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Monomeerisid sappihappojohdannaiéia, menetelmd niiden val-

~mistamiseksi ja ndiden yhdisteiden kidyttd liddkeaineina

Sappihapot syntetisoituvat maksassa kolesterolista
usean entsymaattisen vaiheen kautta. Ne varastoituvat sap-
pirakossa ja siirtyvédt tdstd supistusten avulla ohutsuo-
leen. Sielld niiden ruuansulatustominnalle té&rke&dt fysio-
logiset vaikutukset esim. haiman lipaasien kofaktoreina
sekd luonnollisina detergentteind rasvojen ja rasvaliu-
koisten vitamiinien solubilisoimisessa tulevat nakyviin.
Aktiivisten ja passiivisten siirtomenetelmien kautta suu-
rin osa eritetyistd sappihapoista palautuu ohutsuolesta
porttisuoniston kautta takaisin maksaan. ,

Sappihappoja sitovia polymeerej& on kautta aikojen
kdytetty terapeuttisesti. Niitd kédytetddn sellaisten sai-
rauksien yhteydessd, joiden hoito edellyttdi sappihappojen
takaisinimeytymisen estdmistd. Veren kolesterolitason ol-
lessa kohonnut voidaan vdahent&méllsd enterohepaattisessa
verenkierrossa esiintyvien sappihappojen mdardd aikaansaa-
da vékisin sappihappojen vastaava uudelleenmuodostus mak-
sassa olevasta kolesterolista. Tamd johtaa lisd&ntyneeseen
LDL-kolesterolin imeytymiseen verestd maksassa ja kiihty-
neeseen LDL-kataboliaan. Aikaansaatu vaikutus on veressd
olevan aterogeenisen LDL-kolesterolin vdheneminen.

T&hd&n tarkoitukseen l&&keaineina kdytettyj&@ poly-
meerejéd, esim. kolesteryyliamiinia tai kolestipolia, pit&sa
antaa hyvin korkeina vuorokausiannoksina, 12 - 30 g. Kor-
kean annostuksen ohella vaikeuttavat maku ja haju l&&keai-
neen hyvdksyttévyyttd potilaan ja l8&k#rin kannalta.

Mainituilla polymeereilld on sivuvaikutuksia joh-
tuen liian alhaisesta selektiviteetista ja liian suuresta
sitomisesta vitamiineihin sekd vuorovaikutusista samanai-
kaisesti annettujen l&d&keaineiden kanssa. Lis&ksi ne voi-
vat muuttaa sapen sappihappokoostumusta. N&md ominaisuudet
manifestoituvat erilaisissa ruuansulatuskanavan hdiritisséa
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(ummetus, rasvaripuli), vitamiininpuutoksina ja kohonneena

sappikiviriskina.
Yllattavisti 16ydettiih nyt uusia monomeerisia sap-

pihappojohdannaisia, jotka voivat katkaista sappihappojen
enterohepaattisen verenkierron, ja joilla el esiinny mai-

nittuja haittavaikutuksia.
Keksint$ koskee siten kaavan I mukaisia monomeeri-

si8 sappihappojohdannaisia

Z - X -GS (1)
jossa
GS merkitsee sappilhappotdhdettd, jossa on hapan funktio
sivuketjussa, tai tdmdn suolaa,
X on kovalenttinen sidos tai siltaryhmd, jonka kaava on
(CH,),, jolloin n = 1 - 10, jolloin alkyleeniketjussa voi
olla 1 - 3 happiatomia, NH- tai NH(C=O)-ryhmaa,'jolloin GS
voil olla mielivaltaisesti sidottu X:n kautta, Ja

Z on
0 0
|

I
HO-, CH3-0-, HO-CH,-CH =CH-CH,-, (CgHg),-CH-0-, Alkali-0-S-0-, HO-P-O-,

l
0 OH

0 0 0 0 NH
I I I I

|
O(CgH5) CgHs

(Hsce)o-r-o-, CH, =CH,-C-NH-, H,N-C-NH-, HN-C-NH-, H,N-C-NH-, -N(R},

tai -N'(R),;, Jjolloin R kulleoinkin on C, ,-alkyyli tai
HZN(CH2)6—' A '



4!> /
O CH-NH-, (CHz)s-14 CH-NH-,
v \__/

(C,.10)-8lkyyli(C=0)NH, jolloin alkyyliosa mahdollisesti voi
10 olla substituoitu COOH-ryhm#l1l4,

" H,C CH 0
3 s Hsc /\§<U\NH— ’
CL‘<::>‘° ' NH= ", CHy CHy
15 ‘
0 .
CH,

~|I

HO ()Ii; 0
& s Ry S
O CONH- ,

o

0
30 H,C—@-so,-rf-,‘ __C-NH-,
by KO
cl 0 COOH
Dbtcnen Ot
OCH, 8

35
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i
OQC/NH-
HO, | N- oder
4, NH__’ (H“?OH)‘, O
o CH,OH
HO COA
COA
COOH
CO-NH-

jolloin A kulloinkin on OH tai NH(C,.,,)-alkyyli.
Edullisia ovat kaavan I mukaiset yhdisteet, joissa

GS on kytketty X:n kanssa 3-asemassa, jolloin kytkent#
tapahtuu a- tail B-asemassa.

Happamilla funktioilla ymmérretd&n erityisesti
COOH-ryhmdd tai sulfonihapporyhmdd.

Alkyylitéhteet voivat olla suoraketjuisia tai haa-
rautuneita.

Keksinndn mukaisilla kaavan (I) mukaisilla yhdis-
teilld on korkea affiniteetti ohutsuolen spesifisten sap-
pihappojen kuljetussysteemin suhteen ja ne estdvidt sappi-
happojen imeytymistd konsentraatiosta riippuvaisella ja

kompetitiivisella tavalla.
Kompetitiiviselld estolla voidaan huomattavasti
selektiivisemmin vaikuttaa enterohepaattiseen verenkier-
toon. Vitamiininpuutoksia ei ole odotettavissa, eiki vai-
kutusta sapen sappihappokoostumukseen, Keksinndn mukaisil-
la yhdisteilld voidaan alkaansaada kolesterolitason selek-
tiivinen lasku ilman ettd todetaan tunnettuja sivuvaiku-
tuksia. Korkea affiniteetti ohutsuolen spesifisen sappi-



10

15

20

25

30

35

happojen kuljetussysteemin suhteen aiheuttaa sen, ettid
tullaan toimeen pienemmilld pdivittdisilld annoksilla kuin
kaupallisten polymeerien ollessa kyseessd; tédten sekd l3i-
kdri ettd potilas hyvdksyvdt tdllaiset lddkeaineet erit-
t8in hyvin.

Yhdisteet omaavat arvokkaita farmakologisia ominai-
suuksia ja sopivat siten erityisesti hypolipideemisiksi
aineiksi.

Keksintd koskee siten myts kaavan (I) mukaisiin
yhdisteisiin pohjautuvia l&&keaineita sekd yhdisteiden
kdyttdd liddkeaineina, erityisesti kolesterolitason alen-
tamisksi.

Keksinnén mukaisten yhdisteiden biologiset kokeet
suoritettiin tutkimalla [*H]-taurokolaatin imeytymisen es-
t&mistd kaniinin sykkyr&suolen sukareunusmembraanirakku-
loissa. Estokoe suoritettiin seuraavasti:

1. Kaniinin sykkyrdsuolen sukareunuskalvorakkuloi-
den preparointi

Sukareunuskalvorakkuloiden valmistus ohutsuolen
suolisoluista tapahtui kdytt#en niin sanottua Mg®'-saostus-
menetelmdd. Uuden Seelannin uroskanit (paino 2 - 2,5 kg)
tapettiin antamalla ruiskeena laskimoon 0,5 ml vesipitois-
ta liuosta, jonka koostumus oli seuraavanlainen: 2,5 mg
tetrakaiini HCl:44, 100 T 61%:34 ja 25 mg mebetsoniumjodi-
dia. Ohutsuoli otettiin esille ja huuhdeltiin j&&kylm&lls
fysiologisella keittosuolaliuoksella. Sukareunuskalvorak-
kuloiden wvalmistukseen kdytettiin 7/10 ohutsuolen loppu-
pddstd (mitattu oraali-rektaali-suunnassa, s.0. sykkyri-
suolen loppuosa, joka sis&lt&d aktiivisen Na'-riippuvaisen
sappihappojen kuljetussysteemin). Suolet jaddytettiin muo-
vipusseissa typpiatmosfddrissid -80 °C:ssa. Kalvorakkuloi-
den valmistamiseksi jaadytetyt suolet sulatettiin
30 °C:isessa vesihauteessa. Limakalvo poistettiin ja t&m&n
j8dlkeen ne suspendoitiin 60 ml:aan j&&kylm#& 12 mM Tris/-
HCl-puskuria (pH 7,1)/300 mM mannitolia, 5 mM EGTA/10 mg/l
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fenyylimetyylisulfonyylifluoridia/l mg/1 soijapavuista
saatua trypsiini-inhibiittoria (32 U/mg)/0,5 mg/l naudan-
kielestd saatua trypsiini-inhibiittoria (193 U/mg)/5 mg/1l
basitrasiinia. Sen j#lkeen kun se oli laimennettu jddkyl-
mélls tislatulla vedelld 300 ml:aan, se homogenoitiin
ja8lls jsahdyttiden Ultraturraxilla (18-sauva, 5KA Werk
Staufen, BRD) kolmen minuutin ajan maksimisuorituksen ol-
lessa noin 75 %. Sen jidlkeen kun oli lisdtty 3 ml 1 M
MgCl, -liuosta (loppukonsentraatio 10 mM), sen annettiin
seistd tarkalleen yhden minuutin ajan O °C:ssa. Mg®:aa
lisittdessd solumembraanit aggregoituvat ja saostuvat su-
kareunuskalvorakkuloita lukuun ottamatta. Sen j&lkeen kun
sitd on sentrifugoitu teholla 3 000 x g (5 000 rpm SS-34-
Rotor) 15 minuuttia, sakka heitet&&n pois ja p&&lls olevaa
kerrosta, joka sis#ltdd8 sukareunuskalvoa, sentrifugoidaan
teholla 267 000 x g (15 000 rpm SS-34-Rotor) 30 minuuttia.
Pd4118 oleva kerros heitettiin pois, sakka homogenoitiin
uudelleen 60 ml:ssa 12 mM Tris/HCl-puskuria (pH 7,1)/60 mM
mannitolia, 5 mM EGTA:a Potter Elvejhem-homogenisaattoris-
sa (Braun, Melsungen, 900 rpm, iskuvdli 10). Sen jdlkeen,
kun oli lis&tty 0,1 ml 1 M MgCl,-liuosta ja inkuboitu 15
minuutin ajan 0 °C:ssa, sentrifugoitiin uudelleen teholla
3 000 x g 15 minuuttia. P&&l1ld olevaa kerrosta sentrifu-
goitiin lopuksi vield kerran teholla 46 000 x g (15 000
rpm SS-34-Rotor) 30 minuuttia. Sakka liuotettiin 30 ml:aan
10 mM Tris/Hepes-puskuria (pH 7,4)/300 mM mannitolia, ja
suspendoitiin uudelleen homogeenisesti iskuvdlin ollessa
20 Potter Elvejhem-homogenisaattorissa (1 000 rpm). Sen
jé8lkeen kun sitd oli sentrifugoitu teholla 48 000 x g
(20 000 rpm SS-34-Rotor) 30 minuuttia, sakka liuotettiin
0,5 - 2 ml:aan Tris/Hepes-puskuria (pH 7,4)/280 mM manni-
tolia (loppukonsentraatio 20 mg/ml), ja k&yttden apuna
tuberkuliiniruiskua, jonka neulan mitta oli 27, suspendoi-
tiin uudelleen. Rakkuloita k&ytettiin kuljetustutkimuksiin
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joko valittém&sti valmistuksen j&lkeen tai niitd sdilytet-
tiin -196 °C:ssa nestemdisessd typessd 4 mg:n annoksina.

2. Na‘'-riippuvaisen [?H]taurokolaatin imeytymisen
estyminen sykkyrédsuolesta saatuihin sukareunuskalvorakku-
loihin

Aineiden kulkeutuminen sukareunuskalvorakkuloihin
méddritettiin niin sanotun membraanisuodatustekniikan avul-
la. 10 pl rakkulasuspensiota (100 pg proteiinia) pipetoi-
tiin tippoina polystyreeni-inkubaatioputken (11 x 70 mm)
seindlle, jolloin putki sisdlsi inkubointiv&liainetta ja
vastaavia ligandeja (90 pl). Inkubointivdliaine sisdlsi
0,75 pl = 0,75 -pCi[3®H](G)). Taurokolaatti (spesifinen ak-
tiviteetti: 2,1 Ci/mmol), /0,5 pl 10 mM taurokolaattia/-
8,75 pl natrium-kuljetus-puskuria (10 mM Tris/Hepes (pH
7,4)/100 mM mannitolia/100 mM NaCl:84 (Na-T-P) tai 8,75 pl
kalium-kuljetus-puskuria (10 mM Tris/Hepes (pH 7,4)/100 mM
mannitolia/100 mM KCl:88 (K-T-P) ja 80 pl kyseessd olevaa
estdjdliuosta liuotetaan kulloinkin aina kokeen mukaan
Na-T-puskuriin tai K-T-puskuriin. Inkubointivdliaine suo-
datettiin polyvinylideenifluoridi-membraanisuodattimen
ldpi (STHV LO 4NS, 0,45 pm, 4 mm:n l8pimitta, Millipore,
Eschborn, BRD). Kuljetuksen mittaus aloitettiin sekoitta-
malla rakkuloihin inkubointivédliainetta. Taurokolaatti-
konsentraatio inkubointiseoksessa oli 50 pM. Halutun inku-
bointiajan jdlkeen (tavallisesti 1 minuutti) kuljetus py-
sdytettiin 1is88m&118 1 ml ja&kylmdad pysdytysliuosta
(10 mM Tris/Hepes (pH 7,4)/150 mM KCl). Muodostuva seos
imusuodatettiin heti vakuumissa 25 - 35 mbaarin paineessa
selluloosanitraatista koostuvan membraanisuodattimen l&pi
(ME 25, 0,45 pm, 25 mm halkaisija, Schleicher & Schuell,
Dassel BRD). Suodatin pestiin 5 ml:1lla ji&kylmdd pysédytys-
liuosta.

Radiocaktiivisesti merkityn taurokolaatin kulkeutu-
misen mittaamiseksi membraanisuodatin huuhdeltiin 4 ml:1lla
Skintillaattori Quickszint 361:t& (Zinsser Analytik GmbH,
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Frankfurt, BRD) ja radioaktiivisuus mitattiin nestetuike-
laskentaa k&ytt&@en mittauslaitteessa TriCarb 2500 (Canber-
ra, Packard GmbH, Frankfurt, BRD). Mitatut arvot saatiin
laitteen vakauttamisen j&lkeen standardinidytteiden avulla
ja mahdollisesti esiintyvdn kemiluminesenssin korjauksen
j8lkeen dpm:nd (hajoaminen/minuutti).

Kontrolliarvot saatiin kulloinkin Na-T-P:ssd ja
K-T-P:ssé. Kulkeutumisen v&linen ero Na-T-P:ss& ja
K-T-P:ss& antaa tulokseksi Na'-riippuvaisen kuljetusosuu-
den. IC,,Na‘:na pidetdsn sitd estijdkonsentraatiota, jossa
Na':sta riippuvainen kuljetusosuus oli estynyt 50-%:isesti
kontrolliin né&hden.

Taulukossa esitetddn k[3H]—taurokolaatin imeytymi-
sen estd@mistd kaniinin sykkyrésuolen sukareunusmembraani-
rakkuloissa. Taulukossa 6n ilmoitettu vertailuaineiden
IC;- tahi IC,,,-arvojen ja Kyseessd olevien tutkittavien

vhdisteiden taurokenodesoksikolaatin (TCDC) osam33rit.
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Bsimerkin mukainen | /Cs0 (TCDC) ICsana (TCDC) .
yhdiste ,
ICg, (¥hdiste) ICqop, (Yhiste)
- 3 0,4 0,35
4 0,77 0,69
18 © 0,47 0,42
21 0,34 0,33
33 0,33 0,35
35 1,0 S 1,02
36 o 0,19 0,20
38 0,49 0,41
40 0,52 0,50
43 0,78 0,73

Keksintd koskee lis8ksi keksinndn mukaisten yhdis-
teiden k#yttHsa lddkeaineen valmistusta varten.

T4116in liuotetaan tai suspendoidaan yleisen kaavan
I mukaisia yhdisteitd farmakologisesti vaarattomiin orgaa-
nisiin liuottimiin, kuten yksi- tai useampiarvoisiin alko-
holeihin, kuten esim. etanoli tai glyseriini, triasetii-
niin, 81jyihin, kuten esim. auringonkukka#ljy, kalanmaksa-
61ljy, eettereihin, kuten esim. dietyleeniglykolidimetyyli-
eetteri, tal my®s polyeettereihin, kuten esim. polyetylee-
niglykoli, tai myds muiden farmakologisesti vaarattomien
polymeerikantajien l8snd ollessa, kuten esim. polyvinyyli-
pyrrolidoni, tai muiden farmaseuttisesti hyvdksyttdvien
lisdaineiden, kuten t#rkkelys, syklodekstriini tai poly-
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sakkaridit. Lis#8ksi keksinndn mukaisia yhdisteitd voidaan
antaa yhdistelm#ss3 muiden l88keaineiden kanssa.

Kaavan I mukaisia yhdisteita annetaan erilaisissa
annosmuodoissa, edullisesti oraalisesti tablettien, kap-
selien .tai nesteiden muodossa. Vuorokausiannos 1liikkuu
aina potilaan kehonpainon ja ruumiin yleisrakenteen mukaan
alueella 3 - 5 000 mg, edullisesti Kuitenkin annosalueella

10 - 1 000 mg.
Seuraavissa esimerkeissd8 on ilmoitettu kulloinkin

lasketut monoisotooppimoolimassat.

Ellei muuta ilmoiteta massaspektrit on mitattu
FAB-tekniikalla lis#dten litiumkloridia ja 3-nitrobentsal-
dehydi& (3-NBA).

L&htbaineita, joilla on sappihapporakenne, on jo
osittain kuvattu (vrt. EP-hakemusjulkaisu O 417 725,
EP-hakemusjulkaisu 0O 489 423 ja EP-hakemusjulkaisu
0 548 793).

R' on m##ritelty esimerkissi 6.

Esimerkki 1

OH « HO

COOCH, COOH
NaOH H
0 | OH 0 “ou
H THF H
(CHy),-OH (CH,),-0H
] n = 5

1 g (1,96 mmol) metyyliesterid a 1liuotettiin 15
ml:aan tetrahydrofuraania (THF) tai 1,4-dioksaania, seok-
seen lisdttiin 10 ml 2 N natriumhydroksidiliuosta ja seos-
ta sekoitettiin voimakkaasti ydn yli huoneenldmpdttilassa.
Sitten seos laimennettiin suurella vesimddr&lld ja se teh-
tiin happamaksi puolikonsentroidulla kloorivetyhapolla
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jddhdyttden samalla jddll4. Saostuma tehtiin tdydelliseksi
sekoittamalla vield tunnin ajan, syntynyt saostuma imusuo-
datettiin talteen ja pestiin"kylmalla vedelld. Uudelleen-~
kiteytyksen j#lkeen etanoli/vesi-seoksesta ja vakuumikui-
vauksen j#lkeen saatiin 940 mg (96 %) esimerkin 1 mukaista
yhdistetta.
C,oHs,0s (494), MS: 501 (M + Li‘)

Seuraavat esimerkit 2 - 7 valmistettiin esimerkin 1

mukaisella tavalla vastaavista sappilhappoestereisti.

Esimerkki~ Kuten esimerkki| xokonaiskaava hﬂVV MS
numero ] 1, jossa n on .
11
2 6 CaoHs206 508 515 (M+Li*)
3 8 C3,H5605 536 | 543 (M+Li)
4 9 C33H5506 550 557 (M+Li¥)
5 10 Ca4Hg005 564 571 (M+Lit)
Esimerkki 6

tiO\\\///“\\o,/”\\V//’R'

R1

—0

C,gH,s0, (496), MS: 503 (M + Li')
Esimerkki 7

HON N N

CyoHs,0p (540), MS: 547 (M + Li‘)
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Esimerkki 8

(i

CH,

100 mg (0,2 mmol) metyyliesteri8 liuotettiin
10 ml:aan 1,4—dioksaania, seokseen lisdttiin 3 ml puoli-
konsentroitua natriumhydroksidiliuosta ja seosta sekoitet-
tiin kuusi tuntia huoneenldmpdtilassa. Seos laimennettiin
vedellsd, se tehtiin happamaksi puolikonsentroidulla kloo-
rivetyhapolla, jolloin imusuodattamalla ja hapon pesun
jé8lkeen saatiin esimerkin 8 mukainen happo (So'ﬁg, 51 %).
C,,H,,NO; (489), MS: 496 (M + Li')

Seuraavat esimerkkiyhdisteet valmistettiin esimer-

kin 8 mukaisesti.
Esimerkki 9

0

C,,H,,NO, (505), MS: 512 (M + Li")
Esimerkki 10

0 1

) =R
HZC\/U\ _(CHa)s
X N H
n = 5

C,,H,;NO, (547), MS: 554 (M + Li‘)
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Esimerkki 11

_ .
H,C N ( Ckiz),f'R
2 \\\\//)L\\ v
X NH

n = b6

C;3HggNO, (561), MS: 568 (M + Li')
Esimerkki 12

0 0
H,C !
Q§§b//JL\\N}f/\\\v//JL\\N}f/\\\v///R

C;,Hg,N,0, (576), MS: 583 (M + Li*)
Esimerkki 13

0 |
c—o//A\\/)L\N”‘(CHz)n-R'

CiHsNO, (593), MS: 600 .(M + Li*)
Esimerkki 14

0
C-OMNH'(CHz)n“R'

Cy3Hs;NO, (579), MS: 586 (M + Li‘)
Esimerkki 15

0
//\\V/)k\NH_(cHz)n-R'

HSC"O
CsoHs,NO, (537), MS: 544 (M + Li‘)

Hj

Hj
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Esimerkki 16

3,14 g (6 mmol) primddristd alkoholia a (n = 6)
liuvotettiin 100 ml:aan kuivaa dikloorimetaania, johon oli
lissdtty 0,84 ml trietyyliamiinia ja seos j&dhdytettiin -
10 °C:seen. Tidss8 l8mpdtilassa lisdttiin liuokseen 0,4 ml
(6 mmol) kloorisulfonihappoa kuilvassa dikloorimetaanissa.
Kun seos o0li ollut tunnin ajan 0O °C:ssa ja tunnin ajan
huoneenld&mpdtilassa, siihen 1lis#ttiin vetté, orgaaninen
faasi erotettiin, vesifaasi uutettiin useita kertoja etyy-
liasetaatilla ja yhdistetyt orgaaniset faasit kuivattiin
ja vikevditiin. J84nn8s puhdistettiin kromatografisesti
(silikageeli, etyyliasetaatti/metanoli 3:1). Saatiin
1,45 g (45 %) esimerkin 16 mukaista yhdistettd.

C,;H;,0,S (602), MS: 631 (M - H' + Li* + Na*), 615 (M - H'
+2L1%)

Esimerkki 17 :
Esimerkin 16 mukainen yhdiste —> NaOSO0,0(CH,)s-R’

0,5 g (0,83 mmol) esimerkin 16 mukaista yhdistettd
liuotettiin 20 ml:aan dioksaania ja 7 ml:aan puolikonsen-
troitua natriumhydroksidiliuosta ja seosta sekoitettiin
kuusi tuntia huoneenlémpdtilassa. Sitten seos tehtiin hap-
pamaksi puolikonsentroidulla kloorivetyhapolla jdsdhdyttéen
samalla j&#l1& sekd vdkevditiin vakuumissa. Jdd&nnds puh-
distettiin pylvdskromatografisesti (silikageeli, etyyli-
asetaatti/metanoli 3:1). Saatiin 254 mg (52 %) esimerkin

17 mukaista yhdistetti.
C,oHs,NaOgS (610), MS: 617 (M + Li*), 601 (M - Na® +2Li")
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Esimerkki 18

Liuokseen, jossa oli 2,6 g (5,12 mmol) esimerkin 2
mukaista yhdistettd 20 ml:ssa pyridiinig, lisdttiin ti-
poittain O - 5 °C:ssa 15 ml fosforihappodifenyyliesteri-
kloridia ja seosta sekoitettiin kaksi tuntia huoneenl&mp&-
tilassa. Seos kaadettiin 200 ml:aan jdsdvettd, siihen 1li-
sdttiin samalla sekoittaen ja ja#dhdyttden noin 15 ml vdke-
v84 rikkihappoa ja se uutettiin useita kertoja'étyyliase-
taatilla. Orgaaninen faasi kuivattiin, vdkevditiin ja
jd43dnnbs puhdistettiin kromatografisesti (silikageeli, di-
kloorimetaani/metanoli 10:1). Saatiin 1,78 g (47 %) esi-
merkin 18 mukaista yhdistetta.

C,,Hs,O,P (740), MS: 747 (M + Li'%)

Esimerkki 19

O

HO-P-0-(CH,)¢-R!

OH

1 g (1,35 mol) esimerkin 18 mukaista yhdistettd
hydrogenoitiin 50 ml:ssa jd8etikkaa veitsenkdrjellisen
kanssa palladiumia hiilglia ravistusastiassa. Reaktion
jé8lkeen (noin neljd tuntia) katalyytti suodatettiin pois
Ja suodos v&kev8itiin. J8&8nn6s puhdistettiin pylvéskroma-
tografisesti (silikageeli, etyyliasetaatti/metanoli 2:1).
Saatiin 270 mg (34 %) esimerkin 19 mukaista vhdistetts.
CyoHs30,P (588), MS: 601 (M - H' + 2Li'), 595 (M + Li%)
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Esimerkki 20

OH . HO
I : I
CCOCH, COOCH,
I
0
H H
HyN-(CH,) -0 . OH HoN NH=(CH,)¢-0 § OH

L]

2,24 g (4 mmol) amiinia b ja 324 mg (4 mmol) kali-
umsyanaattia suspendoitiin 60 ml:aan vettd ja seos l&mmi-
tettiin kiehuvaksi. Syntyi liuos, josta hetken kuluttua
saostui kiintoaine. Seosta sekoitettiin 30 minuuttia kie-
humaldmpdtilassa, jdahdytyksen jdlkeen seokseen lisittiin
noin 40 ml vettd ja se tehtiin happamaksi laimealla suola-
hapolla. Seos uutettiin useita kertoja etyyliasetaatilla,
orgaaninen faasi kuivattiin, v#kevditiin wvakuumissa ja
jd8nnbs puhdistettiin kromatografisesti (silikageeli,
etyyliasetaatti/metanoli 10:1). Saatiin 520 mg (23 %) esi-
merkin 20 mukaista yhdistettsi.

C;,H,N,0, (564), MS: 571 (M + Li')

Esimerkki 21

0

HzN/u\NH‘(CHz)s‘R‘

450 mg (0,8 mmol) esimerkin 20 mukaista yhdistettd
livotettiin 10 ml:aan dioksaania, seokseen lis#dttiin 5 ml
puolikonsentroitua natriumhydroksidiliuosta ja seosta se-
koitettiin kuusi tuntia huoneenl8mpttilassa. Reaktion j#l-
keen seos laimennettiin vedelld, se tehtiin happamaksi
kloorivetyhapolla ja sitd sekoitettiin vield tunnin ajan
jd8hauteessa. Seos imusuodatettiin, pestiin vedelld, jol-
loin vakuumikuivauksen j#lkeen saatiin 430 mg (97 %) esi-
merkin 21 mukaista yhdistettd.

C,;H;[N,O, (550), MS: 557 (M + Li*)
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Esimerkki 22

1,04 g (2 mmol) amiinia b (esimerkki 20) liuotet-
tiin 50 ml:aan kuivaa dikloorimetaania ja 28 ml:aan tri-
etyyliamiinia Jja seokseen lis#dttiin 2 ml fenyyli-isosya-
naattia 5 ml:ssa dikloorimetaania. Seosta sekoitettiin
kuusi tuntia huoneenl&mpbtilassa ja sitd kdsiteltiin esi-
merkin 16 mukaisella tavalla tekem#ll# vesifaasi happamak-
si. Pylvdskromatografian jdlkeen (silikageeli, dikloorime-
taani/metanoli 10:1) saatiin 6 540 mg (51 %) esimerkin 22
mukaista yhdistetta.

C,HgoN,0, (640), MS: 647 (M + Li%)

Esimerkki 23

0

@-NH/LLNH—(CHZ)G-R'

C;,HggN,O, (626), MS: 633 (M + Li')
Esimerkki 24

= 9

(Hsc)s ‘(CHz)s‘o
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2,08 g (4 mmol) amiinia b, 10 ml tri-isobutyyli-
amiinia ja 5 ml jodimetaania liuotettiin 50 ml:aan aseto-
nitriilid ja seos l#mmitettiin kiehuvaksi kahden tunnin
ajan. Kaikki haihtuvat komponentit poistettiin wvakuumissa
ja jd8nn6s puhdistettiin kromatografisesti (silikageeli,
dikloorimetaani/metanoli 10:1). Saatiin 1,2 g (43 %) esi-
merkin 24 mukaista yhdistettd.

C,Hs,INO, (691), MS (FAB, 3-NBA): 564 (M - I)

Esimerkki 25

(H3C)3N®-(CH )R
cI®

Esimerkin 24 mukaisesta yhdisteestd valmistettiin
esimerkin 21 mukaisella tavalla esimerkin 25 mukainen yh-
diste. Raakatuotteen puhdistus tapahtui keskipainekromato-
grafialla RP-8-silikageelill# (metanoli/vesi 7:3).
C,3Hg,C1NO, (585), MS (FAB, 3-NBA): 550 (M - C17)

Esimerkki 26 ’ '

CHs
/A
b+ HyC AN —
N xuer
HN NH, NH

NH, NH=-(CH;)¢~0

xHBr

1,04 g (2 mmol) amiinia b ja 276 mg (2 mmol) pyrat-
solia ¢ refluksoitiin 10 tuntia 40 ml:ssa kuivaa asetonit-
riilid. Kun seos oli ja&htynyt ja siihen oli lisdtty eet-
terid8 muodostul saostuma,* joka imusuodatettiin talteen ja
pestiin kuivalla eetterilld. Kuivauksen jdlkeen saatiin
450 mg esimerkin 26 mukaista yhdistettA.

C,,H;,BrN;0; (643), MS: 570 (M - HBr + Li'), 564 (M - Br")
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Esimerkki 27

NH

/\NH-(CHZ)G-R'

xHC I

Valmistettiin esimerkin 21 mukaisella tavalla.
10 C,;,H(C1N,0, (585), MS: 556 (M - HCl1l + Li'), 550 (M - Cl1°)
Esimerkki 28
OH
i

COOCH,

15
n-C.H
771§
AN
v OH
n"C7H‘5 H
20 1,0 g (1,9 mmol) amiinia b, 265 mg natriumsyaani-

boorihydridi& ja 610 mg heptanaalia sekoitettiin 10 ml:ssa
kuivaa metanolia 48 tuntia huoneenlédmpttilassa. Seos haih-
dutettiin vakuumissa, j&&8nnds jaettiin etyyliasetaatin ja
.”. kylladstetyn natriumvetykarbonaattiliuoksen v&lilld ja or-
gaanisen faasin j&8nnds puhdistettiin kromatografisesti.

. 2080 oon
.
4 .
.

(X
.

.
LI Y

2. 25
:;Z Pienen monoheptyyliaminojohdannaismédrdn lis#8ksi saatiin
650 mg (49 %) esimerkin 28 mukaista yhdistetti.
C,sHg;NO, (718), MS: 725 (M + Li')
Esimerkki 29
‘ 30
n-CyHys
e ™~ ‘ 1
- N"(C‘{z)s"R
:.. /
: n-CzHys xHC I

. 35



20

Valmistettiin esimerkin 21 mukaisella tavalla. Kun

seos 0li tehty happamaksi dekantoitiin vesifaasi 61jymdi-
sestd raakatuotteesta ja jéahnés sekoitettiin etyyliase-
taatin kanssa, imusuodatettiin sitten ja kuivattiin.
C,Hgs,CINO; (740), MS: 711 (M - HCl + Li'), 705 (M - C17)

5
Esimerkki 30
OH
10 COOH
Q H
' CH,~NH-CH,-CH,* OH
N <!IID’ H
vValmistettiin esimerkin 28 ja esimerkin 29 mukai-
sella tavalla aminoimalla pelkistdvidsti antraseeni-9-karb-
20 aldehydid 3a-(aminoetyyli)-7a,l2a-dihydroksi-24-kolaani-
happometyyliesterilld (d) ja saippuoimalla sen jalkeen
emdksisesti.
C,3HssNO, (625), MS: 632 (M + Li*)
Esimerkki 31
25
30 oo

N

Valmistettiin esimerkin 30 mukaisella tavalla kidyt-

35 tdmdlld syklododekanonia karbonyyliyhdisteend.
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C,eHag,NO, (602), MS: 609 (M + Li‘)

Esimerkki 32

0

0,9 g:aan (2 mmol) amiinia d ja 0,6 ml:aan trietyy-
liamiinia 20 ml:ssa kuivaa dikloorimetaania 1lis#ttiin
jé&hdytttden samalla j&&114 0,38 g (2 mmol) naffoyyliklo—
ridia 5 ml:ssa dikloorimetaania. Seosta sekoitettiin tun-
nin ajan O °C:ssa ja se jdtettiin seisomaan ytksi. Siihen
lisdttiin vettd, se tehtiin happamaksi ja uutettiin useita
kertoja dikloorimetaanilla. Orgaanisen faasin j&&nnds puh-
distettiin kromatografisesti (silikageeli, etyyliasetaat-
ti/sykloheksaani 3:1). Saatiin 1 g (83 %) esimerkin 32

mukaista yhdistettd.
C,gHs,NO, (603), MS: 610 (M + Li‘)
Esimerkki 33

0
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Valmistettiin esimerkin 21 mukaisella tavalla.
Ca.,HnNO5 (589), MS: 596 (M + Li*)
Esimerkki 34

IO
I 3
O C—NH-CHZ-CHZ\\\‘.

Valmistettiin esimerkin 32 ja esimerkin 33 mukai-
sella tavalla kdyttd@m8lld antraseeni-9-karboksyylihappo-

kloridia.
C,H;3NO, (639), MS: 646 (M + Li‘)
Esimerkki 35

H3C @SOz’NH-(CHz)G"R'

Valmistettiin esimerkin 34 mukaisella tavalla k&yt-

témdlld p-tolueenisulfonihappokloridia ja amiinia b
C;;H,,NO,S (661), MS: 668 (M + Li')
Esimerkki 36

1
Hsc—©—502-fl4"(CHz)s‘R

CHj

Valmistettiin esimerkin 35 mukaisella tavalla. Vi-
lituotteena saatu metyyliesteri metyloitiin deprotonoinnin
j8lkeen jodimetaanilla dimetyyliformamidissa huoneenl&mp&-



10

15

20

25

30

tilassa.

23

Sitten saippuoitiin emdksisesti esimerkin 35 mu-

kaisella tavalla.
C,sHe;NO,S (675), MS: 688 (M --H' + 2Li'), 682 (M + Li*)

Esimerkki 37

0
COOH

Valmistettiin esimerkin 34 mukaisella tavalla kayt-

tdmdlld o-ftaalihappoanhydridia ja amiinia b.
C,gHy,NO, (655), MS: 668 (M - H' + 2Li%), 662 (M + Li*)

Esimerkki 38

0

I
Q C-NH-(CH,)4-R'

Valmistettiin esimerkin 32 ja esimerkin 33 mukai-

sella tavalla kdyttd&mdlld amiinia b.
C.HNO, (661), MS: 668 (M + Li')

cl

Esimerkki 39

0
<::Z—2—NH-CH2—CH2-<C:3>—SOZ—NH\“/OCH, + Amin b
0

OCH,
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COOCH,

0

X e

0CH,

426 mg (1 mmol) uretaania ja 782 mg (15 mmol) amii-
nia b refluksoitiin 50 ml:ssa dioksaania neljd tuntia.
Sitten seos v8kevditiin ja j&&8nnbs puhdistettiin kromato-
grafisesti (silikageeli, dikloorimetaani/metanoli 10:1).
Saatiin 540 mg (59 %) esimerkin 39 mukaista yhdistetti.
CH70C1N;0,0S (915), MS: 922 (M + Li*)

Esimerkki 40

Cl 0 0

///u\\\ 1
NH/\@502_NH NH—'(CHZ)G"R
OCH,

Valmistettiin esimerkin 21 mukaisella tavalla.
C,,HeCIN,0,,S (901), MS. (elektrospray): 902 (M + H')
Esimerkki 41

Liuokseen, jossa oli 1,56 g (3 mmol) amiinia b,
576 mg (3 mmol) kiinahappoa ja 490 mg (83,6 mmol) hydrok-



10

15

20

25

30

35

25

sibentsotriatsolia 100 ml:ssa tetrahydrofuraania lis#dttiin
750 mg (3,6 mmol) disykloheksyylikarbodi-imidi&. Seosta
sekoitettiin 40 tuntia huoheenlampétilassa. Muodostunut
virtsa-aine suodatettiin pois, liuos vékevditiin ja jaan-
nds liuotettiin etyyliasetaattiin. Liuos pestiin kylliste-
tylld natriumvetykarbonaattiliuoksella, 2 N sitruunahappo-
liuvoksella, kylldstetylld natriumvetykarbonaattiliuoksella
ja vedelld. Orgaanisen faasin j&&nn®s puhdistettiin kroma-
tografisesti (silikageeli, etyyliasetaatti/metanoli 5:1).
Saatiin 1,2 g (58 %) esimerkin 41 mukaista yhdistetta&.
C,gHgsNO,, (695), MS: 702 (M + Li’*)
Esimerkki 42

Ho

HO

‘n,,
‘.

ol
\\\\‘

HO

OH
Valmistettiin esimerkin 21 mukaisella tavalla.
C,,HgNO,, (681), MS (FAB, 3-NBA): 682 (M + H')
Esimerkki 43

0% /NH-(CHZ)G—R'
c
H——(lt—-OH
HO——(lZ—H ‘
H—-—(I:—OH
H———é:——OH
CH,0H
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Valmistettiin esimerkin 41 ja esimerkin 42 mukai-
sella tavalla kdyttd&mdlla glukonihappoa.
C;¢HeaNO,; (685), MS: 714 (M - H' + Li' + Na')

Esimerkki 44

=~
i O

COOCH,

0 cocl

+ Amin b —
N-(CH,) -0 o H

COOH

1,04 g (4 mmol) happokloridia e, 2,1 g (4 mmol)

amiinia b ja veitsenkdrjellinen 4-dimetyyliaminopyridini&
sekoitettiin kuusi tuntia huoneenldmpttilassa 40 ml:ssa
kuivaa pyridiinid. Kun seos o0li seissyt ybn yli huoneen-
ldmpbtilassa se vidkevditiin vakuumissa. Esimerkin 44 mu-
kainen yhdiste eristettiin kromatografisen puhdistuksen
jélkeen (silikageeli, dikloorimetaani/metanoli 20:1).
C,3H,NOg (743), MS: 750 (M + Li‘)
Esimerkki 45

0
|

}T_—'N‘(CHz)s"RI
0

COOH

Valmistettiin esimerkin 21 mukaisella tavalla.
C,,He;NOy, (729), MS: 742 (M - H' + 2Li'), 736 (M + Li‘)
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Esimerkki 46

COOCH,
COOH

CONH=-(CH,)g-0

1,3 g:aan (5 mmol) happokloridia e ja 0,8 ml:aan
trietyyliamiinia 520 ml:ssa kuivaa dikloorimetaania lisdat-~
tiin jd&hdytt8en samalla j&8lld 2,6 g (5 mmol) amiinia b
dikloorimetaanissa ja seosta sekoitettiin tunnin ajan
O °C:ssa. Sitten seokseen lisdttiin metanoliylimddrd, se
sai ldmetd huoneenlémpdtilan, vettd lisdttiin ja seos teh-
tiin happamaksi laimealla kloorivetyhapolla. Vesifaasi
ravisteltiin useita kertoja dikloorimetaanilla. J4&nn&Sksen

kromatografisen puhdistuksen jidlkeen (silikageeli, dikloo-

rimetaani/metanoli 10:1) saatiin esimerkin 46 mukainen

yhdiste.
C,H,3NO,, (775), MS: 783 (M + Li*)
Esimerkki 47

— COOH
COOH

CO-NH-(CH,)¢-R'

Valmistettiin esimerkin 21 mukaisella tavalla.
C;HgNO,, (747), MS: 760 (M - H® + 2Li*), 754 (M + Li%)
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Esimerkki 48

3,14 g (6 mol) alkoholia a (n = 6) lédmmitettiin
yvyhdessd 3 ml:n kanssa etyylidi-isopropyyliamiinia ja
1,5 g:n kanssa difenyylimetyylibromidia 50 ml:ssa dimetyy-
liformamidia kahdeksan tuntia 100 °C:ssa. Esimerkin 48 mu-
kainen yhdiste saatiin vesipohjaisen kasittelyh ja kroma-
tografisen puhdistuksen jdlkeen (silikageeli, dikloorime-
taani/metanoli 10:1). '

C,He O (688), MS: 695 (M + Li')

Esimerkki 49

Valmistettiin esimerkin 21 mukaisella tavalla.
C,;Hs,05 (674), MS: 681 (M*+ Li‘) '

Esimerkin 1 mukaisella tavalla valmistettiin seu-
raavat yhdisteet 50 - 52 vastaavista sappihappoestereisti
emdksiselld saippuoinnilla.
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Esimerkki 50

C,gH,Os MP: 478, MS: 485 (M + Li')
Esimerkki 51

Ho—' \—o

H

C,sH,Os MP: 462, MS: 469 (M + Li')
Esimerkki 52

COOH

I Riewes

H,N-(CH,)s— O " OH

[

C,H,,NO, MP: 491, MS: 498 (M + H')
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Esimerkki 53

Valmistettiin esimerkin 44 mukaisesta yhdisteesti
ja n-heksyyliamiinista esimerkin 41 mukaisella tavalla
kdyttdmdlls 25 tunnin reaktioaikaa.

C,Hg,N,0, (827), MS: 834 (M + Li'%)

Esimerkki 54

0
I '
C-NH-(CHz)s"R

COOH

0

I

C-NH-(CH,);-CH;

170 mg esimerkin 53 mukaista yhdistettd liuotettiin

5 ml:aan dioksaania, seokseen lisdttiin 1,5 ml puolikon-
sentroitua natriumhydroksidiliuosta ja 25 ml vettd ja siti
sekoitettiin 12 tuntia huoneenldmpdtilassa. Sameus suoda-
tettiin pois, suodos tehtiin happamaksi laimealla kloori-
vetyhapolla, sit8 sekoitettiin vield tunnin ajan ja synty-
nyt saostuma imusuodatettiin talteen. Kuivauksen jdlken
saatiin 154 mg esimerkin-54 mukaista yhdistetts.

C,sHeoN,0, (831), MS: 838 (M + Li')
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Esimerkki 55

CONH-(CH,)g-R'

Valmistettiin esimerkin 53 ja esimerkin 54 mukai-
sella tavalla fluoreskeiinista ja amiinista b.

CgoHe;NO, (821), MS: 828 (M + Li')
Esimerkki 56

0

CHy
1
Hsc%/u\NH—(CHz)s—R

CH,

Valmistettiin esimerkin 55 mukaisella tavalla piva-

liinihaposta ja amiinista b.
C,ysHgNOg (591), MS: 598 (M + Li‘)
Esimerkki 57

HyC NH-(CH,)e-R'
CHy

Valmistettiin esimerkin 55 mukaisella tavalla

2-etyyliheksaanihaposta ja amiinista b.
C,gHgNO, (633), MS: 640 (M + Li*)
Esimerkki 58

CI—@-O

NH=(CH,)g=R'
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Valmistettiin esimerkin 55 mukaisella tavalla klo-
fibriinihaposta ja amiinista b.
C,oH;,C1NO, (703), MS: 710 (M + Li‘)

Esimerkki 59

0
0//«\“/::><5L\NH-(CHz)s—R'
H3C CH, CH;

CH,y

Valmistettiin esimerkin 55 mukaisella tavalla gem-
fibrosiilista ja amiinista b.
C,sH,3NO, (740), MS: 747 (M + Li%)

Esimerkki 60 |

0
HyC
N/\\//\\//«\,,
H .
HsC  co,H

Valmistettiin 522 mg:sta amiinia b ja 94,1 mg:sta
di-n-propyylimalonihappoa tetrahydrofuraanissa disyklohek-
syylikarbodi-imidin ja hydroksibentsotriatsolin l&snd ol-
lessa. Erist&minen tapahtui 54 tunnin kuluttua. Saanto oli

69 %.
C,oHeoNO; (690), MS: 697 (M + Li‘)
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Esimerkki 61

. 0
HS
N/\/\/\/O
H
HiC CO,H

250 mg esimerkin 60 mukaista yhdistett3 saipuoitet-
tiin dioksaanissa 2 N natriumhydroksidiliuoksella. Vesi-
pohjaisen k&sittelyn ja pylvidskromatografisen puhdistuksen
jdlkeen (silikageeli, etyyliasetaatti/metanoli 10:1) saa-
tiin 160 mg esimerkin 61 mukaista yhdistetti.

CoHgNOy (676), MS: 677 (M + 1)
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd monomeeristen kaavan I mukaisten sap-

pihappojohdannaisten valmistamiseksi

Z - X -GS (1)
jossa
GS merkitsee sappihappotdhdettd, jossa on hapan funktio
sivuketjussa, tai t&m8n suolaa
X on kovalenttinen sidos tai siltaryhm3d, jonka kaava on
(CH,),, Jjolloin n = 1 - 10, jolloin alkyleeniketjussa on
1 -3 happiatomia, NH- tai NH(C=0)-ryhmdd, jolloin GS voi
olla mielivaltaisesti sidottu X:n kautta, ja

Z on
i
HO-, CH3-0-, HO-CH,-CH = CH-CH,-, (C4Hsg),-CH-O-, Alkali-O-ﬁ-O-, HO-P-0-,
. |
0 OH
0 o) o 0 NH
| [ I I I
(HgCg)O-P-0-, CH, = CH,-C-NH-, H,N-C-NH-, HN-C-NH-, H,N-C-NH-, -N(R),
. l
O(CgHs) | CeHs

tai -N*(R);, Jjolloin R kulloinkin on C,,-alkyyli tai
H,N(CH, ),-,

& N

§ )—CHy-NH-, (CHy)s.y, CH=NH-,
(C,.10)-alkyyli(C=0)NH, jolloin alkyyliosa mahdollisesti voi
olla substituoitu COOH-ryhm#lla,
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0
0
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jolloin A kulloinkin on OH tai NH(C,_ ,,)~alkyyli,
tunnettu siitd, saippuoidaan ettd kaavan II mukai-

nen yhdiste

Z-X-GSE (II)

jossa GSE merkitsee sappihappojohdannaista, jolla on este-
rifunktio sivuketjussa, ja jossa Z ja X merkitsevdt samaa

kuin kaavassa I.
2. Patenttivaatimuksen
siitd, ettd valmistetaan kaavan I mukai-

joissa GS on kytketty X:n

1 mukainen menetelmi,

tunnettu

sia sappihappojohdannaisia,
kanssa 3-asemassa, jolloin kytkentd tapahtuu a- tai B-ase-

- massa.

3. Menetelmd& la¥keaineen valmistamiseksi, t u n -

nettu siitd, ettd patenttivaatimuksen 1 mukainen sap-

pihappojohdannainen saatetaan sopivaan antomuotoon.
4. Menetelmd hypolipideemisen l&&keaineen valmis-
tamiseksi, tunnettu siitd, ettéd patenttivaatimuk-

sen 1 mukainen sappihappojohdannainen saatetaan sopivaan

antomuotoon.
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