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1 Johdanto

Ladkkeet ovat erottamaton osa nykyistd yhteiskuntaa ja siind eldvien ihmisten elamaa.
Tilastojen mukaan koko 2000-luvun ajan Suomessa reseptiladkkeiden myynti on kasvanut.
Itsehoitoladkkeiden myynnissé on ollut hieman vaihtelua, mutta sielldkin on trendind ollut
myynnin kasvu tdman vuosituhannen puolella. Oli ld&kkeiden k&ytén lisdantymisen syyné
sitten véeston ikaantyminen tai medikalisaatio, on laaketeollisuus ollut myds vakaa
tyollistdja viimeisen parin vuosikymmenen aikana Euroopassa. Viimeisimmat lamat ovat
hieman vaikuttaneet tallakin teollisuuden alalla, mutta kasvua on silti ndhtavissé 80-luvulta
tdhan paivaan." Myods erilaiset epidemiat ja pandemiat ovat viime aikoina pelottaneet
ihmisid. Kun lintuinfluenssasta selvittiin  Suomessa pelkélld sdik&hdykselld, odotteli
sikainfluenssa jo vuoroaan. Vaikka Suomessa on valtytty pahimmalta, tuskin kukaan voi

Kieltad ladkkeiden ja niiden kehittamisen tarkeytta.

Vaikka nyky-yhteiskunnassa ihmiset ymmartdisivat ladkkeiden merkityksen, niiden
historia saattaa olla hdmarén peitossa. L&&keteollisuus saatetaan ndahdd mina tahansa
muuna teollisuuden alana, eikd esimerkiksi yhteyttd luontoon tiedetd. Téassa
kandidaatintutkielmassa on haluttu yleisesti kertoa ladkkeiden historiasta ja kehittdmisesta,
mutta samalla tuodaan esiin sitd, etta tutkijat eivat ole olleet vailla lahtokohtaa alkaessaan
kehitelld ladkkeitd. Entisaikojen ihmisen kayttdmilla ladkekasveilla on ollut suuri merkitys
laéketutkimukseen. Luonnosta on haettu vuosikymmenien varrella ja haetaan jatkossakin

tietoa, inspiraatiota ja materiaalia ladkkeiden kehitykseen.

Tama kandidaatintutkielma koostuu viidesta kappaleesta, joista ensimméinen on johdanto.
Toisessa kappaleessa ”’Ladkkeet ja ladkeaineet” madritelladn ladkkeen ja ladkeaineen
lisdksi muita aiheeseen liittyvia termeja. Kappaleessa kerrotaan ladkkeiden historiasta ja
miten muun muassa kemian menetelmien syntyminen on vaikuttanut laékeaineiden
I6ytdmiseen. Kappaleessa kerrotaan vield, miten ladkeaineet vaikuttavat elimistossd seka

kuvataan tyypillinen laékkeiden kehitysprosessi.



Kolmannessa kappaleessa kerrotaan kahden konkreettisen esimerkin kautta ladkeaineiden
ominaisuuksista, valmistuksesta seka kayttokohteista. Tahan tutkielmaan on valittu
malarialdgkkeend kaytettava klorokiini sekd glaukooman hoidossa kaytettava pilokarpiini.
Pilokarpiini on loydetty luonnosta, kun taas klorokiini on luonnonaineen johdannainen.
Neljannessé kappaleessa keskitytdan suomalaisille tuttuun luonnonaineeseen, havupuiden
pihkaan, jota kdytetdan laakinnallisissa tarkoituksissa pihkasalvan muodossa. Kappaleessa
kuvataan pihkan yleisid ominaisuuksia seka kerrotaan suomalaisesta pihkasalvasta ja sen
kayttokohteista. Viides kappale sisaltda yhteenvedon tutkielmassa kasitellyista aiheista.

2 Ladkkeet ja ldadkeaineet

2.1 Maaritelmat

Ladkeaine on yhdiste, jonka rakenne ja kemialliset ominaisuudet yleensa tunnetaan?.
Ladkeaine voidaan valmistaa synteettisesti tai se voidaan mahdollisesti eristdd suoraan
luonnosta. Yleensd laékeainetta ei yksistddn kaytetd itse ladkkeend, vaan yhdessa
farmaseuttisten apuaineiden kanssa se muodostaa ladkevalmisteen. Talloin laédke siis
sisdltdd yhtd tai useampaa ladkeainetta eli vaikuttavaa ainetta sekd joitain muita
esimerkiksi vaikutusaikaan ja imeytymiseen vaikuttavia ainesosia®. Laake voidaan antaa

esimerkiksi tablettimuodossa.

Suomen laékelaissa on ladkkeelle maaritelmd, joka antaa laajemman kasityksen ladkkeen
merkityksestd. Laissa ladkkeen kerrotaan olevan aine tai valmiste, ”jonka tarkoituksena on
siséisesti tai ulkoisesti kéytettynd parantaa, lievittaa tai ehkaistd sairautta tai sen oireita
ihmisessa tai eldimessa”. Lisaksi ladkkeeksi voidaan luokitella aine, jolla voidaan selvittaa
sairauden syyté tai joka esimerkiksi korjaa elimiston toimintaa metabolisen vaikutuksen
kautta. Lain tarkoituksena on edistda turvallista ja tarkoituksenmukaista ladkkeiden
kayttoa.*

Kuten edelld on jo mainittu, ladkeaineita saadaan sekd luonnosta ettd synteettisesti
valmistamalla. Rohdokset ovat esimerkiksi Kkuivattuja kasveja, joita kaytetdan
laékinnallisesti. Rohdokset tarkoittavat yleisesti biogeenistd alkuperda olevia materiaaleja,
kuten kasveja ja kasvinosia, eldimid sekd mikro-organismien tai entsyymien tuottamia

aineita.



Rohdoksissa on kuitenkin useita aineita. Tdten osa aineista vaikuttaa laakinnallisessa
kaytossd ja osalla ei ole merkitystd halutun vaikutuksen aikaansaamiseksi. Usein
rohdoksista eristetddnkin niin kutsuttua puhdasainetta, jolla saattaa olla suurempi teho kuin
alkuperdiselld rohdoksella. Puhdasaineista voidaan edelleen syntetisoida niiden erilaisia
johdannaisia, jolloin puhutaan puolisynteettisestd la&keaineesta. Syntetisoinnilla pyritdén
usein vaikuttamaan ladkeaineen ominaisuuksiin positiivisella tavalla. Noin puolet kaikista
markkinoilla olevista ladkeaineista valmistetaan téysin synteettisesti, eli kyse on
synteettisista laakeaineista.”

2.2 Ladkkeiden historiaa poppamiehista nykypdivadn

Ihminen on osannut hyddyntdd luonnosta loytyvia ladkeaineita kaytdnndssa koko
olemassaolonsa ajan. Luonnon kasveja ja muita antimia kaytettiin ravintona, ja jossain
vaiheessa huomattiin aina tiettyjen kasvien aiheuttavan voimakkaita reaktioita ihmisessa.
Pitk&dan sairauksien ajateltiin olevan jumalista ja hengistd johtuvia, joten niihin oli
kaytettava aarimmaisia keinoja. Talloin alkoi kehittyé ladkekasvien kaytto tautien hoidossa

ja parantamisessa.

Alkukantaisten heimojen poppamiehet keittelividt keitoksiaan luonnosta l0ytdmistaan
ainesosista, ja naita olivat kasvien ohella esimerkiksi eldinten ulosteet ja raadot. Myds
annostelu oli usein alkukantaisten ihmisten harjoittamassa laékinnéssa pielessa, silla
ihmisruumista ja sen toimintoja tunnettiin huonosti. Potilaan kohtalona saattoi usein joka
tapauksessa olla kuolema. Vaikka tietdmys ihmisruumiista ja vaikuttavista ainesosista oli
olematonta, on muinaisten lddkekasvien tutkimisesta ollut nykyihmiselle paljon hyotya.
Nykyiselld tekniikalla on mahdollista eristdd poppamiesten kayttdmista ladkekasveista

vaikuttavat aineet, ja ndin niitd voidaan tutkia ja hyodyntdd modernissa ladketieteessa.

Antiikin Kreikassa kehittyi hippokraattinen ladkintd, jossa huomio kiinnittyi enemman
terveyden edistdmiseen kuin sairauksien parantamiseen. Hyvan terveyden saavuttamiseksi
hoitokeinoina kéytettiin esimerkiksi rauhallista ymparistod, kylpyja ja lepoa seka oikeaa
ruokavaliota terveytta edistavien yrttien kera.® Kreikkalainen Galenos (131-201) vaikutti
merkittavasti tulevien vuosisatojen laakintdan. Galenoksella oli lennokkaita teorioita eri
elementtien, tulen, maan, ilman ja veden, tasapainosta ihmiskehossa, mutta han tutki myos
paljon rohdoksia. Galenoksen kirjoittamia kirjoja on séilynyt nykypéivéén asti, ja hanen

oppinsa kasvien kaytosté olivat vallitsevia ldhes 1500 vuoden ajan.



Laakkeiden kehitys kohti modernia laékintaa lahti hiljalleen liikkeelle 1500-luvulta lahtien,
jolloin ensimmadiset la&ketieteen uranuurtajat hylkasivat vanhat auktoriteetit. Ymmarrys
ihmisen anatomiasta ja fysiologiasta kehittyi uutterien tutkimusten myotd, esimerkiksi
verenkierron periaate selvitettiin 1628.” Kemia ja sen menetelmét alkoivat kehittyd 1700-
luvun loppupuolella, ja siitd ladkeaineiden tutkimus sai lisdpontta. Tarke&na
virstanpylvaana pidetdan esimerkiksi vuotta 1806, jolloin Frederick Sertuner (1783-1841)
ensimmaisend eristi rohdoksesta puhtaan ladkeaineen. Tuo ld&keaine on edelleen kaytdssa

ja tunnetaan nimelld morfiini.

Menetelmét ladkeaineiden eristamiseen olivat siis kehittyneet. Tiedettiin, ettd tietty
vaikuttava aine parantaa tiettyd sairautta, ja ihmisen elintoimintoja oli onnistuttu
kartoittamaan. Ldadkkeiden valmistus teollisesti saattoi siis alkaa. 1800-luvun lopulla
tuotettiin jo suuria méaria eri ladkkeitd, esimerkiksi erilaisia saryn lievitykseen tarkoitettuja
valmisteita. Ladkeaineita pyrittiin tuottamaan taysin synteettisesti, mutta usein synteesit
olivat monivaiheisia ja saannot huonoja. 1800-luvulla oli ja on edelleen nykyp&ivanakin
usein edullisempaa hyddyntaa tai kayttaa suoraan luonnosta saatavia laakeaineita.’®

2.3 Laakeaineiden vaikutusmekanismit ja ladkkeiden antoreitit

Ladkeaineet  vaikuttavat  elimistdssa  eri  tavoin.  Joidenkin  ladkeaineiden
vaikutusmekanismit perustuvat hyvin yksinkertaisiin kemiallisiin reaktioihin, kuten
emaksisen natriumbikarbonaatin kéytté mahan sisallon neutraloinnissa tai ladkeaineet,
jotka muodostavat imeytymattémia komplekseja veressd kolesterolin kanssa. Joissain
tapauksissa kéytettavat ladkkeet eivét ole lainkaan vuorovaikutuksessa elimiston kanssa,
vaan esimerkiksi ummetuksen hoidossa l&8keaineet muokkaavat suolen sisallon
koostumusta. Anemian hoidossa kéytetddn rautavalmisteita, jotka lisdavat elimistoon

rautaa eli l&htdainetta, jota tarvitaan hemoglobiinin hemiosan biosynteesiin.

Valtaosa laékeaineiden vaikutusmekanismeista liittyy reseptoreihin. Reseptorit ovat
solujen proteiinimolekyyleja, jotka ovat erikoistuneet tiettyihin tehtéviin solussa. Reseptori
on siis kohdemolekyyli, johon ladkeainemolekyyli sitoutuu. Kun ladkeainemolekyyli ja
reseptorimolekyyli ovat sitoutuneena toisiinsa, ne ovat vuorovaikutuksessa toistensa
kanssa. Talloin solussa tapahtuu muutoksia ja saadaan aikaan niin toivotut vaikutukset kuin

my6s mahdolliset ei-toivotut sivuvaikutukset.



Yleensd l&&keaineilla pyritd&dn vaikuttamaan elimiston omien viestimolekyylien
reseptoreihin. Ladkeaine toimii kuin elimiston oma viestimolekyyli joko saamalla aikaan
eli aktivoimalla signaalinvalityksen tai estamélla sen. Signaalinvélitystd aktivoivia
ld&keaineita kutsutaan agonisteiksi ja viestinvélitystd salpaavia aineita antagonisteiksi eli
reseptorinsalpaajiksi. L&&keaineiden kohdemolekyylit voivat olla my6s entsyymeja,
Kuljettajaproteiineja tai jopa nukleiinihappoja, kuten syovéan hoidossa.

Ladkeaineen sitoutuminen reseptoriin on hyvin usein ohimenevad, mika on myos kéytantéa
ajatellen hyvd asia. Kun l&keaineen pitoisuus elimistéssa laskee, reseptori-
laakeainekompleksit alkavat hajota ja solut alkavat toimia kuten ennen ladkeaineen
sitoutumista. Sitoutuminen on ohimenevdd sen vuoksi, ettd ld&keaineen ja reseptorin
vuorovaikutus perustuu suhteellisen heikkoihin voimiin. Laakeaineet voivat sitoutua
reseptoreihin  ionisidoksilla, vetysidoksilla sekd dispersiovoimilla. Molekyylien
kolmiulotteinen muoto vaikuttaa my6s sitoutumiseen, ja eri stereoisomeerit saattavatkin

vaikuttaa hyvin eri tavoin elimistossa.®
Ladkkeiden antoreitteja:

e suun kautta (imeytyminen ohutsuolessa)
e suuonteloon (imeytyminen limakalvoilta)
e hengityselimiin (nenan limakalvot, inhalaatio keuhkoihin)

¢ iholle ja ihon kautta (imeytyminen ihoon tai verenkiertoon)

Ladkkeiden liukeneminen on hyvin tarkedd, koska vain liuenneessa muodossa
laékeaineiden on mahdollista imeytya elimistoon ja etsiytyd kohdemolekyylien luokse. On
olemassa erilaisia tapoja, joilla vaikutetaan laékeaineiden liukenemiseen. Esimerkiksi
liuokset ja lietteet sisdltavat jo valmiiksi liuenneessa muodossa laékeaineen, joten se
imeytyy omien liukoisuusominaisuuksiensa mukaan ja yleensd nopeasti (kuva 1.).
Toisaalta tabletteja paallystamalla voidaan kohdentaa ladkeaineen imeytyminen
tapahtuvaksi vasta ohutsuolessa. Esimerkiksi depottabletit luovuttavat pikkuhiljaa kalvon

lapi laakeainetta elimistoon.®



nopea imeytyminen

liuos

liete

jauhe

paallystamaton tabletti
liivatekapseli

paallystetty tabletti

depottabletti

hidas imeytyminen

Kuva 1. Suun kautta annettavien l&dkemuotojen imeytyminen

2.4 Uuden ladkkeen kehittiminen

Kuten edelld on jo la&kkeiden historian yhteydessa kerrottu, niin aiemmin ladkeaineita on
tutkittu ja I6ydetty uteliaisuuden ohjaamana. On huomattu, ettd jokin kasvi on aiheuttanut
reaktioita ihmisessd. Kun kemian menetelmét ja ihmisruumiin tuntemus edistyivat, voitiin
luonnon kasveista alkaa systemaattisemmin etsimaan la&keaineita. Nykyisin ladkkeiden
kehitys lahtee usein liikkeelle tarpeesta. Todetaan, ettd johonkin sairauteen tai kliiniseen

tilaan ei ole saatavilla sopivaa laakehoitoa™. T4ssa luvussa kuvataan tyypillinen laakkeiden
kehitysprosessi (kuva 2.).

Ladke
myyntiin,
laajat kliiniset

Patentti

raukeaa,

kilpailu:
vuodet 17-20

Molekyylien

tutkimus: 2\ Kliiniset testit:

vuodet 5-9

vuodet 0-5 / testit: vuodet
10-15

Kuva 2. Ladkkeen kehittdmisen eri vaiheet ja siihen kuluva aika
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Kun on havaittu tarve uudelle ladkkeelle, tutkitaan ensin, mika olisi se reseptori, jota
aktivoimalla tai inhiboimalla saataisiin  toivottu vaikutus aikaan ihmisessa.
Ladketutkimuksessa tarkeitd reseptoreita ovat esimerkiksi entsyymit ja nukleiinihapot.
Kaikki, mit4 soluissa tapahtuu, perustuu kemiallisiin reaktioihin, jotka eivét tapahtuisi
riittavalla nopeudella ilman entsyymien katalysoivaa vaikutusta. Toisaalta myos ei-toivotut
reaktiot soluissa saattavat olla entsyymien vaikutuksen tuotosta. Jos esimerkiksi havaitaan,
ettd sairaus johtuu liiallisesta entsyymitoiminnasta, niin taytyy l0ytdd tapa hidastaa
entsyymin toimintaa. Nukleiinihapoista DNA on elintirked solujen kasvulle. Siksi sygvén
ladkehoidossa pyritddn loytdmaan aineita, jotka jollain tavalla hidastaisivat tai hairitsisivat
DNA-molekyylien toimintaa siten, etteivat haitalliset syopésolut paase lisddntymaén ja

kasvamaan. -2

Sairauden parantamiseksi sopivaa reseptoria tutkitaan esimerkiksi solukokeilla sek&
elainmalleilla. Kun kohde on valittu, aletaan seuloa sopivia molekyyleja, joista voisi tulla
laékeaineita. Alkuvaiheessa tutkimusta tehddén nykyisin tietokoneavusteisesti laskemalla
molekyylien ominaisuuksia ja paattelemalld sitoutuvatko ne halutulla tavalla reseptorin
kanssa. Talloin saadaan nopeasti rajattua joukko potentiaalisia ladkeainemolekyyleja
ainakin siihen verrattuna, ettd aiemmin jokainen molekyyli on taytynyt syntetisoida ja

tutkia erikseen.®®

Seuraavaksi mahdollisista ladkeaineista karsitaan pois ne, jotka ovat myrkyllisia tai
aiheuttavat muuten epatoivottuja vaikutuksia. Molekyylien vaikutuksia tutkitaan seka in
vitro ettd in vivo eli ensimmaisessa tapauksessa solukokein eldavan organismin ulkopuolella
ja jalkimmaisessd elavilla organismeilla. Yleensa eldinkokeiden avulla saadaan tietoa
lisdksi molekyylien farmakologisista ominaisuuksista, tehokkuudesta ja turvallisuudesta.
Tutkimuksen kohteena on useita eri molekyyleja, jotta mydhaisemmassa tutkimuksen

vaiheessa mahdollisten takaiskujen sattuessa ei tarvitse lahted alusta alkaen liikkeelle.*

Tassa vaiheessa molekyyleja voidaan myds muokata synteettisen kemian keinoin.
Molekyyleistd pyritddn yleensa paattelemaan niin kutsuttu farmakofori. IUPAC:in**
maaritelmdn mukaan farmakofori on muun muassa niiden steeristen ominaisuuksien
joukko, joka miédrad molekyylien viliset vuorovaikutukset. Farmakofori on siis ne “osat”
molekyylistd, jotka saavat aikaan tai estavat reseptorissa tietyt toiminnot. Kun farmakofori
on tunnettu, voidaan molekyylin kemiallista rakennetta muokata niin, ettd esimerkiksi sen

selektiivisyys paranee.
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Noin viiden vuoden kuluessa siitd, kun ladkkeen kehitysprosessi on aloitettu, ollaan siina
pisteessd, ettd on onnistuttu rajaamaan pieni potentiaalisten ladkeaineiden joukko. Tata
huomattavasti pienempadd molekyylien joukkoa voidaan alkaa tutkia Kliinisin testein.
Ensimmaiset kliiniset testit toteutetaan pienelld joukolla ihmisid. Testeilla pyritdan
selvittdmaan edelleen ladkkeen turvallisuutta ja sopivuutta ihmiselle. L&akeaineen
annostukseen kiinnitetd&n huomiota ja yleisid sivuvaikutuksia pyritddn kartoittamaan.

Lopulta noin reilun kymmenen vuoden tutkimuksen jalkeen ladketta voidaan alkaa myyda.

Vield siindkin vaiheessa, kun ladke on jo markkinoilla, tutkimus jatkuu. L&akkeen
turvallisuutta valvotaan, koska se on aiempia testejd suuremman ihmisjoukon kaytossa.
Muutaman vuoden kuluttua markkinoille tulemisen jélkeen ld&kkeen patentti raukeaa,
jolloin kyseinen laédke on kaikkien laakeyritysten valmistettavissa ja yleinen kilpailu

markkinaosuuksista alkaa.®

Kaikista yhdisteista, joita tutkitaan, ei aina tule ladkeaineita. Ensinndkddn kaikki tutkitut
yhdisteet eivat toimi niin kuin pitaisi tai ne eivat ole turvallisia kayttdd. On otettava myos
huomioon se, ettd ladkeainetta on saatavilla luonnosta tai synteettisesti ja ettd kulut eivat
nouse lilan suuriksi valmistusprosessissa. Lisédksi on olemassa tiettyja kemiallisia
Kriteereitd, jotka pétevat suurimmalle osalle ladkeainemolekyyleja ja jotka antavat

suuntaviivoja laékeainetutkimukselle:

e yhdisteen moolimassa alle 500 g/mol
e yhdisteessa vahemman kuin viisi vetysidoksen luovuttavaa funktionaalisuutta
e yhdisteessa vahemman kuin 10 vetysidoksen vastaanottavaa funktionaalisuutta

e yhdisteell4 tulisi olla laskennallinen jakautumiskerroin log P -1 ja +5 valilla*

Ladkeaineen loytaminen, tutkiminen ja ladkkeeksi asti markkinoille saattaminen on pitka ja
hintava prosessi. On esitetty arvio, ettd esimerkiksi wvuonna 1997 paivittdin
laékeainetutkimuksen parissa seulottiin noin 100 000 erilaista yhdistettd. Liséksi yhden
ladkkeen kehittdmiseen voi kulua enemman kuin miljardi Yhdysvaltain dollaria (782
miljoonaa euroa) ja 15 vuotta tutkimustyotd. Arvioidaan, ettd tutkimuksen alussa 7000
molekyylia kohden yksi molekyyli valikoituu laékeaineeksi myyntiin asti. Laakeaineita
kehitettdessd tarvitaan lisaksi useiden eri tieteenalojen tuntemusta ja yhteistyotd, kuten
esimerkiksi kemian, biokemian, farmakologian, molekyylibiologian, anatomian ja

tietojenkasittelytieteen.**
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3 Esimerkkeja ladkeaineista
3.1 Klorokiini

3.1.1 Kemialliset ja fysikaaliset ominaisuudet

Klorokiini  (CigH26CIN3, kuva 3.) on 4-aminokinoliineihin kuuluva synteettinen
lakeaine™.  Klorokiinia kaytetddn raseemisena seoksena, joten absoluuttista
konfiguraatiota ei esitella tassa yhteydessa'®. Moolimassa klorokiinille on 319,87 g/mol.
Klorokiini on valkoinen, kiteinen jauhe, jonka sulamispiste on 87 °C. Se liukenee
laimeisiin happoihin, kloroformiin seka eetteriin. Veteen klorokiini liukenee vain hyvin
niukasti ja tasta johtuen se on laakkeissa joko difosfaattina tai sulfaattina.?

Cl M

kuva 3. Klorokiini.

3.1.2 Valmistus

Klorokiini on taysin synteettinen ladkeaine, mutta sen lahtékohtana on ollut luonnosta
I6ytyva Kiniini. Kiniinin rakenteen pohjalta on kehitetty monia yksinkertaisempia
analogeja, joista klorokiini on yksi esimerkki. Kiniini on kiinapuun kuoresta loytyva
kinoliinialkaloidi, joka eristettiin ensimmdisen kerran vuonna 1817. Kiniini oli
ensimmainen malarian oireisiin tehoava ladkeaine ja sitd kaytettiin hyvin runsaasti ennen

kuin muita malarialaakkeita viela oli.*®

Vuonna 1934 saksalainen Johann “Hans” Andersag syntetisoi ensimmadisen kerran
laékeaineen, joka myohemmin tultaisiin tuntemaan klorokiinina. Laakeainetta testattaessa
sen todettiin kuitenkin oleva myrkyllinen ja se unohdettiin ladketutkimuksessa kymmenen
vuoden ajaksi. Lopulta 1940-luvun puolivalissda 4-aminokinoliinit otettiin uudestaan
tutkimuskohteeksi ja Kklorokiini ansaitsi paikkansa johtavana malarialddkkeend, kun sita

osattiin annostella oikein ja haittavaikutukset tunnettiin paremmin.?*
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Suuressa mittakaavassa klorokiinia valmistetaan Surreyn ja Hammerin prosessilla (kuva
4.). Synteesi aloitetaan m-kloorianiliinin ja dietyyli-2-oksobutaanidioaatin kondensaatiolla.
Renkaan sulkemisella saadaan aikaan etyyli-4-hydroksi-7-kloorikinoliinikarboksylaatti,
joka ensin hydrolysoidaan ja tastd saatu valituote dekarboksyloidaan. Tuotteena muodostuu
4-hydroksikinoliini, jonka reaktio POCIs:n kanssa tuottaa 4-kloorikinoliinin. Tahdn
liitetddn  vield  nukelofiilisen  substituutioreaktion avulla  4-dietyyliamino-1-

metyylibutyyliamiini.'*%
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Kuva 4. Klorokiinin synteesi Surreyn ja Hammerin prosessilla
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3.1.3 Klorokiini malarian hoidossa
Malaria on kuumetauti, jonka aiheuttaa loinen. Ihmiselle malariaa voivat aiheuttaa neljé eri

loista, jotka kaikki kuuluvat yksisoluiseen Plasmodium-sukuun. Naista loisista selvasti
yleisin on Plasmodium falciparum ja muut harvinaisesmmat ovat P. vivax, malariae ja
ovale. Malarian aiheuttavat loiset lisd&ntyvéat suvullisesti naaraspuolissa Anopheles-sukuun
kuuluvien hyttysten elimistéssd. Hyttysten pistosta loinen levidd ihmiseen ja ihmisen

elimistossa loinen lisdéntyy suvuttomasti.

Jotta voidaan kehitelld sopivia ladkkeitd ja méaaratd oikeanlaista hoitoa malariaan
sairastuneille, on hyva tuntea malarian loiskierto. Infektoitunut naarashyttynen siirtaa
loisen aluksi ihmiseen. Loisen esiasteet siirtyvat hyttysen sylkirauhasista ihmisen
verenkiertoon, josta ne edelleen péatyvat ihmisen maksaan. Maksassa loiset alkavat
lisd&ntyd nopeasti. Parin viikon kuluessa ihmisen verenkiertoon on vapautunut valtava
maaré loisen seuraavaa kehitysastetta. Lahes kaikki loiset paatyvat punasoluihin, joissa ne
jatkavat lisdantymistadn. Punasolut alkavat hajota loisten wvuoksi, jolloin potilaalle
ilmaantuu malarialle tyypillisid oireita, kuten korkea kuume. Punasolukierron aikana voi
muodostua my06s kantasukusoluja, jotka voivat edelleen péatya ihmistd pistavaéan

hyttyseen, jolloin loinen kulkeutuu taas eteenpain.®®

Eri malarialddkkeet vaikuttavat loisten kiertokulun eri vaiheissa. Klorokiinia siséltavia
ladkkeita kaytettdessd malarian oireet helpottuvat sen lisdksi, ettd ladkeaine pyrkii
katkaisemaan loiskiertoa. Klorokiinilla ja muilla 4-aminokinoliineilla on solujen DNA-
molekyyleihin haitallinen vaikutus ja ne tuhoavat punasolukierrossa olevia loisen
kehitysasteita. Klorokiini kertyy seka ihmisen soluihin ettd loisen soluihin, mutta
suuremmissa maarin loisen soluihin. Talloin vaikutus nisékdssolujen DNA:han on

siedettavalla tasolla. Klorokiinia kdytetaan sekd malarian ehkéisyssé etté taudin hoidossa.

Klorokiini on ollut erittdin tehokas malarialddke ja sitd on kaytetty runsaasti malaria-
alueilla. Sen kaytosta on jouduttu kuitenkin monin paikoin lahes luopumaan, silld yleisin
malarialoinen, Plasmodium falciparum, on kehittdnyt resistentteja kantoja klorokiinille.
Tasta syysta klorokiinista on pyritty edelleen kehittdmaan johdannaisia, jotka toimisivat

yhtd tehokkaasti malarian hoidossa.
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Malaria on yksi yleisimpia sairauksia maailman trooppisilla ja subtrooppisilla alueilla™ ja
siihen sairastuu arviolta vuosittain 100-250 miljoonaa ihmista”®. Tartunnan saaneista 1 %
kuolee. Prosenttiluku kuulostaa pieneltd, mutta todellisuudessa joka minuutti kuolee kaksi
ihmistd malariaan. Ongelmalliseksi malarian hoidon tekee juuri se, ettd on kehittynyt eri
ladkeaineille resistenttejd loiskantoja. Lisdksi, koska suurin osa malariatartunnoista
tapahtuu kehittyvissa maissa, joudutaan malarialdékkeitd kehitettdessé ottamaan huomioon
monia seikkoja. L&&kkeen on esimerkiksi oltava halpa valmistaa ja sen pitdd olla
annettavissa suun kautta lansimaisten sairaalaolosuhteiden puuttuessa. Loisen
vastustuskyvysta johtuen uuden mahdollisen malarialédkkeen annostuksen tulee myds olla
kohtuullinen, jotta loinen ei pystyisi nopeasti kehittamaan vastustuskykya myos sille.?*
Jotta malariaa vastaan voidaan taistella tehokkaasti, tulee ottaa huomioon myds millaisissa

ymparistoissa hyttynen elaa ja miten sen elintilaa voitaisiin mahdollisesti kaventaa.?

3.2 Pilokarpiini

3.2.1 Kemialliset ja fysikaaliset ominaisuudet

Pilokarpiini (kuva 5.) eristettiin ensimmaistd kertaa luonnosta 1875% ja se kuuluu
alkaloideihin. Alkaloidit ovat usein heterosyklisid yhdisteitd ja siséltavat typpeé. Niitd on
lukuisia erilaisia ja alkaloidien rakenteet ovat monesti monimutkaisia. N&itd yhdisteita
esiintyy enimmakseen kasveissa, mutta alkaloideja 16ytyy myos eldaimista. Alkaloideilla on
emasluonnetta. Alkaloidien ryhméén kuuluvien yhdisteiden tarkka rajaaminen on hankalaa,
silla eri alkaloidit eroavat usein kemiallisilta ominaisuuksiltaan kuten myos vaikutuksiltaan
ladkekaytossa. Edelld kuvatut ominaisuudet kuitenkin pétevat yhteisesti kaikille

alkaloideille. Pilokarpiinin liséksi alkaloideja ovat esimerkiksi kokaiini, atropiini ja Kiniini.

Kuva 5. Pilokarpiini
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Alkaloidit voidaan edelleen luokitella monella eri tavalla. Useimmin ne on jaoteltu
jarjestelmiin joko kemiallisen rakenteen perusteella tai kasvisukujen mukaan. Jos kaytetaan
kemiallisen rakenteen samankaltaisuuteen perustuvaa jakoa, voidaan pilokarpiini lukea
kuulumaan imidatsolialkaloideihin. Imidatsolialkaloideissa on se erikoinen piirre, etta niita
on l8ydetty luonnosta vahan.?

Eristettyna pilokarpiini (C11H16N202) on hygroskooppinen aine ja se on ulkomuodoltaan
Oljy tai kiteinen. Se liukenee veteen, etanoliin ja kloroformiin. Pilokarpiinin sulamispiste
on 34 °C ja moolimassa 208,26 g/mol. L&akkeissa pilokarpiini on joko hydrokloridina tai

nitraattina, jotka molemmat liukenevat veteen.?’

3.2.2 Valmistus

Luonnossa eri alkaloidit, joihin pilokarpiini myds kuuluu, muodostuvat siis kasveissa,
eldimissd ja mikro-organismeissa. Vaikka alkaloidit ovat keskend&n erilaisia ja niité
esiintyy runsaasti luonnossa, voidaan niiden biosynteesid eli luonnossa muodostumista

kuvata parilla yksinkertaisella periaatteella:

1) Perusrungot ovat muodostuneet tavallisista aminohapoista ja jossain maarin erdista

muista pienistd molekyyleistd, jotka ovat biologista alkuperaa.

2) Alkaloidien rakenteiden moninaisuus johtuu siitd, ettd perusrungot reagoivat

yksinkertaisten reaktioiden avulla eteenpéin. Naita reaktioita ovat esimerkiksi:

e aldolikondensaatio

e karbinoliamiinikondensaatio
e aldehydi-amiini kondensaatio
e dehydratoituminen

e hapettuminen

e dekarboksylaatio

Pilokarpiinin biosynteesia ei tunneta tarkasti, mutta tiedetaan, ettd imidatsolialkaloidien
perusrunkona on L-histidiini. Pilokarpiinia esiintyy Pilocarpus-lajiin kuuluvien puiden ja
pensaiden lehdissa. Lajit ovat kaikki luonnonvaraisina kotoisin Etela-Amerikasta. Erityisen
runsaasti  pilokarpiinia on Amazonin alueella Brasiliassa viihtyvdn Pilocarpus
microphyllus -lajin lehdistd. Pilocarpus-lajin lehdissa on noin 1 % eri alkaloideja.

Pasalkaloidina on pilokarpiini.?®
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Pilokarpiinin totaalisynteesia on tutkimuskirjallisuuden perusteella tehty monin eri tavoin.
Tassa esitelladn 4-vaiheinen synteesi?® (kuva 6.), jonka saanto on 61 % ja jonka
sivutuotteena ei synny pilokarpiinin isomeeria, isopilokarpiinia. Synteesi aloitetaan
pelkistaméalla 3-asetyyli-2-furanoni 3-(1-hydroksietyyli)-2-furanoniksi. Claisen
toisiintumisreaktiolla saadaan kaksoissidos renkaan ulkopuolelle ja yhdisteeseen saadaan
liitettyd asetaldehydi-sivuketju, joka on vélttdmaton imidatsolirenkaan muodostumiselle.
Saatu vélituote hydrataan ja taman jalkeen sykloadditio- sekd eliminaatioreaktiolla saadaan

aikaan pilokarpiini.

etydivinydieetten
0 o H] HO™ = elohopea(Il)asetaatt
—_— - —_—
0 O [{(+)-pc,BCI], THF, 0 ~0  135°%-140 °C,24h
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CHO CHO I‘s-IE}.H:: K:{: D_::
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s R — —_—
0 10 % Pd/C, 0 p-tosydimetyyli-isosyanidi.
o piridiini bentseeni, 0 EtN,CH.C1,74d, 25 °C
latm.1h ; s
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o M
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Kuva 6. Pilokarpiinin synteesi
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3.2.3 Pilokarpiini sairauksien hoidossa

Pilokarpiini stimuloi muskariinireseptoreita ja sitd kaytetddn glaukooman hoidossa.
Glaukooma on silmanpainetauti, josta ennen on kaytetty nimitystd viherkaihi.
Hoitamattomana glaukooma vahingoittaa nakdhermoa ja saattaa johtaa sokeutumiseen.”
Pilokarpiinia kaytetadn erityisesti ahdaskulmaglaukooman hoidossa. Sairauden oireita ovat
kova Kipu silmassa, suuri silmatera sekd silmén verestys. Pilokarpiinia annetaan
silmétippoina ja paine silmassd laskee jo muutaman minuutin kuluttua tippojen
ottamisesta. Vaikutus kestéa 4-8 tuntia. Pilokarpiinia sisaltdvien silmétippojen ottamisen
jalkeen (kuva 7) silméatera ja mukauttajalinas alkavat supistua. Lisaksi pilokarpiini
laajentaa kammiokulmaa ja Schlemmin kanavia. L&&keaineen vaikutuksesta linssin

kuperuus myos kasvaa.

Schlemmin kanavat

Normaali
Kammio- m.sphincter C@
kulma / uplllae L
- ' d 4
m. cmar;:\
mioosi
Pilokarpiini T~
/ L T .
L > R

ZonOla ciliaris

Kuva 7. Pilokarpiinin vaikutukset silméssa.

Pilokarpiinia on hyoédynnetty my6s muissa laékinnéllisissa tarkoituksissa. Siséisesti
nautittuna pilokarpiini aiheuttaa syljen- ja hienerityksen lisadantymistd. Suomessa
pilokarpiinia ei ole saatavina tabletteina, mutta niita voidaan kayttaa esimerkiksi Sjogrenin
oireyhtymén hoidossa. Oireyhtyma aiheuttaa muun muassa silmien ja suun Kuivuutta,
jolloin pilokarpiini tilapdisesti lievittdd kuivuutta. Pilokarpiinia voidaan kayttaa
lievittamaan kuivuutta myos esimerkiksi silloin, jos potilas on saanut sadehoitoa kaulan ja

niskan alueelle, koska potilaalla saattaa esiintya syljenerityksen hairidtilanteita. >
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4 Pihkasalva

4.1 Pihka

Pihka on hyvin laaja kasite kasvimaailmassa. Jossain mé&arin pihkan voidaan katsoa
koostuvan aineista, jotka ovat p&dasiassa veteen liukenemattomia ja jotka kovettuvat
ollessaan riittdvan kauan tekemisissd ilman kanssa. Toisaalta t&lloin tahan kategoriaan
voidaan laskea kuuluvaksi joukko muitakin aineita kuin pihkaa, esimerkiksi kumi, 6ljyt ja
vaha. Kun kemian eri analyysimenetelmat alkoivat kehittyd, pystyttiin myos kasvikunnan
tuotteiden koostumusta selvittamdan paremmin. Ekologiset tutkimukset sek& parempi
ymmarrys kasvien anatomiasta 1900-luvulla vauhdittivat pihkaan liittyvad tutkimusta.
Talloin pihkan késite muuttui selvarajaisemmaksi eikd sen alle enda voitu luokitella koko

joukkoa erilaisia aineita.

Pihka koostuu siis rasva-liukoisista yhdisteistd, joista toiset ovat helposti haihtuvia, kun
taas toiset eivét. Kasvit erittdvat naita yhdisteitd erikoistuneissa osissaan, jotka sijaitsevat
joko kasvin sisdssa tai pinnassa. Yhdisteet ovat padasiassa sekundéarisia metaboliitteja eli
niilla ei ole timénhetkisen tiedon mukaan juurikaan perustavanlaatuista merkitysta kasvien
fysiologiassa. Pihkan yhdisteilld on kuitenkin mahdollisesti merkitystd ekologisissa
interaktioissa. Esimerkiksi kasvin pinnan mennessé rikki, alkaa erittya pihkaa, joka suojaa

kasvia infektioilta. Pihkaa esiintyy padasiassa puuvartisissa siemenkasveissa.*?

Pihka siséltdéd muun muassa isoprenoideja. Isoprenoidit ovat joukko orgaanisia yhdisteitd,
jotka muodostuvat biosynteettisesti 2-metyyli-1,3-butadieeni- eli isopreeniyksikoista (kuva
8). Erilaisten reaktioiden kautta ndista perusyksikoistda muodostuu lukuisa joukko erilaisia
yhdisteitd. Esimerkiksi monoterpeenit muodostuvat kahdesta, seskviterpeenit kolmesta ja

diterpeenit neljasta isopreeniyksikosta. >

CH5

CH
Hzcﬂ\\//f’ 2

Kuva 8. 2-metyyli-1,3-butadieeni eli isopreeni
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4.1.1 Havupuiden pihka

Havupuiden pihkan tunnusomaiset piirteet ovat seuraavat:

e haihtuvien yhdisteiden osuus suuri (20-50 %)
e monoterpeeneja enemman kuin seskviterpeenej
e molempia edelld mainittuja yhdisteryhmié esiintyy p&&asiassa hiilivetying, vain

joitain hapettuneita muotoja

Luonnon oloissa monoterpeenit haihtuvat vaihtelevalla nopeudella ja ne esimerkiksi
vastaavat hyvéntuoksuisista aromeista, joita voi lampimané paivana havaita havumetséssa
tai joulunaikaan sisétiloissa olevan kuusen lahelld. Monoterpeenit saattavat haihtuessaan
saavuttaa ilmakehéssa huomattavia pitoisuuksia, ja ne ovat yksi haitallisten VOC-paastdjen
lahde®’. Seka mono- ettd seskviterpeenit suojaavat havupuita hyonteisilta ja tauteja
aiheuttavilta pienelidiltd. Joitain yleisimpid havupuiden pihkassa olevia mono- ja

seskviterpeeneja on esitelty ohessa (kuva 9).%

Monoterpeenegja

;Y

limoneeni pineeni a-fellandreeni p-fellandreeni

Seskviterpeenegja

H
=~
i
H H
d-selineeni &—kadineeni T-muuroleeni

Kuva 9. Joitain yleisimpia mono- ja seskviterpeeneja havupuiden pihkassa
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4.3 Pihkasalva laakinnallisessa kaytossa

Pihkasalva on rekisteroity haavanhoitotuotteeksi. Apteekeissa on saatavilla pihkasalvaa
itsehoitotuotteena (Abilar®, 10 % pihkaa), mutta myos sairaaloissa ja terveyskeskuksissa
sita on kaytossa potilaiden ihohaavojen hoitoon.*®

Pihkan laakinnallinen kaytto ei ole mik&an uusi keksintd. Esimerkiksi Pohjois-Amerikassa
on valmistettu niin kutsuttua Kanadan balsamia palsamipihdan (Abies balsamea)
pihkasta.®” Pohjois-Amerikan alkuperaisasukkaat ovat kayttaneet sitd niin kaikenlaisten
iho-oireiden hoitoon kuin moniin muihinkin sairauksiin. Balsami on ollut merkittyna jopa
ld&keaineeksi U.S. Pharmacopeiassa vuosina 1820-1916. Myds Pohjois-Suomessa on
kansanparannuksessa ollut laajalti kaytossa pihkasalva haavojen hoidossa®®. Suomalaiset
tutkijat ovat kiinnostuneita nykyaankin pihkasta ja sen ominaisuuksista, sill& pihkasalvalla

on havaittu olevan antibakteerisia ominaisuuksia®*°.

Perinteisesti pihkavoidetta on valmistettu usean eri vaiheen kautta. Pihkaa ker&téan
metsakuusista (Picea Abies, kuva 10) leikkaamalla veitselld puun runkoa, jolloin alkaa
erittyd pihkaa. Kun pihkaa on Kkerétty riittdvasti, se erotellaan mekaanisesti kaikista
epépuhtauksista, kuten kaarnan palasista. Sen jélkeen pihkaa keitetddn suolattoman voin
kanssa noin +100 °C. Sopivan seossuhteen aikaansaamiseksi, pihkan ja voin massojen
suhde on 1:3. Kun seoksen komponentit ovat sulaneet nesteeksi ja sekoittuneet toisiinsa,

seos jadhdytetaan ja se on valmis kaytettavaksi.®**°
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Kuva 10. Metsakuusi eli kuusi

Pihkasalvaa on tdhdn mennessd testattu l&hinnd in vitro -kokein. Toisaalta
kansanparantajien ja muiden maallikoiden keskuudessa pihkasalvaa kaytetdan jatkuvasti.
In vitro -kokeissa pihkasalvalla on havaittu olevan antibakteerisia vaikutuksia tiettyihin
bakteereihin. Pihkasalva hidastaa grampositiivisten bakteerien kasvua. Grampositiiviset
bakteerit aiheuttavat ihotulehduksia ja néitd bakteereja ovat esimerkiksi Staphylococcus
aureus (MRSA) sekd Enterococcus faecalis (VRE). Pihkasalvan ei ole testeissa havaittu
vaikuttavan gramnegatiivisiin bakteereihin, tosin poikkeuksena on Proteus vulgaris, jonka
kasvua pihkasalva hidastaa. Pihkasalvan on todettu siis olevan ennemminkin
bakteriostaattinen eli bakteerien kasvua hidastava kuin bakterisidinen eli bakteereja

tappava.®
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Pihkavoiteen tehoa on testattu ihmisilla esimerkiksi paine- eli makuuhaavojen hoidossa.
Pienelld ihmisryhméll& testattuna pihkavoiteen kayttajilla haavat parantuivat suuremmissa
madrin kuin verrokkiryhmaéllg, jolle kdytettiin jotain muuta haavojen hoidossa kaytettya
menetelmaa®. In vitro —kokeissa on havaittu myds pihkasalvan hidastavan kynsisienta
aiheuttavien bakteerien toimintaa. Pihkavoiteen tulee talloin kuitenkin siséltdd vahintaan
30-40% pihkaa, jotta teho on merkittava®*'.

Pihkavoiteen vaikutusmekanismia ei ole vield taysin pystytty selvittdmé&an. On olemassa
tutkimuksia, joissa muun muassa erdiden terpeenien on havaittu tuhoavan hiivasolujen
mitokondrioita*’. Suomalaiset tutkijat lisaksi olettavat, ettd pihkan hartsihappoihin kuuluva
abieteenihappo (kuva 11.) voi olla yksi ratkaisu pihkasalvan mekanismin selvittdmiseen.
Tutkijat ovat saaneet alustavissa tutkimuksissa selville, ettd pelkéstdén abieteenihapolla on
hyvin samankaltaisia antibakteerisia ominaisuuksia kuin itse pihkavoiteella. Lisaksi
mielenkiintoinen seikka on se, ettd pihkavoiteessa vahdisind pitoisuuksina esiintyvilla
vesiliukoisilla ainesosilla on my6s antibakteerisia vaikutuksia. On kuitenkin muistettava,
ettd aiheen suhteen tarvitaan vield paljon tutkimusta, ennekuin voidaan varmistua

pihkavoiteen vaikuttavista ainesosista. >

HiC CHs

Kuva 11. Abieteenihappo
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5 Yhteenveto

Ihminen on aikoinaan elanyt hyvin laheisessa yhteydessa luontoon, ja sen antimia on
pyritty hyddyntdmain niin ravintona kuin ladkinnéllisissd tarkoituksissa. Vaikka
esimerkiksi kasvien ladkinnallisestd kaytOstd saatavat hyodyt ovat olleet useimmissa
tapauksissa kyseenalaisia, ei uudemman ajan tutkijoilla ole ollut varaa jattadé tutkimatta
vanhoja ladkekasveja. Kemian eri tekniikoiden kehittyessd on ollut mahdollista 16ytaa
rohdoksista vaikuttavat aineet, jolloin nykyaikainen laékkeiden kehitys on saanut syntynsa.
Suoraan luonnosta on saatu paljon ladkeaineita, joita on kdytetty viime pdiviin saakka tai
jopa edelleen. Téllaisista l&d&keaineista esimerkkeind kéyvat malariakuumeen hoidossa
kaytetty kiniini seka kovaa kipua lievittava morfiini.

Tassa tutkielmassa on tarkasteltu klorokiinia ja pilokarpiinia, jotka ovat laékeaineita, seké
pihkaa, josta tehtyd voidetta kaytetaan ladkinnallisesti. Nama kolme ainetta kuvaavat hyvin
sitd, miten edelleen luonto on joko suoraan tai valillisesti mukana la&kinnéssa. Klorokiini
on taysin synteettinen ladkeaine, mutta sen juuret ovat luonnossa. Aiemmin mainittu
Kiniini ei ollut riittdva ladkeaine malarian hoitoon, joten sen pohjalta kehitettiin

tehokkaampia analogeja, joista klorokiini oli erityisen merkityksellinen.

Luonnonaine Kiniini on siis ollut inspiraation ldhteend uudelle ja tehokkaalle ladkeaineelle,
josta tuli paaasiallinen malarian hoitokeino pitkéksi aikaa. Nyt, kun malarialoinen on
kehittdnyt resistenttejg loiskantoja klorokiinille, niin siitd onkin tullut uuden
laéketutkimuksen lahtokohta. Seuraavaksi pyritddn kehittdmaéan klorokiinin analogeja,
jotka olisivat yhta tehokkaita kuin alkuperainen ladkeaine**. Klorokiinin tarina kuvaa hyvin
tieteen eteenpdin pyrkivaa luonnetta: luonnosta on saatu lahtokohta prosessille ja sen péalle

rakennetaan uutta ja parempaa jatkuvasti.

Pilokarpiini on suoraan luonnosta saatava alkaloidi, joten sen yhteys luontoon on varsin
selked. Pilokarpiinin I6ytamisesté ja eristamisestd on kulunut jo aikaa, mutta se on edelleen

taysin pateva ladkeaine silmanpainetaudin hoidossa.

Vaikka ladkeaineiden tutkimus on parin sadan vuoden ajan ollut vilkasta, ei kaikkea ole
silti vielakaan loydetty. Suomalaisen pihkavoiteen tutkimus on selvd osoitus siitd, etta
luonnolla on vield paljon tarjottavaa ihmisen hyvinvoinnille. Talla hetkelld tutkijat eivat
tiedd, milla aineilla pihkassa on antibakteerisia ominaisuuksia. Koska tutkimusty6 on yha
meneilldan, niin kenties tulevaisuudessa pihkasta voidaan eristaa jokin tietty yhdiste, jota

voidaan yksistaan kayttaa ladkeaineena esimerkiksi erilaisiin ihovaivoihin.
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