa yon yli. Reaktioita sekoitettiin lampdotilassa 100
°C, ja niiden annettiin sekoittua neljadn vuorokauden ajan. Reaktioiden edistymistd
seurattiin TLC:n avulla (ajoliuoksina etyyliasetaatin ja heksaanin seokset (1:1, 1:2 ja 1:3,
vlv)). TLC-levyja tarkasteltiin UV-valossa ja todettiin, ettd reaktioseoksista levyille

applikoiduissa néaytteissa oli ndhtavissa vain lahtdainetaplét.
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Toisessa kokeilussa yhdiste (107a) (100 mg; 0,3 mmol) ja amiini (119) (36 mg; 0,3
mmol) liuotettiin kuivaan DMF:iin (2 ml), johon lisattiin Ko,CO3 (104 mg; 0,75 mmol) ja
Cul (5,7 mg; 0,03 mmol). K,CO3 ei liuennut tdysin orgaaniseen liuottimeen. Reaktio
tehtiin mikroaaltoreaktorissa (20 minuuttia, lampdtila 180 °C), jolloin vaaleankeltaisen
liuoksen vari muuttui vihredksi. Reaktion edistymistd tarkasteltiin TLC:n avulla
(ajoliuoksena etyyliasetaatin ja petrolieetterin seos (1:1, v/v)). TLC-levyn perusteella
reaktioseoksessa oli vain lahtOaineita. Reaktio toistettiin, jonka jalkeen liuoksen vari
muuttui kellanruskeaksi. TLC:n perusteella amiini (119) kului reaktiossa, sill4 sen antamaa
taplaa ei nakynyt reaktioseoksesta applikoidussa naytteessé.

Koska TLC-levyjen tulkinta ei ollut yksiselitteistd, reaktion edistymisté tarkasteltiin
GC:n avulla. Tarkoituksena oli ensin saada selville, mill& retentioajalla Iaht6aineena
kaytetty amiini (119) kulkeutui kolonnin I&pi. T&té varten siitd valmistettiin liuos (0,15 M)
etyyliasetaattiin. Ajosta (190 °C, 30 minuuttia) saadussa kromatogrammissa oli nahtévissa
2 piikkid (RT noin 2 minuuttia ja RT noin 5 minuuttia). Tamén jalkeen amiinia (119)
sisdltavan naytteen joukkoon lisattiin tippa etikkahappoanhydridia ja DMAP orgaanisessa
liuottimessa. Etikkahappoanhydridi reagoi amiinin (119) aminoryhméan kanssa DMAP:n
aktivoidessa kyseista reaktiota. Ajo uusittiin samoissa olosuhteissa kuin edell4 ja paateltiin,
ettd nopeammin ilmaantuva piikki (RT noin 2 minuuttia) kuului amiinille (119). Sen
retentioaikaa pyrittiin pidentaméan, jotta piikki erottuisi selkedmmin alussa ilmaantuvista
liuotinpiikeista. Tama tapahtui suorittamalla ajo alemmissa l&mpdtiloissa. Lampotilaa
laskettiin kerrallaan 20 °C (lampdtilat 170 °C, 150 °C ja 130 °C). Lampdtilassa 130 °C
amiinin (119) retentioaika oli pidentynyt niin paljon, ettd sen antama piikki erottui selvésti
liuotinpiikeisté.

Kun retentioajat eri lampdtiloissa oli saatu selville, tehtiin ajo mikroaaltoreaktorissa
olleesta reaktioseoksesta otetulla naytteelld (190 °C ja 130 °C). Kromatogrammeista oli
nahtavissa, ettd reaktioseoksessa oli lahtdaineena kaytettyd amiinia (119), joten reaktio ei
tapahtunut.

Ullmannin reaktiota kokeiltiin uudelleen mikroaaltoreaktorissa (20 minuuttia,
lampatila 180 °C), ja reaktion edistymista tarkasteltiin GC:n avulla TLC:n sijaan. Yhdiste
(107a) (80 mg; 0,234 mmol) ja 2-metyylibentsyyliamiini (119) (28,4 mg; 0,234 mmol)
liuotettiin  kuivaan DMF:iin (2 ml) ja GC:iaa varten otettiin nayte (100 ul).
Reaktioseokseen lisattiin K,CO3; (81 mg; 0,59 mmol) ja Cul (4,5 mg; 23,4 pumol). 20
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minuutin kuluttua alussa vaaleankeltaisen liuoksen véri muuttui vihredksi. GC:iaa varten
otettiin nayte ja reaktio toistettiin, jonka jalkeen liuoksen vari muuttui kellanvihreédksi.
Kolmannen reaktion jalkeen liuoksen véri muuttui keltaiseksi. Reaktion edistymista
tarkasteltiin GC:n avulla tekemalld ajot (130 °C) alkutilanteesta ja mikroaaltoreaktorissa
olleista reaktioseoksista otetuista naytteistd. Kromatogrammista oli né&htdvissa, etté
reaktioseoksissa oli lahtdaineena kaytettya amiinia (119), eli reaktio ei tapahtunut.

7.4.3. Palladiumreaktiot

Reaktioita tehtiin rinnakkain kaksi, jolloin oli mahdollista kokeilla kahta eri ligandia
samanaikaisesti. Pd(OAc), (1,64 mg; 7,3 pumol) ja ligandina toimiva dppe (5,82 mg; 14,6
pmol) tai dppf (8,09 mg; 14,6 umol) liuotettiin kuivaan tolueeniin (5 ml). Seoksia
refluksoitiin 10 minuuttia. Alussa varittémat liuokset muuttuivat lampdétilan kohotessa
variltdén ensin keltaiseksi ja lampdtilassa 110 °C ruskeiksi.

Yhdiste (107a) (50 mg; 0,146 mmol) ja 2-metyylibentsyyliamiini (119) (17,7 mg;
0,146 mmol) liuotettiin kuivaan tolueeniin (5 ml), ja muodostunut samea seos liséttiin
hitaasti refluksoitumassa olleiden seosten joukkoon. Lopuksi lisattiin NaOMe (8,68 mg;
0,161 mmol). Seosten annettiin refluksoitua useiden tuntien ajan, ja reaktioiden edistymista
seurattiin TLC:n avulla (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja petrolieetterin seos (1:1, v/v)).
Reaktioseosten annettiin refluksoitua yon yli, ja seuraavana péivana TLC:n avulla todettiin,
etteivat reaktiot tapahtuneet.

Toisessa kokeilussa Pd(OAc), (0,13 mg; 0,58 pmol), dppe (0,46 mg; 1,16 pmol),
yhdiste (107a) (20 mg; 0,058 mmol) ja 2-metyylibentsyyliamiini (119) (8,4 mg; 0,07
mmol) liuotettiin kuivaan DME:iin (3 ml). Lopuksi lisattiin NaOMe (4,4 mg; 0,08 mmol).
Reaktio tehtiin mikroaaltoreaktorissa (20 minuuttia, l&mpétila 150 °C, maksimipaine 7,2
baaria), jolloin alussa vaaleankeltaisen liuoksen véri muuttui keltaiseksi. Reaktion
tapahtumista tarkasteltiin TLC:n avulla (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja petrolieetterin seos
(1:1, v/v)). TLC-levya tarkasteltiin UV-valossa ja todettiin, ettei reaktio tapahtunut, silla
reaktioseoksesta applikoidussa naytteessa oli néhtavissa vain lahtOainetaplat. Reaktio
toistettiin (maksimipaine 11,3 baaria), mutta se ei tapahtunut.

Kolmas kokeilu tapahtui karusellissa, jolloin reaktioita tehtiin rinnakkain kahdeksan
(Taulukko 15). Niissa kaytettiin palladiumia kahdessa eri muodossa (Pd(OAc); tai
Pd(dba),), kahta erilaista ligandia (dppe tai dppf) ja liuottimena oli joko kuiva tolueeni tai

DME. Eméksend jokaisessa reaktiossa toimi Cs,COs.
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Taulukko 15. Kahdeksan kokeiltua vaihtoehtoa palladiumreaktioissa.

Vaihtoehto Pd(Il) Ligandi Liuotin Emas

1 Pd(OAc), dppe DME Cs,CO3
2 Pd(OAc), dppe Tolueeni Cs,CO3
3 Pd(OAc), dppf DME Cs2CO3
4 Pd(OAc), dppf Tolueeni Cs,CO3
5 Pd(dba),  dppe DME Cs2CO3
6 Pd(dba),  dppe Tolueeni Cs,CO3
7 Pd(dba),  dppf DME Cs,COs
8 Pd(dba),  dppf Tolueeni Cs,CO3

Yhdiste (107a) (10 mg; 0,03 mmol) ja 2-metyylibentsyyliamiini (119) (4,24 mg; 0,035
mmol) liuotettiin kaytettdvéan liuottimeen (1 ml). Neljassa tapauksessa liuottimena oli
kuiva tolueeni ja neljasséd tapauksessa kuiva DME. Kyseiset lahtGaineet lisattiin
argonsuojakaasun alla olevan Pd(OAc),:ia (0,34 mg; 1,5 umol) tai Pd(dba),:ia (0,17 mg;
0,3 pmol), Cs,COgs.ia (14,3 mg; 0,044 mmol) ja ligandia sisaltdvédn seoksen joukkoon.
Ligandina toimi dppe (1,2 mg; 3 pmol tai 0,24 mg; 0,6 umol) tai dppf (1,7 mg; 3 umol tai
0,33 mg; 0,6 umol). Reaktioita sekoitettiin Iampdotilassa 120 °C neljan vuorokauden ajan ja
edistymistd seurattiin TLC:n (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja petrolieetterin seos (1:1, v/v))
ja GC:n avulla. TLC-levyj4 tarkasteltiin UV-valossa, jolloin joissakin levyissé havaittiin
heikko tépla (R¢-arvo noin 0,90).

GC:n (ajoaika 61 minuuttia, lampdotilavali 150-250 °C, nosto 20 °C/min) avulla
seurattiin, miten ldhtdaineena kaytetyn amiinin (119) antaman piikin pinta-ala muuttui
reaktioseoksesta otetuissa naytteissa ajan kuluessa. Reaktioseoksista otettiin naytteet (100
plb), joihin lisattiin tippa etikkahappoanhydridid. GC:n kromatogrammien perusteella

todettiin, ettei amiinin (119) antaman piikin pinta-ala merkittavésti pienentynyt missaan
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reaktiossa ajan kuluessa, vaan sitd oli jaljelld kaikissa néytteisséd. Reaktiot eivat siis

tapahtuneet.

7.4.4. Reaktio fosfaattiaihio-osan ja primaarisen amiinin valilla
2-Metyylibentsyyliamiini (119) (184 mg; 1,52 mmol) ja Cs,CO3 (593 mg; 1,82 mmol)
liuotettiin DMF:iin (25 ml), ja liuosta sekoitettiin huoneenlampétilassa noin 30 minuuttia.
Fosfaattiaihio-osa (106a) (496 mg; 1,52 mmol) liuotettiin DMF:iin (15 ml), seos lisattiin
hitaasti edellisen liuoksen joukkoon ja reaktioseosta sekoitettiin huoneenlampdtilassa yon
yli. Reaktion tapahtumista tarkasteltiin TLC:n (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja
petrolieetterin seos (1:1, v/v)) avulla. TLC-levylla ndkyi useita heikkoja taplid, mutta niista
ei varmuudella voitu sanoa, kuuluivatko ne lahtéaineille vai mahdolliselle tuotteelle. Siksi
reaktion etenemisté tarkasteltiin myds GC:n (ajoaika 30 minuuttia, lampétila 130 °C)
avulla. Sitda varten reaktioseoksesta otettiin nayte (100 pl), johon lisattiin tippa
etikkahappoanhydridid. Kromatogrammien perusteella reaktioseoksesta otetussa ndytteessé
oli amiinia (119) jaljella vain vé&han, eli se kului reaktiossa.

Seos suodatettiin, liuotin haihdutettiin  ja vaaleankeltainen haihdutusjaannos
puhdistettiin pylvaskromatografisesti (valmistetun silikageelipylvddn mitat noin 25x3,5
cm). Pylvaskromatografiassa ajoliuoksina olivat etyyliasetaatin ja petrolieetterin seokset
(1:2, 1:1 ja 2:1 vlv), DCM ja 2-propanoli. Mahdollista tuotetta siséltdvat fraktiot
haihdutettiin kuiviin, jolloin jaljelle jai valkoinen kiinte& haihdutusjaannos.

Toisessa kokeilussa reaktioita tehtiin rinnakkain kolme siten, ettd yhdessé reaktiossa
ei kaytetty lainkaan emastd ja kahdessa muussa eméksiné toimivat K,COs (5,1 mg; 0,037
mmol) tai PEMP (5,8 mg; 0,037 mmol). 2-Metyylibentsyyliamiini (119) (3,8 mg; 0,031
mmol) liuotettiin kuivaan DMF:iin (1 ml), johon lisattiin edelld mainittu emas.
Reaktioseosta sekoitettiin huoneenldmpdétilassa noin 15 minuuttia. Fosfaattiaihio-osa
(106a) (10 mg; 0,031 mmol) liuotettiin kuivaan DMF:iin (1 ml), ja liuos lisattiin hitaasti
edellisten seosten joukkoon. Sekoittamista jatkettiin huoneenlampoétilassa kolmen
vuorokauden ajan ja reaktioseoksia refluksoitiin tdman jalkeen yon yli. Reaktioiden
edistymistd tarkasteltiin TLC:n avulla (ajoliuoksina etyyliasetaatin ja petrolieetterin
seokset (1:1, 1:2 ja 1:9 v/v)), mutta reaktiot eivat tapahtuneet.

Kolmannessa kokeilussa reaktioita tehtiin rinnakkain viisi. Edell& mainittujen emasten
lisdksi kokeiltiin my6s NaH:i& (3,1 mg; 0,13 mmol) ja Ag.O:ia (18,1 mg; 0,078 mmol).

Liuottimena oli edellisestd poiketen kuiva THF (1 ml). Lisaksi fosfaattiaihio-osan (106a)
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kloori korvattiin ensin jodilla k&sittelemalla sitad Nal:lla (5,6 mg; 0,037 mmol) asetonissa (1
ml). Reaktioseoksia sekoitettiin huoneenldmpdtilassa kolmen vuorokauden ajan ja tdmén
jalkeen refluksoitiin noin 48 tunnin ajan. Ag.0:ia siséltdvad seosta ei refluksoitu, vaan sitéa
sekoitettiin koko ajan huoneenlampdtilassa. NaH:i& sisdltdvaan seokseen lisattiin NaH:ia
toiset 3 ekvivalenttia (3,1 mg: 0,13 mmol), jonka jalkeen seosta refluksoitiin vielda yhden
yon yli. TLC-levyjen perusteella yon yli refluksoinnin jdlkeen NaH:i& sisaltavéstéa
reaktioseoksesta applikoidussa ndytteessa oli ngdhtavissa tapla (Rs-arvo noin 0,56). Ag.O:ia
sisdltdvasta reaktioseoksesta applikoidussa ndytteessa oli nahtavissa vain l&ahtoainetéplat,
joten kyseinen reaktio ei tapahtunut. Muista reaktioseoksista TLC-levyille applikoiduissa
naytteissd ei ollut nahtévissa lahtdaineena kaytetyn amiinin (119) taplag, joten se kului
reaktioissa.

Reaktioiden edistymistd tarkasteltiin myds GC:n avulla (ajoaika 61 minuuttia,
lampatilavali 150-250 °C, nosto 20 °C/min). Tarkoituksena oli ensin saada selville, milla
retentioajalla laht0aineena kaytetty dibentsyylijodimetyylifosfaatti (106a) kulkeutui
kolonnin lapi. T&t4 varten siitd valmistettiin liuos (0,02 M) THF:iin. Kromatogrammissa
oli nghtavissa piikki (RT noin 1,9 minuuttia).

Tamén jalkeen reaktioseoksista otettiin ndyte (100 ul) ja joukkoon liséttiin tippa
etikkahappoanhydridid.  Spektrien perusteella todettiin, ettd Ag.O:ia siséltdvan
reaktioseoksen tapauksessa amiinin (119) antaman piikin pinta-ala ei pienentynyt ajan
kuluessa ja muista reaktioseoksista todettiin, ettd lahtOaineita oli niissd merkittavasti
jaljella. NaH:i& sisaltdvan reaktioseoksen tapauksessa sekd amiinin (119) etté
fosfaattiaihio-osan (106a) antamien piikkien pinta-alat pienenivéat ajan kuluessa eli ne
kuluivat reaktiossa.

Tata  reaktiota  Kkokeiltiin - uudelleen  suuremmalla  ainemaarélla.  2-
Metyylibentsyyliamiini (119) (93 mg; 0,77 mmol) ja NaH (185 mg; 7,7 mmol) liuotettiin
kuivaan THF:iin (30 ml) ja sekoitettiin huoneenlampétilassa noin 1,5 tuntia. Fosfaattiaihio-
osa (106a) (301 mg; 0,92 mmol) ja Nal (165 mg; 1,1 mmol) liuotettiin asetoniin (30 ml,) ja
seosta sekoitettiin huoneenlampdtilassa noin 1,5 tuntia, jolloin kloori korvautui jodilla.
Muodostuneesta dibentsyylijodimetyylifosfaatista otettiin ndyte TLC:iaa varten. Loppuosa
liuotettiin kuivaan THF:iin (30 ml), ja liuos liséttiin hitaasti amiinia (119) ja NaH:ia
sisaltdvdn seoksen joukkoon. Reaktioseosta sekoitettiin  huoneenlampétilassa ja

refluksoitiin noin 48 tunnin ajan. Kun seosta oli refluksoitu noin 24 tuntia, joukkoon
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lisattiin vielda 2 ekvivalenttia NaH:i& (61 mg; 2,56 mmol). Reaktion tapahtumista
tarkasteltiin TLC:n avulla (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja petrolieetterin seos (1:9, v/v)).
NaH poistettiin reaktioseoksesta otetuista naytteista tiputtamalla joukkoon tippa EtOH:ia,
jotta se ei hairitsisi TLC-levyjen tulkintaa. Refluksoitumassa olleesta reaktioseoksesta
applikoiduissa naytteissd oli TLC-levyilla nahtévissa tapla (R¢arvo noin 0,46).

GC:n (ajoaika 61 minuuttia, lampdotilavali 150-250 °C, nosto 20 °C/min) avulla
seurattiin, miten lahtOaineina kaytettyjen amiinin (119) ja fosfaattiaihio-osan (106a)
antamien piikkien pinta-alat muuttuivat reaktioseoksesta otetuissa naytteissa ajan kuluessa.
Kromatogrammeista oli n&htdvissg, ettd molempien lahtéaineiden antamien piikkien pinta-
alat pienenivat ajan kuluessa eli ne kuluivat reaktiossa.

NaH poistettiin reaktioseoksesta lisddmalld EtOH (1,5 ekv.). Seos suodatettiin, liuotin
haihdutettiin ja oranssinruskea kiinted haihdutusjadnnos puhdistettiin
pylvaskromatografisesti  (valmistetun silikageelipylvddn mitat noin 7x3,5 cm).
Pylvaskromatografiassa ajoliuoksina olivat DCM ja etyyliasetaatti. TLC-levyjen
ajoliuoksena oli 1 % MeOH DCM:ssa. Mahdollista tuotetta sisaltavat fraktiot haihdutettiin
kuiviin, jolloin jaljelle jai fraktioista riippuen keltainen nesteméinen, variton nestemadinen
tai punertava nesteméainen haihdutusjaannds. Reaktio ei kuitenkaan tapahtunut.

Viimeisessa kokeilussa fosfaattiaihio-osa (106a) (167 mg; 0,51 mmol) ja 2-
metyylibentsyyliamiini (119) (52 mg; 0,43 mmol) liuotettiin kuivaan DMF:iin (7,5 ml). Ne
lisattiin koeputkeen, jossa oli Cs,CO5 (166 mg; 0,51 mmol) argonsuojakaasun alla. Sameaa
seosta sekoitettiin huoneenlampétilassa kolmen vuorokauden ajan. Reaktion tapahtumista
seurattiin TLC:n avulla (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja petrolieetterin seos (1:9, v/v)).
TLC-levyilla oli ndhtdvissa mahdollisesta tuotteesta kertova tépla (Rsarvo noin 0,57).
GC:n (ajoaika 61 minuuttia, lampotilavéli 150-250 °C, nosto 20 °C/min) avulla todettiin,
ettd lahtdaineena kéaytetty amiini (119) kului reaktiossa.

Seos suodatettiin, liuotin haihdutettiin ja vaaleanruskea haihdutusjadnnds puhdistettiin
pylvaskromatografisesti  (valmistetun silikageelipylvddn mitat noin 7x3,5 cm).
Pylvaskromatografiassa ajoliuoksena oli etyyliasetaatin ja petrolieetterin seos (9:1, v/v).
TLC-levyjen ajoliuoksena oli etyyliasetaatti. Mahdollista tuotetta sisaltavat fraktiot
haihdutettiin kuiviin, jolloin jaljelle jai valkoinen kiinted haihdutusjddnnds. Reaktio ei

kuitenkaan tapahtunut.
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7.5. SYNTEESISTRATEGIA |11

7.5.1. Reaktio sulfametatsiinin ja dibentsyylijodimetyylifosfaatin valilla
Sulfametatsiini (111) (730 mg; 2,43 mmol) liuotettiin DMF:iin (100 ml) ja joukkoon
lisattiin Cs,CO3 (951 mg; 2,92 mmol) koko ajan sekoittaen. Kaikki Cs;COs3 ei liuennut
orgaaniseen liuottimeen. Sameaa seosta sekoitettiin huoneenlampdétilassa noin 1,5 tuntia.

Fosfaattiaihio-osa (106a) (955 mg; 2,92 mmol) ja Nal (525 mg; 3,50 mmol) liuotettiin
asetoniin (50 ml), ja seosta sekoitettiin huoneenldmpdtilassa noin 1,5 tuntia, jolloin kloori
korvautui jodilla. Muodostuneesta dibentsyylijodimetyylifosfaatista otettiin ndyte TLC:iaa
varten. Loppuosa liuotettiin DMF:iin (50 ml) ja lisattiin hitaasti sulfametatsiinia (111) ja
Cs,COg:ia sisaltavan seoksen joukkoon. Reaktion edistymistd seurattiin TLC:n avulla
(ajoliuoksena oli 5 % MeOH DCM:ssa). Levyé tarkasteltiin UV-valossa ja havaittiin tdpla
(Rs-arvo noin 0,84).

Seos suodatettiin, liuotin haihdutettiin ja ruskea nesteméainen raakatuote puhdistettiin
pylvaskromatografisesti (valmistetun silikageelipylvaan mitat noin 30x4 cm). Ajoliuoksina
pylvaskromatografiassa olivat DCM sekd MeOH (5-10 %) DCM:ssa. Yksi fraktio, josta
nakyi TLC-levylla tapld, haihdutettiin kuiviin. Jéljelle jai keltainen nestemdinen ja&nnos.
Reaktio ei kuitenkaan tapahtunut.

Toinen kokeilu tehtiin samalla tavalla, mutta pienemmalla ainemé&éaralla.
Sulfametatsiini (111) (50 mg; 0,166 mmol) liuotettiin DMSO:iin (10 ml) ja Cs,COs:n
sijasta kaytettiin Ag.O:ia (115 mg; 0,496 mmol). Reaktiota seurattiin TLC:n avulla ja

todettiin, ettei se tapahtunut.

7.5.2. Reaktio sulfametatsiinin ja dibutyylijodimetyylifosfaatin valilla

Sulfametatsiini (111) (387 mg; 1,29 mmol) liuotettiin DMF:iin (50 ml) ja joukkoon
lisattiin Cs,CO3 (504 mg; 1,55 mmol) koko ajan sekoittaen. Sameaa seosta sekoitettiin
huoneenldmpdtilassa noin 2,5 tuntia.

Fosfaattiaihio-osa (106b) (400 mg; 1,55 mmol) ja Nal (279 mg; 1,86 mmol) liuotettiin
asetoniin (25 ml), ja seosta sekoitettiin huoneenldmpdtilassa noin 1,5 tuntia, jolloin kloori
korvautui jodilla. Muodostuneesta dibutyylijodimetyylifosfaatista otettiin ndyte TLC:iaa
varten. Loppuosa liuotettiin DMF:iin (25 ml), ja liuos liséttiin hitaasti sulfametatsiinia

(111) ja CspCOg:ia sisédltdavan seoksen joukkoon. Reaktion edistymistd seurattiin TLC:n
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avulla (ajoliuoksena 2 % MeOH DCM:ssa). Levya tarkasteltiin UV-valossa, jolloin
havaittiin tdpla (R¢+arvo noin 0,71).

Seos suodatettiin, liuotin haihdutettiin  ja vaaleanruskea Kkiinted raakatuote
puhdistettiin pylvaskromatografisesti (valmistetun silikageelipylvédan mitat noin 25x3 cm).
Ajoliuoksina pylvéskromatografiassa olivat DCM sekd MeOH (2-15 %) DCM:ssa.
Fraktiot, joista n&kyi TLC-levyilld tapld, haihdutettiin kuiviin. Jaljelle jai fraktiosta
riippuen joko keltainen nestemdinen jaannos tai keltainen kiinted ja&nnds. Reaktio ei
kuitenkaan tapahtunut.

Toinen kokeilu tehtiin samalla tavalla, mutta pienemmalla ainemé&éaralla.
Sulfametatsiini (111) (50 mg; 0,166 mmol) liuotettiin DMSO:iin (10 ml), ja joukkoon
lisattiin Ag.0 (115 mg; 0,496 mmol). Reaktiota seurattiin TLC:n avulla ja todettiin, ettei se
tapahtunut.

7.6. SYNTEESISTRATEGIA IV
Reaktiota kokeiltiin kahdella eri tavalla. Ensimmaisessa kokeilussa DPMBA (1) (111 mg;
0,274 mmol) liuotettiin THF:iin (10 ml), ja joukkoon lisattiin paraformaldehydi (9,88 mg;
0,329 mmol), K,COs3 (38 mg; 0,274 mmol) ja vesi (0,1 ml). Varitont4 seosta refluksoitiin
yon yli. Reaktion edistymistd seurattiin TLC:n avulla (ajoliuoksina 4,5 % MeOH DCM:ssa
sekd etyyliasetaatin ja heksaanin seos (1:2, v/v)). TLC-levyja tarkasteltiin UV-valossa ja
todettiin, ettei reaktio tapahtunut.

Toinen kokeilu tehtiin samoilla ainemaéarilld mikroaaltoreaktorissa (10 minuuttia,
lampdtila 180 °C, maksimipaine 5,2 baaria). Reaktion edistymistd tarkasteltiin TLC:n
avulla (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja heksaanin seos (1:2, v/v)). TLC-levya tarkasteltiin

UV-valossa ja todettiin, ettei reaktio tapahtunut.

7.7. REAKTIOT FOSFAATTIAIHIO-OSAN JA AMIINIEN VALILLA

7.7.1. N-(2-metyylibentsyyli)aniliini

Aniliini (120) (500 mg; 5,37 mmol), 2-metyylibentsyylibromidi (110) (994 mg; 5,37
mmol) ja TEA (136 mg; 1,34 mmol) liuotettiin kuivaan DMF:iin (3 ml). Reaktio tehtiin
mikroaaltoreaktorissa (20 minuuttia, lampdtila 180 °C, maksimipaine 9,7 ja 10,5 baaria),
jolloin alussa vaaleanoranssin liuoksen véri muuttui kellanvihredksi. Reaktion
tapahtuminen varmistettiin - TLC:n avulla (ajoliuoksena 0,5 % etyyliasetaatti

petrolieetterissd). TLC-levylla oli nahtdvissa tuotteesta kertova tapla (R¢-arvo noin 0,30).
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Liuotin haihdutettiin ~ ja  vihred  kiinted  haihdutusjddnnds puhdistettiin
pylvaskromatografisesti  (valmistetun silikageelipylvddn mitat noin 17x5 cm).
Pylvaskromatografiassa ajoliuoksena oli DCM ja TLC-levyjen ajoliuoksena oli 1 % MeOH
DCM:ssa. Tuotetta sisdltdvat fraktiot haihdutettiin kuiviin, jolloin jaljelle jai vihred
nestemainen haihdutusjddnnds. N-(2-metyylibentsyyli)aniliinin (121) saanto oli 874 mg
(4,43 mmol; 82 %).

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7,44 (d; J = 7,2 Hz; 1H, arom.); 7,29 (m, 5H, arom.);
6,84 (t; J=7,2ja 7,6 Hz; 1H, arom.); 6,74 (d; J = 8,0 Hz; 2H, arom.); 4,36 (s, 2H, CH,);
4,00 (s, 1H, NH); 2,45 (s, 3H, CHs):

13C-NMR (100 MHz, CDCls) & 148,29; 137,05; 136,44; 130,52; 129,39 (2C); 128,38;
127,54; 126,27; 117,66; 112,90 (2C); 46,53 (CH,); 19,04 (CHs)

7.7.2. Reaktio fosfaattiaihio-osan ja sekundaarisen amiinin valilla
N-(2-metyylibentsyylianiliini (121) (10 mg; 0,051 mmol) liuotettiin kéaytettdvaan
liuottimeen (3 ml). Kolmessa tapauksessa liuottimena oli kuiva DMF ja yhdessa
tapauksessa kuiva DMSO. Kolmeen DMF:ia sisdltdvéan reaktioastiaan lisattiin emas.
Emaksin& toimivat NaH (6,1 mg; 0,25 mmol), Cs,CO3 (19,9 mg; 0,061 mmol) tai PEMP
(9,5 mg; 0,061 mmol). DMSO:ia siséltdvaan reaktioastiaan liséttiin Ag,O (35,5 mg; 0,153
mmol). Reaktioastiat suojattiin kosteuden vaikutukselta CaCl,-putkella.

Fosfaattiaihio-osa (106a) (19,9 mg; 0,061 mmol) ja Nal (10,9 mg; 0,073 mmol)
liuotettiin asetoniin (5 ml) ja sekoitettiin huoneenlampdtilassa tunnin ajan, jolloin kloori
korvautui jodilla. Muodostuneesta dibentsyylijodimetyylifosfaatista otettiin ndyte TLC:iaa
varten. Loppuosa liuotettiin k&ytettdvaan liuottimeen, joka oli joko kuiva DMF (2 ml) tai
kuiva DMSO (2 ml), ja liuos lisattiin hitaasti sekundaarista amiinia (121) ja emadsté
sisaltavdn seoksen joukkoon. Reaktioseoksia sekoitettiin huoneenlampdtilassa noin 24
tuntia ja refluksoitiin noin 48 tuntia. Ag,O:ia sisaltavéa reaktioseosta sekoitettiin samaan
aikaan huoneenlampaétilassa. Reaktioiden edistymisté seurattiin TLC:n avulla (ajoliuoksina
DCM seka etyyliasetaatin ja petrolieetterin seokset (1:9 ja 1:12, v/v)). Levyt analysoitiin

UV-valossa ja todettiin, ettei mikaan reaktioista tapahtunut.

7.7.3. Reaktio fosfaattiaihio-osan ja primaarisen amiinin valilla
2-Metyylibentsyyliamiini (119) (6,18 mg; 0,051 mmol), fosfaattiaihio-osa (106a) (20 mg;
0,061 mmol) ja TEA (1,32 mg; 0,013 mmol) liuotettiin DMF:iin (1 ml). Reaktio tehtiin
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mikroaaltoreaktorissa (20 minuuttia, 1ampdtila 180 °C, maksimipaine 4,0 baaria), jolloin
alussa varittomén liuoksen vari muuttui keltaiseksi. Reaktion edistymistd tarkasteltiin
TLC:n avulla (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja petrolieetterin seos (1:2, v/v)). TLC-levya
tarkasteltiin  UV-valossa ja todettiin, ettei reaktio tapahtunut, silla reaktioseoksesta
applikoidussa néaytteessa oli ndhtdvissa vain lahtoainetaplat.

Toinen kokeilu tehtiin muuten samalla tavalla, mutta toisena lahtGaineena oli
bentsyyliamiini (122) (5,46 mg; 0,051 mmol). Reaktio tehtiin mikroaaltoreaktorissa
(maksimipaine 2,9 baaria), jolloin alussa vérittoman liuoksen vari muuttui
vaaleankeltaiseksi. Reaktion edistymistd tarkasteltiin TLC:n avulla (ajoliuoksena
etyyliasetaatin ja petrolieetterin seos (1:6, v/v)). Mahdollisesta tuotteesta kertova tapla (R¢-
arvo noin 0,73) oli nahtdvissd. Raakatuotteelle ei tassé tydssa tehty pylvaspuhdistusta.

Kolmannessa kokeilussa toisena lahtdaineena oli aniliini (120) (119 mg; 1,28 mmol).
Reaktio tehtiin mikroaaltoreaktorissa (maksimipaine 3,3 baaria). Reaktion edistymisté
tarkasteltiin TLC:n avulla (ajoliuoksena etyyliasetaatin ja petrolieetterin seos (1:2, v/v)).
Mahdollisesta tuotteesta kertova t&pld (Rsarvo noin 0,90) oli ndhtdvissa. Liuotin
haihdutettiin ~ ja  kellanoranssi nesteméinen  haihdutusjdédnnds  puhdistettiin
pylvaskromatografisesti (valmistetun silikageelipylvddn mitat noin 20x3,5 cm).
Pylvaskromatografiassa ajoliuoksena oli DCM. TLC-levyjen ajoliuoksena oli 1 % MeOH
DCM:ssa. Mahdollista tuotetta sisaltavéat fraktiot haihdutettiin kuiviin, jolloin jaljelle jai

vaaleankeltainen nestemdinen haihdutusjadnnds. Reaktio ei kuitenkaan tapahtunut.

8. TULOKSET JA JOHTOPAATOKSET

Potentiaalisten ladkeainekandidaattien huono vesiliukoisuus on yksi suurimmista syista
sithen, ettei niistd ei saada kehitettyd valmiita la&kkeitd. Ladkeainekandidaattien
vesiliukoisuus riippuu niiden kemiallisesta rakenteesta sekda molekyylin muodosta ja
koosta. Vesiliukoisuuteen vaikuttavat myos kaytettavien liuottimien ominaisuudet, pH-
olosuhteet ja lampotila. Erityisesti l1d&dkeaineen imeytyminen ja biologinen hy6tyosuus ovat
rilppuvaisia sen vesiliukoisuudesta. Vesiliukoisuus vaikuttaa imeytymisen liséksi
ld&keaineen jakautumiseen ja metaboliaan elimistossé seka erittymiseen elimistOsté.
Liukoisuutta ja siihen liittyvid késitteitd, kuten imeytyminen ja permeabiliteetti,
voidaan madrittdd esimerkiksi MAD-arvon avulla. Kokeellisesti liukoisuus voidaan

maérittadd joko termodynaamisesti tai kineettisesti. Biofarmaseuttinen luokittelujarjestelmé
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luokittelee ladkeaineet neljddn luokkaan niiden vesiliukoisuuden ja permeabiliteetin
perusteella. Nain voidaan ennustaa la&keaineen imeytymista ruoansulatuskanavasta.

Vesiliukoisuuden lisaédmiseksi on kehitetty useita menetelmid. Vesiliukoisuutta
voidaan parantaa kemiallisin ja fysikaalisin menetelmin sekd muilla menetelmilla.
Kemiallisia menetelmid ovat esimerkiksi pH:n muuttaminen ja suolanmuodostus sek&
aihioladkkeen valmistaminen. Siind ladkeaineen kemiallista rakennetta muokataan
liittamalla 1a&keainemolekyyliin vesiliukoisuutta lisdava rakenne joko suoraan tai linkkerin
valityksella. Vesiliukoisuutta lisddvéna rakenteena voi toimia neutraali ryhmé, kuten PEG,
ionisoituva orgaaninen happo tai emds, sokeriosa tai fosfaatti. Erds kaytetyimmista
menetelmistd aihiold&kkeen valmistamiseksi on kayttaa aihio-osana fosforihapon amideja
tai estereité.

Fysikaalisia menetelmid ovat esimerkiksi kiinteiden dispersioiden valmistaminen ja
partikkelikoon muuttaminen nanopartikkeleita tai nanosuspensioita valmistamalla seka
kiderakenteen muokkaaminen. Muihin menetelmiin kuuluu esimerkiksi
inkluusiokompleksien muodostaminen kayttamalla apuna syklodekstriineja.

Tutkielman kokeellisen osan tarkoituksena oli parantaa huonosti veteen liukenevan
DPMBA:n (1) vesiliukoisuutta. Tehdyissa liukoisuuskokeissa DPMBA ei liuennut veteen
suolana eika fysiologiseen suolaliuokseen, vaikka talloin joukkoon lisattiin vesiliukoisuutta
lisddva polysorbaatti (Tween 80). Vesiliukoisuuden parantamiseksi DPMBA:sta pyrittiin
valmistamaan  fosfaattiaihioladke  liittamalla  siihen  vesiliukoisuutta  lisd&va
fosfaattiesterirakenne.

Kokeellinen osa késitti nelja eri synteesistrategiaa (I-1V, Kaavio 27). Strategiassa |
DPMBA (1) sek& kaksi erilaista fosfaattiaihio-osaa, dibentsyylikloorimetyylifosfaatti
(106a) ja dibutyylikloorimetyylifosfaatti  (106b),  syntetisoitiin  onnistuneesti.
Fosfaattiaihio-osien liittdmistd suoraan DPMBA:han kokeiltiin kayttamalla eri emaksia,
liuottimia ja reaktio-olosuhteita. Reaktiot eivat kuitenkaan tapahtuneet. Strategiassa Il
syntetisoitiin onnistuneesti 4-bromi-N-(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)bent-
seenisulfonamidi (107a) ja 4-Kloori-N-(4,6-dimetyylipyrimidin-2-yyli)bent-
seenisulfonamidi (107b). Siind kokeiltiin 2-metyylibentsyyliamiinin (119) liittamista
naiden molekyylien aromaattiseen renkaaseen kuparin (Ullmannin reaktio) ja palladiumin
(Buchwald-Hartwigin kytkentéreaktio) avulla, mutta reaktiot eivat tapahtuneet. Lis&ksi

kokeiltiin reaktiota yhdisteiden (106a) ja (119) valilla kayttamalla eri emaksia, liuottimia ja
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reaktio-olosuhteita. Mikali tdma olisi onnistunut, olisi syntyneen sekundaarisen amiinin
liittdmistd yhdisteiden (107a-b) aromaattiseen renkaaseen kokeiltu Ullmannin reaktion tai
Buchwald-Hartwigin kytkentareaktion avulla, jolloin olisi muodostunut tavoiteltu suojattu
fosfaattiaihiolaéke.

Strategiassa 11l kokeiltiin fosfaattiaihio-osien (106a-b) liittdmista DPMBA:n
synteesissd l&htoaineena kéytetyn sulfametatsiinin (111) primaariseen aminoryhmaan.
Mikali tam& olisi onnistunut, olisi syntyneen rakenteen sekundaariseen aminoryhmaan
pyritty liittdimé&an 2-metyylibentsyylibromidi (110), jolloin olisi muodostunut tavoiteltu
suojattu fosfaattiaihiolddke. Reaktiota fosfaattiaihio-osien ja sulfametatsiinin valilla
kokeiltiin k&yttamalla eri emaksig, liuottimia ja reaktio-olosuhteita, mutta reaktio ei
tapahtunut. Strategiassa IV tarkasteltiin hydroksimetyyliryhman liittdamistda DPMBA:n
aniliiniseen typpiatomiin. Reaktio ei tapahtunut.

Ty0Ossé kokeiltiin myos rakenteeltaan yksinkertaisten primaaristen ja sekundaaristen
amiinien liittdmistd fosfaattiaihio-osaan. Tatda varten syntetisoitiin  onnistuneesti
sekundaarinen amiini, N-(2-metyylibentsyyli)aniliini (121). Primaarisina amiineina
kokeiltiin aniliinia (120) ja 2-metyylibentsyyliamiinia (119). Tdassa kaytettiin samaa
menetelma& kuin DPMBA:n synteesissa.

Fosfaattiaihio-osia (106a-b) ei useista kokeiluista huolimatta saatu liittym&an
DPMBA:han (1) tai sulfametatsiiniin (111). Reaktio dibentsyylikloorimetyylifosfaatin
(106a) ja yksinkertaisten primaaristen ja sekundaaristen amiinien vélilla ei myGsk&an
tapahtunut. Osassa ndista kokeiluista reaktio fosfaattiaihio-osan ja amiinin valilla tapahtui,
mutta fosfaattiaihio-osa hajosi reaktioissa. Fosfaattiaihioladkkeen synteesin kannalta ndma
havainnot osoittautuivat harmillisiksi.

DPMBA:n (1) kemiallinen rakenne osoittautui tyon tavoitteen kannalta haastavaksi.
DPMBA:ssa on sulfonyyliryhmd, joka elektroneja puoleensavetdvand ryhména heikentaa
rakenteessa olevien sekundaaristen typpiatomien nukleofiilisyyttd. Liséksi steerisilla
tekijoilla saattaa olla oma vaikutuksensa. Kirjallisuudessa on esitetty esimerkkeja, joissa
vesiliukoisuutta lisdava fosfaattiesterirakenne on liitetty onnistuneesti

ladkeainemolekyyliin?062199.219-221

Naissa esimerkeissa fosfaattiaihio-osa on liittynyt
tyypillisesti joko suoraan tai linkkerin vélitykselld ladkeaineen sekundaariseen

hydroksyyliryhmaan, sekundaariseen aminoryhméan tai hydantoiinirakenteen typpeen.
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DPMBA:n tapauksessa fosfaattiaihio-osa oli tarkoitus liittdd sen aniliiniseen typpiatomiin
soveltamalla kirjallisuudessa esitettyja menetelmia.

Aihiolddkkeen valmistamista toimivampi menetelmd saattaa olla esimerkiksi
inkluusiokompleksin tekeminen k&yttamalla apuna syklodekstriinejé tai kiinte&n dispersion
valmistaminen. Naiden lisdksi kyseeseen voisi tulla myos partikkelikoon muuttaminen.
DPMBA:n tiedetddn liukenevan DMSQ:iin, jota voisi kayttda tarvittaessa liuottimena
naisséd menetelmissa.

Patentissa, jossa kuvataan DPMBA:n rakenne ja synteesi, on esitetty my6s useita
muita kemialliselta rakenteeltaan samankaltaisia molekyylej, ja siind mainitaan DPMBA:n
lisaksi myds muita selektiivisesti tiettyihin oz-adrenoseptoreihin sitoutuvia rakenteita'?.
Mahdollisesti jokin ndistd voisi sopia DPMBA:ta paremmin fosfaattiaihiold&dkkeen

valmistamiseen.
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Liite 1

Kaytetyt reagenssit ja liuottimet

Nimi Mahdollinen | Molekyylikaava | Tuotekoodi | Lot Valmistaja
lyhenne

1,1°- dppf CaaHogFeP, 177261-1G | 09002DJV | Sigma-

bis(difenyyli- Aldrich

fosfiino)ferro-

seeni, 98 %

1,2,2,6,6- PEMP CioH21N H27729 10159380 Alfa Aesar

pentametyyli-

piperidiini,

97 %

2-metyylitetra- | 2-MeTHF CsH100 414247-1L | 00246JD Sigma-

hydrofuraani, Aldrich

99+ %

2-amino-4,6- CeHoN3 103590250 | A0249739 | Acros

dimetyylipyri- Organics

midiini, 98 %

2-metyylibent- CgH11N 127132-5G | 1426171 Sigma-

syyliamiini, Aldrich

96 %

2-metyylibent- CgHqBr B83401- 51797MJ Sigma-

syylibromidi, 25G Aldrich

98 %

2-propanoli, C3HsO 34863-2.5L | SZBB035A | Sigma-

>99,8 % \% Aldrich

4-bromi- CeH4CIBro,S 148760250 | A0272543 | Acros

bentseenisul- Organics

fonyylikloridi,

98 %

4-N,N- DMAP C7H1oN3 10,770-0 22931-038 | Sigma-

dirr_metyylij Aldrich

aminopyri-

diini, 99 %

4-kloori- CsH4Cl0,S 158561000 | A0286374 | Acros

bentseenisul- Organics

fonyyli-

kloridi, 97 %

Ammonium- NH4,OH 6051 0920904913 | J.T. Baker

hydroksidi,

24,5 %
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Aniliini, CsH-N 242284- 10420MD Sigma-
99,5+ % 100G Aldrich
Asetoni C3HgO 32201N- SZBA1720 | Sigma-
2.5L Aldrich
Asetonit- CH3CN CoH3N 34851N- SZBB067B | Sigma-
riili, > 99,9 % 2.5L V Aldrich
Bentsyyli- C/HgN 185701- STBC2421 | Sigma-
amiini, 99 % 100G Vv Aldrich
Bis(dibentsy- Pd(dba), CasHpg0,Pd | 227994-2G | MKBF7542V
lideeniasetoni)
palladium(0)
Cesiumkarbo- Cs2CO3 44,190-2 S84047 Sigma-
naatti, 99 % Aldrich
Deuteroitu CDCl; 151823- MKAA417 | Sigma-
kloroformi 250G 3 Aldrich
Dibentsyyli- CuH1504P D36550-5G | S28972 Sigma-
fosfaatti, 99 % Aldrich
Dibutyylifos- CgH1904P 68572- BCBC2174 | Sigma-
faatti, > 97 % 250ML Aldrich
Dietyylieetteri, C4H100 32203 SZBA167S | Sigma-
>99,8 % Aldrich
Dikloorime- DCM CH.Cl, 32222N- SZBB0800 | Sigma-
taani, 2.5L Vv Aldrich
>99,9 %
Dimetoksi- DME C4H100, 93417 E2,740-8 Sigma-
etaani, 99+ % Aldrich
Dimetyyli- DMSO (CD3),SO 175943- MKBD8520 | Sigma-
sulfoksidi 50G \Y/ Aldrich
Dimetyyli- DMSO (CH3),SO S37057242 |8.02912100 | VWR
sulfoksidi 0 International
Etanoli EtOH C,HsOH 12221243 UN1170 Altia Oyj
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Etikkahappo, CH;COOH 6052 9919010014 | J.T. Baker
99-100 %
Etikkahappo- C4HeO3 45840 1378411 Fluka
anhydridi,
>98 %
Etyleenibis- dppe CosH24P> 376728-5G 1438249V Sigma—
(difenyylifos- Aldrich
fiini), 99 %
Etyyliasetaatti, C4HgO3 33211IN- SZBB0170 | Sigma-
>99,5 % 2.5L-R V Aldrich
Fosforihappo, HsPO, 573 K1195173 | Merck
85 %
Heksaani, CeHia 34859-2.5L | SZBB070M | Sigma-
>97 % \% Aldrich
Hopeaoksidi, Ag.0 22,116-3 CR09915A | Sigma-
99 % R Aldrich
Kaliumfluori- KF 20135-2500 | A01017430 | Acros
di, 99 % 2 Organics
(vedetdn)
Kaliumkarbo- K2CO3 0204 N10149 J.T. Baker
naatti
(vedetdn)
Kloori- CH,CI,03S 656682-2G | 01203HJV/ | Sigma-
metyyli- Aldrich
kloorisulfaatti,
97 % MKBF4234

\%
Kupari Cu 2715 935473 Merck
Kuparijodidi* Cul
Kupari(l)klo- CuCl
ridi, 98 %**
Kupari(ll)klo- CuCl, 2733 A496333 Merck
ridi
Magnesium- MgSO, 0366 E45590 Sigma-
sulfaatti Aldrich
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Metanoli MeOH CH30OH 34860N- SZBA3645 | Sigma-
25L-R V Aldrich

N, N- DMF C3H;NO 23466.298 10A210507 | VWR

dimetyyli- International

form-

amidi

Natriumhyd- NaH 45,291-2 26650-019 / | Sigma-

ridi STBB3117 | Aldrich

Natriumjodidi, Nal 203182500 | A01260990 | Acros

99+ % 1 Organics

(vedeton)

Natriumklo- NacCl 01-63-14- 07AA15 Fresenius

ridi, 0,9 % 008 Kabi

Natrium- NaOMe CH3ONa 93/217156 Hils

metoksidi

Natriumsul- Na,SO,4 0312 E43602 J.T. Baker

faatti

(vedetdn)

Natriumvety- NaHCO; 0263 0731901045 | J.T. Baker

karbonaatti

Palladium(Il)- | Pd(OACc), C4HsO4Pd 683124-5G | STBC3594 | Sigma-

asetaatti, 98 % V Aldrich

Paraformalde- HO(CH,0)H P6148- 056K1528 | Sigma-

hydi 500G Aldrich

Petrolieetteri, 77379-2.5L | BCBO4038 | Sigma-

>95 % Vv Aldrich

Pyridiini CsHsN 8073 0330010003 | J.T. Baker

Rikkihappo, H,SO4 30743 SZBA1980 | Sigma-

95-97 % Aldrich

Sitruuna- CeHgO7 - H,O 242 8519574 Merck

happo

Sulfame- C12H13N4NaO,S | S5637- BCBB6419 | Sigma-

tatsiini 100G Aldrich

Suolahappo, HCI 20255.420 10D260025 | VWR

37 % International
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Tetrabutyyli- [CH3(CH)3]4N | 15,583-7 STBB0331 | Sigma-

ammonium- Aldrich

vetysulfaatti, (HSOx)

97 %

Tetrahydro- THF C4HgO 9441 0728202028 | J.T. Baker

furaani

Trietyyliamii- | TEA CeHisN 90340-1L 0001434067 | Sigma-

ni, >99,5 % Aldrich

Tolueeni C-Hg K30464225 | 1.08325.250 | Merck
212 0

Tween 80 S52648879 | Merck

(Polysorbaatti 06

80)

Vanilliini CgHgO3 14.082.17 4772715 Janssen

Chimica
Vesi

“Kuparijodidi ei ollut alkuperaisessa purkissa.
“Kupari(l)kloridi ei ollut alkuperaisessa purkissa.
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