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Tiivistelma

Tamé tutkielma on jaettu kahteen osaan, joista ensimméisessd kirjallisessa osassa
tarkastellaan kemiallista reaktiota, joka tunnetaan Passerini-reaktiona. Tutkielmassa kdydédén
lapi reaktion komponenttien, eli isonitriilin, karbonyylin ja Brensted-Lowry- tai Lewis-
happokomponentin vaihtelumahdollisuuksia, sekd erilaisia katalyyttisid ja enantio- ja
diastereoselektiivisid variantteja. Lisdksi pohditaan Passerini-reaktion ja sen muunnelmien
mekanismeja, toteutuksia ja liuottimen vaikutusta. Erityistd huomiota kiinnitetdin
katalysoituihin versioihin ja niiden kehitysmahdollisuuksiin. Kirjallisuuskatsauksessa
tarkastellaan my6s luonnonainesynteesejd, joissa katalysoituja Passerini-reaktioita on

hyodynnetty.

Tutkielman toinen osio koostuu laboratoriossa tehdyn kokeellisen osuuden raportoinnista.
Kokeellisen osuuden ensisijainen tarkoitus oli toteuttaa totaalisynteesit luonnonaineisiin
nostosiini A ja nostosiini B, kdyttden apuna uuden kiraalisen hiilen muodostavaa Passerini-
reaktiota. Kyseisid suunnitelmia ja toteutuksia on osittain tehty Saara Riuttamien
opinndytetydssd, joka toimii oman tutkimukseni ldahtokohtana. Synteesipolut suunniteltiin
siten, ettd viimeisten vaiheiden tulosten annettiin ratkaista saadaanko tuotteeksi joko
nostosiini A tai nostosiini B. Toissijainen tarkoitus tydssd oli kehittdd stereoselektiivinen
variantti Passerini-reaktioon. Kirjallisuuskatsauksen perusteella kehitettiin uusia boorihaposta
johdettuja kiraalisia borinihappoja stereoselektiiviseen Passerini-reaktioon. Nédiden Lewis-
happojen synteesit jdtettiin kuitenkin kehitysasteille, silli varmuutta niiden synteesien
onnistumisista ei saatu. Totaalisynteesipolun viimeisid vaiheita nostosiini B:hen ei ehditty
saattaa loppuun kokonaisuudessaan, mutta reaktiosarjan viimeisessd vaiheessa saatiin
kuitenkin epdpuhdasta nostosiini B:td tuotteena. Nostosiini A:n synteesi jdi

suunnitteluasteelle.
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KIRJALLINEN OSA



1. Johdanto

Luonnonaineiksi voidaan luokitella mikd tahansa kemiallinen aine tai yhdistelmd aineita,
jotka ovat muodostuneet jonkin eldvén organismin kautta. Téllainen organismi, kuten puu tai
levd, muodostaa kyseisid tuotteita biosynteesien eli metaboliittien myotd. Luokittelultaan
metaboliitit voidaan madrittdd primdirisiksi eli suoraan elion kasvuun, kehitykseen tai
lisddantymiseen liittyviksi, tai sekundéérisiksi, jotka eivdt suoranaisesti vaikuta ndihin edelld
listattuihin. Luonnontuotteisiin kohdistuva orgaaninen rakenne- ja synteesikemia tutkii, tekee
ja kehittdd luonnontuotteita laboratorio-olosuhteissa. Jokin luonnontuote on usein mahdollista
syntetisoida tiysin kdyttden laboratorio-oloja ja -reagensseja, jolloin saatua luonnontuotetta
kutsutaan tdyssynteettiseksi. Sen sijaan yhdisteitd, jotka ovat syntetisoitu muokaten jotain

valmista luonnosta eristettyi tuotetta, kutsutaan semisynteettiseksi. !

Luonnontuotteet ovat tirkeitd ihmiskunnalle. Esimerkiksi paperin raaka-aineena kiytetdin
puussa muodostuvaa selluloosaa ja antibioottina bioaktiivista penisilliinid. Luonnonaineiden
syntetisointi laboratoriossa on olennaista, silld usein metaboliittien méiérd on pieni ja ne ovat
tyolditd erotella. Laboratoriossa tehty totaalisynteesi luonnontuotteeseen mahdollistaa

synteesien toteutuksen suuremmalla skaalalla.

Kemiallisten reaktioiden avulla voidaan yksityiskohtaisesti muokata molekyylin kemiallista
rakennetta. Funktionaalisia ryhmid voidaan esimerkiksi hapettaa, pelkistdd, kytked,
substituoida, eliminoida ja toisiinnuttaa.’ Lineaarinen synteesi on suora reaktiosarja, jossa
jokaista alku- ja lopputuotteen vilistd vélivaihetta edustaa jokin reaktio. Konvergentti synteesi
on samankaltainen, mutta siind kaksi tai useampia fragmentteja liitetddn toisiinsa
reaktiosarjan eri vaiheissa, jolloin synteesiketju koostuu useista haaroista.>* Seuraavissa
kappaleissa tarkastellaan yhden kemiallisen reaktion kdyttdd luonnonainesynteesissd. Reaktio

tunnetaan sen 10ytéjan, Mario Passerinin, mukaan nimettyni Passerini-reaktiona.

Hydrastiinit (1-4) ovat alkaloideja, joita on eristetty kasvilajeista, kuten Hydrastis canadensis’
ja Corydalis stricta®. Niille ominaista on farmakologinen vaikutus, joten kasvin uutetta on
kiytetty esimerkiksi ummetuksen hoidossa.’ Hydrastiineissa on kaksi stereogeenisti keskusta,
hiilet 1 ja 9 (kaavio 1). Tutkimuksissa on havaittu, ettd ndiden stereokemialla on vaikutusta

farmakologisiin ominaisuuksiin.®



1 (+)-a-hydrastiini (1S, 9S)
2 (-)-B-hydrastiini (1R, 9R)
3 (+)-a-hydrastiini (1R, 9S)
4 (-)-p-hydrastiini (1S, 9R)

Kaavio 1. Hydrastiinit (1-4) ovat alkaloideja.’

Falckin tiimi on toteuttanut hydrastiinien totaalisynteesit. Synteesit olivat lyhyitd ja osittain

konvergentteja. Niissd hyodynnettiin intramolekulaarista klassista Passerini-reaktiota (kaavio

2). Kyseinen reaktio tuotti raseemista tuotetta (tuote 9).’

14

_Pelkistava aminointi

H ’ -
. Passerini-reaktio
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Kaavio 2. Retrosynteettinen analyysi hydrastiinien totaalisynteesisti.’

Vaikka Passerini-reaktio on kdytidnnollinen multikomponenttireaktio, sen kehitys on jaényt

jilkeen modernin synteettisen orgaanisen kemian kehityksestd.® Reaktiossa huomattavia



kehitysmahdollisuuksia  ovat  katalyyttisten = komponenttien  hyddyntdminen  sekd
stereoselektiiviset variaatiot. Passerini-reaktion kehittdminen ei ole helppoa, silld jokaisen
yksittdisen komponentin kemiallista ympéristod on mahdollista muuntaa ja siksi mahdollisten

kombinaatioiden maira on korkea.

Seuraavassa luvussa tarkastellaan Passerini-reaktiota. Tarkastelussa on ensin kyseisen
reaktion komponentit, isonitriili, karbonyyli ja Brensted-Lowry- tai Lewis-happo. Niiden
komponenttien kemiallisia ominaisuuksia sekd synteesimenetelmid tutkitaan. Lisdksi
tarkastellaan livottimen vaikutusta Passerini-reaktioon sekd komponenttien rakenne-
aktiivisuussuhteita, eli komponentin rakenteen muutamisen vaikutusta Passerini-reaktion
kulkuun. Huomiota tarkastelussa kiinnitetddn katalysoituihin variaatioihin, kuten myds niilla
tehtyihin stereoselektiivisiin reaktioihin. Kirjallisen osan viimeisessd luvussa tarkastellaan
luonnonaineiden synteesejd, joissa on hyddynnetty katalysoituja Passerini-reaktioita. Tadssd
tutkielmassa nimitystd Passerini-reaktio kéytetdin niin klassisesta Passerini-reaktiosta kuin

sen komponenttien kemiallisen ympériston muunteluilla aikaansaaduista Passerini-reaktioista.

2. Passerini-reaktio

2.1 Mekanismi

Passerini-reaktio keksittiin 1900-luvun alkupuolella, kun Mario Passerini tutki isonitriilien
reaktiivisuutta. Talloin hdn huomasi, ettd isonitriilit, karbonyylit sekd karboksyylihapot

reagoivat keskenin, jolloin muodostui a-asyloksiamidi.”!°

Klassisen Passerini-reaktion mekanismin edellytyksend pidetddn karbonyylin (10)
protonoitumista karboksyylihapolla, jolloin muodostuu reaktiivinen oksokarbeniumioni (11).
Talloin isonitriili (12) hyokkdd ja muodostuu vélivaiheiden kautta imidoyyliesteri (14).

Asyyliryhmin toisiintumisreaktion jilkeen muodostuu a-asyloksiamidi (15) (kaavio 3).°
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Kaavio 3. Yleisesti hyviksytty Passerini-reaktion ioninen mekanismi.’

Klassisen Passerini-reaktion mekanismia on tarkasteltu tarkemmin laskennallisilla
menetelmillda  (DFT, (M06-2X/6-31+G(d,p)) ja (mPW2PLYP-D/6-311++G(d,p)).
Tutkimuksen tulokseksi saatiin Passerini-reaktiolle ioninen, tarkennettu mekanismi (kaavio
4). Mekanismille on olennaista kahden karboksyylihapon sitoutuminen aldehydiin 16 heti
reaktiosarjan alussa. Lisdksi havaittiin, ettd asyyliryhmén toisiintumisreaktio (Mumm-
toisiintuminen)  vaatii my0s  toisen  karboksyylihappomolekyylin  osallistumista

katalyyttisesti.!!
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Kaavio 4. DFT-laskelmien avulla saatu hypoteesi Passerini-reaktion mekanismille.!!

Vilivaiheessa 21 tapahtuu toisiintumisreaktio, jossa asyyliryhmi toisiintuu asyyli-imidaatista
kvarternddrisen hiilivdlivaitheen 22 kautta muodostaen a-asyloksiamidin 23. Mumm-
toisiintumisen havaittiin vaativan katalyytin. Kéaytetty liuotin, metanoli voi myds toimia
katalyyttind, mutta sen reagoiminen verrattuna katalyyttiseen karboksyylihappoon oli

hitaampaa.!!

Passerini-reaktiossa vilivaiheeksi muodostuvat nitriliumkationit ovat reaktiivisia. Se on
ndhtivissi nitriliumkationin kyvysta reagoida intramolekulaarisesti, kun
isonitriilikomponentissa on substituenttina nukleofiilinen yksikkd. Kun isonitriilin a-hiilen
sivuketju on karboksylaattiesteri tai -amidi, on havaittu, ettd muodostuu syklisoitunut tuote.
Esterisivuketjun tapauksessa on huomattu muodostuvan 5-alkyylioksioksatsoliyhdiste (25)
(kaavio 5, polku A).'”? Amidisivuketjun on raportoitu syklisoituvan 5-amino-

oksatsoliyhdisteeksi (27) (kaavio 5, polku B).!3!4
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Kaavio 5. Karboksylaattiesteri ja -amidi sisaltavét nukleofiilisen karbonyylin.

Yksi selitys kyseiselle syklisoitumisreaktiolle ovat Baldwinin-sddnndt, jotka perustuvat
suosiollisiin liikeratoihin reaktanttien valilli. Baldwinin-sddnndistd ndhddén, ettd kaavion 5
polkujen A ja B kaltainen 5-endo-dig —reaktio on suosiollinen, kun taas vastaavasti 5-endo-

trig —reaktio on epésuosiollinen.”” Xia et. al.'?

ovat raportoineet, ettd kaavion 5 polun A
reaktiopolku (joka toteutettiin kéyttden Lewis-hapoista Zn(OTf), ja trimetyylisilyylikloridi
(TMSCI) muodostettua kombinaatiota) tapahtui kohtalaisella saannolla, kun reaktioseoksessa
oli mukana N-etyylimorfoliinia eméksend. Ilman liséttyd eméstd, muodostui syklisoitunutta

oksatsoliyhdistettd vain heikolla saannolla.

2.2 Passerini-reaktion lihtoaineet

2.2.1 Isonitriilikomponentti

Isonitriilien kemiallinen rakenne voidaan esittdd Lewis-kaavalla joko kahtaisionisena

rakenteena, jossa on muodollinen kolmoissidos, tai varauksettomana kaksoissidosrakenteena

(kaavio 6).!68
28 29
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Kaavio 6. Isonitriilin kaksi resonanssirakennetta.

Isonitriilit ovat herkkid hajoamiselle happamissa olosuhteissa. Emédsolosuhteissa ne ovat
suhteellisen stabiileja, mutta ne reagoivat vahvojen eméksien, kuten organometallin n-BuLi

kanssa. Mikali isonitriilin a-hiilessd on elektroneja puoleensa vetdvd ryhmad, kuten



karboksylaattiesteri, happamoittaa se a-hiilessd kiinni olevan protonin. Silloin heikkokin

emds, kuten trietyyliamiini (TEA), kykenee rasemisoimaan téllaisen kiraalisen isonitriilin

(kaavio 7).'6®
30 31 32

TEA (1,0 ekviv.) ©\

DCM . >

,K] O\ rt, 22 min ,[:] O\ /’\Ji/-\ffo\
C// C// —C//
O (0] (0]
er1:1

Kaavio 7. Isonitriilin a-hiilessi on hapan protoni.'®®

Isonitriilien synteesin ldhtdaineena on usein primdirinen amiini, josta tehdddn ensin vastaava
formamidi, mink4 jélkeen formamidiryhméd dehydroidaan isonitriiliksi. Yksi kirjallisuudessa
tunnettu menetelmd formamidien synteesiin priméérisistd amiineista hyodyntdd seka-
anhydridimenetelméd (kaavio 8, mekanismi A). Dehydraatioreaktiossa on hyddynnetty
fosgeenin (38) esiastetta trifosgeenia (37) (kaavio 8, mekanismit B ja C). Reaktioseoksen pH
pidetddn neutraalina, silli hapan liuos hajottaa sekd kiraalisten yhdisteiden tapauksessa

rasemisoi herkasti isonitriilit.!6-!”
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Kaavio 8. Mekanismipolku primédrisestd amiinista isonitriiliin.
2.2.2 Karbonyylijohdannainen komponenttina

Passerini-reaktiossa kdytetyt karbonyylit ovat usein aldehydejd tai ketoneja. Aldehydeja
kaytetddn tavallisimmin, silld niiden reaktiivisuus on suurempi verrattuja ketoneihin. Tama
reaktiivisuusero johtuu usein karbonyylin ympiriston steerisestd esteestd. Mikéli karbonyyli
on steerisesti ahdas, niin Passerini-reaktiossa kéytetyt kookkaat molekyylit hankaloittavat
reaktiota entisestdin.!® Nykyisen tutkimustiedon valossa af-tyydyttymittdmit ketonit eivit
reagoi Passerini-reaktiossa, mutta vastaavat aldehydit reagoivat.!®?° Karbonyylijohdannaisen
aktivoimiseen isonitriilin hyokkéystd varten kdytetddn usein vahvaa Lewis-happoa, kuten

booritrifluoridia (BF3) 2!

2.2.3 Happokomponentti

Klassinen Passerini-reaktio toteutetaan kayttden happokomponenttina karboksyylihappoa.
Karboksyylihapon hydroksyyliryhméa luovuttaa helposti protonin, joten se tunnetaan myos

Bronsted-Lowry-happona. On havaittu, ettd happokomponentin Brensted-Lowry-happamuus
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vaikuttaa Passerini-reaktion kulkuun. Esimerkiksi karboksyylihappoa kéytettdessd reaktion
saannot ovat hyvid, mutta kun karboksyylihapon kemiallinen rakenne muutetaan
tiokarboksyylihapoksi, reaktion saannot huononevat. Yksi selitys télle on, ettd hapen ja rikin
vilinen elektronegatiivisuusero aiheuttaa Bronsted-Lowry-happamuudelle muutoksen ja titen
karbonyylin aktivoituminen on erilaista. Usein Passerini-reaktioon on lisdtty vahvoja Lewis-
tai Brensted-Lowry-happoja, mikéli riittdvdd karbonyylin aktivoitumista ei ole saavutettu.
Tallaisilla apuna olevilla aktivoijilla on lisdksi usein heikosti nukleofiilinen vastinemés, kuten

kloridianioni.'®?

2.3 Liuottimen merkitys

Klassisessa Passerini-reaktiossa kéytetty liuotin on usein aproottinen. Téllaiset liuottimet eivét
kykene muodostamaan vetysidoksia, joten vetysidokset muodostuvat pelkéstdin reaktion
komponenttien ja tuotteiden vélilld. Aproottisen liuottimen, kuten dikloorimetaanin, kéyton
on havaittu parantavan karboksyylihapon ja aldehydin vuorovaikutusta siten, ettd aldehydin
elektrofiilisyys on parempi verrattuna tilanteeseen, jossa liuottimena kiytetdfin proottista
metanolia. Kyseiset tulokset havaittiin laskennallisilla menetelmilld (ks. kappale 2.1). Kun
metanolia on kiytetty liuottimena, on havaittu, ettd vilivaihe nitriliumkationi (20) (kaavio 4)
on stabiloitunut metanolin muodostamilla vetysidoksilla. Télldin Passerini-reaktion

eteneminen on hidastunut.'!

Klassisen Passerini-reaktion komponenttien konsentraatiolla on havaittu olevan vaikutusta

1.22 ovat tutkineet, etti liuottimena olleen

reaktion nopeuteen ja saantoon. Koszelewski et. a
dikloorimetaanin vdhennys puoleen kaksinkertaisti saannon, reaktion l&htdaineiden
ainemédrien ollessa vakioita (aldehydi 1,0 ekviv., isonitriili 1,1 ekviv., karboksyylihappo 1,1
ekviv.). Ilmi6td tutkittiin lisdd siten, ettd ldhtdaineiden konsentraatiota nostettiin, jolloin
havaittiin my0s saannon nousevan. Saannon ja konsentraation vililld havaittiin olevan
lineaarinen korrelaatio, jossa 3 M ldhtdaineiden konsentraatiolla saatiin maksimi saanto (noin
65 %). Témin johdosta kokeiltiin ilman liuotinta tehtyé reaktiota huoneenldmmdossé, jolloin

saanto kohosi 86 prosenttiin. Bousquet et. al.?

ovat havainneet, ettd ilman liuotinta ja
lammityksen avulla tehty reaktio muodosti korkealla saannolla Passerini-tuotetta.
Oljyhauteessa 80 °C:ssa suoritettu reaktio (aldehydi 1,1 ekviv., isonitriili 1,0 ekviv.,
karboksyylihappo 1,1 ekviv.) muodosti 10 minuutissa 70 % saannolla tavoitetuotetta ('H
NMR-analyysi reaktioseoksesta osoitti 88 % konversion). Limmon kohottaminen lukemaan
180 °C ja reaktioajan vdhennys kahteen minuuttiin muodosti 88 % saannolla tavoitetuotteen

("H NMR-analyysi reaktioseoksesta osoitti 100 % konversion ja isonitriilin ainemiéri oli 0,50
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mmol). Tatd korkeammat lampétilat tuottivat kuitenkin heikomman saannon, mikd johtui
luultavasti tuotteiden hajoamisesta. Lammityksen muotona on kéytetty lisdksi mikroaaltoja,

joilla Barreto et. al.**

ovat tutkineet ldmpotilan vaikutusta Passerini-reaktioon. He havaitsivat,
ettd lampdatilassa 120 °C ja noin minuutin reaktioajassa suoritettu reaktio antoi erinomaisia
saantoja. Lé&htdaineiden maddrdt olivat pienet (0,20 mmol) ja reaktiossa kéytettiin

ekvivalentteja ainemé&éria.

1.7 ovat tutkineet, ettd

Myos vettd on tutkittu Passerini-reaktion liuottimena. Pirrung et. a
dikloorimetaanin ollessa liuotin, oli reaktion saanto 18 tunnin reaktioajalla huoneenlimmossa
45 %. Kun dikloorimetaani korvattiin vedelld, oli reaktio huomattavasti nopeampi. Tall6in 3,5
tunnin reaktioajalla huoneenlimmdossé saatiin 95 % saanto. Kun veden ionivahvuutta lisattiin
liuottamalla sithen litiumkloridia 2,5 M konsentraatioon, oli reaktio valmis jo 0,3 tunnin
kuluessa, saannon pysyessd 95 %:ssa. Kun reaktio tehtiin glukoosin 1 M vesiliuoksella, oli
reaktio valmis 0,8 tunnissa ja saanto oli sama 95 %, mikd tukee johtopditdstd, ettd
reaktioympdriston poolisuus nopeuttaa reaktiota. Klassisen Passerini-reaktion komponentit
ovat usein hydrofobisia. Paprocki er. al.? ovat havainneet, ettii reagenssien sekoitusta faasien
vililld auttavien pinta-aktiivisten, eli emulsiota lisddvien aineiden kdyttd, nostaa vedessi
suoritetun Passerini-reaktion saantoa. Lédhtoaineiden ollessa ekvivalenteilla aineméérilld ja
liuottimen ollessa vesi-fosfaattipuskurilla, muodostui 33 %:1la saannolla Passerini-tuotetta.
Reaktio toistettiin uudelleen, mutta tdlld kertaa mukana oli my0s pinta-aktiivinen reagenssi,

jolloin saanto kohosi 58 %:n.

2.4 Bronsted-Lowry-happo Passerini-reaktiossa

Passerini-reaktion karboksyylihappokomponentti on mahdollista korvata mineraalihapolla,
kuten suolahapolla. Mineraalihappojen happamuus vaikeuttaa kuitenkin Passerini-reaktion
toteuttamista, silld isonitriilit ovat herkkid hajoamaan sellaisessa ympéristossid. Hagedorn et.
al?’ ovat tutkineet Passerini-reaktiota, jossa liuottimena kiytettiin  vettdi ja
happokomponenttina suolahappoa. Vesimolekyyli toimi nukleofiilind nitriliumkationille,
)16

jolloin tuotteeksi muodostui a-hydroksiamidi (46) (kaavio 9

42 43 44 45 46

- MO o ¢ HO HO
o +.C _HCI . Cl H,0 HN%
)J\ + N g /‘\§N+ —~————— \ /\\W

71 %

Kaavio 9. Suolahapolla toteutettu Passerini-reaktio.?’
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Mineraalihapon, kuten rikkihapon, asemasta voidaan kdyttdd analogisia sulfiinihappoja. Ne
sisdltivit myds happaman hydroksyyliryhméin, mutta ovat huomattavasti vihemmaéin

happamampia verrattuna vastaavaan substituoituun sulfonihappoon. Soeta ef. al.8

ovat
tutkineet substituoituja sulfiinihappoja Passerini-reaktion happokomponentteina (kaavio 10).
Mekanismeiksi on hypotetisoitu kaavion 3 analogista klassisen Passerini-reaktion
mekanismia. Proottisen liuottimen tdrkeys havaittiin, kun reaktion liuottimen vaihto

metanoliksi johti heikkoon saantoon vain hydrolyysituotetta a-hydroksiamidia (51).

a7 a8 50 o
_ 49
(1.0 ekviv.) (2,0 ekviv.) (5 g ekviv.) o
o 0 S.
| I 4-tol” " "0 H OH y
+.C 4tol” TOH N N~ toet
. N? t-Oct
t-Oct DCM, rt, 24 h O ©

Kaavio 10. Sulfiinihapolla toteutettu Passerini-reaktio.?®

Samaiset tutkijat, jotka tutkivat sulfiinihappojen toimintaa, ovat tutkineet myds niiden
fosfiinihappoanalogeja. Reaktion toteutus oli lahes identtinen, mutta 1dhtaineiden ainemairét
olivat erilaiset. Passerini-tuotteeksi muodostui fosfinaattiesteri (54). Kun liuottimena
kéytettiin metanolia, muuttui reaktion lopputulos huomattavasti. Talloin tuotteeksi saatiin

ainoastaan a-hydroksiamidia (55) kohtalaisella saannolla.?

47 52 54 55
53
(1,0 ekviv.) (1,0 ekviv.) (1,0 ekvnv) o
OH
0 - Ph/H\O ¥
2 Ph/H\OH \©\
. +
(e} ~
DCM t \©\ 0
~o r
80 % 10 %

Kaavio 11. Fosfiinihapolla suoritettu Passerini-reaktio.”

Karboksyylihapot ovat usein heikkoja happoja, mutta jos niissdé on elektroneja
puoleensavetdvid ryhmid substituentteina, ne voivat olla myds vahvoja happoja. Yksi tdllainen
vahva happo on trifluorietikkahappo (59), jonka toimintaa yhdessd emésparin, pyridiinin (58)
kanssa, on tutkittu Passerini-reaktiossa. Tutkimuksessa ldhtOaineet eivit rajautuneet vain

rakenteeltaan yksinkertaisiin molekyyleihin, vaan mukana oli myds kiraalisia -
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isosyanoasetaattiestereitd ja kiraalisia aldehydejd. Kiraalinen ominaisuus oli aldehydeilld ja
isonitriileilld o-hiilessd. Kaavion 5 ja polun A kaltaista esterisivuketjun syklisoitumista 5-
alkyylioksioksatsoliyhdisteeksi ei havaittu. Kiraalisten isonitriilien tapauksessa (kaavio 12,
yhdiste 57) a-hiili ei rasemisoitunut. Tutkimuksessa havaittiin, ettd vihemmaén reaktiivisten

aldehydien tai isonitriilien tapauksessa reaktioseoksen konsentraation nostaminen paransi

saantoa.>’
56 57 60
(1,0 ekviv.) (1,2-1,5 ekviv.) 58 Pyridiini (4,0 ekviv.) _ o —
59 TFA (2,0 ekviv.) cF L
DCM \{)ko
(1)0°C, (2) rt ©\ r
= + —_—
z + O\
CbZ\N/w —N Bn (3) Sat. NaHCO;, cba z //;\'l O\Bn
OH

OH (0] 0] o
62 F
65 % F
dr1,5:1 L F |
61

Kaavio 12. TFA ja pyridiini Passerini-komponentteina.

Kaavion 12 mukaisesti trifluorietikkahappo (59) aktivoi karbonyylin ja aiheuttaa vélivaiheen
nitriliumkationin (60) muodostumisen. Tdmédn muodostuttua on mahdollista, ettd heikosti
nukleofiilisesta trifluorietikkahaposta muodostunut anioni (trifluoriasetaatti) toimii
nukleofiiling, jolloin muodostuisi imidoyyliesteri ja siten toisiintumisreaktion kautta -
asyloksiamidi (61) (kaavio 12). Uuttovaiheessa kéytetty emdésliuos, NaHCOzs-vesiliuos,

lopulta hydrolysoisi trifluoriasetaattiesterin (61) ja muodostuisi lopputuote a-hydroksiamidi
(62).%°

On mahdollista, ettd heikosti nukleofiilinen trifluorietikkahappo ei  muodosta
imidoyyliesterisidosta ja titen lainkaan a-asyloksiamidia. Pyridiinié siséltdva puskuroitu liuos
voi toimia stabiloivana tekijand nitriliumkationille, jolloin mahdollisesti pyridiini toimii
nukleofiilind (vélivaiheet 63 ja 64) (kaavio 13). Vesihydrolyysin jdlkeen muodostuu o-
hydroksiamidi (62).'6
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63 64 62
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Kaavio 13. Hypoteesi mekanismille, pyridiinin toimiessa nukleofiilin. '

Fenolit ovat heikkoja Brensted-Lowry-happoja, joiden happamuutta voidaan muunnella
aryyliryhmén substituenteilla. Aryyliryhmédn substituentin ollessa elektroneja puoleensa
vetdvd ryhmd, kuten nitroryhmi, happamoituu fenoli. Vastaavasti elektroneja luovuttavat
ryhmit, kuten alkyylisubstituentit aryylirenkaassa, véhentdvédt fenolin happamuutta.
Elektronegatiivisen — ympériston  sisdltdvit fenolit osallistuvat  Passerini-reaktioon
happokomponentteina. El Kaim et. al’' ovat tehneet tutkimuksen, jonka kohteena olivat
substituoidut o-nitrofenolit, jotka reagoidessaan muodostivat o-nitrofenoliyhdisteen (68)
(kaavio 14, osio A). Kyseisen tutkimuksen yhdisteisiin siséltyi lisdksi heteroaromaattisia
fenoleita, joiden havaittiin toimivan vastaavalla toteutuksella (kaavio 14, osio B). Tutkijat
paittelivat, ettd kyseiset fenoliyhdisteet ovat riittdvin happamia (esimerkiksi o-nitrofenolin
pKa = 7.2), jotta karbonyylin aktivoituminen isonitriilin hydkkdykselle saavutetaan. Dai et.

al*? ovat liséiksi havainneet o-nitrofenolien toiminnan happokomponentteina.

65 66 67 68
(1,0 ekviv.) (1,0 ekviv.) (1,0 ekviv.)
' QoL
A N~ MeOH N ©
\) OH ——— H
40 °C
3d
NO, =
72 %
69 70
(1,0 ekviv.) (1,0 ekviv.) (1,0 ekviv.)
: LS
NG OH o
o N~ A MeOH N X
B l . . \(\( _ MeOH H)J\( W
X = X
60 %

Kaavio 14. Substituoiduilla fenoleilla suoritettu Passerini-reaktio.>’
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N-hydroksi-imidit ovat kemialliselta rakenteeltaan hydroksyyliamiineja, joiden typpiatomiin
on sidoksissa kaksi asyyliryhméd. Asyyliryhmé on elektroneja puoleensa vetidva ryhmaé, joten
N-hydroksi-imidissd substituenttina oleva hydroksyyliryhmd on Brensted-Lowry-teorian
mukaan hapan. Tiéllaisten useiden N-hydroksiasyloitujen yhdisteiden osallistuvuutta

Passerini-reaktioon on tutkittu Changdude et. al.*?

raportissa. Tutkimuksen lédhtdaineena
kéytettiin esimerkiksi raseemista isonitriilid 71, jonka a-hiili sisélsi karboksylaattiesterin.
Syklisoituneen oksatsoliyhdisteen muodostumista ei havaittu. Reaktiossa muodostuu -

aminoksiamidi (73) tavoitetuotteena (kaavio 15).

47 71 72 73
(1,0 ekviv.) (1,0 ekviv.) (1,5 ekviv.) 0]
(0]

I N.

THF oy

+ _ /F\—l O\ + 0] —_— (@] N

c~ N Ultradanihajoitus
o 0 OH rt 0 0" o~
71 %

Kaavio 15. Esimerkkireaktio N-hydroksi-imidilld tehdysti Passerini-reaktiosta.*?

Edelld  mainitussa  tutkimuksessa  havaittiin, ettd  N-hydroksi-imidien  ollessa
happokomponentteina, Passerini-reaktio onnistui kahden asyyliryhmén siséltdvien N-
hydroksisukkinimidin sekd N-hydroksiftalimidin (72) kanssa. Sen sijaan yhden asyyliryhmén
sisdltaviat hydroksamidihapot, asetoksihydroksamidihappo, z-butyyli-N-hydroksikarbamaatti
ja  N-hydroksibentseenisulfonamidi  eivdt  reagoineet  tavoitellusti. =~ Myds  N-
hydroksibentsotriatsolilla (HOBt) tehty reaktio muodosti Passerini-tuotteen, mutta sen
havaittiin hajoavan puhdistuksen aikana, muodostaen a-hydroksiamidin. Kun vesi tai veden ja
metanolin seos (H2O:MeOH 1:1) olivat liuottimina, muodostui tuotteena enimmaékseen

hydrolyysituotetta a-hydroksiamidia.*?

Reaktion mekanismiksi on artikkelissa hypotetisoitu N-hydroksi-imidien toimintaa Lewis-
happoina. Tutkijat kuitenkin mainitsevat, ettd kyseisten yhdisteiden Brensted-Lowry-
happamuuden (pKa. = ~7,5) johdosta riittdvd karbonyylin aktivoituminen voidaan saavuttaa
isonitriilin hyokkéaykselle. Huomionarvoista on, ettd N-hydroksi-imidilla suoritettua Passerini-
reaktiota yritettiin katalysoida kdyttden Lewis-happoja (ZnCl» ja BF3OEt;) ja Brensted-
Lowry-happoa (p-tolueenisulfonihappo) sekd dikloorimetaania liuottimena (isonitriilid 1,0
ekviv., aldehydid 1,0 ekviv. ja N-hydroksi-imidid 2,0 ekviv.). Passerini-tuotteiden saannot

jéivit tilldin alhaiseksi.>
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2.5 Lewis-happo Passerini-reaktiossa

Klassisessa Passerini-reaktiossa kéytetddn karboksyylihappoa happokomponenttina. Lewis-
happoa voidaan myods kéyttdd happokomponenttina. Lewis-hapot ovat yhdisteitd, jotka
kykenevit vastaanottamaan elektroniparin.’ Tutkimuksissa on havaittu, etti kyseisen
yhdisteen happamuus voidaan maééritelld ldhes samoilla kriteereilld, jotka maééarittavat
Bronsted-Lowry-happamuuden. Lewis-happojen substituenttien elektronegatiivisuus on
korreloitunut voimakkaampiin happo-ominaisuuksiin. Lewis-happamuutta ja eméaksisyyttd on
kuitenkin haastavaa mairittad, silld induktiivisten vaikutusten kilpailijana ovat esimerkiksi

substituenttien koko ja niiden tuoma steerinen este.>*3¢

Lewis-happojen rooli Passerini-reaktiossa on sitoutua Lewis-emékseen, eli tdssd tapauksessa
karbonyyliin ja aktivoida se isonitriilin hyokkdykselle. Vilivaiheessa voi siten tapahtua
toisiintumisreaktio Lewis-hapossa olleen substituentin ja nitriliumkationin vélilld (kaavio 16,

polku A). Aktivoinnin tapahduttua ja nitriliumkationin muodostuttua, voi nukleofiilind toimia

my®ds erillinen komponentti, kuten karboksyylihappo (kaavio 16, polku B).!%?
74 75 76 77 78
Y A o/O _ o) o/O
(0] ) )Y Y =0OH o o
Al 7 )\ - RH\/ R VH T R1)\*’7
R1 L—C\\ R1 \\ + | ( |
N N-r N. N. HN.
\RZ 2 R2 R2 R2
79 80 81 82 83
0 D : D o I
a ) @)
0 o) Nu = AcO )
B g . )\(‘\ Nu__ R )\/Nu — R FO\ _A, 0
R1 \.—_C\\ R1 \\ + 1 | 1 ( | bt R1
N, Nr N N-r,° HN
R2 2 R2 R2 \Rz

O = Lewis-happo
Kaavio 16. Passerini-reaktion toteutus Lewis-hapolla.

2.5.1 Katalysoimaton Passerini-reaktio

Silyyliyhdisteiden substituentteja muuntelemalla, voidaan vaikuttaa silaanin Lewis-
happamuuteen tai vastaavan silanolin Brensted-Lowry-happamuuteen. Samoilla tavoilla
voidaan vaikuttaa my®s silanolien reaktiivisuuteen Passerini-reaktiossa. Soeta et. al.’’ ovat
havainneet, ettd silanoliyhdisteet, erityisesti trifenyylisilanoli, (85) toimivat Lewis-

happokomponenttina, jolloin lopputuotteeksi saatiin O-silyloksiamidi (86) (kaavio 17).
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47 84 86
(1,0 ekviv.) (1,5 ekviv.) 85
o (1,5 ekviv.) Ph3Si<
| (@)
__OH H
Ph3Si N
+ + otTBS ———— »
N Tolueeni 0
refluksi, 48 h OTBS
84 %
ar~1:1

Kaavio 17. Silanolipohjainen Lewis-happo Passerini-reaktiossa.?’

Silanoliyhdisteistd  testeissd olivat mukana my0s silaanista alkyylisubstituoidut
trietyylisilanoli ja tri-isopropyylisilanoli, mutta saannot niilld suoritetuilla Passerini-reaktioilla
olivat alhaiset. #-Butyylidifenyylisilanoliyhdisteen tapauksessa saanto koheni kohtalaiseksi,
verrattuna juuri mainittujen yhdisteiden alhaiseen saantoon. Fenyylisubstituenttien havaittiin
olevan tirkeitd, jotta reaktiivisuus Passerini-reaktiossa sidilyy. Kun ldhtdaineena kiytettiin

isonitriilii 84, joka sisilsi a-hiilessé kiraalisen hiilen, ei ollut havaittavissa rasemisoitumista.®’

138 ovat havainneet sen

Trimetyylisilyyliatsidi (TMSN3) on Lewis-hapan. Changdude et. a
reagoivan Passerini-reaktiossa happokomponenttina. Substituenttina oleva atsidiryhmi reagoi
intramolekulaarisesti muodostaen syklisoituneen tetratsoliyhdisteen (88) (kaavio 18). Kun
liuotinkombinaatio oli 1:1 suhteessa metanolin ja veden seos, hydrolysoitui silyylieetterisidos
reaktion aikana ja muodostui yhdiste 89. Vastaavasti, kun liuottimena kéytettiin

dikloorimetaania, muodostui huomattava miri hydrolysoimatonta tuotetta 88.%

a7 48 88 89
(1,0 ekviv.) (1,0 ekviv.) 87 B Ny tOct ] tOct
o (1,0 ekviv.) A N~
| N N, ~ O. N, _ OH
+,C T™MS™ 2 N ™S N
+ /N// _— —_—
£Oct MeOH:H,0 1:1
ultradanihajoitus
2h
77 %

Kaavio 18. Atsidiryhmin sisiltivilli silyyliyhdisteelli toteutettu Passerini-reaktio.*®

Boorihappo on Lewis-hapan ja se sisdltdid my0s kolme Bronsted-Lowry-hapanta

hydroksyyliryhméi. Kumar et. al.*

ovat tutkineet boorihapon toimintaa Passerini-reaktiossa.
Raportissa  boorthapon maddrdd vaihdeltiin - kymmenestd mooliprosentista  sataan
mooliprosenttiin. Reaktioita toteutettiin lisdksi eri liuottimilla, mutta niiden vaikutusta

reaktion kulkuun ei erikseen artikkelissa raportoitu. Artikkelissa mainittiin, ettd korkeimman
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saannon antoivat yhden ekvivalentin boorihapon kdyttd sekd liuottimena kéytetty
dimetyyliformamidi. Alifaattisten isonitriilien ja aldehydien havaittiin toimivan parhaiten
kyseisessd reaktiossa ja reaktiot etenivdt loppuun noin pidivdn reaktioajan jilkeen

huoneenldimmdossa (kaavio 19).

93 94
90 91 92 r 7
(1,0 ekviv.) (1,0 ekviv.) (1,0 ekviv.) Q\\ Q\\
? " OH DMF HN P H,0 HN P
+ S _B. 50 vl
/\) ©/\ C  HO" "OH Yonyli o) OH
rt \B/OH
\ \
HO
78 %

Kaavio 19. Boorihappo komponenttina Passerini-reaktiossa.>

Boorihapon ollessa happokomponentti Passerini-reaktiossa, reaktion mekanismiksi voidaan
paitelld, ettd boorihappo sitoutuu Lewis-happopohjaisesti karbonyyliin, muodostuu
nitriliumkationi ja hydroksyyliryhma toisiintuu. Vilivaiheeksi reaktiossa muodostuu
boraattiesteri (93), jonka uuttovaiheessa lisdtty vesi hydrolysoi lopputuotteeksi o-

hydroksiamidiksi (94).

2.5.2 Katalysoitu Passerini-reaktio

Substituoituja borini- ja boronihappoja on tarkasteltu happokomponentteina Passerini-
reaktiossa Soeta er. al* tutkimuksessa. He havaitsivat, etti kyseiset yhdisteet reagoivat
tavoitellusti ja muodostivat  Passerini-tuotteen. Reaktio toteutettiin  siten, ettd
happokomponenttia (booriyhdistettd) oli reaktiossa mukana vain katalyyttinen méaara. Lisédna
reaktiossa oli myos yksi ekvivalentti vettd, jonka tehtdvéd oli hydrolysoida vilivaihe 96 ja
vapauttaa happokomponenti takaisin katalyyttiseen kiertoon (kaavio 20). Aproottisten
livottimien, kuten dikloorimetaanin, dikloorietaanin ja kloroformin havaittiin muodostavan
korkeimmalla saannolla Passerini-tuotetta. Liuottimen ollessa proottinen metanoli, muodostui
Passerini-tuotetta vain kohtalaisella saannolla. Tutkijat hypotetisoivat, ettd syynd alhaiseen
saantoon oli metanolimolekyylin koordinoituminen booriyhdisteeseen, joka estdd Passerini-
reaktion etenemisen. Tutkitun reaktion havaittiin myds muodostavan tavoitetuotteen, kun
happokomponenttina kaytettiin kaksi hydroksyyliryhmédd siséltivdd fenyyliboronihappoa.

Reaktioajat olivat pisimmillddn noin kaksi pdivaa.
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47 84 96 97

95
(1,0 ekviv.) (1,1 ekviv.) ~
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Kaavio 20. Borinihapolla toteutettu Passerini-reaktio.*’

Edelld mainitun reaktion mekanismiksi on esitetty karbonyylin aktivoitumista
difenyyliborinihapolla (95) Lewis-happopohjaisen mekanismin mukaan. Reaktio voi edetd
kahta eri polkua, jotka ndkyvit kaaviossa 21. Polussa A booriatomissa substituenttina oleva
hydroksyyliryhmé toimii nukleofiilind (vdlivaihe 102) ja intramolekulaarisen toisiintumisen
jalkeen muodostuu borinihapon esteri (vélivaihe 103). Vesihydrolyysin jidlkeen muodostuu a-
hydroksiamidi (98). Polussa B nuklefiilini nitriliumkationille toimii reaktioseoksessa mukana
oleva vesimolekyyli (védlivaihe 104). Toisiintumisreaktion jilkeen (vélivaihe 105) ja
booriesterin hydrolyysin jidlkeen muodostuu a-hydroksiamidi (98). On arvioitu, ettd polku B
on epidtodenndkodisempi, silld intramolekulaarinen toisiintumisreaktio tapahtuu helpommin ja
nopeammin polun A kautta verrattuna polun B intermolekulaarisen veden nukleofiiliseen

hyokkiykseen.*
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Kaavio 21. Katalyyttinen sykli borinihapolla Passerini-reaktiossa.*’

Sinkkiyhdisteiden, erityisesti Zn?"-suolojen on havaittu toimivan katalyytteini
silylointireaktioissa. Sinkki-ionien katalyysid on tarkasteltu esimerkiksi pyridiinin, pikoliinin
ja kinoliinin renkaan silylointireaktioissa.*! Kyseinen synergistinen katalyyttinen vaikutus on
todettu my®s, kun Xia et. al.'? ovat tutkineet Passerini-reaktiota. Lewis-hapot Zn(OTf), (108)
ja TMSCI (109) reagoivat katalyyttisessd syklissd aktivoiden karbonyylijohdannaisen, johon
isonitriili  hyokkdd muodostaen vilivaiheeksi yhdisteen, jossa on silyylieetteri ja
nitriliumkationi (110). Morfoliinirenkaan typpiatomin todettiin olevan nukleofiilinen siten,
ettd tapahtuu tasapainoreaktiossa intramolekulaarinen syklisoituminen, muodostaen yhdisteen
111 (kaavio 22). Uuttovaiheen vesi hydrolysoi silyylieetterin muodostaen a-hydroksiamidin
(112). Happokomponenttien synergisoiva vaikutus vahvistettiin, kun reaktiota yritettiin

stoikiometrisella maérallda TMSCI tai Zn(OTf),. T4lloin reaktio ei kdynnistynyt lainkaan.
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Kaavio 22. Zn(II)-suolalla ja silyyliyhdisteelld toteutettu Passerini-reaktio.'?

Tutkijat havaitsivat, ettd isonitriilin sisdltdessd karboksylaattiesteriryhmidn a-hiilessa
muodostuu syklisoitunut loppututuote. Esteriryhmin karbonyyli toimii tdlloin nukleofiilind
nitriliumkationille ja muodostuu 5-alkyylioksioksatsoliyhdiste 117 (kaavio 23). Emiksend

reaktiossa kiytettiin N-etyylimorfoliinia (115, NEM).!?

113 114 116
(1,0 ekviv.) (1,2 ekviv.) X =CI tai OTf
108 Zn(OTf), (0,4 ekviv.) "
? 109 TMSCI (3,0 ekviv.) | TMS. g
. C:\\NJJ\ 115 NEM (3,0 ekviv.) o
o™ DCM Sy*
\)J\O/\
TMS.
o)
o)
117 \joﬁ
N—/
53 %

Kaavio 23. Esterisivuketjun havaittiin syklisoituvan oksatsolirenkaaksi.'?

O-alkyloitujen oksokarbeniumionien tuottaminen Passerini-reaktion ldhtdaineeksi on

onnistunut usealla Lewis-happokatalyytilld. Tdmén oksokarbeniumvariantin ideana on, ettd

karbonyylid reaktiivisempi oksokarbeniumioni reagoi isonitriilin kanssa muodostaen
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Passerini-tuotteen a-alkyylioksiamidin. Tuotteessa on tdten alkyylieetterisidos samassa

funktionaalisessa kohdassa kuin klassisessa Passerini-reaktiossa olisi esterisidos.

Tassd tutkielmassa késitellddn kahta tutkimusta, joissa O-alkyloitu oksokarbeniumioni on
muodostettu Lewis-hapon katalysoimana. Ensimmaéisessa néistd tutkimuksen kohteena olivat
substituoidut kanelialdehydit. Lewis-happojen Zn(OTf),, AgOTT, In(OTf)s, ZnCl,, FeCls,
CuCl; ja AICI; katalyyttistd toimintaa tutkittiin ja havaittiin katalyyttien In(OTf); ja FeCls
muodostavan tavoitetuotetta a-alkyylioksiamidia kohtalaisella saannolla. Korkein ja
erinomainen saanto tuli yhdisteelld AICI3 (119) (kaavio 24). Kokeet tehtiin kéyttden vain
lyhytketjuisia alifaattisia alkoholeja, joista alhaisin reaktiivisuus oli steerisesti ahtaalla -
butanolilla. Vastaavasti korkein reaktiivisuus oli metanolilla. Reaktio toistettiin ilman Lewis-
happoa kéayttden katalyyttistd madrdd etikkahappoa, jolloin saatiin vain pieni maéra
tavoitetuotetta. Vaikka reaktiossa ylimddrdnd olikin mahdollisesti nukleofiilind toimiva

alkoholimolekyyli, ei sen havaittu reagoivan elektrofiilisen nitriliumkationin kanssa.*?

118 66 120
(1,0 ekviv.) (1,5 ekviv.)

C Q/
| 14 H
X N 119 AICI; (20 mol%) X N
.
P MeOH O
NZ 60 °C 48 h =

N

56 %

Kaavio 24. Lewis-hapolla AICIs metanolissa toteutettu Passerini-reaktio.*?

Toinen O-alkyloituja oksokarbeniumioneja kasittelevd tutkimus pohjautuu samaan ideaan.
Siind kohteena Lewis-hapoista olivat InCl3, Bi(OTf);, FeClz, Sc(OTf)s, Y(OTf)3;, Gd(OTH)s,
Yb(OTf)s, ja In(OTH)s. Havaittiin, ettd tavoitetuotetta a-alkyylioksiamidia saatiin vaihtelevilla
saannoilla alhaisesta korkeaan, mutta hydrolyysituotetta a-hydroksiamidia muodostui pienid
madrid. Reaktio  suunniteltiin uudelleen siten, ettd reaktioseokseen  lisittiin
trimetyyliortoformaattia. Lisdykselld oli positiivisia vaikutuksia, silldi a-hydroksiamidin
muodostumista ei endd havaittu. Reaktion saannot olivat korkeimmillaan, kun isonitriilid oli
reaktioseoksessa ylimadrdnd (2 ekviv.) ja kun isonitriili ja Lewis-happo liséttiin osissa
reaktioseokseen. Korkein saanto kokeissa saatiin kdyttden Lewis-happoa In(OTf); ja liséttyd
trimetyyliortoformaattia (kaavio 25). Trifluorietikkahapon ollessa happokatalyyttini,
muodostui pienid madrid tavoitteena ollutta Passerini-tuotetta a-alkyylioksiamidia ja
hydrolyysin sivutuotetta o-hydroksiamidia. My0s tdssd tutkimuksessa huomionarvoista on,

ettd alkoholi ei toiminut nukleofiiling nitriliumkationille.*?
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106 43 123
(1,0 ekviv.) (2,0 ekviv.) )\
0 121 In(OTf)3 (5 mol%) o
©/\) ) \i/ltl///c 122 trimetyyliortoformaatti (1,5 izkviv.) ©/\)\WH\{/
/PrOg|h80 C o
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Kaavio 25. Lewis-hapolla ja trimetyyliortoformaatilla tehty Passerini-reaktio.*

Edelld kuvatun tutkimuksen tuloksissa raportoitiin, ettd aldehydit muodostavat ensin
dimetyyliasetaalin reagoidessaan trimetyyliortoformaatin kanssa. Télloin katalyyttind ollut
Lewis-happo reagoi dimetyyliasetaalin ja reagenssina olleen alkoholimolekyylin kanssa siten,
ettd ~ muodostuu  O-alkyloitu  oksokarbeniumioni  (O-alkyylisubstituenttina ~ on
alkoholimolekyylin hiilisubstituentti). Lisdksi tutkijat havaitsivat, ettd seos, jonka
komponentit olivat bentsaldehydi, isopropanoli ja In(OTf)s, reagoi Meerwein-Ponndorf-
Verley-reaktiossa (MVP) pelkistden bentsaldehydin bentsyylialkoholiksi. Talloin muodostui
indiumkompleksi. Kun seokseen liséttiin isonitriilikomponentti, MVP-reaktio hidastui

huomattavasti, mink péiteltiin johtuvan isonitriilin koordinoitumisesta indiumkompleksiin.*

2.6 Stereoselektiivinen Passerini-reaktio — lahtoaineiden vaikutus

Stereoselektiivinen synteesi on kemiallinen reaktio tai reaktiosarja, jossa muodostuu yksi tai
useampi kiraalinen keskus. Muodostuneiden stereoisomeerien suhteet ovat erilaiset.
Esimerkiksi toista stereoisomeerid voi muodostua ainoastaan tai huomattavasti enemmaén.
Pohjana stereoselektiiviselle synteesille on kiraalisuus, joka voi olla substraatissa,
reagenssissa, Kkatalyytissd tai ympiristossd.** Tilloin toiseen stereoisomeeriin johtava

reaktiopolku on aktivaatioenergialtaan alhaisempi, kuin toisen.

Ohjaavaa ryhmai kéytetddn stereoselektiivisyyden aiheuttajana. Energeettisesti edullisempi
polku toiseen stereoisomeeriin voi johtua esimerkiksi steerisestd esteestd tai kemiallisista
vuorovaikutuksista reaktanttien vililld. Usein stereoselektiivisid reagensseja ja reaktioita
suunniteltaessa kédytetddnkin suuria kiraalisia molekyylejd, kuten binol-yhdisteitd, jotka
atheuttavat steeristd estettd. Vastaavasti kemiallisiin vuorovaikutuksiin perustuvat ohjaavat

apuyksikot sitovat tai hylkivit heikosti stereokemiallisen reaktion komponentteja.?

Vaikka Passerini-reaktio ja sen muunnelmat ovat tunnettu jo noin vuosisadan, ovat ne

edelleen kehityksessd. Stereoselektiivisid variaatioita niistd ei ole juurikaan Idydetty.
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Lupaavia tutkimuksia on ollut kuitenkin viime vuosina. Seuraavissa luvuissa kdydddn lipi

Passerini-reaktion komponenttien muunnelmia ja niiden vaikutusta stereoselektiivisyyteen.

2.6.1 Isonitriilikomponentin ohjaama stereoselektiivisyys

Ohjaavan ryhmén kéyttdmisen klassisen Passerini-reaktion isonitriilikomponentissa voisi
olettaa olevan haasteellista, silld kiraalinen komponentti on mahdollista olla substituenttina
vain a-hiilessd. Télloin isonitriilin  nukleofiilisen hiilen ja a-hiilen véliin jida
stereoselektiivisyytti haittaavaa etdisyytti. Bock er. al* ovat kuitenkin raportoineet
stereoselektiivisen klassisen Passerini-reaktion, joka on toteutettu kiraalisella isonitriililla.
Ohjaava apuyksikko isonitriilissd oli steerisesti isokokoinen kamferiryhmé (kaavio 26). Cis-
isomeeri isonitriilistd (124) reagoitettiin artikkelin suppeassa tutkimuksessa neljdn eri
alifaattisen aldehydin kanssa kayttien etikkahappoa happokomponenttina.45
65 124

(1,8 ekviv.) (1,0 ekviv.)
AcOH (1,8 ekviv.)
O _ THR it
|+
\) 40 h
+ f

94 %
de 93 %

Kaavio 26. Kiraalinen isonitriili vaikuttaa Passerini-reaktion stereoselektiivisyyteen.*

2.6.2 Karbonyylijohdannaisen ohjaama stereoselektiivisyys

Stereokemiallisesti  tirkeimméksi  kohdaksi  karbonyylijohdannaisessa voisi  olettaa
karbonyylin a-hiilen, silli se on ldhimpénd Passerini-reaktion ensimmdistd vaihetta,
isonitriilin hyokkaystd. Karbonyylijohdannaiset nimeltd oksetan-3-onit ovat mielenkiintoisia
yhdisteitd, silld niille ominaista on steerisesti jiykka eetterisidoksen siséltdvd nelirenkainen
karbonyyli. Tama herdttdd pohdintaa niiden reaktiivisuudesta klassisessa Passerini-reaktiossa.
Beasley et al* ovat tutkineet substituoituja oksetan-3-oneja ja he havaitsivat
muodostuneiden Passerini-tuotteiden olevan eri suhteilla. Karbonyylin yhden substituentin
ollessa  suurikokoinen, kuten sykloheksyyli, Passerini-tuotteita = muodostui  eri

diastereomeerien suhteilla (4:1) (kaavio 27). Lisdksi he toteuttivat reaktion yhdisteelld, jossa
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kyseinen  sykloheksyyliryhmd oli  korvattu  2-fenyylietyylisubstituentilla.  Tall6in

diastereomeerien suhteiksi saatiin alhaisempi lukema 1,7:1.

126 43 127 128
(1,0 ekviv.) (1,2 ekviv.)

Yp \{/ C AcOH ( 12ekvw) HN\/O Q Q
T DCE O“\E
yon yli ﬂ 0
@]

Yhteissaanto 97 %

dr 4:1 paatuote sivutuote

Kaavio 27. Substituoitu oksetan-3-oni diastereoselektiivisessa Passerini-reaktiossa.*

Tutkimuksessa hypoteesina oli, ettéd isonitriilin hyokkéys karbonyyliin tapahtuu karbonyylissa
kiinni olevan sykloheksyyliryhmén pdinvastaiselta puolelta, johtuen vidhemmaistd steerisestd
ahtaudesta. Téten pddosin muodostuva tuote olisi 128. Néin ei kuitenkaan havaittu. Tutkijat
paattelivat, ettd klassista Passerini-reaktiota pidetdén reversiibelind, ennen kuin viimeinen
vaihe, asyyliryhmén toisiintuminen tapahtuu. Tutkijat arvioivat mekanismin uudelleen siten,
ettd isonitriili hyokkdd yhtenevin médrin karbonyyliin sykloheksyyliryhmén molemmilta
puolilta (tuotteet 129 ja 130), mutta diastereomeerien eroavaisuuden méiérittdd viimeisen
vaitheen nopeus. Imidoyyli- ja sykloheksyyliryhmin vilisen steerisen ahtauden (yhdiste 129)
arveltiin nopeuttavan asyyliryhmén toisiintumista huomattavasti nopeammaksi verrattuna
toisen diastereomeerin vastaavaan (yhdiste 130) (kaavio 28). Kyseinen reaktiopolku on
artikkelissa vain teoreettinen ehdotus, eikd sitd varmentavia laskutoimituksia tai mittauksia

ole suoritettu.*
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Kaavio 28. Passerini-reaktion diastereoselektiivisyys voi olla kiinni aivan viimeisesta

vaiheesta, imidoyylivilivaiheen protonoitumisesta.*®

Karbonyylijohdannaisen o-hiili voi olla stereogeeninen ja siind voi olla substituenttina

esimerkiksi eetteri. Moni et. al.?’

ovat tutkineet kiraalisia tetrahydrofuraaniyhdisteitd. He
havaitsivat, ettd aldehydilld 131 tehty klassinen Passerini-reaktio muodosti diastereomeerien
62:38 (anti:syn) suhteilla Passerini-tuotetta. He pohtivat, ettd eetteriryhmd ja lisétty
sinkkikatalyytti voisivat vaikuttaa stereoselektiivisyyteen reaktanttien vililld tapahtuvan
kelatoitumisen myo6td, jolloin stereoselektiivisyys olisi korkeampi. Teoreettinen pohja
hypoteesille oli, ettd steeriseen esteen johdosta pddosin muodostuva tuote olisi syn-
diastereomeeri. Katalyyttisissd kokeissa kuitenkin havaittiin, ettdi muodostuva tuote oli

edelleen péddosin anti-diastereomeeri (kaavio 29).

131 91 132 133
(1,0 ekviv.) (1,1 ekviv.) (1,1 ekviv.)

O
- Zn(OAc o ~
o Wl CHCly }/0 0O
YO\/O\ + _40°C n- n-Pr S

n-Pr O \O 285 min_ ! o] N}H

Edelld mainitussa artikkelissa tarkasteltiin Felkin-Ahn-mallin mukaista mekanismia.

Yhteissaanto 76 %
dr anti:syn 79:21

Kaavio 29. Ylimiarilld sinkkireagenssia suoritettu reaktio.*’

anti

Artikkelin tuloksena havaittiin laskelmista, ettd steerisen esteen johdosta ja nukleofiilin
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hyokkéykseen karbonyyliin vaadittava Biirgi-Dunitz-kulma olisi vélivaiheessa 134 sopiva

anti-diastereomeerin muodostumiseen (kaavio 30).%’

R1 = t—BU, R2 = n-Pr002

Kaavio 30.Stereoselektiiviseen hyokkiykseen johtava vilivaihe.*’

Radha Krishna et. al*® ovat todenneet tutkimuksessa karbonyylin o-hiilen substituentin
vaikutuksen stereoselektiivisyyteen. Lédhtoaineina karbonyylijohdannaisista kaytettiin
yksinkertaisissa tapauksissa o-hiilen silyylieetterid tai p-metoksibentsyylieetterid siséltavia
yhdisteitd (esimerkiksi yhdiste 135). Kompleksisemmat karbonyylijohdannaiset sisélsivét
sekd a- ja [B-hiillen substituentteja, kuten kyseisiin hiiliin sidoksissa olevan
sykloheksyyliketaalin. Télloin havaittiin myds diastereomeerien muodostuminen eri suhteilla.

Kaaviossa 31 on nédhtévissa yksi reaktio kyseisestd artikkelista.

135 66 136
(1,0 ekviv.) (1,0 ekviv.) (1,0 ekviv.) 137 138
MeOH
45 °C
B NS =
,, - TBDPS
(o @ HO
0 /TBDPS - /TBDPS
Yhteissaanto 59 % anti syn

anti:syn 80:20
Kaavio 31. Aldehydin a-substituentin vaikutus stereokemiaan Passerini-reaktiossa.*®

Karbonyylijohdannaisen substituentti voi my0s olla ohjaava ryhmé a- ja -hiilessd. Tilloin
steerisesti suurikokoinenkin rakenne voidaan sisillyttdd rakenteeseen. Yksi esimerkki
kyseisistd yhdisteistd on pohjautunut sokerialdehydiin, D-fruktoosi-johdannaiseen 140, jossa

stereokemiallisesti tirke# ketaaliryhmi on sidoksissa a- ja B-hiileen (kaavio 32).%
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139 66 140 141
(1,0 ekviv.) (1,0 ekviv.) (1,0 ekviv.)

74 %
dr 89:11

Kaavio 32. D-fruktoosi-johdannaisella tehty Passerini-reaktio.*

Edelld mainitun tutkimuksen stereselektiivisyyden syyté tutkittiin tarkemmin kéyttden apuna
laskennallista kemiaa (DFT, SMD/M062X/6-311++G(2d,p)//M062X/6-31G(d)). Télld tavoin
havaittiin, ettd toisen diastereomeerin muodostuminen on energeettisesti edullisempaa.
Esimerkiksi reaktion ensimmadisen vaiheen kompleksaatio sokerialdehydin 140,
sykloheksyyli-isosyanidin 66 ja kahden etikkahappomolekyylin  vililldi  johtaa
energiatasoiltaan kahteen eri kompleksiin, joista (S)-tuotteeseen johtava polku on stabiilimpi.
Laskelmia kokeiltiin myds kdyttden vain yhtd etikkahappomolekyylid, mutta tulokset olivat

epionnistuneita.*’ Reaktion mekanismin polku on vastaava kuin kaaviossa 4 ilmoitettu.

Karbonyylijohdannaisen o- ja [-hiileen substituentiksi voidaan valita pienikokoinen
epoksidiryhmi. Deobald er. al>® ovat havainneet tutkimuksissaan, etti aB-tyydyttymiton
aldehydi on mahdollista epoksoida stereoselektiivisesti organokatalyyttisessd ympéristossa,
jonka jilkeen voidaan toteuttaa samassa reaktioastiassa klassinen Passerini-reaktio. Tehdyn
kiraalisen  epoksidin  todettiin  vaikuttavan = muodostuneiden  Passerini-tuotteiden
diastereomeerien suhteeseen. Arvo oli noin 60:40. Léhtoaineena kiytettiin myos kiraalista
karboksyylihappoa N-Boc-L-proliinia (145), jonka kiraalisen ominaisuuden ei havaittu
vaikuttavan merkittdvésti isonitriilin hyokkdyksen stereoselektiivisyyteen (kaavio 33).
Reaktiot toteutettiin kiyttden etanolin ja veden liuotinkombinaatiota ja tilloin ei raportoitu

hydrolyysituotteen, a-hydroksiamidin muodostumista.



29

142 143
(1,0 ekviv.) (10 mol%)

n-CeHia

S
HN O 144
o (1) H,05 (3,0 ekviv.) o

| + (@) e — 0] |
n-CoHig EtOH:H,0 31 r-CoHis <L)

|
Me;Si
3! O 16 h rt

S‘n-CGH»]s +J< 43
N (1,7 ekviv.)

(2) 24 hrt o)
146 M. 145
HN.__O HO O (1,0 ekviv.)
N
7/

O
(0]
n-CgHq3 O)LO P
N

57 %
dr 69:31

Kaavio 33. Aldehydin o,B-epoksidiryhmin vaikutus stereoselektiivisyyteen.

2.6.3 Bronsted-Lowry-happo ohjaavana tekijina

Ohjaavan ryhmin sisdltivien Brensted-Lowry-happojen on huomattu toimivan
stereoselektiivisen klassisen Passerini-reaktion katalyyttini. Zhang et. al.>'* ovat havainneet
kyseisen ilmion. Katalyytit, jotka pohjautuivat kiraalisiin 1,1'-bi-2-naftoli- (binol) ja 1,1'-
spirobiindaani-7,7'-dioli (spinol) -yhdisteisiin olivat rakenneyksikoiti. Zeng et. al>'® ovat
tutkineet liséksi katalyyttisid fosforihappoja, jotka pohjautuivat kiraalisiin Hs-binol- ja binol-
yhdisteisiin. Samankaltaisten katalyyttien on havaittu tutkimuksissa toimivan Ugi-reaktiossa

stereoselektiivisyyden aiheuttajana.>>3

Stereoselektiivisen binol-pohjaisen (149) fosforihappokatalyytin toimintaa klassisessa
Passerini-reaktiossa tutkittiin analysoimalla katalyytin ja reaktion muiden ldhtbaineiden
vuorovaikutusta 3'P NMR-spektreistd. Tilldin havaittiin, etti kukin komponentti
vuorovaikutti katalyytin kanssa siirtden sen *'P NMR-siirtymii alakentille piin. Katalyytin,
karboksyylihapon ja isonitriilin vuorovaikutus oli erityisen vahva. Useista testatuista binol- ja
spinol-katalyyteistd korkein stereoselektiivisyys Passerini-tuotteille saatiin kéyttden

katalyyttid 149 (kaavio 34).%1
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Kaavio 34. Kiraalinen fosforihappo stereoselektiiviseni katalyyttind.>'?

Kiraalisen fosforihapon ja karboksyylihapon on tutkittu muodostavan heterodimeerin, joka
vahvistaa fosforihapon happamuutta ja karboksyylihapon nukleofiilisyytti.>* Hypoteesi on,
ettd reaktion mekanismi pohjautuu tdllaisen heterodimeerin muodostumiseen, johon
karbonyyli ja isonitriili sitoutuvat. Vilivaiheessa 151 vuorovaikutuksen komponenttien valilld

on arveltu aiheuttavan stereoselektiivisyyden (kaavio 35).°12

151

Kaavio 35. Hypoteesi stereoselektiivisen reaktion vilivaiheesta.’!?

2.6.4 Lewis-happo ohjaavana tekijana

Konseptia Lewis-happojen aktivoimisesta kiraalisilla Lewis-emédksilli on hy6dynnetty
aldehydien stereoselektiivisissd aldol-reaktioissa, joissa nukleofiilind on kéytetty esimerkiksi
silyyliketeeni-asetaaleja. Esimerkiksi heikosti hapan silyylitetrakloridi (SiCls) voidaan
aktivoida vahvalla Lewis-emaikselld, kiraalisella fosforiamidilla, jolloin muodostuu Lewis-
hapan kiraalinen reagenssi. Reagenssin muodostumisen toimintamekanismi on kiraalisien
Lewis-emiksisten yksikdiden sitoutuminen Lewis-happoon, silyyliyhdisteeseen.> Seuraavissa

kappaleissa esitetyt Lewis-hapoilla suoritetut Passerini-reaktiot ovat luonteeltaan katalyyttisié.

Kiraalinen bisbinaftyylifosforiamidi (152) siséltdd kaksi Lewis-eméksistd yksikkoa.
Reagoidessaan Lewis-hapon SiCls (153) kanssa, muodostaa se kiraalisen reagenssin. Kyseisen
yhdisteen katalyyttistd toimintaa on tutkittu Passerini-reaktiossa ja sen havaittiin muodostavan

Passerini-tuotteen eri  enantiomeerien suhteilla. Yksi tutkituista 1dhtOaineista oli
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karboksylaattiesterin a-hiilessd sisdltiva isonitriili (114) (kaavio 36). Sen ei raportoitu

syklisoituvan 5-alkyylioksioksatsoliyhdisteeksi.*

113 114 152 153
(1,0 ekviv.) (1,2 ekviv.) (5 mol%) (1,1 ekviv.)
N\ // /
\)J\ S|C|4
o
(1) DCM
-74°C24h
(2) sat. NaHCO4
154 155
OH H o] OH H @)
N\)J\O/\ . ~ N\)J\O/\
o] O
16,7 % 83,3 %

Yhteissaanto 65 %
Kaavio 36. Esimerkkireaktio esterisivuketjun sisdltdvén isonitriilin stereoselektiivisesti

reaktiosta.>®

SiCls (153) sitoutuu kiraalisen reagenssin muodostamaan taskuun siten, ettd kloridianioni
lohkeaa ja muodostuu kiraalisen reagenssin kationi (vilivaihe 156) (kaavio 37).°’ Tihin
reagenssiin karbonyyli sitoutuu, jonka jdlkeen tapahtuu isonitriilin stereoselektiivinen
hyokkdys. Kloridianioni lohkeaa kiraalisesta katalyytisti ja muodostuu nitriliumkationi.
Reaktion sammutusvaiheessa lisétty NaHCOs-vesiliuos hydrolysoi

nitriliumkationin/imidoyylikloridin ja silyylieetterin siten, ettd muodostuu a-hydroksiamidi.
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Kaavio 37. Hypoteesi mekanismille.’’

Reaktio toteutettiin artikkelissa toisin, lisdten vilivaiheen
nitriliumkationiin/imidoyylikloridiin ~ metanolia. ~ Télléin  lopputuotteeksi  NaHCOs3-
vesiliuoksella tehdyn hydrolyysin jidlkeen saatiin o-hydroksimetyyliesteri. Tutkimuksessa
havaittiin myds, ettd SiCls ilman erillistd Lewis-eméistd/katalyyttid toimi reaktiossa

happokomponenttina.*

Myos box ((S,S5)-bis(oksatsoliini))- ja pybox (bis(oksatsoliini)pyridiini)-ligandeja on
hyddynnetty Passerini-reaktiossa. Andreana et. al>® ovat tutkineet kyseisten ligandien ja
Cu**-suolojen toimintaa stereoselektiivisessi Passerini-reaktiossa. Kohteena ligandeista olivat
substituoidut kaksithampaiset box- ja kolmihampaiset pybox-ligandit  ja
aminoindanolipohjainen pybox-analogi 160. Kokeissa havaittiin, ettd jokainen kiraalinen
ligandi tuotti yli 50 % enantiomeeristd yliméardd ja korkein lukema saatiin kdyttien ligandia
160. Korkeimman enantioselektiisyyden antoi metodi, jossa ligandin ja aldehydin seokseen

lisdttiin hitaasti karboksyylihappo ja isonitriili (kaavio 38).
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Kaavio 38. Pybox-ligandi kaksihampaisen aldehydin kanssa stereoselektiivisessi reaktiossa.’®

Edellisessd  tutkimuksessa  karbonyylijohdannaisia  muunneltaessa  havaittiin, ettd
yksihampaisesti koordinoituvien (kuten bentsaldehydi) kayttd ei aiheuttanut juurikaan
enantioselektiivisyyttd. Sen sijaan enantioselektiivisyys havaittiin esimerkiksi silloin, kun
kohteena olivat kaksihampaiset furfuraali ja 2-tiofeenikarboksaldehydi. Heikon Lewis-hapon,
Cu(OTf)2:n kéyttd reagenssina kiraalisen ligandin sijaan aiheutti pienen saannon Passerini-

tuotetta.>®

Edellisen tutkimuksen tapaan, myos ligandi 164 sisdltdd Lewis-emédksiset hampaat. Sen
toimintaa kiraalisena katalyyttind sitoutettuna Lewis-happoon Sn(OTf), on tarkasteltu Wang
et. al.’® tutkimuksessa. Isonitriilikomponentin a-hiilessi kiytettiin karboksylaattiamidia ja
karbonyylijohdannaisena kaksihampaista (bentsyylioksi)asetaldehydia (158). Tutkimuksen
teoreettinen pohja oli, ettd isonitriilin karboksylaattiamidiryhmi sitoutuisi Lewis-emidksend
kiraaliseen katalyyttiin ja haittaisi stereoselektiivistd reaktiota. Néin ei huomattu tapahtuvan,
vaan Passerini-tuotteita muodostui eroavalla stereoselektiiviselld suhteella. Reaktiossa
nitriliumkationin muodostuttua, nukleofiilinen karbonyyli (karboksylaattiamidiryhmé) reagoi

intramolekylaarisesti muodostaen syklisoituneen 5-amino-oksatsolin 166 (kaavio 39).
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Kaavio 39. Isonitriilin sivuketjun karboksylaattiamidiryhmé syklisoitui 5-amino-

oksatsoliyhdisteeksi.'?

Kaksihampainen aldehydi 158 sitoutuu kiraaliseen Lewis-happoreagenssiin siten, etté
muodostuu tuote 167. Talloin karbonyyliin voi tapahtua stereoselektiivinen hyokkays (kaavio
40). Evans et. al>® ovat havainneet, etti nukleofiilini voidaan kiyttdd enol-silaaneja.

Kyseessi on silloin aldol-reaktio.

167

Kaavio 40. Stereoselektiiviselle hydkkiykselle olennainen vilivaihe.

Lewis-emaéksiset yksikot salen-pohjaisessa (N, N'-etyleenibis(salisyyli-imiini)) ligandissa 168
kykenevit reagoimaan Lewis-hapon kanssa. Wang et. al.®* ovat havainneet, etti Lewis-hapon
EtAICI (169) ja ligandin 168 muodostama kiraalinen reagenssi 170 reagoi
stereoselektiivisend katalyyttind Passerini-reaktiossa (kaavio 41, osiot A ja B). Passerini-
reaktion havaittiin toimivan klassisen menetelmin tapaan my0s ilman lisdttyd Lewis-
happokatalyyttid, joten optimoidussa enantioselektiivisessd reaktiossa karboksyylihappo

liséttiin hitaasti muiden komponenttien sekaan.
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Kaavio 41. Alumiinipohjainen Lewis-happo stereoselektiivisessi reaktiossa.®

Yue et. al®' ovat tutkineet myds salen-ligandia 170 Passerini-reaktion komponenttina.
Yhdisteen 170 haittapuolena on alumiiniyksikdssd substituenttina oleva kloridiryhmd, joka
voi mahdollisesti toimia nukleofiilind. Passerini-reaktion edetessé, kloridiryhma voi reagoida
nitriliumkationin kanssa ja muodostaa vedelld tehdyssd uuttovaiheessa hydrolyysituotteen, o-
hydroksiamidin. Katalyyttiin tehtiin rakenteellinen muutos, jossa kloridiryhmi korvattiin
metyyliryhmélld. Tutkimuksen pohjana oli nukleofiilinen atsidiryhmé, jonka havaittiin
syklisoituvan Passerini-reaktion edetessi tetratsoliyhdisteeksi 176 (kaavio 42). Atsidiryhmén
lahteend kaytettiin vetyatsidia (HN3), mutta trimetyylisilyyliatsidin (TMSN3) havaittiin myos
toimivan seulontareaktioissa.
175
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Kaavio 42. Tetratsoliyhdisteen stereoselektiivinen synteesi.®!
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Ohjaavan binol-fragmenttiyksikdn siséltdvien fosforihappojen on todettu toimivan
stereoselektiivisessi Passerini-reaktiossa katalyyttisini Bronsted-Lowry-happoina.®! Yue et.
al.'* ovat havainneet, etti kyseisen katalyytin rakenne- ja toimintaperiaate on mahdollista
muuttaa siten, ettd Breonsted-Lowry-happoon (177) sidotaan Lewis-happo Et;AlICI (169).
Muodostunut reagenssi (178) toimii titen Lewis-happona (kaavio 43, osio A). Artikkelissa
tutkittiin isonitriilejd, joiden a-hiili sisélsi nukleofiilisen karboksylaattiamidin. Tuotteeksi
saatiin 5-amino-oksatsoliyhdiste (179) (kaavio 43, osio B). Kun tutkimuksessa seulottiin
katalyyttistd toimintaa, havaittiin, ettd fosforihapolla (yhdiste 177, mutta Ar = Ph) tehty
reaktio ilman lisdttyd EtAICI (169) muodosti heikolla stereoselektiivisyydelld

tavoitetuotetta.'
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Kaavio 43. Kiraalisen fosforihapon ja Lewis-hapon muodostama katalyytti Passerini-

reaktiossa.'*

Katalyytin 178 toiminnalle hypoteesi oli, etti se voi olla kolmessa eri avaruudellisessa
konformaatiossa A, B ja C (kaavio 44). Niiden erillistd katalyyttistd toimintaa ei tutkittu,

mutta yhdisteen C arveltiin toimivan parhaimman enantioselektiivisyyden katalyyttind. !4
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Kaavio 44. Nihtdvissi cis-alfa- (A), cis-beta- (B) ja trans-kompkeksi (C). Trans-kompleksissa

on vain yksi koordinaatiokeskus.'*

Satojen eri Lewis-happojen, kuten CuOTf, BF3'OEt; ja AICl;, ja kiraalisten ligandien, kuten
(R)-binol ja di-isopropyyli (R)-tartraatti, muodostamien yhdisteiden vaikutuksia
stereoselektiivisyyteen Passerini-reaktiossa ovat tutkimuksessaan tarkastelleet Kusebauch et.
al.®?. Tutkimuksen tuloksena todettiin, etti monilla kiraalisilla reagensseilla tehty reaktio
muodosti paljon sivutuotteita tai ei ollenkaan tavoitetuotetta o-asyloksiamidia. Monissa
reaktioissa havaittiin, ettd muodostuikin tuote a-hydroksiamidi, uuttovaiheen veden toimiessa
nukleofiilind. Lupaavimman stereoselektiivisyyden tuotteelle a-asyloksiamidi antoi Lewis-

happo Ti(i-OPr)4 kiraalisten ligandien ollessa 183 (kaavio 45).

183
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N OH HO Yon yli N
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Kaavio 45. Kiraalisella diolilla 183 muodostettu stereoselektiivinen reaktio.®?

Artikkelissa titaniumkompleksien, jotka ovat muodostuneet yhdisteistd Ti(i-OPr)s ja
kiraalinen ligandi 183, on arvioitu muodostavan komplekseja monomeerisié tai oligomeerisid
yhdisteitd. Stereoselektiivisyydelle tirkednd reagenssina pidettiin kuitenkin Ti(i-OPr)s:n
sitoutumista kiraalisen diolin 183 kahden hydroksyyliryhmén viliseen taskuun. Téll6in
muodostuvat kovalenttiset sidokset diolin ja Ti(i-OPr)sn kanssa siten, ettd kaksi
isopropanolimolekyylid lohkeaa pois. Muodostunut kiraalinen reagenssi toimii tédten
karbonyylin aktivoijana Lewis-hapon tapaan, suosien isonitriilin stereoselektiivistd
hyokkéystd. Nukleofiilind toimii karboksyylihappo, jolloin reaktiopolusta lopputuotteeksi
saadaan a-asyloksiamidi. Kun tutkijat méérittelivit 14htoaineiden maérid, he havaitsivat, etti

Ti(i-OPr)an  ja ligandin méérien ollessa alle stoikiometriset, vidheni reaktion
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enantioselektiviisyys huomattavasti. Artikkelissa pohdittiin myds isonitriilin mahdollista

koordininoitumista titaniumkompleksiin.*?

Artikkelissa mainittiin lyhyesti, ettd oli useita Lewis-happojen ja ligandien kombinaatioita,
joilla saatiin lupaavia stereoselektiivisyyksid. Lewis-hapoista mukana olivat esimerkiksi
Zn(OTt), ja BF3OEt,. Niiden reaktioissa havaittiin kuitenkin suuri miird sivutuotteita.
Artikkelissa ei kdyty tarkemmin l&pi nididen sivutuotteiden karakterisointia, eikd

muodostuneen a-asyloksiamidin tai a-hydroksiamidin enantiomeerisuhdetta.®?

3. Yhteenveto katalysoimattomista ja katalysoiduista reaktioista

Yhteenvetona edellisissd luvuissa tarkastelluista reaktioista voidaan johtaa, ettd
katalysoimattomien ja katalysoitujen Passerini-reaktioiden komponenttien kemiallisten
rakenteiden vililld on yhteys. Voidaan todeta, ettd katalyyttisen ominaisuuden aiheuttaa usein
happokomponentti, Brensted-Lowry- tai Lewis-happo. Reaktion muiden komponenttien
(karbonyylin tai aldehydin) kayttd katalyytteind ei onnistu, silld ne ovat rajoittavana tekijani

Passerini-tuotteiden muodostumiselle.

Passerini-reaktiossa liuotin voi myos toimia katalyyttind. Laskennallisen kemian avulla
tarkasteltu klassisen Passerini-reaktion mekanismi kéayttden liuotinmallia, joka kuvasi
dikloorimetaania ja metanolia, antoi tulokseksi tarkennetun ionisen mekanismin. Kriittisen
vaitheen, Mumm-toisiintumisen, havaittiin vaativan organokatalyyttisen ympériston.
Ominaisuus tdhdn havaittiin olevan niin ldhtdaineella (karboksyylihapolla) kuin liuottimena
olleen happaman protonin sisdltavélld metanolilla. Karboksyylihapolla havaittiin olevan

energeettisesti edullisemmat katalyyttiset ominaisuudet.'!

Bronsted-Lowry-happojen kayttod katalyytteind Passerini-reaktiossa on tutkittu véhén.
Aiemmissa luvuissa tarkasteltiin kiraalisen yksikon, binol-, spinol- tai Hg-binol-fragmenttien
sisiltivien ~ fosforihappojen  stereoselektiivisid  tutkimuksia.’! Lisiksi tarkasteltiin
katalysoimattomia reaktioita, joista ndhtiin, etti mineraalihappoja on mahdollista kédyttad
Passerini-komponentteina. Rakenne-aktiivisuussuhde happokomponenteilla havaittiin siita,

ettd fosforihapon analogilla, fosfiinihapolla, on suoritettu onnistuneesti Passerini-reaktio.?

Lewis-hapot ovat osoittautuneet kiinnostaviksi hyddyntda Passerini-reaktiossa. Lewis-happoja
on mahdollista kdyttdd siten, ettd nitriliumkationille nukleofiilind toimii joko Lewis-hapon

substituentti tai erillinen reaktantti, kuten karboksyylihappo. Lewis-hapon ainoaksi tehtdviksi
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voi jaddd siten katalyyttinen karbonyylin aktivoiminen isonitriilin hyokkéykselle. Vahvoja
Lewis-happoja voidaan kayttdd katalyytteind, mikéli karboksyylihappo ei aiheuta riittdvaa
karbonyylijohdannaisen aktivoitumista. Lewis-happojen rakenne-aktiivisuussuhde on
ndhtivissd booriyhdisteilld tehdyissd Passerini-reaktioissa. Boori- ja substituoidut boroni- ja
borinihappo reagoivat jokainen Lewis-happokomponenttina muodostaen Passerini-
tuotteen.>** Kyseisten yhdisteiden helposti hydrolysoituva esterisidos mahdollistaa myds

niiden katalyyttisen kiyton.*?

Silyyliyhdisteilld on havaittavissa vastaavaa yhteytta.
Silyyliyhdisteessi nukleofiilind nitriliumkationille havaittiin toimivan hydroksyyli-*’, atsidi->%
ja kloridiryhmi!'2. Liséksi silyyliyhdisteelli TMSCI ja sinkkiyhdisteelld Zn(OTf), havaittiin
toisiaan voimistava vaikutus katalyyttisenid komponenttina.'?> Lewis-happojen, jotka sisiltivit
nukleofiilisen yksikon, kuten kloridiryhmén, havaittiin reagoivan nitriliumkationivélivaiheen

kanssa. Lisdksi huomattiin tarpeelliseksi, ettd nukleofiilinen yksikkdé muunnettiin véhemmin

nukleofiilisempaan, jotta sivutuotteita ei muodostuisi.®!

Lewis-hapoista ja kiraalisista Lewis-eméksistd voidaan muodostaa uusia kiraalisia Lewis-
happoja, joita on hyodynnetty Passerini-reaktion tutkimuksissa. Nama kiraaliset Lewis-hapot
voivat toimia  stereoselektiivisissd  Passerini-reaktoissa  happokomponenttina.  Silti
stereoselektiivisen ~ Passerini-reaktion toteuttaminen ndiden reagenssien avulla on
osoittautunut hankalaksi. Tutkimuksissa on havaittu, ettd stereoselektiivisyys saattaa vaatia
esimerkiksi kaksthampaisesti koordinoituvia karbonyylijohdannaisia. Muuten reaktiot eivét

olleet stereoselektiivisia.

4. Katalysoitu Passerini-reaktio luonnonainesynteesissa

Passerini-reaktiota on hyddynnetty luonnonaineiden synteeseissid. Esimerkiksi luonnonaineet
eurystatiini A% ja syklotheonamidi C® on syntetisoitu kiyttden klassista versiota.
Lapidilektiini B, grandilodiini C, lapidilektiini A, lapidilektaami, grandilodiini A,

1.9 tutkimuksessa

isolapidilektiini A ja grandilodiini B on syntetisoitu Miloserdov et. a
kdyttien apuna aiemmin esitettyd menetelmid®®, joka pohjautui Lewis-hapon SiCls ja
katalyyttisen méérén ligandia pyridiini-N-oksidia (PyNO) muodostamaan Passerini-reaktioon.
Katalysoitua Passerini-reaktiota Lewis-hapolla BF3 on kéytetty tubulysiini U:n ja V:n

synteeseissi.®
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Koska edelld on tarkasteltu laajasti Passerini-reaktion teoriaa ja toteutusta, valittiin
luonnonainesynteesin osiota varten vain katalysoidulla Passerini-reaktiolla syntetisoidut

luonnonaineet tubulysiini U ja V. Nédiden totaalisynteesien reaktiot kiydaan lapi.

Tubulysiinit (185-191, kaavio 52) ovat erittdin vahvoja tubuliinin polymerisaation
inhibiittoreita. Téstd syystd niiden on arveltu toimivan vaikeasti hoidettavissa olevien sydpien

sytostaattihoidoissa. Tubulysiini U:ta ja V:td on eristetty vain pienid mairid mykobakteereista

Archangium gephyra ja Angiococcus disciformi.®’

Rakenteeltaan tubulysiinit ovat tetrapeptidejd, joiden rakennefragmentit ovat N-
metyylipipekoliinihappo (Mep), L-isoleusiini (L-Ile), tiatsoliryhmén sisdltdvd tubuvaliini
(Tuv) ja kahdesta eri y-aminohaposta koostuva fragmentti tubutyrosiini (Tut) tai
tubufenyylialaniini (Tup). Monella niistd on rakenteessa asetyloitu alkoholi ja N,O-asetaali

tubuvaliinifragmentissa (kaavio 46).%

_______________________________________________________

i Mep : L-lle
185 Tubulysiini A, R; = OH, R, = Ac, R3 = CH,OC(O)CH,CHMe,
186 Tubulysiini D, R, = H, R, = Ac, R = CH,0C(O)CH,CHMe,
187 Tubulysiini U, Ry = H, R, = Ac, Ry = H
188 Tubulysiini V, Ry = H, R, = H, Ry = H
189 Tubulysiini W, Ry = OH, R, = H, Rs = CH,OC(0)CH,CH,Me
190 Tubulysiini X, Ry = OH, R, = Ac, Rs = H
191 Tubulysiini Z, Ry = OH, R, = H, Rg = H

Kaavio 46. Tubulysiinien kemialliset rakenteet.®’

Tubulysiinien synteesi on osoittautunut hankalaksi. Tamé johtuu siitd, ettd vain yksi
tetrapeptidin fragmentti (L-Ile) koostuu luonnossa erillisend esiintyvdnd aminohappona.
Rakenteen keskiOssd oleva fragmentti (Tuv) siséltdd kaksi stereogeenistd keskusta ja myds
tiatsolirenkaan. Kaksi stereogeenistd keskusta sisdltdd my0ds oikeanpuolimmainen fragmentti
(Tup / Tut). Synteesejd hankaloittaa niiden monet funktionaaliset ryhmit ja myos se, ettd

osassa tubulysiineistd on helposti hajoava N, O-asetaali.
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Démling et. al%® kehittivit ensimmiisen tubulysiini U:n ja V:n synteesin, jossa Tuv-
fragmentin synteesi toteutettiin kéyttden katalysoitua Passerini-reaktiota. Retrosynteettinen
analyysi on néhtédvissd kaaviossa 47.

Rs = Ac, Tubulysiini U 187
Ry = H, Tubulysiini V 188

N
| I/'\(ﬂ __. Entsyymihydrolyysi

S
O/ 1 R = Me
Kytkenta \\ o Ri=H

l

Passerini-reaktio

Entsyymihydrolyysi

Kytkenta

192 193 ! 194
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(o
N _pNP o) NHa
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Kaavio 47. Retrosynteettinen analyysi raportoidusta tubulysiini U:n ja V:n synteeseisti.®

+ -
H,N—", ;\
//\ 0~ “OH

Tuv-fragmentin synteesi toteutettiin yhdessd astiassa kéyttden ldhtdaineina Schollkopfin
isonitriilid 195, N-Boc-suojattua L-homovaliinialdehydid 196, tioetikkahappoa 197 ja
katalyyttind Lewis-happoa BF3-Et;O. Katalyytin ja karbonyylin seokseen liséttiin hitaasti
tioetikkahapon ja isonitriilin seos. Talloin tiatsolirenkaan sisdltdva Passerini-tuote 193 saatiin
40 % saannolla ja diastereomeerien suhteen ollessa 3:1. Muodostuneet esterit hydrolysoitiin

emésolosuhteissa, jotta saatiin muodostettua jatkoreaktioihin soveltuva hydroksihappo (198)

(kaavio 48).
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Kaavio 48. Tuv-fragmentin synteesipolku.%

Kéytetyn Passerini-reaktion mekanismin pohjana pidetddn aldehydin aktivoimista katalyytilla
BF3-Et;0, jolloin isonitriili voi toimia nukleofiilind. Vaikka Lewis-happo BF3-Et;O oli
reaktiossa katalyyttind, oli sitd kuitenkin ylimad4réna suhteessa muihin 1dhtdaineisiin. Henkel
et. al.%® ovat tutkineet, ettd katalyytin méiri oli samantyyppisessi tiatsoli-Passerini-reaktiossa
mahdollista pitdd jopa 10 mol % ilman, ettd saantoon oli juurikaan vaikutusta. Samassa
artikkelissa havaittiin myos, ettid reaktion edellytyksend oli alhainen lampdétila —78 °C, jotta

sivutuotteita, kuten 2-hydroksitiatsolituotetta, et muodostunut liikaa.

Tup-fragmentin  synteesi aloitettiin  rakentamalla ohjaava ryhmd stereokeskusten
muodostumiseen. Pseudoefedriini amidoitiin ensin propionamidiksi, jonka jdlkeen vahvan
emdksen litium di-isopropyyliamidin (LDA) avulla amidin a-hiili deprotonoitiin. Tdma toimi
nukleofiilind ldhtdaineen 202 epoksidirenkaan avauksessa. Diastereomeerien suhteiksi saatiin
81:19 ja saannoksi 86 %. Seuraavassa vaiheessa ohjaava ryhmi, pseudoefedriini
hydrolysoitiin pois rikkihapon avulla ja muodostunut karboksyylihappo esterditiin
metyyliesteriksi 204. Seuraaviin reaktioihin soveltuva tuote 205 saatiin, kun amiiniryhmén
tosylaattisuojaus poistettiin  ja esterdinti suoritettiin  uudelleen hydrolysoituneeseen

karboksyylihappoon samassa reaktiossa (kaavio 49).%
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(b) MeOH, HCI, refluksi, 85 %

203
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204 (b) 4 N HCI/Dioksaani, 100 %

Kaavio 49. Tup-fragmentin synteesipolku.®

Mep-L-Ile-fragmentin synteesin ldhtdaineena oli amiiniryhmdstd ja karboksyylihaposta
suojattu  aminohappojohdannainen  206.  Amiiniryhmdn  Boc-suojaus  poistettiin
happohydrolyysilld, jolloin D-pipekolihappo (208) liitettiin sithen. Tamé tapahtui kdyttden
seka-anhydridimenetelméd, jossa D-pipekolihapon karboksyylihapporyhméstd muodostettiin
seka-anhydridi etyylikloroformiaatin (209) avulla. Amidointireaktion tuotteeksi saatiin 39 %
saannolla tuote 192, jossa karboksyylihappo on suojattu 4-nitrofenyyliryhmaélld (pNP) (kaavio
50).%
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Kaavio 50. Mep-L-Ile-fragmentin synteesipolku.®

Tuv-fragmentti (198) kytkettiin Tup-fragmenttiin (205) kéyttden kytkentdreagenssia 3-
(dietoksifosforyylioksi)-1,2,3-bentsotriatsi-4-(3 H)-oni (DEPBT) ja emasta di-
isopropyylietyyliamiini (DIPEA) (tuote 210). Totaalisynteesien viimeisid vaiheita yritettiin
ensin kiyttden polkua, jossa Tup-Tuv-fragmentista poistettiin amiinin suojaus, jonka jilkeen
sithen kytkettiin N-Cbz-suojattu L-Ile-fragmentti. Viimeisen vaiheen reaktio, D-Mep-
fragmentin kytkentd, ei kuitenkaan onnistunut hyvin. Sivutuotteita muodostui paljon ja
tavoitetuotetta 210 saatiin korkeintaan 10 % saannolla, joten tdstd polusta péétettiin luopua.
Seuraava polku toteutettiin tekemélld kytkentdreaktio suojausryhmistd (pNP) poistetulle
Mep-L-lle-fragmentille ja yhdisteelle 210. Tiassd L-Ile-fragmentin a-hiili kuitenkin
epimerisoitui kvantitatiivisesti, mutta saannoksi saatiin 83 %. Diastereomeerit erotettiin ja

entsyymihydrolyysin jilkeen saatiin tuotteet tubulysiini U ja V (kaavio 51).¢
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Kaavio 51. Tubulysiini U:n ja V:n synteesien viimeiset reaktiot.

5. Yhteenveto

Tutkielman kirjallisessa osiossa tehtiin katsaus Passerini-reaktioihin ja sen muunnelmiin.
Tutkimuksista kdvi ilmi, ettd reaktion komponentit, isonitriili, karbonyylijohdannainen ja
Bronsted-Lowry- tai Lewis-happo ovat laajasti vaihdettavissa. Karbonyylijohdannaisiin
havaittiin soveltuvan ketonit ja aldehydit, joista vidhdisen steerisen esteen siséltdvilld
aldehydeilld on korkeampi reaktiivisuus. Vdhemmin reaktiivisten of3-tyydyttyméattomien
aldehydien®®? tapauksessa saannot jdiviit usein pieneksi ja reaktioajat pitkiksi. Isonitriilien
kemiallisen rakenteen havaittiin  vaikuttavan reaktiivisuuteen Passerini-reaktiossa.
Yksinkertaisen kemiallisen rakenteen sisdltdvit isonitriilit, kuten alifaattisen hiiliketjun
substituenttina sisdltdvit, ovat usein reaktiivisia, mutta kun isonitriilien substituentti on
aromaattinen ryhmi, kuten fenyyliryhmd, saattoi reaktiivisuus vaihdella heikompaan

suuntaan.??°

Tutkimuksissa tavoitetuotteina olivat usein Brensted-Lowry-hapoilla tehdyissa reaktioissa a-
asyloksiamidit. Monista tutkimuksista kavi ilmi, ettd Passerini-reaktion vélivaiheen
nitriliumkationi on stabiloitunut reaktion ollessa kdynnissd, joten on mahdollista, ettd

uuttovaiheessa  lisdtty vesi toimii  nukleofiilind muodostaen  sivutuotteen o-
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hydroksiamidin.?®**3 Passerini-reaktion happokomponentin ollessa Lewis-happo, voi Lewis-

hapon nukleofiilinen substituentti reagoida nitriliumkationin kanssa.5!

Kirjallisuuskatsauksen perusteella voidaan esittdd hypoteesi, ettd happokomponenttien
Bronsted-Lowry- tai Lewis-happamuus korreloituu niiden kykyyn osallistua Passerini-
reaktioon. Kriittinen vaihe reaktiossa on, kuinka hyvin karbonyyli aktivoituu
happokomponentilla, joka méérittyy juuri mainittujen happamuuksien eroilla. Tarkasteltujen
artikkelien perusteella on kuitenkin hankala maarittdd tarkkaa mallia happamuuden
vaikutukselle. Voidaan havaita, ettd vihemmin karbonyylid aktivoivien happokomponenttien
sijaan apuna kiytettiin vahvempia Brensted-Lowry - tai Lewis-happoja, jotta reaktion saantoa

voitiin parantaa_15,28,42,43,66

Lewis-hapoilla ja mahdollisesti mukana olleilla Lewis-eméskatalyyteilld suoritettu Passerini-
reaktio sietid monia eri funktionaalisia ryhmii. Silanoli-*’ ja borinihappoyhdisteilli*’
toteutettiin  reaktio siten, ettd isonitriili sisélsi silyylieetteriryhmén ja kiraalisen
alkyylisubstituentin «o-hiilessd (kaaviot 17 ja 20). Boorihapon ollessa komponenttina
havaittiin, ettd of-tyydyttymiittomilld aldehydeilli on korkea reaktiivisuus (kaavio 19).%
Karboksylaattiesteriryhmin a-hiilessd sisdltdvd isonitriili muodosti stereoselektiivisen
Passerini-tuotteen, a-hydroksiamidin, ilman 5-alkyylioksioksatsoliyhdisteen muodostumista
syklisoitumisen kautta. Happokomponenttina reaktiossa kéytettiin kiraalista Lewis-
emiskatalyyttii ja Lewis-happoa SiCls (kaavio 36).°® Vastaavan karboksylaattiesteriryhmin
sisdlsi my0s salen-pohjaisella Lewis-hapolla tehty tutkimus, jossa muodostettiin
tetratsoliyhdiste atsidinukleofiililli (kaavio 42).°! Lewis-emis, karboksylaattiesteriryhmi, ei
sitoutunut Lewis-happokatalyyttiin, eikd ndin ollen haitannut reaktion etenemistd. Lewis-
hapon Sn(OTf): ja pybox-ligandin avulla tehty Passerini-reaktio mahdollisti myds a-hiilessd
karboksylaattiamidin sisédltdvien isonitriilien kdyton. Télloinkdén ei havaittu, ettd Lewis-

emiksiset karboksylaattiamidiyksik&t inhibitoivat Passerini-reaktiota (kaavio 39).!3

Passerini-reaktioissa liuottimena kiytetddn usein aproottista liuotinta, kuten dikloorimetaania
tai tolueenia. Reaktion mekanismia tutkittaessa on péételty, ettd vélivaiheen nitriliumkationi
ei ole niilld liuottimilla stabiloitunut (vetysidoksilla), ja silloin reaktion eteneminen on
nopeaa.!! Reaktion konsentraation nostamisen on havaittu nopeuttavan reaktion etenemisti ja
my6s saanto on korkeampi.’® Ilman liuotinta on myds saavutettu korkeita saantoja.??2*

Proottisen liuottimen, kuten metanolin, on pédtelty Lewis-hapolla (borinihapolla) tehdyssi

reaktiossa olevan inhibiittorina reaktion kululle.** Hypoteesina tissi tutkimuksessa oli, etti
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metanoli koordinoituu happokomponenttiin. Myds vettd on kéytetty liuotinkomponenttina
Passerini-reaktiossa. Téilloin on havaittu, ettd klassinen Passerini-reaktio muodosti
korkeamman saannon Iyhyemmadssd ajassa, verrattuna dikloorimetaanin kéyttoon
liuottimena.?> Yhdisteiden, kuten litiumkloridin ja glukoosin liuottaminen veteen, on havaittu
aiheuttavan nopean reaktion ja korkean saannon Passerini-reaktiossa.”> Lisdksi pinta-
aktiivisten aineiden ja veden yhdistelmidn on havaittu toimivan liuottimena Passerini-
reaktiossa.”>?® Tdma voi viitata siihen, ettd vesi toimisi vain kannattelevana alustana
reaktiolle. Veden kédyton reaktioseoksessa havaittiin muodostavan monissa tutkimuksissa
sivutuotetta a-hydroksiamidia.?®?°** Kuitenkin tarkastelussa oli myds tutkimuksia, joissa
metanolin®®, isopropanolin®® ja etanolin kiiyttd liuottimena oli onnistunut, myds yhdessi

veden kanssa.>8°

Tutkimuksissa on tarkasteltu Passeri-reaktioita, joissa isonitriilin  a-hiilessié on
karboksylaattiesteri tai karboksylaattiamidi. Yhdesséd tutkimuksessa karboksylaattiesterin on
raportoitu  syklisoituvan  5-alkyylioksioksatsoliyhdisteeksi,'>  toisessa  taas  ei.’®
Karboksylaattiamidin on raportoitu syklisoituvan 5-amino-oksatsoliyhdisteeksi.!*!* Mikili
karboksylaattiesterin syklisoituminen tapahtuu, on kiraalisten isonitriilien tapauksessa a-
hiilen stereokemia muuttunut. Mahdollinen syy syklisoitumiselle voi olla perusteltavissa
Baldwinin-sddannoilld, joiden mukaan 5-endo-dig —reaktio on suosiollinen, kun taas

vastaavasti 5-endo-trig —reaktio on epidsuosiollinen. Reaktioseoksessa lisdnd olleen

emdisreagenssin havaittiin lisdksi edesauttavan karboksylaattiesterin syklisoitumista.

Isonitriilin a-hiilen substituentin ollessa elektroneja puoleensa vetdvd ryhmd, kuten
karboksylaattiesteri, on mahdollisesti a-hiilen protoni hapan. Heikkojen orgaanisten emésten,
kuten trietyyliamiinin (TEA), on raportoitu rasemisoivan tillaisen kiraalisen keskuksen.!®
Synteesejd suunniteltaessa on huomioitava mahdollinen rasemisoituminen. Tarkastelluissa
tutkimuksissa havaittiin my®s isonitriilien ldmpdtilaherkkyys.!® Koska isonitriilit ovat

epastabiileja, niitd on hyvé pitdd ylimidrana synteeseissi.

Tutkitusta kirjallisuudesta on néhtdvissd, ettd Passerini-reaktion jokainen komponentti,
karbonyyli, isonitriili ja happo, vaikuttavat stereoselektiivisyyteen. Synteesejd suunniteltaessa
on kuitenkin usein turvauduttava kiraaliseen ja katalyyttiseen happokomponenttiin, silld
silloin nukleofiiliksi nitriliumkationille voidaan vaihtaa myds jokin erillinen komponentti,
kuten karboksyylihappo. Karbonyylien ja isonitriilien tapauksessa saattaa olla hankalaa

muuntaa lopputuote siten, ettd ohjaava apuyksikkd on poistettu tuotteesta. Kiraalisten
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karbonyylijohdannaisten vaikutusta Passerini-reaktioon on tutkittu, ja tdlloin on havaittu, ettd
erityisesti ~ karbonyylin a- ja  B-hiilien stereokemiallinen suuntaus vaikuttaa
stereoselektiivisyyteen. Substituentteina ndissé olivat joko hiiliketju, Lewis-emiksiset happi-
tai silyylieetterit, epoksidi tai kompleksi hemiaminaalieetteri.**>> Tarkastelluissa artikkeleissa
ndiden substituenttien Lewis-emiksisyyden vuorovaikutusta ldhtéaineiden kanssa ei tutkittu,
eikd myoskddn sen vaikutusta stereoselektiivisyyteen. Kun kiraalinen yksikkd on sijoitettu
happokomponenttiin, on karbonyylin ja happokomponentin vuorovaikutus perusta
stereoselektiivisyydelle. Yleisen Passerini-reaktion mekanismia tutkittaessa
isonitriilikomponentti on vapaasti liikkkuva ennen kuin hyokkdys karbonyyliin tapahtuu.
Tamén vuoksi on hankalaa toteuttaa kemiallinen ymparisto isonitriilin hyokkéaykselle siten,

ettd se olisi stereoselektiivinen.
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KOKEELLINEN OSA
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1. Tyon tarkoitus

Syano- ja sinibakteereina tunnetuilla eli6illdi on suuri médrd erilaisiin bioaktiivisuuksiin
yhdistettdvid sekunddérisid metaboliitteja. Yksi merkittdvd havainto ndistd on tehty Iranin
riisipelloilta 16ydetystd syanobakteerista nimeltdi Nostoc sp. Sen hydrofiilisesta uutosta
tunnistettiin nostosiineiksi nimitettyjd yhdisteitd. Monien nostosiinien, erityisesti nostosiini

A:n, on raportoitu toimivan trypsiini-inhibiittoreina.’*"!

Maiiréaltddn nostosiineista A ja B (212 ja 213, kaavio 52) ovat Nostoc sp. bakteerissa
runsaimmat ja niiden kemialliset rakenteet voidaan luokitella koostuvan kolmesta eri
fragmentista: Aromaattisen renkaan sisdltimdd a-hydroksihappotidhteen (AHA) fragmenttia
yhdistdd keskiossd oleva L-isoleusiinitdhde (L-lIle), sekd niitd L-arginaalista (L-Arga) tai L-
arginolista (L-Argo) koostuvat tihteet. Pienemmissid médrissd olevat nostosiinit D ja F (216 ja
217) koostuvat L-Ile-fragmentin sijaan valiinifragmentista, sekd C ja E (214 ja 215) L-lle-
fragmentin sijaan leusiinifragmentista. Nostosiinit C ja E eivét sisdltdneet hiili C9:n kiraalista

hydroksyyliryhm&.”
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212 Nostosiini A: R = -CHO
213 Nostosiini B: R = -CH,OH

214 Nostosiini C: R = -CHO
215 Nostosiini E: R = -CH,OH

216 Nostosiini D: R = -CHO
217 Nostosiini F: R = -CH,0OH

Kaavio 52. Nostosiini A-F kemialliset rakenteet ja niiden keskeiset fragmentit.”

Saara Hartikainen (nykyisin Riuttaméki) on toteuttanut Pro gradu-tutkielmassaan nostosiini
A ja B:in totaalisynteesien suunnitelmat.”> Kyseiset suunnitelmat jiivit toteutukseltaan
kesken, silld niiden suorituksessa havaittiin ongelmia, jotka estivét totaalisynteesien loppuun
saattamisen. Viimeisten vaiheiden esteeksi havaittiin fenolisen ryhmin suojauksena olleen
metyylieetterin poistaminen, jolloin tuotteeksi olisi saatu vapaa fenoli. Useat kokeet
tutkielmassa osoittivat, ettd 1dhtdaineena olleen peptidin (guanidiiniryhmaésti nitroryhmélla ja
fenolista metyylieetteriryhmaélld suojattu AHA-L-Ile-L-Arga -tyyppinen yhdiste) metoksisidos
oli erityisen hankala katkaista. Viimeiseksi totaalisynteesissd suoritetuksi reaktioksi, ennen
metoksiryhmén poistoreaktioita, jdi L-arginiini-fragmentin metyyliesterin kemoselektiivinen
pelkistys litiumboorihydridilld (LiBHa4), jolloin tuotteeksi saatiin L-arginoli-fragmentti.
Reaktion toteutus jdi viimeistelemattd, silld reagenssina olleen LiBH4:n todettiin hajonneen
hydrolyysituotteeksi LiOH:ksi sen sdilytyksen aikana. Oletetuksi pelkistystuotteeksi
saatiinkin vastaavan esteriryhmén hydrolyysituotteen, karboksyylihapon ja priméérisen
alkoholin seos. Tavoitetuotetta alkoholia ei karakterisoitu, vaan sen ldsnédolo todettiin vain

raakatuotteen ESI-massaspektristd viittaavan massan avulla. Aikaisemman tutkimuksen
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pohjana oli Passerini-reaktiolla tehty kytkentdreaktio (kdyttden léhtdaineina 3-(4-
metoksifenyyyli)propanaalia, = aminohaposta  L-isoleusiinista  johdetun  isonitriilin
metyyliesterid ja kloorietikkahappoa). Talloin tuotteeksi saatiin a-asyylioksiamidi, jossa
asyyliryhmadnid oli kloorietikkahaposta muodostettu fragmentti. Totaalisynteesipolun
edellytyksend oli, ettd juuri mainittu esterisidos hydrolysoitiin. Muodostunutta

kloorietikkahappoa oli haastavaa erottaa raakatuotteesta.

Ensisijainen tehtdvini tdssd tutkielmassa oli saattaa loppuun nostosiini A:n ja B:n
totaalisynteesit. Jo tehdyn tutkimuksen tuloksista havaittiin, ettd fenolisen ryhmén
suojauksena tdytyy olla jokin helpommin irroitettava suojaus. Tadmén lisdksi viimeisten
vaiheiden, kuten LiBH4:11d tehdyn pelkistyksen, toteuttaminen vaatii huolellista panostusta.
Kehittimisen kohde néhtiin myds aikaisemman tutkimuksen Passerini-reaktiossa
kloorietikkahapolla, joka muodosti tyoldan toteutuksen. Vaikka kehityskohteita néhtiin, antoi

silti aikaisempi tutkimus erinomaiset puitteet totaalisynteesien kehittdmiseen.

Keskeinen osa tutkimuksessani oli hyOodyntdd muunneltavaa Passerini-reaktiota
totaalisynteesin loppuun saattamisessa. Kyseinen reaktio on tunnettu jo ldhes vuosisadan,
mutta stereoselektiiviset variantit siitd ovat niukat. Toissijaisena tarkoituksena tutkielmassani
oli titen tutkia ja kehittdé stereoselektiivinen variantti Passerini-reaktiosta. Retrosynteettinen

analyysi tutkielman synteesipolusta on havaittavissa kaaviossa 53.

Pe|k|stys R =CHO 212
R CH,OH 213

\©\/\S)J\ ﬁr _ Suojauksen poisto

Suojauksen poisto

R = COOMe

Passerini-reaktio

.NO
N 2

219 220 221

Kaavio 53. Retrosynteettinen analyysi kokeellisen osuuden totaalisynteeseisté.
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2. Tulokset

2.1 Fragmentti L-ILE

L-lle-fragmentin ldhtdaineena kéytettiin L-isoleusiinia (222), joka ensin esterditiin
happokatalyytilld metanolissa metyyliesteriksi (223). Dehydranttina oli suolahappo, joka
muodostettiin asetyylikloridin ja metanolin vilisessd reaktiossa. Pieni méérd ldhtdaineena

ollutta aminohappoa jdi reagoimatta.

Pivaloyylikloridista, muurahaishaposta ja trietyyliamiinista muodostettiin seka-anhydridi
formyylipivaloylaatti (224) kéyttden liuottimena dikloorimetaania. Télla reagenssilla
suoritettiin samassa astiassa aminoesterin (223) amiinin formylointi. Reaktion optimoinnissa
huomattiin, ettd sivutuotteena muodostui veteen heikkoliukoista pivaloyylihappoa, jonka
erottaminen tavoitetuotteesta osoittautui hankalaksi. Uuttovaiheen pesu suoritettiin useaan
otteeseen sekd happamalla, ettd emdksiselld vesiliuoksella, jonka jédlkeen tehtiin flash-

pylviaskromatografinen puhdistus.

Formamidi (225) reagoitettiin dehydraatioreaktiossa trifosgeenin ja N-metyylimorfoliinin
(NMM) kanssa dikloorimetaanissa, jolloin muodostui isonitriili (220) (kaavio 54). Lihteind
reaktiolle kiytettiin vastaavien isonitriilien synteesien raportteja.'®® Isonitriilien havaittiin

olevan herkkid hajoamaan happamissa olosuhteissa.

222 223 225
o) Cl) 224
(0] B )J\O) (3,04 ekviv.)
)J\ (2,09 ekviv.) u _
oH cl -, o EtsN (4,60 ekviv.) o

N — N

H2N MeOH CIH3N h DCM S o
92% o] 75%

Trifosgeeni (0,34 ekviv.)
NMM (2,08 ekviv.)

220 <
N O< DCM
~ 89%

0

Kaavio 54. Synteesipolku L-isoleusiinista (7) isonitriiliin (5).

2.2 Fragmentti AHA

Fragmentti AHA:n synteesin (kaavio 55) ldhtdaineena kéytettiin  kaupallista
karboksyylihappoa (226), joka esteroitiin rikkihapon katalysoimana metanolissa

metyyliesteriksi (227). Sen sisdltima fenolinen ryhmi suojattiin t-
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butyylidimetyylisilyyliryhmélld ~ (TBDMS-suojaus) (228), kéyttden kirjallisuudessa
raportoitua menetelméé, jossa reagensseina ovat ¢-butyylidimetyylisilyylikloridi (TBDMSCI)
ja imidatsoli dikloorimetaanissa.”> Yhdisteen (228) karboksylaattiesteriryhmi pelkistettiin
aldehydiksi  (219) kéyttden  pelkistintd  di-isobutyylialumiinihydridi ~ (DIBAL-H)
dikloorimetaanissa —78 °C lampoétilassa. Léhteend pelkistykselle kiytettiin kirjallisuudessa

raportoitua analogista menetelm#.”

226 227 228
HO HO TBDMSCI (1,15 ekviv.) _0
H,SO,4 (kat.) Imidatsoli (1,53 ekviv.) TBDMS
OH ———— 0 0
MeOH ~ DCM h
o 82% 0 91% o)
1BDMS-° DIBAL-H7(1 08 ekviv.)
219 78 °C
| DCM
o 69%

Kaavio 55. AHA-fragmentin synteesipolku.
Tutkielman kirjallisessa osassa on mainittu tutkimuksia, joissa fenolinen ryhmi on toiminut
Passerini-reaktiossa happokomponenttina.’!-? Tisti syysti fenolinen ryhmi péitettiin suojata
TBDMS-suojauksella, silld vapaan fenolisen ryhmin reaktiivisuutta Passerini-reaktiossa ei

tiedetty varmuudella.

2.3 Fragmentti L-Arg

L-Arg-fragmentin l&htdaineena kaytettiin N,-nitro-L-arginiinia (229), joka esteroitiin kdyttden
L-Ile-fragmentin synteesissé kéytettyd menetelmid (kaavio 56). Suojaamaton guanidiiniryhma
on reaktiivinen ja sen emdiksisyydestd johtuen flash-pylvdskromatografinen puhdistus on

vaivalloista. Tastd syystd guanidiiniryhmé suojattiin nitroryhmaélla.

229 221
O

NH (2,00 ekviv.) B NH
M no, A N J No,

H->N IH2N
2 N N -z @ . ClH3 N N
H H MeOH H H
106 % o o~

O~ OH

Kaavio 56. L-arg-fragmentin synteesipolku.

2.4 Fragmenttien AHA-L-ILE -kytkenti

Fragmenttien AHA ja L-Ile kytkenndssd tavoitteena oli hyddyntdd Passerini-reaktiota.

Klassinen tapa suorittaa se on kayttdd karboksyylihappoa happokomponenttina, jolloin
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tuotteeksi muodostuu a-asyloksiamidi. Muodostunut esterisidos on kuitenkin hydrolysoitava,
jolloin karboksyylihappo muodostuu sivutuotteena. Vapaa karboksyylihappo on usein
liukoisuuksista johtuen haasteellista erottaa tavoitetuotteesta.””> Vaihtoehtoisia menetelmii

padtettiin téten tutkia.

Tutkielman kirjallisessa osassa on mainittu tutkimuksia, joissa boorihappo® ja substituoidut
borinihapot*’ toimivat Lewis-happokomponentteina. Namé valittiin tutkimuksen kohteiksi,
silld Passerini-reaktiossa muodostuva boraatti- tai borinaattiesteri hydrolysoituu helposti ja
muodostuu vapaa borini- tai boorihappo ja jatkoreaktioihin soveltuva a-hydroksiamidi.
Lahdeartikkelien tutkimuksissa havaittiin, ettd borini- ja boorihapon substituenttien
vaihdettavuus on laaja. Téstd syystd stereoselektiivisten variaatioiden kehittdminen voisi olla

mahdollista.

Passerini-reaktion katalyyttind kokeiltiin difenyyliborinihappoa (95) kéyttden isonitriilid (220)
ja aldehydid (230). Liuottimena reaktiossa kdytettiin dikloorimetaania ja katalysoidun téisti
reaktiosta teki reaktioseokseen lisitty vesi. Lihdeartikkelissa*® on mainittu yksi ekvivalentti
vettd reaktioseoksessa. Johtuen pienessd skaalassa tehdyssd reaktiosta, vettd lisdttiin
testireaktioon téssd tutkimuksessa yksi tippa, mikd vastaa noin kahta ekvivalenttia. Saanto
reaktiossa jdi kuitenkin alhaiseksi, silld raakatuotteen 'H NMR-spektrii karakterisoidessa
havaittiin vain pieni midrd tuotteen 231 diastereomeerejda (NMR:lla havaittu protoni on
merkitty punaisella, kaavio 63). Mahdollinen syy alhaiseen saantoon voi olla liian suuri mééra

vettd reaktioseoksessa.

230 220 95 231
(1,00 ekviv.) (1,04 ekviv.) (0,09 ekviv.)
/O (I)H (~2 ekviv.) /O o
B Hzo H
+ + O+ o)
1 N DCM N >
o O 3d OH O

Kaavio 57. Difenyyliborinthapon katalysoima Passerini-reaktio. Tuotetta muodostui vain

pieni maara.

Boorihapon (92), isonitriilin (220) ja aldehydin (230) vélistd Passerini-reaktiota tutkittiin
ilman katalyyttini olevaa vettd. Liuottimena reaktiossa kéytettiin ei-kuivattua
dimetyyliformamidia, joka otettiin suoraan reagenssipullosta. Reaktio ei ole katalyyttinen,
silli boorihappoa oli ylimddrd suhteessa muihin 14htdaineisiin. Tavoitetuotteen
diastereomeerien (231) havaittiin muodostuneen, jolloin ne puhdistettiin reaktioseoksesta ja

karakterisoitiin tarkemmin 'H ja '*C NMR-spektreisti.
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230 220 92 231
(1,00 ekviv.) (1,00 ekviv.) (1,15 ekviv.)

—/,ltl oH DMF \O\/\HJ\ \/d(
- 44%

Kaavio 58. Boorihappo Lewis-happona Passerini-reaktiossa.

2.5 Passerini-reaktio boorihapolla - Optimointi

Alhaisen saannon takia boorihapolla tehtyd Passerini-reaktiota péadtettiin optimoida.
Mahdollinen syy alhaiseen saantoon saattoi olla liuottimen siséltimét epadpuhtaudet.
Dimetyyliformamidi on altis hajoamistuotteiden muodostumiselle, sekd lisdksi herkka
sitomaan kosteutta ilmasta.”” Liuottimen kiytdstd péitettiin luopua, silli ilman liuotinta
tehdyn reaktion on raportoitu toimivan, karboksyylihapon ollessa happokomponentti.’?2?%24
Toinen syy alhaiseen saantoon saattoi olla Passerini-tuotteen ja boorihapon muodostaman
kompleksin vesiliukoisuus, jolloin orgaanisella liuottimella suoritetun uuton hy6tysuhde
viheni.”” Muodostunut kompleksi voidaan rikkoa kiyttimilld uuttovaiheessa vesifaaseissa
heikkoa emadstd, kuten NaHCOs:n vesilivosta. Koereaktio suoritettiin ilman liuotinta
ldimmittden 20 minuuttia 100 °C:ssa ldhtdaineita 3-(4-metoksifenyyli)propanaalia (230),
metyyli-isosyanoasetaattia (114) ja boorihappoa (92), jolloin Passerini-tuotetta muodostui 60
% saannolla. Isonitriilin arveltiin olevan epéstabiili korkeassa ldmpotilassa, joten sitd oli

yliméérin. Reaktioaikaa pidennettiin vield kahteen tuntiin, jolloin saanto kohosi lukemaan 71

%.

Taulukko 1. Ilman liuotinta tehdyn Passerini-reaktion optimointia. Reagenssien suhteita ei

optimoitu

230 114 92 232
(1,00 ekviv.) (1,30 ekviv.) (1,60 ekviv.)

° (0]
g +/\H/O\ OH (1) Passerini-reaktio ~~ 0
-.N |
T ct *  _Bo_. (2)NaHCOz+ H,0 o
| ) HO™  ~OH (2) Na 3T 2 H/\H/ ~

o OH O

Koe Liuotin Lampdotila  Reaktioaika Saanto
1 — 100 °C 20 minuuttia 60 %
2 — 100 °C 2 tuntia 71 %
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2.6 Stereoselektiivinen Passerini-reaktio

2.6.1 Teoria

Tutkielman kirjallisen osan osiossa 2.6 Stereoselektiivinen Passerini-reaktio — ldhtoaineiden
vaikutus kéytiin 1dpi stereoselektiivisyyden perusteita ja Passerini-reaktioihin kohdistuneita

55-57

tutkimuksia. Silyyliyhdisteilld suoritetuille stereoselektiivisille reaktioille, joissa tapahtuu

nukleofiilien lisdys aldehydeihin, voidaan johtaa kaavion 59 yleistivd mekanismi.

153 233 234 235 236

* 0
o G G
X HO
X/C?X—’(Oj&x /éx \*\’—» o —>R}—Nu
X X <\> O}—Nu 1
O =si,x=cCl

Kaavio 59. Yleistdva mekanismi Lewis-hapon SiCl4 reagointiin aldehydin ja nukleofiilin

kanssa.

Boorihappo siséltdd kolme hydroksyyliryhmai. Silld tehdyn Passerini-reaktion mekanismia
tutkittaessa ndhdddn, ettd hydroksyyliryhmi toisiintuu nitriliumkationiin (kaavion 21,
véilivatheen 102  kaltainen mekanismi). Olisi suotavaa, ettd vapaana néistéd
hydroksyyliryhmisti olisi vahintdén yksi, jotta toisiintumisreaktio voisi tapahtua. Boorihapon
rakenteeseen suunniteltiin titen kiraalinen ohjaava yksikko, joka on sidoksissa esterisidoksin
muodostaen borinihapon. Kirjallisuushaussa havaittiin, ettd kiraalisen yksikon sisdltdmat
borinihapot ovat vield suhteellisen vdhdn tutkittu yhdistejoukko, eikd menetelmid niiden
syntetisoimiseksi ole juurikaan raportoitu. Liséksi hydroksyyliryhmédn substituoimista eri
fragmentilla, kuten halogeenilla, ei ole tutkittu loytdmieni l&hteiden perusteella.

Kirjallisuudesta 16ytyi kuitenkin viite, jossa Zhao et. al.’®

ovat havainneet borinihappoja
rakenteeltaan  etdisesti  muistuttavien kiraalisten = boroksinaattianionien  toiminnan

stereoselektiivisessd Ugi-reaktiossa.

Ohjaavan ryhmén sisdltdvien borinihappojen suunnittelujen apuna olivat kirjallisuudessa
raportoidut  kiraaliset booriyhdisteet ja niiden avulla tehdyt stereoselektiiviset
alkylointireaktiot. Lewis-happoihin perustuvia alkylointireagensseja ovat esimerkiksi
nukleofiilisen hiiliketjun sisiltiviit boronaattiesterit.”%" Wu et. al®' ovat raportoineet, etti
ohjaavana apuyksikkond oleva 238 toimii katalyyttisend médrdnd of3-tyydyttyméattomien

ketonien alkynylointi- ja konjugaattiadditioreaktioissa (kaavio 60, osio A). Sama



58

tutkimusryhmi on raportoinut myds katalyyttisen alkenylointireaktion (kaavio 60, osio B).%
Ohjaavana ryhmini on raportoitu Roush er. al® tydssi toimivan kiraaliset tartraattiesterit
(kaavio 60, osio C). Tdlld on tehty stercoselektiivisid allylointireaktioita. Krotyylinukleofiilin

sisiltivii kiraalisia booriyhdisteiti on my®s tutkittu paljon aiemmin.3%°

237 238 239 240
(1,0 ekviv.) (20 mol%) (3,0 ekviv.)
' n-CeHq3
9 OO [eefte  ow I
1) rt (2) refl
R S o /// (1) (2) retox 0
OH /< (3) H,O
OO el
|
84 %
ee 94 %
241 238 242 243
(1,0 ekviv.) (25 mol%) (3,0 ekviv.)
' DCM
n-CgH n-C6H13
0 OO ors ) MS 4A g
B O . OH (1) 40 °C >0
OH N 96h _O
© OO 0B _ @m0 [
|
84 %
er98,4:1,6
244 245 ' 246 247
(1,0 ekviv.) (1,5 ekviv.)

) Y Tolueeni

3 | OH
o\ -78 °C
0]
c %O - \<{ _MSHA .

\ B~

TBDMS /( ° ° TBDMS/O 9
TBDMS

VY
89 % 1 %

Yhteissaanto 71 %

Kaavio 60. Boronaattiestereilli tehtyji stereoselektiivisid esimerkkireaktioita (A8!, B®2, C#?),

Kaavion 60 osioiden A ja B mekanismit pohjautuvat kiraalisen boronaattiesterin 249
muodostumiseen tasapainoreaktiossa, jolloin isopropanolimolekyyli lohkeaa pois. Karbonyyli
253 sitoutuu kiraalisen reagenssin booriatomiin (kaavio 61 vilivaihe 252) ja tapahtuu
stereoselektiivinen konjugaattiadditio (251). Kiraalisen yksikon siséltdvd boronaattiesteri
reagoi tdmdn jédlkeen juuri lohjenneiden isopropanolimolekyylien kanssa ja vapauttaa sen

katalyyttiseen kiertoon.”
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252 O\B/O | | C') *
5 q
— O+ /B\
K)\ o0 "0
Rs R Rz R R 251
1 1 2

R1 = Ph, R2 = Me, R3 = n-CGH13

Kaavio 61. Katalyyttisen syklin mekanismi.”®

Tartraattiestereihin pohjautuvien kiraalisten reagenssien mekanismin hypoteesiksi on esitetty
hylkivd vuorovaikutus reagoitavan karbonyylin ja apuyksikon esterin karbonyylin kanssa

(kaavio 62).83-%

o I~ \g\//o
0 ...%%

>:o IC’ O:<

Kaavio 62. Hylkivdan vuorovaikutukseen karbonyylien vililld perustuva mekanismi.

255

83-85

Kiraalisella borinihapolla suoritetun Passerini-reaktion mekanismin hypoteesi on ndhtavissa
kaaviossa 63. Tilloin vélivaihessa 256 karbonyyli on sidoksissa kiraaliseen borinihappoon,
kuten myds isonitriili heikoin vuorovaikutuksin tai steerisen esteen johdosta. Vastaavaa
isonitriilin  sitoutumista on  havaittu  kiraalisella ~ fosforihapolla  suoritetussa

stereoselektiivisessd Passerini-reaktiossa (kaavio 35). Booriatomin pienen koon takia



60

stereoselektiivisyydelle olennainen kiraalinen keskus on ldhelld reaktiokeskusta, eli

isonitriilin hyokkaysta.

256 257 258 259
(\/Z \ . - (\/Z (\/Z ]
-B _ N7 _B- _B H
YO/ oH S . Y Ton . Yo — R}\WH\R
\ '?? d R /N\R H 2 !
/ Cz\* 2 1 O
R2 R2 \R OH

Y, Z=0, Ar jne.
Kaavio 63. Hypoteesi kiraalisilla borinihapoilla tehdyn Passerini-reaktion

stereoselektiivisyydelle.

2.6.2 Kiytinto

Synteesien toteutuksien ja yksinkertaisista ldhtGaineista koostuvien yhdisteiden puolesta
kiraalisten reagenssien kehitykseen walittiin boorihaposta ja kolmesta eri kiraalisesta
yksikostd muodostetut borinihapot. Niiden synteesimetodi pohjautui kirjallisuudessa
kéytettyyn esterdintireaktioon Dean-Stark-laitteistossa.®® Ensimmiiseni (kaavio 64, osio A)
tutkimuksen kohteena oli di-isopropyyli-L-tartraatti (260). Reaktion edetessd havaittiin
ongelmaksi, ettd muodostui ylikuumenemista ja ylikichumista aiheuttavaa sakkaa.
Reaktioseoksen vérin havaittiin myds muuttuvan vérittomasti ruskeaksi. Tolueeniliukoisten
reaktiotuotteiden karakterisointia varten sakka suodatettiin, liuotin haihdutettiin ja '"H NMR-
analyysi suoritettiin, mutta saadusta raakatuotteen spektristd oli hankala havaita
tavoitetuotteen (261) muodostuminen. Kyseinen reaktio toteutettiin uudelleen kéyttden
1sompaa mittakaavaa ja samat ongelmat havaittiin jilleen. Reaktio tehtiin uudelleen kdyttden
dietyyli-L-tartraattia (262) (kaavio 64, osio B). Sakkaa ei tdlloin muodostunut ja
reaktioseoksen véri pysyi ldhes vérittoménd. Veden muodostumisen loputtua liuotin
haihdutettiin ja raakatuotteen karakterisointia varten valmistettiin niyte 'H, '°C ja "B NMR-
tutkimuksia varten. Néissd havaittiin ldhtoaineesta, dietyyli-L-tartraatista, eroava spektri, seka
"B NMR-spektrissi oleva siirtymid arvolla 89,50 ppm. NMR-spektrien avulla tehty
karakterisointi tavoitetuotteen (263) varmistamiseksi ei kuitenkaan tuottanut toivottua
varmuutta, joten yhdisteen tarkka massa yritettiin mitata HRMS (ESI") -massaspektrometrilla.
Lukuisista yrityksistd huolimatta tarkkaa massaa ei saatu. Lédhtoaineella (S)-binol (264)
esterdintireaktio (kaavio 64, osio C) toistettiin, mutta tavoitetuotteen (265) muodostumisesta

el saatu varmuutta.
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Kaavio 64. Kiraalisten reagenssien synteesien onnistumisesta ei saatu varmuutta.

Erittdin kosteusherkdt boorihapon esterit vaikeuttivat tyon suoritusta, kuten myds
karakterisointia. Tutkitussa esterdintireaktiossa voi mahdollisesti muodostua sivutuotteita,
jotka eivit reagoi haluttuun tapaan Passerini-reaktiossa. Borinihapot ja niiden synteesien
vilivaihetuotteet voivat reagoida keskeniin tehden erilaisia anhydridejd.®” Reaktiossa voi
mahdollisesti muodostua myds borinaattianioneja.®’” Tavoitteen eli viisirenkaisen booriatomiin

pohjautuvan heterosyklisen yhdisteen muodostaminen voi my0s olla steerisesti vaikeaa.

Kiraalisia borinihappoja ei ehditty tdmén tyon puitteissa tutkimaan tarkemmin. Niiden
tutkimus olisi kuitenkin hyodyllistd, silld ne ovat vihemmaén tunnettu yhdistejoukko ja tdten

mahdollisesti apuna monissa reaktioissa.

2.7 Fragmenttien AHA-L-Ile kytkenta

Optimoitu Passerini-reaktio boorihapolla (92) suoritettiin ldhtdaineilla 220 ja 219 (kaavio 65).
Raakatuotteen puhdistus suoritettiin  Combiflash® -laitteistolla. Liuotinkombinaatioiden

sovituksen jdlkeen saatiin tdysi erottelu diasterecomeereille 266 ja 267. Diastereomeerien
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suhteiksi arvioitiin noin 1:1, mutta kromatografinen puhdistus puhtaille fraktioille ei
mahdollistanut  hieman epdpuhtaiden  fraktioiden talteenottoa. = Diastereomeerien
stereokemiallista analysointia (R,S,S ja S,S5,S5) ei tdssd projektissa tehty, vaan niiden
nimityksind kaytettiin poolisuuksiin perustuvaa nimedmista: ylempéana
ohutlevykromatografiassa liikkuva yhdiste on ylempi-diastereomeeri ja vastaava alempana

litkkkuva yhdiste on alempi-diastereomeeri.

220 92 219
(1,30 ekviv.) (1,60 ekviv.) (1,00 ekviv.)
e
(IDH TBDMS
+ 0] + +
- B«
2N > HO"OH |
0]

(1) 2 h, 100°C
(2) NaHCO; + H,0

/O P
TBDMS m TBDMS” o)
- N oL 7 N SN
on " 0o oH 7 0o

266 267

75%

Kaavio 65. Optimoitu Passerini-reaktio totaalisynteesin valivaiheeseen.

2.8 AHA-L-Ile -fragmentin hydrolyysi

Jatkoreaktioihin valittiin alempi-diastereomeeri. Kyseinen metyyliesteri 268 hydrolysoitiin
LiOH:lla, liuottimen ollessa veden ja tetrahydrofuraanin kombinaatio (kaavio 68).
Hydrolyysissd lohkesi myds fenolin TBDMS-suojausryhmé. Raakatuotteeksi saatiin
karboksyylihappo 269, jonka puhdistus pylvdskromatografialla silikageelilld olisi ollut
vaivalloista. Tistd syystd raakatuotteella edettiin jatkoreaktioihin. Yhdisteen '*C-spektri jii
puutteelliseksi, silld signaalit alakentilld olevista vihemmaén suojatuista hiiliatomeista jaivat
nidkymittd. Néiden arveltiin olevan fenolinen hiili ja karbonyylien hiilet. Syyni tdhén voi olla

ndytteen alhainen konsentraatio.

269
LiOH (3,30 ekviv.) HO
TBDMS (ag. ) 0
T TR N OH
92% H
OH o)

Kaavio 66. Metyyliesteri sekd fenolin suojausryhmé hydrolysoituivat.
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2.9 AHA-L-lle ja L-Arg -fragmenttien kytkenta

Hydrolyysituotteen 269 kytkentdd L-Argo-fragmentin keskeiseen ldhtdaineeseen N, -
nitroarginiinin metyyliesteriin (221) tutkittiin aluksi kéyttden kytkentdreagenssia N,N'-
disykloheksyylikarbodi-imidi (DCC). Tadmén reagenssin haittapuolena on kuitenkin
sivutuotteena muodostuva disykloheksyyliurea (DCU), jota on usein vaikea saada erotettua
muodostuneesta kytkentdreaktion tuotteesta. Uuttamiseen, flash-pylvdskromatografiaan tai
liukoisuuksiin perustuvien metodien kéyttd tehdyn reaktion raakatuotteen puhdistuksessa
osoittautui erittdin hankalaksi. Téstd syystd kytkentdreagenssiksi valittiin 1-etyyli-3-(3-
dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidi hydrokloridi (EDC-HCI), jonka sivutuote, substituoitu
urea  amiiniryhmilli, on helposti reaktioseoksesta vedelli pois pestivissi.?®
Kytkentdreagensseilla EDC-HCI, HOBt ja NMM kytkettiin 1dhtdaineet 221 ja 269, liuottimen

ollessa kuivattu dimetyyliformamidi (kaavio 67).

221 269
(1,60 ekviv.) (1,00 ekviv.)
) NH
* HO
OH
0”0~ N
OH 0

HOBH (542 ekviv) |
EDCHCI (1,15 ekviv.) | " gq9,
NMM (ylimaars)

H
© O H NH
” NI\/\HJ\”,NOZ
OH (0]
0% o~

270

Kaavio 67. AHA- L-Ile ja L-Arg —fragmenttien kytkentdreaktio.

Substitoiduilla karbodi-imideilld tehdyn kytkentdreaktion mekanismi perustuu seka-
anhydriyhdisteen 275 muodostumiseen. Tdméd muodostuu karboksylaatin 271 ollessa
nukleofiilind. Nukleofiilisen hydroksyyliryhmén sisédltavdi HOBt (274) toimii tdmén jidlkeen
nukleofiilind ja muodostuu esterisidoksellinen yhdiste 278. Ureayhdiste 276 lohkeaa pois
sivutuotteena. Amiini 277 toimii lopulta nukleofiilind ja muodostuu amidisidos (279) (kaavio
68).
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Kaavio 68. Kytkentireaktion mekanismi. "3

2.10 AHA- -Ile- L-Argo

Lihtoaine 270 sisdltdd lukuisia eri funktionaalisia ryhmid. Nédiden ryhmien péiteltiin
mahdollisesti hankaloittavan L-Arg-fragmentin kemoselektiviistd pelkistystd metyyliesteristd
alkoholiksi. Aikaisemmassa tutkimuksessa havaittiin kuitenkin, ettd LiBHy-reagenssilla
suoritettu pelkistys voisi toimia.”> Tissd tutkimuksessa tehty reaktio toteutettiin kiyttden

yliméaaraa pelkistintd (kaavio 69).

0 NH
N J Nno
270 N I\A” H/ 2
OH (0]
07 o~
LiBH, (15,7 ekviv.) ITHF 98%
HO
0 NH
280 H J\ NO
OH (0]
OH

Kaavio 69. Metyyliesterin pelkistys alkoholiksi.

2.11 Nostosiini B

Lihtoaine 280 sisdltdd guanidiiniryhmissd suojauksen. Téllaisen nitroryhmédn poisto
vastaavasta funktionaalisesta ryhmaéstd on suoritustavaltaan kirjallisuudessa laajasti tutkittu ja

sen yleinen metodi on metalli- ja vetykeskeinen katalyyttinen pelkistys.?®*! Metallikatalyytilli
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Pd/C suoritettu vedytysreaktio 1dhtdaineelle 280 suoritettiin metanolissa ja havaittiin yon yli
reagoinnin jilkeen, ettd kyseinen ldhtdaine oli kulunut reaktiossa loppuun (TLC-analyysi).
Metallikatalyytti suodatettiin ja liuotin haihdutettiin, jolloin saatiin raakatuote 281 (kaavio
70). Raakatuotteesta analysoitiin useita NMR-spektrejd, mutta niiden konsentraatio oli pieni
ja NMR-liuottimen havaittiin sisdltdvian epdpuhtauksia, kuten vettd. Analysointi oli téten
hankalaa. Raakatuotteen puhdistusta ja tarkempien NMR-spektrien mittaamista ei ehditty
suorittaa. Tastd huolimatta raakatuotteesta mitattiin massaspektri, jolla saatiin nostosiini B:td
vastaava tarkka massa (HRMS (ESI"): m/z laskettu [C22H37NsOs+H]" 452,28620, m/z mitattu
452,28470, A(m/z) = 1,5 mDa).

I
N N NO2
H H

Pd/C
MeOH 105% (raakatuote)

NH
@M b

Kaavio 70. Nostosiini B:n synteesi: nitroryhmén pelkistys guanidiiniryhmaésta.

3. Yhteenveto

Kokeellisen osuuden ensisijainen tarkoitus oli toteuttaa totaalisynteesit nostosiini A:han ja
B:hen. Avainasemassa synteesipolussa oli hyddyntdd Passerini-reaktiota, jossa muodostuu
uusi kiraalinen hiili. Aikaisemmin tehty tutkielma’ nostosiinien A ja B totaalisynteeseihin oli
pohjana télle tutkimukselle. Kyseisessd tutkielmassa tehtiin synteesisuunnitelmat, mutta
niiden toteuttaminen loppuun saakka osoittautui hankalaksi. Lisdksi kirjallisuudessa on
raportoitu  vdhdn stereoselektiivisid Passerini-reaktioita. Tdmédn johdosta tutkielmani

toissijainen tarkoitus oli kehittdé stereoselektiivinen variaatio Passerini-reaktioon.

Kokeellisen osuuden tutkimukset aloitettiin syntetisoimalla Passerini-reaktion komponentit
isonitriili (220) (L-Ile-fragmentti) ja aldehydi (219) (AHA-fragmentti), sekd my6hemmaéssa
vaiheessa kytkettava L-arginiini-johdannainen (L-Arg-fragmentti) (221).

Isonitriilikomponentin havaittiin olevan erityisen herkkd hajoamaan happamissa olosuhteissa
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ja kirjallisuuskatsauksen perusteella my0s erityisen herkkd rasemisoitumaan. Tdstd syystd
varovaisuuteen Kkiinnitettiin erityistd huomiota. AHA-fragmentin ldhtdaineen viimeisen
vaiheen synteesi toteutettiin pelkistden karboksylaattiesteriryhmd DIBAL-H -reagenssilla

aldehydiksi.

Lahtoaineiden synteesien  jélkeen edettiin tutkimuksiin Passerini-reaktiolla.
Kirjallisuuskatsauksen perusteella lupaaviksi kehittdmiseen soveltuviksi vaihtoehdoiksi
ndhtiin Lewis-happoina toimivat booriyhdisteisiin pohjautuvat kiraaliset reagenssit.
Boorihapon havaittiin toimivan Lewis-happokomponenttina Passerini-reaktiossa, kun reaktio
tehtiin ilman liuotinta. Kiraalisen ohjaavan ryhmin sisiltdvid boronaattiestereitd ja niiden
avulla tehtyjd stereoselektiivisid alkylointireaktioita tutkittiin kirjallisuudesta. Erityistd
huomiota kiinnitettiin kyseisten alkylointireaktioiden mekanismeihin. Teoreettisen taustatyon
perusteella kehitettiin  kemialliselta rakenteeltaan yksinkertaisia kiraalisen ympériston
siséltdvid borinihapporeagensseja, joiden paiteltiin reagoivan stereoselektiivisesti Passerini-
reaktiossa. Kiraaliset L-di-isopropyyli- (260) ja L-dietyylitartraatti (262), seki (S)-binol (264)
olivat tutkimuksen kohteina ohjaavista ryhmistd ja tavoitteena oli muodostaa niilld
viisirenkainen borinihappoesteri. Tutkimuksessa oli mukana vain yksi metodi ndiden
synteesiin, joka pohjautui esterdintiin Dean-Stark-laitteistolla. Tavoitetuotteiden synteesien
onnistumisista ei kuitenkaan saatu varmuutta, joten niiden tutkimuksesta péétettiin luopua.

Niiden kehitys ja tutkinta olisi kuitenkin suotavaa, silld ne ovat vihin tutkittu yhdistejoukko.

Totaalisynteesid jatkettiin kdyttden substituoimatonta boorihappoa Passerini-reaktiossa, ja
siitd muodostuneista diastereomeereista valittiin toinen jatkoreaktioihin. Diastereomeerien
stereokemiallista suuntausta ei tdssa tydssd médritelty. Passerini-reaktion diastereomeeri (268)
hydrolysoitiin karboksyylihapoksi (269), jonka jdlkeen siihen kytkettiin L-Arg-fragmentti
(221). Muodostuneen tuotteen (AHA-L-lle-L-Arg -kytkentdtuote) (270) sisdltimi
karboksylaattiesteriryhmai pelkistettiin kemoselektiivisesti LiBH4:1la priméériseksi alkoholiksi
(280). Viimeiselld toteutetulla reaktiolla pelkistettiin guanidiiniryhmén sisdltima nitrosuojaus,
jolloin tuotteeksi muodostui nostosiini B (281) (jossa hiili C9:n stereokemia tuntematon). Sen
ldsnéolo todettiin vain raakatuotteen HRMS (ESI") tarkalla massalla. Raakatuotteesta mitatut
NMR-spektrit olivat tarkkuudeltaan hankala tulkita, johtuen NMR-liuottimen ja niytteen
epdpuhtaudesta. Raakatuotteen puhdistusta ja tarkempien NMR-spektrien mittaamista ei

ehditty suorittaa.



67

L-Ile-, AHA- ja L-Arg-fragmenttien ldhtdaineille (219, 220 ja 221) tehdyt synteesit
optimoitiin. Sen sijaan optimointeja ei ehditty suorittaa tdysin viimeisten vaiheiden reaktioille.
Tassd tapauksessa olisi voitu vield optimoida esimerkiksi reagenssien moolisuhteita,
reaktioaikoja, ja lisdksi raakatuotteen eristys- ja puhdistusmenetelmid. Synteesituotteiden
karakterisoinnissa huomioitavaa oli, ettd hygroskooppisten NMR-liuottimien, kuten CD30D
ja DMSO-d6 sisdltiméd kosteus haittasi NMR-spektrien vaihtuvien protonien ndkyvyytta.
Liséksi pienelld skaalalla suoritetut viimeisten vaiheiden reaktiot olivat NMR-spektrien osalta
hieman epétarkkoja. Ndin ollen esimerkiksi protonien multiplisiteettid oli hankala maarittaa

tarkasti.

L-Arg-fragmentin ldhtdaineen karakterisoinnissa havaittiin raakatuotteessa epédpuhtautena
liuottimena kéaytettyd metanolia. Metanolin midrd oli pieni, joten se ei haitannut
jatkoreaktioita. Kuitenkin my0s kyseisen ldhtdaineen hygroskooppisuus hankaloitti
tyoskentelyd. Jatkoreaktioihin valitun Passerini-tuotteen, eli alemman-diastereomeerin (268)
hydrolyysi LiOH:lla suoritettiin, ja johtuen tavoitetuotteen (269, sisdltdd fenolin ja
karboksyylihapon)  reaktiivisuudesta, olisi sen puhdistus pylvdskromatografialla
(silikageelilld) ollut tyoldstd. Tastd syystd jatkoreaktioihin edettiin raakatuotteella. Siitd
mitatut *C NMR-spektrit jiivit puutteellisiksi, silli spektrin jokaista péiteltyd alakentin
signaalia ei ndkynyt. AHA-L-Ile-L-Arg -vélivaiheen karboksylaattiesteriryhmd pelkistettiin
suurella ylimédrilld reagenssia LiBHa, jolloin raakatuotteen (280) 'H NMR-spektristi ei
havaittu karboksylaattimetyyliesterin karakterisoivaa singlenttisignaalia. Viimeisena reaktiona
toteutettiin guanidiiniryhmén suojauksena olleen nitroryhmén pelkistys, jolloin tuotteeksi
tavoiteltiin nostosiini B:td (281, hiili C9:n stereokemia tuntematon). Reaktiota suoritettaessa
havaittiin, ettd l&dhtdainetta (280) ei ollut ndhtivissd endd reaktioseoksessa (TLC-analyysi),
joka antoi viitettd, ettd tavoiteltu reaktio oli toteutunut. Saatua tuotetta ei puhdistettu

kéédnteisfaasin pylviaskromatografialla, vaan yritettiin karakterisoida raakatuote.

Lihteend olleessa tutkielmassa’® mainittiin, etti Passerini-reaktiota ei ollut mahdollista
suorittaa Lewis-hapolla (trifenyylisilanoli), kun isonitriili sisédlsi Lewis-emiksisen
karboksylaattiesteriryhmin (yhdiste 220). Tdméan pditeltiin johtuvan siitd, ettd isonitriilin
sivuketju, karboksylaattiesteri, sitoutui karbonyylid voimakkaampana Lewis-eméksend
trifenyylisilanoliin. Sen sijaan tdmin tutkielman johtopditoksend voidaan todeta, ettd Lewis-
hapolla (boorihappo) on mahdollista tehdd Passerini-reaktio, kun ldhtdaineissa on
substituentteina ~ Lewis-emiksid.  Isonitriilifragmentissa  (220) oleva Lewis-emas,

karboksylaattiesteri, ei haitannut silli toteutettua Passerini-reaktiota. Sen inhibitoivaa
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sitoutumista Lewis-happoon ei todettu. Tdmédn tutkimuksen perusteella nostosiini A:n ja B:n
totaalisynteesit voidaan todennikoisesti saattaa loppuun tutkituilla synteesipoluilla. Tehdyt
synteesit ovat toteutuksiltaan helposti toistettavissa. Nostosiini A:n totaalisynteesi jii tdssd
tutkielmassa vield suunnitteluasteille. Polku sithen on kuitenkin mahdollista toteuttaa
esimerkiksi hapettaen LiBHs-pelkistyksen tuote (280) priméérisestd alkoholista aldehydiksi ja
tamén jilkeen mahdollisesti pelkistden guanidiinin suojausryhmi. Hiili C9:n stereokemian

karakterisointi olisi myds hyodyksi.

4. Synteesiohjeet

Mikili reaktioastian ilmakehéin spesifisyyttd ei ole erikseen mainittu, reaktiot suoritettiin
reagoimattoman ilmakehin alla argonissa. Reaktiot toteutettiin kdyttden uunikuivattuja
reaktioastioita, sekd kéytetyt liuottimet kuivattiin kiyttden MBraunin SPS-800 -laitteistoa tai
uunikuivattuja 3 A molekyyliseuloja, mikili ndin on erikseen mainittu. Liuottimien poisto
suoritettiin  kdyttden pyoOrohaihdutinta yhteistoimin korkean alipainelinjaston kanssa.
Analyysejd varten ohutlevykromatografia tehtiin kdyttien silikalevyja (Merck silica gel F254,
230-400 mesh). Flash-kromatografiset puhdistukset tehtiin kdyttden pddsdéntdisesti Merck
silica gel 60 (230-400 mesh) silikalla, ellei toisin mainita. NMR-analyysit tehtiin kdyttden
Briiker Avance 300 MHz tai 500 MHz spektrometria, ja saadut signaalit on ilmoitettu ppm:na
suhteessa kdytetyn deuteroidun liuottimen signaaleihin. IR-spektrit mitattiin Briiker Tensor 27
FTIR-spektrometrilla, massaspektrometriset analyysit mééritettiin MicroMass LCT Premier-
massaspektrometrilld, ja kiraalisten yhdisteiden kiertokulmat mitattiin Perkin-Elmer 343-

polarimetrilld. Tehdyt analyysit suoritettiin huoneenldmpétilassa (22 °C), ellei toisin mainita.

4.1 L-Isoleusiini-metyyliesteri-hydrokloridi (223)

CIH,N O~
0]
Asetyylikloridi (2,09 ekviv., 11,4 ml, 12,5 g, 0,160 mol) lisdttiin hitaasti jaddhauteessa olevaan
metanoliin (48,0 ml) ja sekoitettiin 15 minuuttia. L-isoleusiini (1,00 ekviv., 10,0 g, 76,4
mmol) lisdttiin ja seoksen annettiin ldmmetd huoneenldmpodn. Seosta ldmmitettiin 60 °C:ssa

24 tuntia. Liuottimet haihdutettiin, jolloin tuote kiinteytyi. Tuotteeksi saatiin amorfinen
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valkoinen jauhe.  Tuotetta ei puhdistettu vaan kéytettiin sellaisenaan seuraavassa

synteesivaiheessa.
Raakasaanto: 12,8 g, 70,6 mmol, 92 %

'"H NMR (300 MHz CDCls) 8y: 8,76 (3H, bs), 4,05 (1H, s), 3,81 (3H, s), 2,20 (1H, m), 1,50
(2H, m), 1,10 (3H, d, J = 6,9 Hz), 0,97 (3H, t, J =7,4 Hz). '3C NMR (75 MHz, CDCls) §.:
168,9, 57,5, 52,8, 36,5, 25,7, 15,0, 11,6. Tuotteen spektrit vastaavat kirjallisuusarvoja.”

Liite 1: 'H, liite 2: °C

4.2 N-formamidi-L-Isoleusiini-metyyliesteri (225)

Pivaloyylikloridi (3,07 ekviv., 4,10 ml, 4,02 g, 33,3 mmol) ja muurahaishappo (3,42 ekviv.,
1,40 ml, 1,71 g, 37,1 mmol) liséttiin dikloorimetaaniin (25 ml) jidhauteessa. Tdhén seokseen
lisdttiin hitaasti trietyyliamiini (3,37 ekviv., 5,10 ml, 3,70 g, 36,6 mmol) ja sekoitusta
jatkettiin 2 tuntia jadhauteessa. Tdmin jélkeen seokseen liséttiin L-isoleusiinin metyyliesterin
hydrokloridi (223) (1,00 ekviv., 1,97 g, 10,9 mmol), jonka jilkeen trietyyliamiini (1,22 ekviv.,
1,85 ml, 1,34 g, 13,3 mmol). Jddhaude poistettiin ja seosta sekoitettiin yon yli
huoneenldmmossd. Orgaaninen faasi pestiin H2O:lla (6 ml), 15 % sitruunahapon
vesiliuoksella (6 ml), 2 M NaOH-vesiluoksella (2 X 6 ml) ja lopuksi kylldiselld
suolaliuoksella (20 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOas:lla, suodatettiin ja enimmat
liuottimet haihdutettiin. Puhdistus suoritettiin flash-pylviskromatografialla (eluenttina

EtOAc/n-Hex 1:1) ja liuottimien poiston jilkeen saatiin tuotteeksi variton oljy.
Saanto: 1,40 g, 8,10 mmol, 75 %

Ry(EtOAc/n-Hex 4:5): 0,66, KMnOs-virjidys, 'H NMR (300 MHz, CDCl3) 8: 8,20 (1H, s),
6,41 (1H, bs), 4,65 (1H, dd, J = 8,9 Hz, 4,9 Hz), 3,71 (3H, s), 1,89 (1H, m), 1,41 (1H, m),
1,16 (1H, m), 0,90 (3H, t, J = 7,3 Hz), 0,89 (3H, d, J = 6,9 Hz), '*C NMR (75 MHz,
CDCl3) 6c: 172,2, 161,0, 55,1, 52,3, 38,0, 25,2, 15,5, 11,6. Tuotteen spektri vastaa

kirjallisuusarvoja.”

Liite 3: 'H, liite 4: 13C
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4.3 L-Isoleusiini-isonitriili-metyyliesteri (220)

i

O

Formamidi 225 (1,00 ekviv., 208 mg, 1,20 mmol) liuotettiin dikloorimetaaniin (1,5 ml) ja
saatu livos jadhdytettiin —78 °C ldmpdtilaan. Erilliseen astiaan punnittiin trifosgeeni (0,34
ekviv., 122 mg, 0,410 mmol), liuotettiin dikloorimetaaniin (1,5 ml) ja liséttiin jd&hdytettyyn
formamidin liuokseen hitaasti. Tdmén jélkeen liséttiin hitaasti NMM (2,08 ekv, 0,275 ml,
2,50 mmol). Muodostunutta reaktioseosta sekoitettiin —78 °C:ssa kaksi tuntia, jolloin
huomattiin l&htdaineen 255 kuluneen reaktiossa (TLC-analyysi). Reaktioastiaan liséttiin
tuuletusneula ja 20 ml vettd. Seoksen annettiin [immetd huoneenldmpdon ja vesifaasi uutettiin
dikloorimetaanilla (2 X35 ml). Orgaaniset faasit yhdistettiin, pestiin kylldisella
suolaliuoksella (20 ml), kuivattiin Na>SOq:lla ja liuotinta haihdutettiin 20 °C :ssa, kunnes
jéljelld oli noin 5 ml. Saatu neste suodatettiin silikan l4pi ja suodoksesta haihdutettiin liuotin
20 °C :ssa pyorohaihduttimella. Tuotteeksi saatiin vériton neste, johon muodostui pienid

valkoisia hiukkasia (epdiltyd hajoamistuotetta).
Saanto: 0,14 g, 0,90 mmol 75 %

Ry(EtOAc/n-Hex 1:5): 0,55 virjiytyy vanilliinilla keltaiseksi, 'H NMR (300 MHz, CDCls) &y:
4,18 (1H, d, J = 4,5 Hz), 3,80 (3H, s), 2,08 (1H, m), 1,39 (2H, m), 1,06 (3H, d, J = 6,8 Hz),
0,92 (3H, t, J = 7,4 Hz), 3C NMR (75 MHz, CDCls) §.: 166,9, 160.5, 62,1, 53,1, 37,7, 24,2,

15,9, 11,2, Tuotteesta mitatut spektrit vastaavat kirjallisuusarvoja.”

Liite 5: 'H, liite 6: 1*C

4.4 Metyyli 3-(4-hydroksifenyyli)propanoaatti (227)

HO
m(o\

O

3-(4-hydroksifenyyli)propaanihappo (1,00 ekviv., 5,013 g, 30,2 mmol) lisdttiin metanoliin (30
ml), jonka jilkeen sekaan lisdttiin hitaasti rikkihappo (96 %, 0,34 ekviv., 0,5 ml, 9,38 mmol).

Muodostunutta reaktioseosta refluksoitiin 4 tuntia, jolloin huomattiin TLC-analyysilld, ettd
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karboksyylihappoa oli vain véhén jiljelld. Reaktioseos konsentroitiin ja jd&nnds liuotettiin
EtOAc:iin (100 ml), pestiin kylldiselld NaHCOs-vesiliuoksella (50 ml), kylldisella
suolaliuoksella (40 ml), kuivattiin Na;SOs:lla, suodatettiin ja liuotin haihdutettiin. Tuotteeksi

saatiin variton 0ljy.
Saanto: 4,43g, 24,6 mmol, 82 %

R{(EtOAc/n-Hex 9:1): 0,74 KMnOx —virjdys, 'H NMR (300 MHz, CDCl3) 8: 7,05 (2H, d, J
= 8.6 Hz), 6,75 (2H, d, J = 8,6 Hz), 5,16 (1H, bs), 3,67 (3H, s), 2,88 (2H, t, J = 7,7 Hz), 2,60
(2H, t, J = 7,7 Hz), 3C NMR (75 MHz, CDCL3) 6¢: 173,9, 1543, 132,6, 129,5, 115,5, 51,8,

36,2, 30,2, Tuotteesta mitatut spektrit vastaavat kirjallisuusarvoja.”

Liite 7: 'H, liite 8: 1*C

4.5 Metyyli 3-(4-((z-butyylidimetyylisilyylieetteri)fenyylipropanoaatti (228)

.0
TBDMS
O\

O

Yhdiste 227 (1,00 ekviv., 1,01 g, 5,61 mmol) liuotettiin dikloorimetaaniin (19 ml) ja seokseen
lisdttiin TBDMSCI (1,14 ekviv., 970 mg, 6,41 mmol) sekd imidatsoli (1,52 ekviv., 580 mg,
8,54 mmol). Seokseen muodostui vaaleata kiintedd sakkaa. Sekoitusta jatkettiin yon yli ja
reaktio sammutettiin lisddmélld seokseen vettd. Uutto suoritettiin dietyylieetterilld (2 X 40 ml)
ja orgaaniset faasit yhdistettiin, pestiin kylldiselld suolaliuoksella (25 ml) ja kuivattiin
NazSOq:lla. Liuotin  haihdutettiin alipaineessa ja tuotteen puhdistus suoritettiin flash-
pylvéaskromatografialla (eluenttina EtOAc/n-Hex 1:9). Liuottimien haihdutuksen jélkeen

tuotteeksi saatiin véariton oljy.
Saanto: 1,50 g, 5,08 mmol, 91 %

Ri(EtOAc/n-Hex 1:9): 0,5 KMnO4 —viirjiys, 'H NMR (300 MHz, CDCls) 6y4: 7,04 (2H, d, J =
8,6 Hz), 6,75 (2H, d, J = 8,5 Hz), 3,66 (3H, s), 2,89 (2H, t, J = 7,8 Hz), 2,60 (2H, t, J = 7,8
Hz), 0,98 (9H, s), 0,19 (6H, s), *C NMR (75 MHz, CDCls) §.: 173,5, 154,1, 133,3, 129,2,
120,1, 51,6, 36,1, 30,3, 25,8, 18,3, —4,3, Tuotteesta mitatut spektrit vastaavat

kirjallisuusarvoja.”

Liite 9: 'H, liite 10: °C
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4.6 3-(4-((z-butyylidimetyylisilyylieetteri)fenyylipropanaali (219)

0
TBDMS m
|

)

Esteri 228 (1,00 ekviv., 0,900 g, 3,06 mmol) liuotettiin dikloorimetaaniin (15 ml) ja seos
jadhdytettiin —78 °C:ksi kuivajéélla. DIBAL-H (1,08 ekviv., 3,30 ml, 1 M liuos heksaanissa,
3,30 mmol) lisdttiin hitaasti ja sekoittelua jatkettiin puoli tuntia. TLC-analyysissd tdlloin
huomattiin, ettd ldhtdaine 228 oli kulunut reaktiossa loppuun. Metanolia (2 ml) lisattiin
reaktioseokseen ja tdmén jidlkeen kylldistdi NH4Cl-vesiliuosta (5 ml). Uutto suoritettiin
EtOAc:lla (2 X 30 ml), orgaaniset faasit yhdistettiin ja pestiin kylldiselld suolaliuoksella (20
ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na;SOas:lla ja haihdutettiin liuottimesta. Tuotteen flash-
pylviaskromatografinen puhdistus (eluenttina EtOAc/n-Hex 1:5) tehtiin ja liuottimet

haihdutettiin. Tuotteeksi saatiin viriton 6ljy.
Saanto: 561 mg, 2,12 mmol, 69 %

Ri(20% EtOAc-Hex): 0,56 KMnOj -virjiys, 'H NMR (300 MHz, CDCls) 8y: 9,80 (1H, t, J =
7,8 Hz), 7,04 (2H, d, J= 8,5 Hz), 6,75 (2H, d, J = 8,5 Hz), 2,89 (2H, t, J = 7,4 Hz), 2,73 (2H,
t,J = 7,4 Hz), 0,98 (9H, s), 0,19 (6H, s) '3C NMR (75 MHz, CDCls) 6¢: 201,9, 154,2, 133,0,
129,3, 120,2, 45,6, 27,5, 25,8, 18,3, —4,3, Tuotteesta mitatut spektrit vastaavat

kirjallisuusarvoja.”

Liite 11: 'H, liite 12: 3C

4.7 Metyyli N ,,-nitro- L-arginaatti hydrokloridi (221)

NH

- +
CIH3N -
: A no,
H H
-

o~ O

Asetyylikloridi (2,00 ekviv., 718 mg, 0,650 ml, 9,14 mmol) liséttiin hitaasti jddhauteessa
olevaan metanoliin (16,2 ekviv., 3,00 ml) ja muodostunutta reaktioseosta sekoitettiin 15
minuuttia. Ny-nitro-L-arginiini (1,00 ekviv., 1,00 g, 4,57 mmol) lisdttiin ja seoksen annettiin
lammetd huoneenldmpddn. Seosta ldmmitettiin 60 °C:ssa 24 tuntia. Reaktion etenemistd

seurattiin 'H NMR:114 ja huomattiin, etti esterdintireaktio oli edennyt lihes loppuun saakka.
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Liuottimet haihdutettiin ja tuotteeksi saatiin vaaleanpunainen hygroskooppinen amorfinen

massa.
Raakasaanto: 1,31g, 4,85 mmol, 106 %, (H>O ja MeOH epapuhtautena)

'H NMR (300 MHz, D;0) 6: 4,27 (1H, t, J = 6,4 Hz), 3,91 (3H, s), 3,40 (2H, t, J = 6,7 Hz),
2,08 (2H, m), 1,82 (2H, m), 1*C NMR (75 MHz, D:0) &c: 170,5, 159,0, 53,7, 52,5, 40,3, 26,9,

23,3, Tuotteen spektrit vastaavat kirjallisuusarvoja.”*

Liite 13: 'H, liite 14: °C

4.8 Metyyli N-(2-hydroksi-4-(4-metoksifenyyli)butanoyyli)glysinaatti (232)

/O o)
\©\/\/U\NWO\
H O

OH

3-(4-metoksifenyyli)propanaali (1,00 ekviv., 131 mg, 0,800 mmol), metyyli-isosyanoasetaatti
(1,30 ekviv., 103 mg, 1,04 mmol) ja boorihappo (1,60 ekviv., 79,0 mg, 1,28 mmol) lisittiin
kolviin, joka oli magnettisekoituksella varustetetussa refluksointilaitteistossa ja 6ljyhauteessa.
Muodostunutta reaktioseosta ldmmitettiin 2 tuntia 100 °C:ssa, jolloin seoksen védri muuttui
ruskeaksi ja koostumus jimédkéksi. Tdmin jdlkeen seoksen annettiin jd&htyd huoneenldmpo6on
ja uutto tehtiin EtOAc:1la (2 X 20 ml). Orgaaninen faasi pestiin kahdesti liuoksella, joka oli
tehty lisddmalld kylldisen NaHCOs-vesiliuoksen tilavuuteen sama maard vettd (6 ml). Pesu
suoritettiin vield kylldiselld suolaliuoksella (15 ml), jonka jilkeen kuivaus suoritettiin
NaxSOgs:lla.  Liuotin  haihdutettiin = ja  raakatuotteen puhdistus suoritettiin  flash-
pylviskromatografian avulla (eluenttina EtOAc). Liuottimien haihdutusten jilkeen tuotteeksi

saatiin amorfinen valkoinen jauhe.
Saanto: 172 mg, 0,611 mmol, 71 %

R{(100% EtOAc): 0,55 KMnOj4 -viirjdys, IR (filmi, cm™1): 3263, 2952, 2912, 1630, 1511,
1239, 1080, 998, 822, 660, 505, HRMS (ESI"): m/z laskettu [C14H19NOs+Na]" 304,11554,
m/z mitattu 304,11650, A(m/z) = 0,96 mDa.

"H NMR (300 MHz, CDCl3) 64: 7,13 (2H, d, J = 8,6 Hz), 7,00 (1H, app. t, J = 5,2 Hz) 6,82
(2H, d, J = 8,6 Hz), 4,17 (1H, dd, J = 8,1 Hz, 3,7 Hz), 4,05 (2H, t, J = 5,7 Hz), 3,78 (3H, s),
3,76 (3H, s), 2,73 (2H, t, J = 7,8 Hz), 2,14 (1H, m), 1,96 (1H, m), *C NMR (75 MHz,
CDCl3) 6c: 174,3,170,4, 158,1, 1332, 129,6, 114,1, 71,7, 55,4, 52,6, 40,9, 36,6, 30,4
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Liite 15: 'H, liite 16: 13C

4.9 Boorihapon esterointireaktiokoe — reaktioiden esimerkkitoteutus

Dietyyli-L-tartraatti (1,00 ekviv., 3,00 g, 14,6 mmol) ja boorihappo (1,00 ekviv., 900 mg, 14,6
mmol) livotettiin tolueeniin (10 ml) ja muodostunutta reaktioseosta lammitettiin Dean-Stark-
laitteistossa  kiehumakivien kanssa, kunnes veden muodostuminen loppui. Liuotin

haihdutettiin karakterisointia varten.

4.10 TBDMS-AHA- L-Ile-metyyliesteri (R) (266), TBDMS-AHA- L-Ile-
metyyliesteri (S) (267)

266 267
0
TBDMS \©\/\)CL TBDMS o)
- N BN N SN
on 1o oH " 0o

Aldehydi 219 (1,00 ekviv., 430 mg, 1,63 mmol), isonitriili 220 (1,30 ekv, 328 mg, 2,11
mmol) ja boorihappo (1,60 ekviv., 161 mg, 2,60 mmol) lisdttiin kolviin, joka oli
magnettisekoituksella varustetetussa refluksointilaitteistossa ja oljyhauteessa. Muodostunutta
reaktioseosta lammitettiin 2 tuntia 100 °C:ssa, jolloin seoksen viri muuttui tumman punaiseksi
ja koostumus jdhmedksi 6ljyksi. Tamén jdlkeen seoksen annettiin jddhtyd huoneenlampdon ja
uutto suoritettiin EtOAc:1la (2 X 40 ml). Orgaaninen faasi pestiin kahdesti liuoksella, joka oli
tehty lisdamalld kylldisen NaHCOs-vesiliuoksen tilavuuteen sama miédrd vettd (6 ml). Pesu
suoritettiin vield kylldiselld suolaliuoksella (20 ml), jonka jédlkeen kuivaus suoritettiin
NazSOq:lla. Liuotin haihdutettiin ja tuotteen puhdistus, sekd diastereomeerien erottelu
suoritettiin  Combiflash® Rr —automaattisella pylvdskromatografilla. Ensimméinen ajo
suoritettiin 20 — 60 % EtOAc/Hex —liuottimilla, mutta diastereomeerit jdivdt ajossa hieman
padllekdin. Toista ajoa varten pédillekiiset fraktiot yhdistettiin ja ajo suoritettiin uudelleen 20
— 40 % EtOAc/Hex —liuottimilla, jolloin fraktiot saatiin tdysin eroteltua toisistaan. Tuotteen

diastereomeerit saatiin keltaisina jadhmeind 6ljyini liuottimien haihdutuksen jilkeen.

Yhteissaanto: 531 mg, 1,21 mmol, 75 %. Diastereomeerien nimityksind kéytettiin
poolisuuksiin perustuvaa nimedmistd: Ylempind ohutlevykromatografiassa liikkkuva yhdiste

on ylempi —diastereomeeri ja vastaava alempana liikkuva yhdiste on alempi —diastereomeeri.

Ylempi-diastereomeeri 258 mg
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R«(EtOAc/n-Hex 1:1): 0,61 KMnOg-virjiys, [a]d’ (DCM)= + 17,1°, IR (filmi, cm™1): 3273,
2933, 2884, 1732, 1639, 1495, 1431, 1133, 1071, 890, 745, HRMS (ESI"): m/z laskettu
[C23H30NOsSi+Na]* 460,24897, m/z mitattu 460,24860, A(m/z) = 0,4 mDa.

"H NMR (500 MHz, CDCls) &4: 7,06 (2H, d, J = 8,3 Hz), 6,81 (1H, d, J = 8,6 Hz), 6,76 (2H,
d, /= 38,3 Hz), 4,60 (1H, dd J = 8,6 Hz, 5,0 Hz), 4,16 (1H, dd, J = 8,1 Hz, 3,5 Hz), 3,74 (3H,
s), 2,71 2H, t, J= 7,7 Hz), 2,14 (1H, m), 1,93 (1H, m, pééillekdin 1,93 m:n kanssa), 1,93 (1H,
m, padllekiin 1,93 m:n kanssa), 1,45 (1H, m), 1,18 (1H, m), 0,98 (9H, s), 0,92 3H, d, J=7,4
Hz, paillekiin 0,92 t:n kanssa), 0,92 (3H, t, J = 7,6 Hz, paillekiin 0,92 d:n kanssa), 0,18 (6H,
s)

3C NMR (125 MHz, CDCls) 8c: 173,3, 172,2, 154,0, 133,6, 129,4, 120,1, 71,6, 56,2, 52.1,
37,9, 36,6, 30,4, 25,7, 25,2, 18,2, 15,5, 11,5, —4,4

Liite 17: HRMS (ESI"), liite 18-19: 'H, liite 20: '*C, liite 21: DEPTA45, liite 22: DEPT90, liite
23: DEPT135, liite 24-26: 'H'H COSY, liite 27: ROESY, liite 28: HSQC, liite 29: HMBC.

Alempi-diastereomeeri 274 mg

Ri(EtOAc/n-Hex 1:1): 0,47 KMnO4 —virjdys, [a]d® (THF)= + 1,33°, IR (filmi, cm™1): 3394,
2958, 2930, 2858, 1742, 1652, 1508, 1252, 913, 837, 779, HRMS (Liite 30, ESI*): m/z
laskettu [C23H390NOsSi+Na]" 460,24897, m/z mitattu 460,24810, A(m/z) = 0,9 mDa.

"H NMR (500 MHz, CDCls) &y4: 7,06 (2H, d, J = 8,5 Hz), 6,90 (1H, d, J = 8,8 Hz), 6,76 (2H,
d, /= 38,5 Hz), 4,60 (1H, dd J = 8,9 Hz, 5,0 Hz), 4,15 (1H, dd, J = 8,2 Hz, 3,7 Hz), 3,74 (3H,
s), 2,71 2H, t, J="7,8 Hz), 2,13 (1H, m), 1,92 (1H, m, pééllekdin 1,92 m:n kanssa), 1,92 (1H,
m, pédllekdin 1,92 m:n kanssa), 1,43 (1H, m), 1,18 (1H, m), 0,98 (9H, s), 0,92 (3H, d, /= 6,3
Hz, paillekdin 0,92 t:n kanssa), 0,92 (3H, t, J = 6,7 Hz, piillekiin 0,92 d:n kanssa), 0,18 (6H,
s)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) 8¢: 173.4, 172.,4, 154,0, 133,6, 129,4, 120,1, 71,6, 56,1, 52,1,
37,9, 36,7, 30,5, 25,7, 25,1, 18,2, 15,5, 11,5, —4.4.

Liite 30: HRMS (ESI"), liite 31-32: 'H, liite 33: 13C, liite 34: DEPT45, liite 35: DEPTOO0, liite
36: DEPT135, liite 37-39: 'H'H COSY, liite 40: NOESY, liite 41: HSQC, liite 42: HMBC.



76

4.11 AHA- L-lle-karboksyylihappo (alempi-diastereomeeri) (269)

HO
W
OH
N
H

OH 0]

Edelld tehdyn pelkistystuotteen alempi-diastereomeeri (1,00 ekviv., 150 mg, 0,340 mmol)
livotettiin lisdaineettomaan tetrahydrofuraaniin (12 ml) ja liuos jiddhdytettiin jd&dhauteessa.
Sekaan liséttiin LiOH:n vesiliuos (3,34 ekviv., 48,0 mg, 1,14 mmol, 12 ml:ssa vettd) hitaasti
ja seoksen annettiin limmetd huoneenldmpoon ja sekoitettiin 2 tuntia. Vettd (10 ml) liséttiin ja
enin tetrahydrofuraani haihdutettiin pyorohaihduttimella pitden ldmpdtila 30 °C:ssa. Saatu
livos pestiin EtOAc:1la (20 ml) ja vesifaasi tehtiin happamaksi suolahapolla. Uutto suoritettiin
EtOAc:lla (2 X 20 ml) ja orgaaniset faasit yhdistettiin, pestiin kylldiselld suolaliuoksella (10
ml) ja kuivattiin NaxSOas:lla. Liuotin haihdutettiin ja tuotteeksi saatiin vaalean ruskea

amorfinen jauhe. Tuotetta ei puhdistettu vaan kdytettiin sellaisenaan seuraavaan synteesiin.
Raakasaanto: 97,8 mg, 316 umol, 92 %

[a]3® (MeOH)= + 0,4°, IR (filmi, cm™1): 3381, 2964, 2930, 1715, 1643, 1513, 1452, 1216,
1079, 828, 659, HRMS (ESI"): m/z laskettu [CisH23NOs+Na]® 332,14684, m/z mitattu
332,14550, A(m/z) = 1,34 mDa.

"H NMR (500 MHz, CD;0D) &4: 7,01 (2H, d, J = 8,4 Hz), 6,69 (2H, d, J = 8,4 Hz), 4,42 (1H,
d, J=5,1 Hz), 4,04 (1H, dd, J = 8,0 Hz, 3,8 Hz), 2,63 (2H, t, J = 8,0 Hz), 2,00 (1H, m), 1,94
(1H, m), 1,82 (1H, m), 1,52 (1H, m), 1,25 (1H, m), 0,96 (3H, d, J = 6,7 Hz), 0,95 (3H, t, J =
6,9 Hz)

Fenolinen hiili ja karbonyylien hiilet eivit niy '*C-spektrissi.

3C NMR (125 MHz, CD;0D) 6¢: 133,7, 130,4, 116,2, 72,1, 57,4, 38,8, 38,1, 31,4, 26,2, 16,0,
11,8.

Liite 43: HRMS (ESI"), liite 44-45: 'H, liite 46: '*C, liite 47: DEPT90, liite 48: DEPT135,
liite 49-50: '"H'H COSY, liite 51: ROESY, liite 52-53: HSQC.
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4.12 AHA- L-1le- L-Arg-metyyliesteri (270)

HO
(0] H NH
” NI\/\”J\H,NOZ
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Yhdiste 269 (1,00 ekviv., 73,1 mg, 236 umol), 221 (1,60 ekviv., 102 mg, 378 umol) ja
HOBtH>O (5,42 ekviv., 173 mg, 1280 umol) liuotettiin vedettomédn dimetyyliformamidiin
(5 ml) ja sekaan lisdttiin NMM (11,6 ekviv., 300 ul, 2730 umol). Tdmén jilkeen lisdttiin 1-
etyyli-3-(3-dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidi hydrokloridi (EDC'HCI) (1,15 ekviv., 52,1
mg, 272 umol) liuotettuna vedettdmddn dimetyyliformamidiin (2 ml). Muodostunutta
reaktioseosta sekoitettiin 48 tuntia huoneenldimmossé ja timén jilkeen lisdttiin vettd (20 ml)
sekd 30 % sitruunahapon vesiliuosta (1 ml). Vesifaasi uutettiin EtOAc:1la (3 X 20 ml) ja
pestiin kylldiselld NaHCOzs:1la (10 ml), jonka jidlkeen kahteen kertaan vedelld (10 ml).
Etyyliasetaattiliuvos kuivattiin Na>SOg:lla ja liuotin haihdutettiin. Raakatuotteen flash-
pylvédskromatografinen puhdistus tehtiin (eluentteina MeOH/DCM 1:9) ja tuotteeksi saatiin

livottimien haihdutuksen jélkeen vaaleankeltainen amorfinen jauhe.
Saanto: 75,7 mg, 144 umol, 61 %, (reaktiota ei optimoitu)

Ri(MeOH/DCM 1:9): 0,42 KMnO4 —virjdys, [a]3’ (MeOH)= — 19,0°, IR (filmi, cm™1):
3293, 2961, 1740, 1632, 1514, 1437, 1213, 1077, 830, 533, HRMS (Liite 54, ESI*): m/z
laskettu [C23H3NgOs+K]* 563,22262, m/z mitattu 563,22140, A(m/z) = 1,22 mDa.

'H NMR (500 MHz, CD30D) &;: 7,01 (2H, d, J = 8,5 Hz), 6,69 (2H, d, J = 8,5 Hz), 4,47 (1H,
dd, J=8,2 Hz, 4,5 Hz), 4,42 (1H, d, J = 7,6 Hz), 4,03 (1H, dd, J = 8,0 Hz, 3,6 Hz), 3,71 3H,
s), 3,24 (2H, m), 2,63 (2H, t, J = 8,0 Hz), 2,04—1,61 (7H, m), 1,57 (1H, m), 1,19 (1H, m),
0,98 (3H, d, J= 6,8 Hz), 0,92 (3H, t, J = 7,4 Hz)

3C NMR (125 MHz, CD;OD) &¢: 177,0, 1738, 173,4, 161,0, 156,5, 133,7, 130,4, 116,2,
72,1, 58,4, 53,2, 52,7, 41,6, 38,5, 38,1, 31,4, 29,6, 25,9, 20,7, 15,8, 11,2.

Liite 54: HRMS (ESI"), liite 55-58: 'H, liite 59: 13C, liite 60: DEPT45, liite 61: DEPTO0, liite
62: DEPT135, liite 63-64: 'H'H COSY, liite 65: NOESY, liite 66-68: HSQC, liite 69-71:
HMQC, liite 72: HMBC.
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4.13 AHA- L-Ile- L-Argo (280)

Yhdiste 270 (1,00 ekviv., 45,0 mg, 85,8 umol) livotettiin lisdaineettomaan THF (5 ml). Tdma
livos jadhdytettiin 0 °C:seen ja LiBH4 (15,7 ekviv., 675 mml, 2M liuos tetrahydrofuraanissa,
1,35 mmol) lisdttiin hitaasti. Sekoitusta jatkettiin jaddhauteessa ja 45 minuutin kuluessa
seokseen oli ilmestynyt valkoista sakkaa. Tunnin jidlkeen jddhaude poistettiin ja seoksen
annettiin l&mmetd huoneenldmpdon sekoitusta jatkaen yon yli. Yliméédrdinen boorihydridi
tuhottiin lisddmalla seokseen 30 % sitruunahapon vesiliuosta ja tdmin jdlkeen vettd (10 ml).
Enin tetrahydrofuraani haihdutettiin ja saadusta liuoksesta uutettiin orgaaniset komponentit
EtOAc:lla (2 x 20 ml). Vesifaasi tehtiin vield eméksiseksi kylldiselld NaHCOs-vesiliuoksella
ja uutto toistettiin EtOAc:lla (2 X 20 ml). Saadut EtOAc-liuokset yhdistettiin, pestiin
kyllaiselld suolaliuoksella (10 ml) ja kuivattiin Na>2SOq:1la. Liuottimien poiston jilkeen saatiin

raakatuote A.

Reaktio toistettiin samoilla reagenssien suhteilla ja 1dhtdaineen 270 méérdn ollessa 10,0 mg,
jolloin saatiin raakatuote B. Raakatuotteet A ja B yhdistettiin ja flash-pylviskromatografisen
puhdistukseen (MeOH/DCM 1:9) ja liuottimien poiston jdlkeen tuotteeksi saatiin

vaaleanruskea amorfinen jauhe.
Yhdistetty saanto: 50,9 mg, 103 umol, 98 %, (reaktiota ei optimoitu)

Ri{(MeOH/DCM 1:9): 0,21 KMnO4 —virjdys, [a]3’ (MeOH)= — 19,8°, IR (filmi, cm™1):
3290, 2921, 1633, 1514, 1451, 1260, 1080, 1252, 609, HRMS (ESI"): m/z laskettu
[C22H36N6O7+Na]" 519,25377, m/z mitattu 519,25330, A(m/z) = 0,47 mDa.

"H NMR (500 MHz, CDs;0D) &4: 7,01 (2H, d, J = 8,5 Hz), 6,69 (2H, d, J = 8,5 Hz), 4,20 (1H,
d, /=79 Hz), 4,03 (1H, dd, J = 8,1 Hz, 3,7 Hz), 3,91 (1H, m), 3,50 (2H, m), 3,23 (2H, m),
2,63 (2H, t, J= 8,0 Hz), 2,00 (1H, m), 1,83 (1H, m, piillekdin 1,83 m:n kanssa), 1,83 (1H, m,
paallekdin 1,83 m:n kanssa), 1,73—1,40 (6H, m), 0,96 (3H, d, J= 6,8 Hz), 0,92 3H, t,J=7,4
Hz)

3C NMR (125 MHz, CD;0D) é¢: 177.0, 173,8, 161,0, 156,5, 133,7, 130,4, 116,2, 72,2, 65,0,
58,8, 52,2, 42,0, 38,3, 38,1, 31,4, 29,2, 26,0, 15,9, 14,4, 11,2.
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Liite 73: HRMS (ESI"), liite 74-76: 'H, liite 77: '3C, liite 78: DEPTA45, liite 79: DEPT90, liite
80: DEPT135, liite 81-83: '"H'H COSY, liite 84-86: HSQC, liite 87-88: HMQC.

4.14 Nostosiini B (281)

H
N
OH )
OH

Yhdiste 280 (1,00 ekviv., 34,8 mg, 70,1 umol) livotettiin metanoliin (5 ml). Erilliseen astiaan
punnittiin 5 % Pd/C (70 mg) ja reaktioastia huuhdeltiin kolmesti vakuumi-argon-sykleilld
(argon-pallo). Yhdisteen 280 liuos metanolissa lisdttiin Pd/C:n sisdltavéddan kolviin ja ilmakeha
vaihdettiin vedyksi huuhtelemalla kolvi kolmesti vakuumi-vety-sykleilld (vety-pallo).
Muodostunutta reaktioseosta sekoitettiin yon yli, jolloin huomattiin 1dhtdaineen 280 kuluneen
reaktiossa (TLC-analyysi). Palladiumkatalyytti erotettiin seliittisuodatuksella ja liuotin

haihdutettiin. Tuotteeksi saatiin kellertdva tahna.
Raakasaanto: 33,3 mg, 73,7 umol, 105 %

Tuotteen 'H NMR-spektri sisélsi hyvin paljon vettd (leved piikki siirtymilld 3,33 ppm), ja
piikit olivat erittdin leveitd. Kuitenkin spektristi voitiin havaita seuraavia karakteristisia
piikkeji, jotka vastaavat nostosiini B:lle raportoituja siirtymid’!. Niytteen konsentraatio oli

liséksi pieni, miki haittasi *C NMR-spektrin tarkkuutta.

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) &: 6,95 (2H), 6,65 (2H), 4,20 (1H), 3,85 (1H), 3,70 (app.
1H), 1.08-0.95 (2H).

3C DEPT 45 NMR (125 MHz, DMSO-d6) 6¢: 128,8, 114,8, 70,1, 62,9, 55,7, 50,0, 37,1, 36,7,
29,7, 27,5, 24,8, 24,0, 15,1, 10,8.

13C DEPT45 ja '"H NMR-spektreji kilytettiin 1D-spektreind HSQC-spektrissid. 'H'H COSY ja
HSQC -spektrien karakterisointien apuna olivat vastaavat spektrit, jotka Liu et. al.’® saivat

tyOssédén.

HRMS (EST"): m/z laskettu [C22H37NsOs+H]" 452,28620, m/z mitattu 452,28470, A(m/z) =
1,5 mDa.
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Liite 89-90: HRMS (ESI"), liite 91: 'H, liite 92: DEPT45, liite 93: 'H'H COSY, liite 94:
HSQC.
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TID-1-003, CDC13
13C NMR at 75 MHz at 25°C
27.8.2019% Mikael Rintamaa
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TID-1-013, CDC13
13C NMR at 75 MHz at 25°C
7.8.2019 Mikael Rintamaa
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1H NMR at 300 MHz at 25°C
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TID-1-008, CDC13
13C NMR at 300 MHz at 25°C
14.8.20192 Mikael Rintamaa
- - oyt i ...__F ﬁ ﬁ I\ e
T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 Ppm



97

o Liite 9
TBDMS
%O\
o)
S
- —7.260 -
SE
— _—7.058 =8
=J —- H
2.00= N ] T~7.030 £&7
— _ _—6.770 EBY¢d
1.97 = = ES
T~6.742 25°F
o B
. -
S
20l
[N
=
L o
[} L0
o
o
(3]
o
o
B
(4]
b
o -
2.97 = ,PL —3.660
@
m -
o ] /2.910
() L~2.885
2.02 =5 gs5g
72,619
2.00 2.596
o \2.592
2.567
N
o
o=
—
=
it
8.86 ~ o —0.983
o _
(3]
e * |
5.88 =T —0.188
3 g




TID-1-010, CDC13
13C NMR at 75 MHz at 25°C
8.8.2019 Mikael Rintamaa
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13C NMR at 75 MHz at 25°C
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TID-1-007, D20
13C NMR at 75 MHz at 25°C
30.9.2019 Mikael Rintamaa
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© TID-1-027 Fr 14-20
s 13C NMR at 75 MHz at 25°C
2 2.10.2019 Mikael Rintamaa
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i TID-1-031 upper in CDC13 at 30 C

N 13C DEPT45 at 126 MHz w. Prodigy
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TID-1-031 lower in CDC13 at 30 C
13C DEPT45 NMR at 126 MHz w. Prodigy
23.10.2019/EH
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Liite 35

i-diastereomeeri

Alempi.

(o}

.0

TBDMS

H o

OH

TID-1-031 lower in CDC13 at 30 C
13C DEPT90 NMR at 126 MHz w. Prodigy
23.10.2019/EH

o
o0

1
63
8
.49

&
ol
—

120.07

~ — o
= o~ wy

——36.68

—3
—3
—_—25.0
T——25.12
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130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 ppm
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Liite 36

eeri
H (¢]

0]
OH

Alempi-diastereom

TBDMS/o

TID-1-031 lower in CDC13 at 30 C
13C DEPT135 NMR at 126 MHz w. Prodigy
23.10.2019/EH

2
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- =t ) r~ [=)]
. " e e

= . . .

- t © oy

» iy

—129.
—71.98

—_7
— 77

— 30.83
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130 120 110 100 20 80 70 60

40
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eeri
[0}
OH H

125
Alempi-diastereom

TBDMS/O

TID-1-031 lower in CDC13 at 30 C
DQF HH-COSY at 500 MHz w. Prodigy
23.10.2019/EH
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Liite 38

FJ Jk Ak

Alempi-diastereom

0]

TBDMS/O

OH

TID-1-031 lower in CDC13 at 30 C
DQF HH-COSY at 500 MHz w. Prodigy
23.10.2019/EH

L JNL N J

| 2.0
‘ 25
| 3.0
- 3.5
[ 4.0
- 45
- 5.0
- 5.5
- 6.0
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Liite 39

eeri
H o
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TBDMS/O

OH

TID-1-031 lower in CDCL3 at 30 C
DQF HH-COSY at 500 MHz w.

23.10.2019/EH

A\

Prodigy

i N
P N N N AW

/
. w

ppm

613
#

s

-0.5
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1.5
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- 35
-4.0
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1.6

1.4

1.2
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0.6

0.4

0.2

ppm
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Liite 40

eeri
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L ’\.4»\1}'\_ A/\JJ‘M .

O
OH

Alempi-diastereom

TBDMS/O

TID-1-031 lower in CDC1l3 at 30 C
HH-NOESY at 500 MHz w. Prodigy
Mixing time 0.6 s

23.10.2019/EH
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3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0
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Liite 41
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TID-1-031 lower in CDC13 at 30 C
HSQC edited w. Prodigy
23.10.2019/EH
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Liite 42
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o
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TID-1-031 lower in

HMBC w. Prodigy
23.10.201%/EH

CDC13 at 30 C

|

f ! b
_/.L L ﬁk_;_ \ S i\; 3 A - .__ S L_).C.v e WALW! 4;,»1. \ Ppm
1 " 20
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-7 - e - 40
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— 60
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—100
e e ~120
—140
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...._...._,._.,.,__,._.,...._...._.,.__,._,._.,,...._...._..,._.,__,..__,..._.dmo
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
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o
<
Q Sample Name TIC-1-034 Position Instrument Name Agilent 8550
"..m User Name Inj Vol 0 InjPosition
-~ Sample Type Sample IRM Calibration Status Success Data Filename TID-1-034_01.d
ACD Method MicroESL QTOF-Only AccMass.m Comment TID-1-034, ZuM in MeOH, QTOF Only, Pos.Mode  Acquired Time 11/29/2019 1:01:30 PM (UTC+02:00)
x10 5 |C18H23 N O5: +E5I Scan (rt: 0.060-0.990 min, 84 scanz) Frag=400.0v TID-1-024_01.d
3
8.5 1
332.1455
. ([C16 H23 N O5]+Na)+
751
M_. 4
3 85 1
(]
[
ZT
e} T 5.5 1
(@]
54
4.5 1
o 41
I
3514
“w 4
2.5 1
2
15 3331497
([C16 H23 N O5]+Na)+
i | |
_
05 | 3347483
29 _,f _ | ([C16 H23 N O5]+Na}+
o 1306535 A I 1\ M 335.1341 3361728

305 33 335 332 335 333 WI5 34 345 33/ 33/F 336
Counts vs. Mazs-to-Charge (m/z)
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.024
.008
.700
.683
.428
.418
.048
.040
.032
.024
.496
.482
.468
.649
.634
.617
.026
.016
.008
. 998
. 990
. 981
. 974
.966
. 956
. 952
. 947
.942
.938
.933
.928
.924
.914
.844
.830
.817
.802
.553
.544
.538
.526
.517
.511
.502
.290
277
.262
.25%
.244
.234
.231
L2179
.192
.178
.164
. 964
. 951
. 936

Liite 44
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Liite 45

.990
. 981
.974
. 966
. 956
. 952
. 247
.942
. 938
. 933
. 928
.924
.914
.860
.844
.830
.817
.802
.786

HI/6TO0Z TT %1
*MOZHW 006G 3° YWN HI

AbTpoxg
D 0g€ 3IF dOgdd UT JI=MmOT fe0-1-dIlL

.568
.558
.553
.544
.538
.526
.517
.511
.502
. 497
.487

Rl

Y

A

=

.290
.277
.262
L2589
.244
.234
.231
L2179
192
.178
.164

LGN

— —0.964

S —— ——0.951
— T—0.936
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TID-1-034 lower in CD30D at 30 C
13C NMR at 126 MHz w. Prodigy
15.11.201%/EH

Liite 46

.
36
12

16.00

——133.68
0
31.3

—72.11
—37.39
38

—11.85

TT—38.11
—26.19

HO

T _ , T T , T , _ T T , T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm
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N TID-1-034 lower in CD30D at 30 C
< DEPT-90 w. Prodigy
..m 15.11.201%/EH
o -
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Liite 49

TID-1-034 lower in CD30D at 30 C
DQF-HH-COSY NMR at 500 MHz w. Prodigy
14.11.2019/EH

JU_ . ) e M g el L ppm
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5 MJA ] I :
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= IR
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, | I I | T T I T I | T I I i
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TID-1-034 lower in CD30D at 30 C
DQF-HH-COSY NMR at 500 MHz w. Prodigy
14.11.2019/EH

Liite 50

2.4

2.6
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3.0
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2.0
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1.0
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TID-1-034 lower in CD30D at 30 C
HH-ROESY NMR at 500 MHz w. Prodigy
14.11.2019/EH

‘L_ﬁ‘ A - ~

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm
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TID-1-034 lower in CD30D at 30 C
HSQC edited w. Prodigy
14.11.2019/EH

Liite 52

|
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Sample Name

User Name

Liite 54

Sample Type
ACQ Method

_NO,

ZT

ZT

HO

TID-1-038

Sample

MicroESI QTOF-Only AccMass.m

Position
Inj Vol
IRM Calibration Status

Comment

0

Success

TID-1-038, 1uM in MeOH

Instrument Name
InjPosition
Data Filename

Acquired Time

Agilent 6550

TID-1-038_001.d

12{11/2019 12:45:52 PM (UTC+02:00)

x10 &
1.5 1

1.45 4
1.4 4
1.35 4
1.3 1
1.25 4
1.2 1
1.15 4
1.1+
1.05 4
14
0.95 4
09
0.85 4
0384
0.75 4
071
0.65 4
05 4
0.55 4
054
0.45 4
0.4
0.35
0.3+
0.25 4
024
0.15 4
014
0.05 4

C2Z3 H36 N6 08: +E5I Scan (rt: 0.061-0.995 min, 84 scans) Frag=550.0V TID-1-038_001.d

563.2214
(IC23 H36 N6 O8+K)+

,_,f

j D672248

5722347

0

558

559.2482
559

560

561.2438

561

562 563 564

565

566

567

568

Counts vs. Mazzto-Charge (mifz)

5692396
569

570

571 572 573

5742401

574
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Liite 55

.020
.003
.698
.681
479
.471
.463
.454
.293
.278
.036
.029
.020
.013
.714
.349
.275
.261
.248
.236
.222
. 641
. 625
.609
.014
.990
. 970
.929
. 916
.903
.888
.882
.868
.853
.836
.822
.810
. 794
L7479
.739
729
.656
.589
.580
.574
.568
.562
.553
.209
.196
.191
.182
.179
.988
.974
.938
. 923
.908
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Liite 56

HO

TID-1-038 lower in CD30D at 30 C
1H NMR at 500 MHz w. Prodigy
26.11.2019/EH

—4.293
—4.278

4.036
4.029
4.020
4.013

~
—i

3.714

T !

B

T

s

REE

460 455 450 445 440 435 430 425 420 415 410 4.05 400 395 390 3.85
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_._7.. TID-1-038 lower in CD30D at 30 C
o 1H NMR at 500 MHz w. Prodigy
= 26.11.2019/EH
- ()] [To B I« ¢ BEN I o\ BN e ))
= SRERNRNEN B
RSN
5 |
2
ZT
e
zT
\
o
Iz O
IV'NHO |
ZT _, s
O H ,_l 7
(e} |
\ / _
,
|
_ ¥ | ‘ r(_, _ I
o | ; |
: IR
' ¥_ Lo A
Iy, ,_,,\,_,_\‘\ !
..J\\\.‘, N

—2.641
—2.625
—2.609

T I ! ! T T ! ! T T

340 335 330 325 320 3.15 3.10 3.05 3.00 295 290 285 280 275 270 265 260 255

T

-

ppm
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Liite 58

.990
.970
. 962
.929
.916
.903
.888
.882
.868
.853
.836
.822
.810
. 794
L7738
.758
L7477
.739
.T729
.720
711
.702
.656
.611
.596
.589
.580
.574
.568
.562
.553
.547

.239
.224
.209
.196
.191
.182
179
.164
.158
.149
.146

.988
.974

938
923

HA/6T0<" 11" 9¢

AbTpoId "™ ZHW 006G 3° dWN HT
D 0f 3T dOLaD UT ISMOT BLO-T-AIL
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Liite 59

HA/6T0Z T1°92
TMOZHW 92T 3% WWN O€T

AbTpoxg
D 0g 3' dOgdd UT JAsMOT geg0-T1-dIL

—133.886

- —130.39

—116.18

—72.14

—20.73

—15.7%

= —11.24
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TID-1-038 lower in CD30D
DEPT-45 w.. Prodigy
26.11.2019%/EH

Liite 60

[e=]
@

—
~

HO

at 30 C

.26
.84

Sg8.08
4
29.30
5
5

2
—49.56
—41.34
—31.10

g9
S
—10.96

— 38
37

55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm
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TID-1-038 lower in CD3CD at 30 C
DEPT-90 w.. Prodigy
26.11.2019/EH

Liite 61

)

30.1
5
58.08

71.86

n

1
1

— 41
a5
3
3
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HO

T T T T T T T , T T T T T T T T T T T T T T T T T
130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 ppm
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TID-1-038 lower in CD30D at 30 C
DEPT-135 w.. Prodigy
26.11.201%/EH

) ©

o © w ~ — el o o o
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5
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[32] TID-1-038 lower in CD30D at 30 C
©o DQF-HH-COSY at 500 MHz w. Prodigy
2 26.11.2019/EH
L S W A ;
Y | G | O ANTED (W U ", oo RAPV.Y . ppm
| .
[M i L h &I._
] B
$ < ) i ;
\ < ) it
r AT = o § o
z 1 "
HANH WA ' % @“ -
% ) (1] e 80
-3
IVHNN”OO = @9 :
ZzT Q_
© T - 9 -4
o _ ;
= 0
‘I.\J, e_ Im
o
I
-6
— b
— (I -7
,_ T T T T T T T T T T I T ™ T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm
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Liite 64

_NO,

ZT

ZT

HO

TID-1-038 lower in CD30D at 30 C
DQF-HH-COSY at 500 MHz w. Prodigy
26.11.2019/EH

AR Mo ,_F .}.

mg @ @0 I
{ T [
| M W fips
W @@ g ( f i m\”ﬂ .
|HJM i ! ‘ - 20
— i e 2s
| | a0
L35
— | .
J @_ | 4.0
— b 9
.ﬂ_ | @_@ r r r T T r " T T T T T T T T T T T I T ’ I T T r r T T T I 45
4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm
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Liite 65

_NO,

TID-1-038 lower in CD30D at 30 C
HH-NOESY at 500 MHz w. Prodigy
Mixing time 0.6 s

26.11.2019/EH

g _K o r

|P:¥‘f L \g e VL ppm

[

s S | e~ e——

R e L R e

]
I

e eeem—

-1

. . . 5.0 4.5



154

TID-1-038 lower in CD30D at 30 C
HSQC edited w. Prodigy
26.11.201%/EH

Liite 66

. pPpm

_NO,

ZT

ZT

¢ - 60

100

HO

—120

140

~160

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm
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Liite 67

TID-1-038 lower in CD30D at 30 C
HSQC edited w. Prodigy
26.11.201%/EH

M

 ppm
I 30
-35
- 40
- 45
I 50
-55
-60
-65
- 70

75

T T T T T
45 44 43 42 44

T T T T T T T T T T
40 39 38 3.7 36 35 34 33 32 31

T T T T T
3.0 29 28 27 26

ppm
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.NO,

TID-1-038 lower in CD30D at 30 C
HSQC edited w. Prodigy
26.11.201%/EH

A A
- - o -\27_ W ey _},.Pﬁ,agf\/tas};;r|||| N Lc;.ﬂsﬁll B __ ppm
3 B
4
—_— M { ; 0 10
2z
J
M —15
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HO
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25
2
3 i
5 : 30
—_— ]
4
M i 35
A _.\.,_m ’
E —40
. I
3

T T T , T T T T T T _ T , T T T T T T , T
27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 1.0 09 08 ppm
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TID-1-038 lower in CD30D at 30 C
HMQC w. Prodigy
26.11.2019/EH

Liite 69
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HO
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Liite 71

HO

TID-1-038 lower in CD30D at 30 C
HMQC w. Prodigy
26.11.2019/EH
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Liite 72

160

HO

TID-1-038 lower in CD30D at 30 C
HMBC w. Prodigy
26.11.2019/EH

il s

100

—120

—140

160

—180

7.5 7.0 6.5
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Sample Name

User Name

Liite 73

Sample Type
AC Method

OH

HO

TID-1-044

Sample

MicroESI QTOF-Only AccMass.m

Position
Inj Vol
IRM Calibration Status

Comment

o
Success

TID-1-044, 1uM in M=OH

Instrument Name
InjPosition

Data Filename
Acquired Time

Agilent §550

TID-1-044_001.d

1/22/2020 1:20:01 PM (UTC+02:00)

x10 5
754
7.25
H__u
6.75
651
6.25
ml
5.75 4
551
5.25 4
ml
475 4
451
425 4
4
3.75 1
354
3.25
“wu
2.75
254
2.25 4
Ml
1.75 A
1.5
1.25 A
14
0.75 4

519.2533
([C22 H36 NG O7]+Na)+

C22 H36 N6 O7: +ESI Scan (rt: 0.050-0.397 min, 85 scans) Frag=450.0V TID-1-044_001.d

520.2573
(IC22 H35 N6 O7)+MNa)+

05 _, _ 5212530
) | (IC22 H36 N& O7]+Na)+
0254 5177510 5132475 \ f

|
i
0 A N 518.7463 J f.r __/l |.__rr 5217575 9222623

518 5185 519 5195 520 5205 521 5215 522 5225
Counts vs. Mazs-to-Charge (miz)
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TID-1-043 MeQD at 30 C
DEPT45 w. Prodigy
09.01.2020/EH
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TID-1-043 MeOD at 30 C
DEPT90 w. Prodigy
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TID-1-043 MeOD at 30 C
DQF-HH-CCSY at 500 MHz w. Prodigy
08.01.2020/EH
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TID-1-043 MeOD at 30 C
DQF-HH-COSY at 500 MHz w. Prodigy
08.01.2020/EH
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o NH
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N\(\/\
° OH
Qualitative Analysis Report

N
oH M

Liite 89

Ha

Data File TID-1-045_001.d Sample Name
Sample Type Sample Position
Instrument Name Agilent 6560 User Name
Acq Method MicroESI QTOF-Only AccMass.m Acquired Time
Comment TID-1-045, 1uM in MeOH

Method part to run:  Acquisition Only Sample Group
Info. Stream Name

Acquisition Time Acquisition SW

1/22/2020 12:45:06 PM (UTC+02:00)

(Local) Version

QTOF Driver Version 8.00.00 QTOF Firmware
Version

Tune Mass Range 1700

Max.

Spectra

TID-1-045

1/22/2020 12:45:06 PM (UTC+02:00)

MicroEST QTOF-Only AccMass.m

Lc1

6200 series TOF/6500 series Q-TOF B.09.00 (B9044.1
SP1)

24.723

Ionization Mode
ESI

Fragmentor Voltage
380

Collision Energy
0

[
+E5I Sean (it 0.062-0.998 min, 84 scans) Frag=380.0V TID-1-045_001.d

4522847
(IC22 H37 NS O5}+H)+

8552878

|l L dl

| 1851143 2422837 3072805 3603232 40e1755
. — ’

(IC28 H38 N10 O8J+H)+
)

764.5739

{[C45 H73 N5 O5)+H)+ 847.5579 9045508

LIS SR N SO Y SR N N S A N A S N A N Y S S S N SR S S N S S S S S S S S S S SN S S N N ]
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 450 480 500 520 540 580 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 240 360 380 900 920 W40 560 980

Counts vs. Mass-to-Charge (m'z)

Peak List
m/z z |Abund Formula Ion
102.1276| 1 157134.26
438.296 1 575594.58
452.2847 1 3374588.99|C22 H37 N5 05 (M+H)+
453.2889 1 855894.78|C22 H37 N5 05 (M+H)+
456.3185 1 275014.61
458.3337 1 310266.92]
496.3107 1 1478091.51
497.3169 1 319323.45
500.3447 1 140426.1
502.3597 1 157336.03




Sample Name

User Name

Liite 90

Sample Type
ACQ Method

NH,

ZT

OH

178

HO

TID-1-045

Sample
MicraESI QTOF-Only AccMass.m

Position Instrument Mame
Inj Vol 0 InjPosition

IRM Calibration Status Success Data Filename
Comment TID-1-045, 1uM in MeOH

Agilent 6550

TID-1-045_001.d

Acquired Time 1/22{2020 12:45:06 PM (UTC+02:00)

x10 & |*+ESI Scan (rt: 0.062-0.998 min. 84 scans) Frag=280.0v TID-1-045_001.d

3.8 1

3.6 A

344

32

3

2.8 1

2.6

24

2.2 4

Nu

1.8 4

1.6 4

14 4

1.2 4

.—l

0.8 A

0.6 A

0.4 1

0.2 A

452.2847
(IC22 H37 N5 O5J+H)+

i 4563185 4582337

| .
__ 4573070 _r 459.3362
I

o 443 3231
448 443 450

4512988
451 452 453 454 455 456 457 458 459 460 461 462

,f |\ 488302 | g L, 4513020

Counts vs. Mass-to-Charge (m/fz)
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.525
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.359
.348
.338
.326
.315
.304
.289
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.852
.841
791
. 695
.683
. 671
. 655
. 640
.617
.601
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.574
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.233
.092
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TID-1-045 DMSO at 30 C
DQF-HH-COSY at 500 MHz w. Prodigy
17.01.2020/EH
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TID-1-045 DMSO at 30 C
HSQC edited w. Prodigy
17.01.2020/EH
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