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Tiivistelma

Taman pro gradu -tutkielman Kirjallisessa osassa kasitellaan Passerini- ja Ugi-reaktioita
luonnonainesynteesin nakokulmasta. Lisdksi Kirjallisessa osuudessa esitelldéan luon-
nonainesynteesejé joissa naitd multikomponenttireaktioita on hyddynnetty. Kirjallisen
osan ensimmainen puolisko alkaa lyhyelld johdannolla jossa esitelld&dn luonnonainesyn-
teesid ja multikomponenttireaktioita yleisemmin. Tasta jatketaan Passerini- ja Ugi-

reaktioihin ja niiden erityispiirteisiin.

Luonnonainesynteeseja késittelevat luvut on jaoteltu sen mukaan millaisia funktionaali-
sia ryhmi& Passerini- tai Ugi-reaktiolla on esiteltyihin luonnonaineisiin valmistettu, joko
suoraan néilla reaktioilla tai niitd seuraavilla jatkoreaktioilla. Luonnonainesynteesien
kasittelyissa on keskitytty lahinné Passerini- ja Ugi-reaktioon synteesissd, muut reaktiot
synteesireiteista on jatetty véhemmaélle huomiolle. Lisdksi kasittelyissa keskitytddn nai-
den kahden reaktion mahdolliseen selektiivisyyteen ja siihen johtaneisiin syihin.

Tutkielman kokeellisessa osassa suunniteltiin ja toteutettiin kahden luonnonaineen —
nostosiini A:n ja B:n — kokonaissynteesi viimeisia vaiheita lukuun ottamatta. Valmistu-
essaan tdma synteesi on ensimmainen néiden kahden luonnonaineen kokonaissynteesi.
Synteesireitissa hyddynnettiin Passerini-reaktiota sen alkuvaiheessa, mika mahdollisti
reaktion karboksyylihappokomponentin valinnan siten ettd tuotteen diastereomeerien
erotus oli mahdollista. Tdma taas mahdollisti synteesin myéhemman vaiheen valituot-
teen kiderakenteen maéarittdmisen, mink& vuoksi nostosiinien A ja B tuntemattoman

stereokeskuksen konfiguraation selvittdminen onnistuu synteesin lopullisista tuotteista.
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Esipuhe

Pro gradu -tutkielmani kokeellinen ja kirjallinen osa on tehty Jyvéskylén yliopiston ke-
mian laitoksella syksyjen 2014-2015 valisend aikana professori Petri Pihkon tutkimus-
ryhmaéssa. Tutkielmani aihe muodostui kokeellisessa osassa hyddynnetyn Passerini-
reaktion ympadrille, jolloin p&é&sin kirjallisessa osuudessa kasittelemé&an syvemmin jo
entuudestaan mielenkiintoiseksi kokemaani aihetta. Samalla tutkielman otsikko kuvaa
my0s kokeellisessa osassa tehtya tyotd. Seka kokeellisen etta kirjallisen osan aineistona
on kaytetty alan tutkimusartikkeleita sekd muutamaa kattavampaa katsausartikkelia ja

oppikirjaa. Tiedonhaussa on hyddynnetty padsaantoisesti Reaxysia ja Scifinderia.

Haluan kiittad professori Petri Pihkoa neuvoista, ohjauksesta sekd mahdollisuudesta
osallistua tutkimusryhmén toimintaan kuluneen vuoden aikana. Tutkielmani kokeellisen
osan ohjaajaa — FT Gokarneswar Sahoota — kiitdn kaikesta siitd opista ja ohjauksesta
jota olen héneltd saanut ja kiitdnkin hénta siksi myds hanen omalla didinkielelldan:
Dhanyabad. Erityiset kiitokset osoitan maisteriopiskelijakollegoilleni, Suville ja Samil-
le, te olette tehneet viimeisesta opiskeluvuodestani erityisen hauskan ja tukenne on ollut
minulle korvaamatonta. Haluan myds kiittdd muita Pihko Groupin j&senid hulvattomista

hetkista kuluneen vuoden aikana.

Edella mainittujen lisdksi haluan viela erikseen Kiittdd avomiestani Timoa tuesta ja kan-
nustuksesta opintojeni aikana. Han on aina jaksanut kuunnella kemia-aiheisia hopotyk-
sidni, vaikka niiden merkitys ei hanelle yhteiskuntatieteilijané ole vélttamatta auennut.
Liséksi perheeni tuki on ollut merkittdvassé roolissa opintojeni kuluessa.

Koen sisdistaneeni viimeisen vuoden aikana enemmaéan kemiaa kuin aikaisesmman neljén
opintovuoteni aikana yhteensd. Tdma lienee seurausta siité ettd olen paassyt hyddynta-
maan aikaisempia opintojani kaytdnndssa. Siksi haluankin lopuksi kiittdd Jyvaskylan
yliopiston kemian laitoksen henkil6kuntaa saamastani koulutuksesta ja FT, dos. Juhani

Huuskosta tutkielmani arvioinnista.

Jyvéskyléssa 8.12.2015

Saara Hartikainen
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KIRJALLINEN OSA

1 Johdanto

"Hiiliyhdistysten monilukuisuus johtuu hiiliatomien kyvystd sitoutua
toisiinsa hyvinkin pitkiksi ketjuiksi tai suljetuiksi renkaiksi. Vaikka
orgaanisissa yhdistyksissa esiintyy vain muutamia harvoja alkuai-
neita, ennen kaikkea hiilta, vetyd, happea ja typped, on atomien kes-
kindiseen kytkeytymiseen ja molekyylin suuruuteen nahden hyvin

. . . . 1
monia eri mahdollisuuksia.”

Né&in kirjoitti Arvi Talvitie orgaanisista yhdisteistd korkeakoulutason oppikirjassaan
vuodelta 1944.' Vanhahtavasta kielestaan ja raskaista lauserakenteista huolimatta tama
pitaa edelleen paikkansa. Orgaaniset yhdisteet koostuvat edelleen vuonna 2015 lahinn&
hiilestd, vedystd, hapesta ja typestd. Luonnonaineiksi kutsutaan eliokunnan tuottamia
sekundaarisia aineenvaihduntatuotteita eli sekundaarimetaboliitteja — yhdisteita jotka
eivét suoranaisesti osallistu biologisten organismien kasvuun, metabolisiin reitteihin tai
lisaantymiseen.?® Nain ollen luonnonaineet kuuluvat orgaanisten yhdisteiden joukkoon,
joten niidenkin voidaan todeta koostuvan paasaantoisesti hiilestd, vedysta, hapesta ja
typestd. Liséksi luonnonaineiden monimuotoisuus — ja monilukuisuus — on vertaansa
vailla, eliokunta on kykenevé tuottamaan mitd erilaisimpia orgaanisia yhdisteitd, ja tasta
johtuen ainoa luonnonaineita yhdistéva tekija onkin niiden alkuperé.

Synteesi madritelladn Kielitoimiston sanakirjassa jonkin yhdisteen valmistamisena tai
syntymisena alkuaineista tai yksinkertaisemmista yhdisteista.* Luonnonainesynteesi
tarkoittaa siten synteeseja joilla valmistetaan sekundaarimetaboliitteja yksinkertaisem-
mista yhdisteista ilman biologisia reagensseja — kuten entsyymeja. Koska luonnonaineet
ovat usein rakenteeltaan monimutkaisia, niiden synteettinen valmistaminen vaatii myos
uusien reaktioiden kehittamista. Tasta johtuen luonnonainesynteesi onkin olennainen
osa kemian perustutkimusta. Taméan lisaksi uuden luonnonaineen rakenne varmistuu
viimeistddn sen ensimmaisen synteesin yhteydessd, kun synteesituotetta ja sen luonnos-

ta eristettya esikuvaa voidaan verrata toisiinsa.>*



Luonnonainesynteesi ei ole kuitenkaan vain kemian perustutkimuksen yksi osa-alue.?*
Useilla sekundaarimetaboliiteilla on la&kinnéllisia tai muita biologisia ominaisuuksia
joiden tutkimuksen kannalta toimiva synteesireitti on olennainen seké tuotteen saata-
vuuden ettd sen kustannustehokkuuden kannalta. Liséksi synteettisin keinoin sekundaa-
rimetaboliiteista voidaan tuottaa erilaisia analogeja, joiden biologiset ominaisuudet

eroavat alkuperdisesta luonnonaineesta.

Koska luonnonaineet itsessddn ovat monimuotoinen joukko, myods niiden synteesireitit
eroavat toisistaan huomattavasti.>®> Luonnonainesynteesit — kuten muutkin synteesit —
voidaan kuitenkin jaotella karkeasti kahteen luokkaan: lineaarisiin ja konvergentteihin
(eli haarautuneisiin) synteeseihin. Lineaarisessa synteesissa lahtGaineista tuotteeseen
paastaan reaktiosarjassa, jossa yhden reaktion tuotteeseen lisatddn seuraavassa reaktios-
sa yksi uusi osanen (kuva 1). Konvergentti synteesi on taas haarautunut synteesireitti
jossa kaksi tai useampi fragmentti liitetd&n toisiinsa yhdell& reaktiolla (kuva 1). Néist4
yksinkertaisista malleista on nahtévissa miten konvergentilla synteesireitilla on mahdol-
lista padstda samaan tuotteeseen vahemmilla perékkaisilla vaiheilla. Lisdksi kokonais-
saannot ovat konvergenteissa synteeseissa teoreettisesti lineaarisia synteesejé korkeam-
mat. Kolmen perékkaisen 90% saantoisen vaiheen jalkeen lineaarisesta synteesissé saa-
daan tuotetta 73% kokonaissaannolla. Konvergentissa synteesissa vastaavaan tuottee-
seen paastadan vain kahdessa perakkaisessa vaiheessa jolloin kokonaissaanto on 81%,

vaikka vaiheita kummassakin reitissé on yhtd monta.

Lineaarinen synteesi:

Q- 0w @ V@ O &9

kokonais-
saanto: 73%

Konvergentti synteesi: O

d 90%

Q G

o @ kokonais-

O 90% saanto: 81%

Kuva 1: Lineaarinen ja konvergentti synteesi



Konvergentin synteesin kaaviokuvassa kaksi palloa reagoivat keskenddn muodostaen
uuden kahden pallon yhdisteen (kuva 1).>° Jos kuvassa reagoivia palloja olisi yksi
enemman, kyseessa olisi pallojen multikomponenttireaktio. Méaaritelmallisesti multi-
komponenttireaktio on kolmen tai useamman yhdisteen reaktio, jonka tuotteessa ovat
tallella suurin osa tai kaikki lahtoaineiden atomeista. Téllaiset reaktiot ovat omiaan juuri
konvergenteissa synteesireiteissd, silld niillda on mahdollista — ja pakollista — yhdist&a
useampi molekyyli yhdeksi tuotteeksi yhdella reaktiolla. Kaksi ehk& tunnetuinta multi-
komponenttireaktiota ovat Passerini- ja Ugi-reaktiot. Niitd kutsutaan isosyanidipohjai-
siksi multikomponenttireaktioiksi, johtuen siitd ettd kummassakin yhten& lahtdaineena
on isosyanidi. Tyypillisimmin nditd reaktioita on hyoddynnetty ladkeainesynteesissa,

mutta viime vuosikymmenind niiden kaytté myos luonnonainesynteesissa on hitaasti

yleistynyt.®®

Kuvassa 2 n&hddan pintaraapaisua luonnonaineiden monimuotoisuudesta. Jokainen
naistd sekundaarimetaboliiteista on valmistettu Passerini- tai Ugi-reaktiota hyédynta-
malla. N-5-Asetyyliardeeminin (1) synteesissd Ugi-reaktio on toiseksi viimeinen vaihe,
mitd seuraa enaa yksi syklisaatio.” Dysibetaiinin (2) kohdalla Ugi-reaktio on synteesin
ensimmaisia vaiheita jossa muodostetaan tuotteen y-laktaamirengas.’® Hydrastiinin (3)
eréan valituotteen valmistus onnistuu osittain intramolekulaarisella Passerini-reaktiolla,
jolla muodostettiin molekyylin laktonirengas.™ Tubulysiini V:n (4) tiatsolirenkaan val-

mistaminen onnistui eraalla Passerini-reaktion muunnelmalla.*?
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Kuva 2: Passerini- ja Ugi-reaktiolla valmistettuja luonnonaineita.® 2

Tassa tutkielmassa kasitellddn Passerini- ja Ugi-reaktioita luonnonainesynteesin nako-
kulmasta. Luku 2 kertoo millaisia reaktioita Passerini- ja Ugi-reaktiot ovat, niiden me-
kanismeja, millaisia tuotteita niilla on mahdollista valmistaa sekd ndiden reaktioiden
stereoselektiivisyyttd. Luvuissa 3—7 esitelladn luonnonainesynteeseja joissa naitda multi-
komponenttireaktioita on hyddynnetty. Luonnonaineiden jaottelu on tehty sen mukaan
millaisia rakenteita Passerini- ja Ugi-reaktiolla on lopulliseen tuotteeseen saatu aikaan.
Tasta johtuen osa rakenteista ei valttdmatta ole valmistettavissa suoraan kummallakaan
reaktiolla, vaan niiden muodostaminen vaatii vield néitd multikomponenttireaktioita
seuraavia jatkoreaktioita. Jokainen luonnonainesynteeseja kasitteleva luku alkaa pienel-
l& johdannolla siit4 kuinka kukin funktionaalisuus voidaan Passerini- tai Ugi-reaktiota

hyodyntamalla valmistaa.
2 Isosyanidipohjaiset multikomponenttireaktiot

Isosyanidipohjaisissa multikomponenttireaktioissa — kuten multikomponenttireaktioissa
yleensékin — kolme tai useampi lahtoaine reagoi keskenddn muodostaen tuotteen jossa
kaikki tai suurin osa lahtoaineiden atomeista on lasna.® Toisena vaatimuksena on etta
yksi ndistd lahtOaineista on isosyanidi. Lisdksi yhtend térke&nd isosyanidipohjaisten
multikomponenttireaktioiden ominaisuutena voidaan pitédé niiden suomaa mahdollisuut-

ta valmistaa suhteellisen monimutkaisia yhdisteitd yksinkertaisistakin lahtGaineista vain



yhdell& vaiheella. Tdmé& etu nousee paremmin esille kun yleistd multikomponenttireak-
tiota verrataan perinteiseen reaktiosarjaan (kuva 3). Verrattuna perinteiseen kahden lah-
téaineen reaktioon (i, kuva 3) multikomponenttireaktioilla (ii, kuva 3) voidaan saavuttaa
haluttu tuote yhdella vaiheella, kun kahden l&dhtdaineen reaktioilla sama tuote saavutet-

taisiin kahdessa tai useammassa vaiheessa.

O+O':>CD+O':>& (i)

= 9
Q — (i)
Q

Kuva 3: Multikomponenttireaktio verrattuna kahden komponentin reaktiosarjaan.’

Tunnetuimmat isosyanidipohjaiset multikomponenttireaktiot ovat Passerini- ja Ugi-
reaktiot.>®**!* Passerini-reaktiossa (iii, kaavio 1) karbonyyliyhdiste 5, karboksyylihap-
po 6 ja isosyanidi 7 reagoivat kesken&&n muodostaen o-asyloksiamideja 8. Ugi-
reaktiossa (iv, kaavio 1) edelld mainittujen lisdksi mukana on amiini 9, jolloin tuotteena

saadaan a-asyyliaminokarboksamiineja 10.

0
0 0 R O RY o
o ® N~ (iii)
R1JJ\R2 * HO)J\RZ * CEN_R4 \[O]/ R1 R2 H 8
5 6 7

o) 5 e o) R® O

L, v ean-rer L Rs/NH2 —’R“W]/N%LN,W (iv)
5 6 9 O Rige H 10
Kaavio 1: Passerini- ja Ugi-reaktiot."®

Koska kumpikin néisté reaktioista nojaa vahvasti isosyanideihin, seuraavaksi kasitellaan

Iyhyesti niiden rakennetta, reaktiivisuutta ja valmistusta.



2.1 Isosyanidit ja niiden reaktiivisuus

Isosyanidit — aikaisemmin myos isonitriilit — ovat vetysyanidin ja sen johdannaisten
isomeereja (kuva 4).2>*° Syanidissa (11) R-ryhma on kiinnittyneen4 hiileen ja isosyani-
dissa (7 ja 12) taas typpeen. Isosyanidilla on kaksi resonanssirakennetta, joissa toisessa
hiilta ja typped yhdistdd kolmoissidos (7) ja toisessa kaksoissidos (12). Kolmoissidos-
vaihtoehdossa hiilelld on negatiivinen varaus ja typelld positiivinen kun kakssoissidok-
sen kohdalla kumpikin atomi on neutraali. Todellisuudessa isosyanideissa on enemmaén
kolmoissidosluonnetta, jolloin rakenne 7 on lahempéna totuutta. Isosyanidien onkin
todettu olevan muodollisesti divalentti funktionaalinen ryhma. Riippuen reaktio-
olosuhteista isosyanidit voivat toimia seka elektrofiileind ettd nukleofiileind. Tamén
lisaksi isosyanidit ovat suhteellisen stabiileja yhdisteitd, mika tekee niistd varsin kéaytto-

kelpoisen funktionaalisuuden.

syanidi (11)

N=C-R

isosyanidi
@ @ .o e
:C=N-R =— C=N
7 12 R

Kuva 4: Syanidi ja isosyanidin resonanssirakenne

Isosyanideja valmistetaan tyypillisesti amiineista N-formyloinnin ja dehydraation kautta
(kaavio 2).%'" N-formyloinnissa amiinista (9) muodostetaan muurahaishapon amidi
(14). Tamé vaihe toteutetaan yleensé seka-anhydridimenetelmalld kéyttéden esimerkiksi
muurahaishapon ja etikkahapon anhydridid (13). Muodostunut N-formamidi (14) muun-
netaan vastaavaksi isosyanidiksi (7) dehydraatiolla. Yleisesti kdytettyja reagensseja de-
hydraatiossa ovat trifosgeeni (15) tai fosforyylikloridi (POCIs). Lisaksi reaktiossa tarvi-
taan emadstd. Muitakin dehydraatiomenetelmid on kehitetty, mutta ndiden suosio ei ole
yltanyt N-formylointireitin tasolle. Luonnonainesynteesin kannalta olennaista on, etté
N-formylointireitilla aminohappoestereiden isosyanointi onnistuu ilman rasemisaatiota.
Néin ollen enantiopuhtaiden luonnollisten aminohappojen kayttd isosyanidipohjaisissa

multikomponenttireaktioissa on mahdollista. Ennen isosyanointia aminohapon karbok-



syylihappo on kuitenkin estergditavé, silla isosyanidit ovat hapoille herkkia ja hajoavat

takaisin vastaaviksi N-formamideiksi happojen vaikutuksesta.
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Kaavio 2: Isosyanidien synteesi N-formyloinnilla ja dehydraatiolla.

Isosyanidit eivat tyypillisesti ole terveydelle haitallisia muutamaa poikkeusta lukuun
ottamatta.® Useilla haihtuvilla isosyanideilla on kuitenkin vahva ja epamiellyttava haju
jota on kuvailtu muun muassa aarimmaisen voimakkaaksi, lapitunkevaksi ja kuvotta-
vaksi. Isosyanideja onkin tutkittu niiden hajun vuoksi ei-tappavina aseina. Liséksi hajua
on epéilty yhdeksi syyksi niiden véhéiselle tutkimukselle 1900-luvun alkupuoliskolla.
Todellinen syy téhan lienee kuitenkin niiden valmistuksen hankaluus ennen N-

formylointireitin kehitysta 1950-luvulla.
2.2 Passerini-reaktio

Passerini-reaktio on vuonna 1921 julkaistu isosyanidipohjainen multikomponenttireak-
tio josta saadaan tuotteena a-asyloksiamideja karbonyyliyhdisteen, karboksyylihapon ja
isosyanidin valisessa reaktiossa.®*® Reaktiossa muodostuu kolme uutta sidosta jotka
yhdistavat kaikki kolme lahtfainetta kaikkine atomeineen yhdeksi molekyyliksi. Tama
reaktio nimettiin kehittjanséd — Mario Passerinin — mukaan ja edelleen se on yksi mer-

Kittdvimmista multikomponenttireaktioista.

Passerini-reaktiolle on esitetty vuosien varrella erilaisia mekanismeja. Suurin ratkaise-
maton kysymys liittyy valivaiheiden varauksiin: onko mekanismin jokin valivaihe ioni-
nen vai ei? ®*° loninen mekanismi (kaavio 3) lahtee liikkeelle aldehydin 5 protonoitu-
misella karboksyylihapolla 6 jolloin muodostuu karboksylaatti-ioni 6 ja oksoniumioni
5°. Tata seuraa isosyanidin nukleofiilinen additio protonoituneeseen aldehydiin misté
saadaan vélituotteeksi nitrilium-kationi 16. Karboksylaatti 6~ toimii seuraavassa vai-

heessa nukleofiilind nitrilium-kationiin 16 kohdistuvassa additiossa mistd muodostuu



Imiini 17, josta asyylitoisiintumisen ja amidin tautomerisaation jalkeen muodostuu o-

asyloksiamidi 8. Reaktiossa muodostuneet uudet sidokset ndhdaan tuotteessa mustalla.
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Kaavio 3: Passerini-reaktion ioninen mekanismi.®

Tuotteessa karboksyylihappo (aniliininpunaisella) on jakautunut kolmeen osaan reakti-
on aikana ja isosyanidin hiilestd (violetilla) muodostuu a-asyloksiamidin karbonyylihiili
(kaavio 3). Aldehydin happi (siniselld) taas saa tuotteessa paikkansa asyylihappena joka
liittaa asyyliryhman muuhun molekyyliin.

Passerini-reaktio tehddén tyypillisesti poolittomissa liuottimissa, joten ioninen meka-
nismi saattaa vaikuttaa varauksetonta mekanismia epatodennakdisemmalta. ®'° Nykyaan
yleisesti hyvaksytty reaktiomekanismi onkin varaukseton ja ndin tarjoaa yhden selityk-
sen poolittomien liuottimien reaktiota kiihdyttavalle vaikutukselle (kaavio 4). Téssa
mekanismissa kaikki kolme l&ht6ainetta reagoivat keskenddn yhdessa vaiheessa muo-

dostaen imiinin 17. Tasta jalleen asyylitoisiintumisen ja protoninsiirron myota paéastaan
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a-asyloksiamidituotteeseen 8.

Kaavio 4: Yleisesti hyvaksytty Passerini-reaktion mekanismi.

Kaavion 4 mekanismia on vuosia pidetty parhaimpana mallina Passerini-reaktiolle.

Tuoreiden laskennallisten tulosten perusteella nayttad kuitenkin silta ettd ioninen meka-



nismi olisi energeettisesti edullisempi.”® Toisin kuin on ajateltu, tima ei ole ristiriidassa
kokeellisten havaintojen kanssa. Aproottiset liuottimet kiihdyttavét reaktiota vahvista-
malla lahtbaineiden vélisia vetysidoksia. Vastikaan julkaistussa uusitussa Passerini-
reaktion mekanismissa reaktio kulkee varautuneiden valivaiheiden kautta tuotteeseen
(kaavio 5). Tama laskennallinen mekanismi l&htee liikkeelle isosyanidin (7) hiilen nuk-
leofiilisella additiolla aldehydin (5) karbonyylihiileen samalla kun kaksi karboksyyli-
happoa (6) stabiloivat muodostuvaa iminium-kationia (18) vetysidoksillaan. Tétd seuraa
karbonyylihapen protonoituminen karboksyylihapolla imiiniksi 17. T&st4 paastaan viisi-
renkaaseen 20 karboksyylihappovalitteisen toisiintumisen tuloksena. Viisirengas 19
edelleen toisiintuu karboksyylihapon toimiessa protoninvalittajanéd a-asyloksiamidiksi 8
ja karboksyylihapoksi 6. Karboksyylihappo toimii tdman mekanismin mukaan reaktios-
sa sekd l&dhtbaineena ettd katalyytting, silla se palaa syklin lopussa muuttumattomana

uudelleen kiertoon.

Kaavio 5: Passerini-reaktion katalyyttinen sykli.?

Tama uusittu mekanismi vaikuttaa ensisilmayksell& eroavan edeltdjistaan huomattavas-
ti. L&hemman tarkastelun jalkeen kuitenkin on todettavissa ettd suurin ero on karbok-

syylihapon vetysidosvélitteinen Kkatalyysi reaktiossa sekd valivaiheen 19 viisirengas
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josta lopullinen tuote muodostuu. Eroten kaavioiden 3 ja 4 mekanismeista, tassé asyyli-
vaellus ei suoraan tuota a-asyloksiamidituotetta vaan muodostaa viisirenkaan 19. Naita
tuloksia ei kuitenkaan ole vielda varmennettu kokeellisesti, joten todistuspohja téltd me-
kanismilta vield puuttuu. Tama mekanismi kuitenkin selittaisi Passerini-reaktion Kkiih-

tymisen kun liuottimena kéytetaan vetta.”!

Isosyanidipohjaisten multikomponenttireaktioiden lahtdainevalikoima on tyypillisesti
hyvin laaja.*® Sama on totta myds Passerini-reaktion kohdalla, miké johtuu sen mie-
doista ja hiukan happamista reaktio-olosuhteista. Reaktio sietdd muun muassa estereit,
nitriilejd, amideja, imideja, sulfonamideja, atsideja, aromaattisia nitroryhmid, fosfonaat-
teja, N-nitroguanidiineja ja atso-yhdisteitd. Passerini-reaktion voidaankin sanoa olevan
lahtdaineidensa suhteen hyvin spesifinen reaktio, silla se vaatii kaikki kolme l&htdainet-
ta kdynnistyakseen, mutta kun tdmé ehto toteutuu, eivat muut funktionaaliset ryhmat
juurikaan reaktiota hairitse. N&in ollen onkin jarkevampéé tarkastella substituentteja

joiden on todettu haittaavan tai voidaan péatella haittaavan Passerini-reaktiota.

IImeisté on ettd Passerini-reaktiossa substituentteina ei voida kayttaa karboksyylihappo-
ja, karbonyyliryhmié tai isosyanideja tai ndiden kaltaisesti Passerini-reaktiossa reagoivia
ryhmid. Tastd poikkeuksena ketoniryhma ei valttdmaétta hairitse reaktiota, jos l&htoai-
neena kaytetdan aldehydia. Aldehydit reagoivat tyypillisesti ketoneita nopeammin, jol-
loin yleensa substituenttina ketonit eivat aiheuta ongelmia. Mutta kun reaktiossa kéyte-

taan lahtoaineena ketonia, aldehydit taytyy suojata jotta ne eivét hairitse reaktiota.®

Amiineista vain tertiaariset amiinit eivat esta Passerini-reaktiota.®#? Muut amiinit kon-
densoituvat imiiniksi karbonyyliyhdisteen kanssa, jolloin reaktio saattaa edetd Ugi-
reaktiona Passerini-reaktion sijaan. Vahvasti emaksisilla tertidarisilla amiineilla Passe-
rini-reaktio voi kuitenkin estyé, sill& reaktiossa kdytetty karboksyylihappo todennédkdi-
sesti naissé olosuhteissa deprotonoituisi taysin estden sen protoninvalitystoiminnan.
Heikosti emadksisten tertiddristen amiinien lasné ollessa Passerini-reaktio on kuitenkin

mahdollinen.
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Passerini-reaktion mekanismeissa on hydroksyylisid valituotteita, mistd johtuen suo-
jaamattomat OH-ryhmat aiheuttavat sivutuotteita toisiintumisvaiheessa. Tasta johtuen

on suositeltavaa suojata OH-ryhmat soveltuvin suojaryhmin Passerini-reaktiota varten.

Edellad mainittujen lisaksi suurin rajoittava tekija Passerini-reaktiolle on kaytettyjen l&h-
téaineiden koko.®?* Tyypillisesti reaktio hidastuu huomattavasti tai joissain tapauksissa
estyy kokonaan kun kaytetadan yhté tai useampaa kookasta tai steerisesti estynytta lahto-
ainetta. Kamferi ei esimerkiksi reagoi lainkaan Passerini-reaktiolla. Joissain tapauksissa
kookkaiden yhdisteiden reaktioita voidaan nopeuttaa suorittamalla reaktio korkeassa
paineessa.

2.3 Ugi-reaktio

Ugi-reaktio on karbonyyliyhdisteen, isosyanidin, karboksyylihapon ja amiinin vélinen
reaktio josta saadaan tuotteena a-aminokarboksamideja.**!* Reaktio julkaistiin vuonna
1959 ja siitd on sen jalkeen kehittynyt laajasti hyddynnetty multikomponenttireaktio
niin laékeaine- kuin luonnonainesynteesissakin. Reaktiossa muodostuu kolme uutta si-
dosta — yksi C-C-sidos ja kaksi heterosidosta — jotka liittavat lahtaineet yhteen yhdeksi
molekyyliksi. Koska reaktion ensimmadisessa vaiheessa muodostuu kondensaatiossa

imiini, reaktiota on kutusuttu my6s Ugi-kondensaatioreaktioksi.

Ugi-reaktion mekanismi alkaa imiinikondensaatiolla, missa karbonyyliyhdiste 5 ja
amiini 9 muodostavat imiinin 20. Taman jalkeen imiini 20 vastaanottaa protonin kar-
boksyylihapolta 6, jolloin muodostuu iminiumioni 20*. Mahdollista on — ja jopa toden-
nakoista — ettd nama kaksi vaihetta tapahtuvat samanaikaisesti, jolloin iminiumioni 20"
muodostuu suoraan kondensaatiovaiheessa. Iminiumioni on vastaavaa aldehydid — tai
ketonia — reaktiivisempi, jolloin isosyanidi kohdistaa nukleofiilisen addition iminiumio-
niin 20", Nain muodostuu amiini 21, joka edelleen muodostaa asyloksi-imiinin 22 kar-
boksyylihapon addition tuloksena. Tét4 seuraa toisiintuminen viisirenkaaksi 23, josta

muodostuu a-aminokarboksamidi 10 karbonyylihapen palautumisen tuloksena.
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Kaavio 6: Ugi-reaktion mekanismi, kun karboksyylihappo on nukleofiilina.*?

Reaktio voidaan toteuttaa lisddmélla isosyanidi ja karboksyylihappo valmiiseen imii-
niin, mikd osoittaa imiininmuodostuksen olevan reaktion ensimmainen vaihe %3142
Ugi-reaktio on nain ollen ajateltavissa myds imiinin, nukleofiilin ja isosyanidin valisena
kolmen komponentin reaktiona. Reaktio-olosuhteiltaan ja toteutukseltaan Ugi-reaktio
eroaa huomattavasti Passerini-reaktiosta. Ugi-reaktio on voimakkaan eksoterminen ja
yleensa isosyanidi lisdtd&dn hyvin ja&hdytettyyn kolmen muun komponentin liuokseen.
Joissakin tapauksissa Ugi-reaktio on valmis muutamassa minuutissa kun taas toisinaan
reaktion valmistumisessa saattaa kestda viikkoja. Metanoli on tyypillisin Ugi-reaktiossa
kaytetty liuotin, mutta my6s muut alhaisen molekyylipainot alkoholit sopivat reaktiolle.
Lisaksi aproottiset pooliset liuottimet kuten DMF, THF ja kloroformi ovat mahdollisia.
Reaktioita voidaan kiihdyttad Lewis-hapolla, mika saattaa olla tarpeen kun kaytetdan
heikosti elektrofiilisia imiineja. Parhaat saannot reaktiossa saadaan lahtdaineiden korke-

alla konsentraatiolla (yleensd 0,5-2M).

Kuten Passerini-reaktiollakin, myds Ugi-reaktion lahtdainevalikoima on laaja.®** Suurin
rajoittava tekija 1oytyy lahtdaineiden funktionaalisista ryhmistd, silla substituentteina
vapaat amiinit, imiinit, karboksyylihapot ja karbonyyliyhdisteet eivat sovellu Ugi-
reaktioon. Toinen rajoittava tekija 10ytyy Ugi-reaktion ja Passerini-reaktion yhteisista
lahtaineista. Erdilla liuottimilla — kuten dikloorimetaanilla (DCM) ja tolueenilla — ja
kookkailla substituenteilla Passerini-reaktio saattaa kilpailla Ugi-reaktion kanssa sivure-

aktiona. Amiinit liukenevat yleensa huonosti perinteisiin Passerini-reaktion liuottimiin,
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jolloin olosuhteet ovat edullisemmat Passerini-reaktiolle ja Ugi-reaktio estyy taysin.
Myo6s muut lahtbaineiden véliset sivureaktiot ovat mahdollisia ja Ugi-reaktiolle onkin
tyypillista ettd kvantitatiivisiin saantoihin pé&astdan harvoin, joskin se on mahdollista
kun reaktio-olosuhteet optimoidaan huolellisesti. Yleisin tapa estdd sivureaktioita on
lisaté isosyanidi seka nukleofiili jo etukdteen kondensoituun imiiniin. Tdméan menetel-
man teho perustunee esikondensoidun imiinin karbonyylihiilen elektrofiilisyyden nou-
suun jo ennen muiden lahtéaineiden lisdysta. Talléin muut mahdolliset sivureaktiot lah-
toaineiden valilla estyvét ja samalla isosyanidin hydrolysoituminen vastaavaksi forma-
midiksi reaktion nukleofiilin vaikutuksesta estyy.

Ugi-reaktion tuotteen tyyppi vaihtelee huomattavasti riippuen kéytetystd nukleofiilista
ja amiinista. Karbonyyliyhdisteen ja isosyanidin rakenteella taas ei ole merkitysta muo-
dostuvan tuotteen perusrakenteen kannalta, jolleivat ndma yhdisteet sisélla sekundaari-
sia reaktioita mahdollistavia ryhmid. Ndin ollen tuotteen rakenne maaraytyy padsaantoi-

sesti kdytetyn amiinin ja nukleofiilin perusteella.

Karboksyylihappojen lisaksi Ugi-reaktiossa on mahdollista kayttada suurta maaraa erilai-
sia nukleofiileja.**'* Reaktiota on toteutettu muun muassa vetyatsidilla, syanaatilla, tio-
syanaatilla, hiilihapon monoestereilld, sekundaaristen amiinien suoloilla ja vetyseleni-
dilla. Tarkein vaatimus nukleofiilille on, ettd se muodostaa muiden l&ht6aineiden kanssa
valituotteen 22 joka toisiintumisen jalkeen muodostaa lopullisen tuotteen 10 (kaavio 6).
Tasta johtuen tiolaatti-ionit eivét sovellu Ugi-reaktion nukleofiileiksi, silla ne muodos-
tavat isosyanidien kanssa irreversiibelisti a-aminoalkylaatiotuotteen, minka vuoksi Ugi-

reaktio estyy.

Yleistden voidaan sanoa ettd miké tahansa riittavan nukleofiilisen NH-ryhman sisaltava
amiini reagoi Ugi-reaktiossa.>**'* Kaytannéssa kuitenkin ammoniakilla saannot jadvat
usein alhaisiksi, mika johtuu muodostuvista sivutuotteista. Tasta syystd ammoniakki
korvataan yleensa jollain helposti hydrolysoitavalla primaarisella amiinilla tai ammoni-
umasetaatilla. Koska ainoana vaatimuksena amiinille on NH-ryhma, tertidariset amiinit

eivat sovellu Ugi-reaktiolle.
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Ugi-reaktio ei juuri rajoita karbonyyliyhdisteiden tai isosyanidien rakennetta.** Tarkein-
t4 on ettd ndma kaksi funktionaalista ryhmaa ovat lasna reaktioseoksessa ja etta karbo-
nyyliyhdiste muodostaa iminiumionin 20" johon isosyanidin on mahdollista hyokata.
Merkittavin yhteinen rajoitus karbonyyliyhdisteiden ja isosyanidien kohdalla on niiden
steerinen estyneisyys ja koko. Yhtaldisyytend Passerini-reaktion kanssa myo6s Ugi-
reaktiossa ketonit reagoivat tyypillisesti aldehydeja hitaammin, jolloin ketoniryhma ei

valttamatta hairitse aldehydiin kohdistuvaa Ugi-reaktiota.

Kaikilla edella mainituin perustein Ugi-reaktiota voidaan kutsua “kaikki kéy”-
reaktioksi. Reaktio on toteutettavissa laajalla laht6aineiden kirjolla ja lahtbaineiden sub-
stituenteillekin rajoituksia on vahan. Suojaryhmien avulla ndmakin muutamat ongelmat

ovat helposti véltettavissa.
2.4 Stereoselektiiviset Passerini- ja Ugi-reaktiot

Luonnonaineet ovat tyypillisesti puhtaita enantiomeerejd tai diastereomeerejd, mista
johtuen niiden selektiivinen valmistaminen on atomiekonomian kannalta jarkevaa.>’
Laakeainesynteesin kannalta tilanne on samankaltainen, saman aineen kahdella diaste-
reomeerilld tai enantiomeerilld voi olla ladkinnallisesti hyvin erilaiset vaikutukset, mista
johtuen stereopuhtaan tuotteen valmistaminen on kannattavampaa — ja turvallisempaa —
kuin raseemisen seoksen. Taman vuoksi stereoselektiivisten Passerini- ja Ugi-
reaktioiden kehitys on viimeisen kahdenkymmen vuoden aikana ollut kiivasta. Tasta
huolimatta Ugi-reaktiosta ei vield ole onnistuttu kehittdmadn enantioselektiivista versio-
ta, ja Passerini-reaktiollekin kehitettyjen metodien selektiivisyydet ovat parhaimmillaan
kohtalaisia tai erinomaisia mutta vain hyvin spesifisissa tapauksissa. Kummankin reak-
tion diastereoselektiivisyytta on kuitenkin mahdollista ohjata kiraalisten lahtdaineiden

avulla.

Yksi ensimmaisista stereoselektiivisista isosyanidipohjaisista multikomponenttireakti-
oista toteutettiin steerisesti estyneelld kamferin isosyanidijohdannaisella 24 (v, kaavio
7).2% Talla menetelmalla saatiinkin Passerini-reaktion tuotteita 27a-d hyvalla diaste-
reomeerisuhteella (dr noin 96:4) kun reaktion aldehydeiné kaytettiin yksinkertaisia al-
kyylisubstituoituja aldehydeja (26a-d). Lisaksi tassé reaktiossa saannot olivat korkeat
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(84-96%), huolimatta kookkaasta ja jaykastd isosyanidikomponentista. Naiden kokei-
den tuloksena voidaan yksiselitteisesti todeta isosyanidikomponentilla olevan vaikutusta
Passerini-reaktion stereoselektiivisyyteen. Samaa ei voida sanoa Ugi-reaktiosta (vi, kaa-
vio 7). Samaisella kamferijohdannaisella (24) sek& etikkahapolla (25), isobutryyrialde-
hydilla (28) ja bentsyyliamiinilla (29) dr:t jaivat noin 51:49 ja tuotteen 30 saantokin jéi
huomattavasti Passerini-reaktiota alhaisesmmaksi. Néisté tuloksista voidaan paatella ettd

Ugi-reaktiossa isosyanidin vaikutus stereoselektiivisyyteen on olematon.*

24 25 Saanto 84-96% O
)J\ )J\ _drn.96:4 JﬁfN _ (v)
OH R 27a-d
CN R = Me (26a), Et (26b), i-Pr (26c), i-Bu (26d)

Saanto 66%
)k NH, .drn.51:49 e H%
e B

24 CcN o) o) 30

Kaavio 7: Passerini- Ugi-reaktiot kamferin isosyanidijohdannaisella.?

N&ma kaksi reaktiota osoittavatkin perustavanlaatuisen eron Passerini- ja Ugi-
reaktioiden valilla. Vaikka ndma kaksi reaktiota yhdistetddn helposti samaan luokkaan
niiden samankaltaisuuden vuoksi, eroavat ne mekanismeiltaan niin paljon, etté stereose-
lektiivisyyden kannalta yleensa toiselle reaktiolle toimiva metodi ei tuota tulosta toisel-
la. Tastd johtuen nédiden kahden reaktion stereoselektiivisyytta kasitellaan tassa tutkiel-

massa erillisissa luvuissa.
2.4.1 Stereoselektiiviset Passerini-reaktiot

Edelld mainitun kamferin isosyanidijohdannaisen lisaksi Passerini-reaktion diaste-
reoselektiivisyyteen voidaan vaikuttaa myos reaktion muiden komponenttien vélityksel-
14.2 Poikkeuksena tasta ovat aldehydit, jotka saattavat rasemisoitua kun stereokeskus on
a-hiilessa. Diastereoselektiivisyydelle yleisend vaatimuksena on, ettd kaytettava kiraali-
nen komponentti on suhteellisen kookas ja siten suosii vain toisen diastereomeerin

muodostusta.
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Enantioselektiivisten reaktioiden kohdalla tilanne on hiukan diastereselektiivisié reakti-
oita haastavampi.>® Ensinnakin kaytetyn katalyytin olisi pystyttava reaktion edetessa
sitoutumaan kaikkiin reaktion kolmeen komponenttiin ja tuotteen muodostuttua paasta-
maan ne irti. Haasteellisen tésta tekee se tosiasia ettd kdytannossa Passerini-reaktion
l&htaineet ja tuote muistuttavat toisiaan funktionaalisten ryhmien osalta niin paljon,
ettd tuotteen irtoaminen katalyytistd ei ole itsestddnselvyys. Toisen ongelman tuottaa
katalysoimattoman reaktion eteneminen taustareaktiona, jolloin enantioselektiivisyys
jaa alhaiseksi kun katalysoimaton reaktio tuottaa jatkuvasti raseemista seosta tuotteesta.
Tastd syystd enantioselektiiviset Passerini-reaktiot tyypillisesti toteutetaan alhaisessa
ldmpotilassa ja isosyanidi lisatadn hitaasti reaktioseokseen katalysoimattoman reaktion

hillitsemiseksi.

Namaé ongelmat on kuitenkin pystytty jossain méarin voittamaan katalysoidulla reaktiol-
la jossa karboksyylihapon sijaan kaytetddn piitetrakloridia (SiCls) Lewis-happona ja
kiraalisena katalyyttina fosforiamidia 33. (kaavio 8).2?° Reaktiosta saadaan tuotteena
joko a-hydroksimetyyliesterid 35 tai a-hydroksiamidia 36 riippuen reaktion jélkikasitte-
lyolosuhteista (MeOH, NaHCO3 tai pelkkd NaHCO3). Vilituotteena reaktiosta saadaan
imiinia 34. Talla reaktiolla paéastaan parhaimmillaan erinomaisiin enantiomeerisuhteisiin
(er 68:33-99:1, kaavio 8) ja hyviin saantoihin, mutta koska reaktion substraattiseuloissa
reaktiota testattiin vain aromaattisilla aldehydeilld, sen laajemmista kayttdmahdolli-
suuksista ei vield nykyiselldén ole tietoa. Lisaksi reaktion isosyanidikomponenttina kay-
tettiin vain tert-butyyli-isosyanidia 31, mika ei vield kerro mitéan reaktion soveltuvuu-

desta esimerkiksi aminohappojen isosyanidijohdannaisille.
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1. MeOH
2. NaHCO; (aq.) QH 35
32 OH —_— OMe
o SiCly, Saanto 71-97%
>‘/NC ] katalyyti 33 katalyyttl 33 )\(C' O er82:18-99:1
DCM, -74°C | OH

34 Nj< . R38
R = aryyli —>R/\H/ 7<

katalyytti 33: NaHCO; (aq.)

© Saanto 72-92%
OO Me Me OO er 68:33-99:1
N 0 o N
P{ A
N e e !
e e
Me Me

Kaavio 8: Enantioselektiivinen Passerini-reaktio piitetrakloridilla.®°

Reaktiossa piitetrakloridi toimii karboksyylihapon korvaajana johon kiraalinen katalyyt-
ti sitoutuu ja nain siirtaa stereoinformaatiota muodostuvaan tuotteeseen (kaavio 9).2%%
Reaktion hypoteettisesta mekanismista ndhdaan kuinka katalyytti K muodostaa komp-
leksin piitetrakloridin kanssa, joka edelleen muodostaa sidoksen aldehydin 32 happeen
jolloin muodostuu ionipari 37 (kaavio 9). Seuraavassa vaiheessa tapahtuu Passerini-
reaktion tyypillinen isosyanidin 31 additio, josta muodostuu ionipari 38. Tata seuraa
ioniparin 38 purkautumisen tuloksena kompleksi 39, josta katalyytin irtoamisen jalkeen
muodostuu edelleen vélituote 40, jossa piitrikloridi on vield kiinnittyneend karbonyyli-
happeen. Reaktion sammutusolosuhteista riippuen valituotteesta 40 muodostuu joko

metyyliesteri 35 tai a-hydroksiamidi 36.
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C|3 katalyyttl 33

sicl,
N.
Ar)40\7 \&
Cl

O/S'Clus [K,SiCl3]*[0,5 SiClgl*
Ar)\f/Nw \f 5
39 .,
0,5 SiCl; @ _SiCl3K, |*
N <J 37
O/SiC|3K2 Ar L [0,5 SiCle]Z—

38 Lo
AT R @ / SNt

“R'][0,5 SiClg]* 31

Kaavio 9: Piitetrakloridireaktion hypoteettinen katalyyttinen sykli.”’

Klassisella Passerini-reaktiolla tilanne on edeltdvaé reaktiota haastavampi, silla yhta-
kaan reaktion komponenteista ei talléin voida korvata jollain muulla vastaavalla yhdis-
teelld. Muutamia enantioselektiivisia klassisia Passerini-reaktioita on kuitenkin kehitet-
ty, mutta niiden saannot sekd enantioselektiivisyydet jadvat yleensa vain tyydyttavalle
tasolle muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta.” Tallainen poikkeus on Zhu et al.* ke-
hittdma enantioselektiivinen Passerini-reaktio (kaavio 10). Reaktion katalyyttina kaytet-
tiin salen-alumiinikompleksia 44, jolla tuotetta 45 saatiin kohtalaisella saannolla (59—
68%) ja kohtalaisesta erinomaisiin ulottuvilla enantiomeerisuhteilla (er 81,5:18,5—
99,5:0,5). Reaktion todettiin toimivan vahintdan kohtalaisesti seka aryyli- etta alkyy-
lisubstituoiduilla karboksyylihapoilla (41), aldehydeilla (42) ja isosyanideilla (43).

R' = alkyyli tai aryyli Q
R? = alkyyli, aryyli, CH,Cl tai CH,SH ¢

R = aryyli =N, N=
43 /T'\ 0 45
Rs/NC tBu (0] a O tBu R! N’R3
o . 9 tBu 44 (BU o. o H
R2J\OH R1) tolueen, i jf-agosz-?g_gi/go 5:0,5
41 42 -40°C R PSS ETEES

Kaavio 10: Salen-katalysoitu enantioselektiivinen Passerini-reaktio.?®
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Vastaavanlaisella salen-katalyytilla voidaan myds valmistaa 5-(1-hydroksialkyyli)tetrat-
soleja enantioselektiivisesti kun karboksyylihappo korvataan vetyatsidilla.”?® Parhaim-
millaan néiden enantioselektiivisten reaktioiden saannot ja selektiivisyydet ovat luon-
nonainesynteesiin soveltuvalla tasolla, mutta vain hyvin spesifisilla lahtaineilla. Erin-
omaiseen selektiivisyyteen (99,5:0,5) pééastiin kaavion 10 reaktiossa vain kloorietikka-
hapon, isobutyylialdehydin ja 1-isosyano-4-metoksibentseenin yhdistelmalla. Enan-
tioselektiivisten Passerini-reaktioiden kehitystyé on kuitenkin useamman tutkimusryh-
man kohteena ja voidaankin olettaa etta ldhivuosina néisté reaktioista kehitetdén vielé

parempia versioita.
2.4.2 Diastereoselektiiviset Ugi-reaktiot

Koska Ugi-reaktiosta ei ole vield onnistuttu kehittdmaan enantioselektiivista muunnel-
maa, kaydaan tassa luvussa lyhyesti lapi vain diastereselektiivisia Ugi-reaktioita.”
Diastereoselektiiviset Ugi-reaktiot ovat olleet tutkimuksen kohteena jo vuosikymmenia,
joten erilaisia esimerkkeja néistd reaktioista on useita. Vaikka periaatteellisella tasolla
Ugi-reaktion jokainen komponentti voisi potentiaalisesti siirtda stereoinformaatiota tuot-
teeseen, ei tdma kéaytdnnossé pida paikkaansa. Tama nahtiin aikaisemmin esitellyn kam-
ferin isosyanidijohdannaisella toteutetun Ugi-reaktion kohdalla (luku 2.4). Lahtokohtai-
sesti voidaankin todeta isosyanidin olevan huono stereoinformaation lahde Ugi-
reaktiossa. Tyypillisesti stereoselektiivisissd Ugi-reaktioissa hyddynnetdan stereoinfor-
maation lahteend kiraalista amiinia tai imiinid tai kahden komponentin yhdistelmal&hto-

aineita, kuten ketohappoja tai aminohappoja.

Kun Ugi-reaktion amiinina kaytettiin galaktopyranosyyliamiinijohdannaista 46, saatiin
reaktiosta tuotetta 50 75-93% saannolla ja 91:9-97:3 diastereomeerisuhteella (kaavio
11).” Reaktio on toteutettavissa aryyli- tai alkyylisubstituoidulla aldehydilla (47) ja
isosyanidilla (48) kun karboksyylihappona kaytetddn muurahaishappoa (49). Tdman
reaktion tuotteesta pystytddn muodostamaan kahdessa vaiheessa aminohappo 51, jossa

Ugi-reaktiossa muodostunut stereoinformaatio séilyy ilman rasemisaatiota.
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pivo OPiV a7 Q Pivo OPIv
o R1J o - (0] r/ Q
PivO NH, HJKOH PivO N\‘)k .R?
46 OPV NC 49 OPiv N 50
R2 48 Saanto: 75-93% R
1 o . dr: 91:9-97:3 1.6M HCl
R2 = aryyli tai alkyyli 2. Amberlite
R“ = aryyli tai alkyyli
yy yy COO<:1
@ 1y
HoN "L

Kaavio 11: Diastereoselektiivinen Ugi-reaktio galaktopyranosyyliamiini-
johdannaisella.”®

Edeltdvaa reaktiota kaytetympi metodi luonnonainesynteeseissa kaytetyissa diaste-
reoselektiivisissd Ugi-reaktioissa on yhdistad kaksi lédhtdaineiden funktionaalisuutta
yhteen — kiraaliseen ja/tai steerisesti estyneeseen — molekyyliin. Tallgin ideaalitilantees-
sa reaktiosta saadaan tuotteena vain yhta diastereomeerid (kaavio 12). Tyypillisesti lah-
téaineiden funktionaalisuuksista samaan yhdisteeseen sijoitetaan karboksyylihappo ja
karbonyyliyhdiste tai amiini (52 ja 54). Nailla reaktioilla saadaan tuotteena laktaameja
(53 ja 55), joiden renkaan koko riippuu kdytetyn lahtGaineen hiiliketjun pituudesta. Re-
aktioissa tuotteeseen muodostuu stereokeskus (merkitty tahdelld, kaavio 12) kun karbo-
nyyliyhdiste on epdsymmetrinen. K&ytannon esimerkking tallaisesta syklisoivasta Ugi-
reaktiosta nahdaan kaavion 12 alaosassa (ix), reaktiossa kiraalinen ja steerisesti estynyt
oksohappo 56 reagoi diastereoselektiivisesti p-metoksibentsyyliamiinin (PMB-NH)
seké tert-butyyli-isosyanidin kanssa muodostaen ¢-laktaamin 57 82% saannolla diaste-

reomeerisuhteen ollessa yli 95:5.
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o 9
MR1 R3/NH2 (0]
HO * - .
" NG MNHRZ (vii)
52 27 n
R® 7
O s
R1
0] R1JJ\R2 H .
)LM/\ A R2,N SN (viii)
H054 n N ,NC o) )—:I)n
R, 0" 55

tBu-NC (ix)
CHO
PMB-NH N—-PMB
COH ———2»
Saanto: 82%
dr: >95:5

Kaavio 12: Intramolekulaarisia Ugi-reaktioita

Kun Ugi-reaktiossa kaytetddn lahtaineena syklistd imiinia, puhutaan Ugi-Joullié-
reaktiosta.” Diastereoselektiivisena Ugi-Joullié-reaktio on mahdollinen kun kaytetty
syklinen imiini on steerisesti estynyt, jolloin reaktio on suotuistampi vain yhdestd suun-
nasta. Tassa esimerkkitapauksessa (kaavio 13) k&ytetyn imiinin kuppimainen rakenne
estaa reaktion taysin bisyklin 58 endo-puolelta, jolloin tuotteena saadaan vain toista

kahdesta mahdollisesta diastereomeerista (59, kaavio 13).

AcOH
H H {BuNC H H Sa-anto:.83%
N/ N dr: 99,5:0,5
H HN-
58 59 tBu
H ekso
®
58 I-T_'\.@C’;N’R
N 2
endo

Kaavio 13: Diastereoselektiivinen Ugi-Joullié -reaktio steerisesti estyneella syklisella
imiinilla 58."
Naista edelld esitellyista esimerkeistd voidaan todeta, ettd vaikka Ugi-reaktiolle ei viel&
ole onnistuttu kehittdmaan enantioselektiivistd metodia, sen diastereoselektiiviset versi-

ot ovat parhaimmillaan kayttokelpoisia luonnonainesynteesissa. Tosin on hyvin toden-
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nakoista ettd selektiivisyyden aiheuttanut ryhma joudutaan poistamaan tuotteesta myo-
hemmassé vaiheessa synteesid, mika ei vélttdmattd ole kovin onnistunut strateginen

valinta.
3 Peptidit

Sek& Ugi- ettd Passerini-reaktion tuotteena saadaan amideja, joten néiden reaktioiden
avulla eripituisten peptidiketjujen tuottaminen on yksinkertaista. Kun liséksi otetaan
huomioon etté reagoivien komponenttien amidiryhmat eivét hairitse tai esta naita reak-
tioita, on sekd Passerini- ettd Ugi-reaktiolla mahdollista yhdist&a toisiinsa eripituisia
peptidiketjuja.

Koska Ugi-reaktiolla on mahdollista tuottaa erilaisia asyklisia peptidiketjuja, onkin
luonnollista etté reaktiota on hyddynnetty juuri tassa tarkoituksessa myds luonnonaine-
synteeseissd. Seuraavissa kappaleissa kdydaan lapi kaksi synteesié joissa Ugi-reaktiota
on hyodynnetty luonnonaineen rungon fragmenttien yhdistdmiseen ketjuksi synteesin
loppuvaiheissa. Ugi-reaktion kayttd pakottaa synteesit konvergenteiksi, silld jokainen
reaktion lahtbaineista valmistetaan omaa reittiadn ja yhdistetdan lopulliseksi tuotteeksi

vasta synteesin loppupuolella.
3.1 (¥)-Viridihappo

(-)-Viridihappo (kaavio 14, 60) on erédiden Penicillium-suvun sienien tuottama tetrapep-
tidi.**>3* Sita on 16ydetty muun muassa P. viridicatum, P. nordicum ja P. aurantiogri-
seum kantojen tuottamana. P. nordicumin raakauutteen perusteella viridihappo saattaa
olla sytotoksinen eréité solulinjoja kohtaan. Puhtaan raseemisen viridihapon on todettu
olevan antibioottinen gram-negatiivista Aliivibro fischeri bakteeria kohtaan, mika pys-
tyttiin osoittamaan tassa esitetyn raseemisen synteesin tuotteesta. Tassa esitellyssa syn-
teesireitissé hyddynnetédén Ugi-reaktiota amidisidosten muodostukseen, jolloin viridiha-
pon rakenne saadaan koottua kokonaisuudessaan yhteen yhdella reaktiolla.

Viridihapon retrosynteesi on erittain suoraviivainen (kaavio 14).%° Ensimmaisessa vai-

heessa nédhd&an Ugi-reaktion vaatimat katkaisut, josta saadaan karboksyylihappo 61,
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aromaattinen isosyanidi 63, isobutyryylialdehydi 28 sekd metyyliamiini 62 reaktion
lahtdaineiksi. Naista karboksyylihappo 61 voidaan muodostaa karboksyylihaposta 64 ja
bentsyylisuojatusta (OBn) glysiinista 65 kytkentéreaktiolla.

Ugi-reaktio
~p
N~ O e o y MeNH; (62)
O =
PN [e)
60
FGI

\N/

OBn
OH + HZNW
64 O 65

Kaavio 14: Viridihapon retrosynteesi.*

Ugi-reaktion karboksyylihappo 61 valmistettiin kytkemalla glysiini (65, kaavio 15) ja
karboksyylihappo 64 yhteen seka-anhydridimenetelmélla. Tat4 seurasi glysiinitahteen
bentsyylisuojan poisto pelkistaméllg, jolloin tuotteena saatiin karboksyylihappo 61.
Synteesin Ugi-reaktiosta saatiin tuotteena raseemista esteria 66 jonka metyyli hydroly-
soitiin viridihapoksi 60 seka sen enantiomeeriksi (ei kuvassa) litiumhydroksidilla. Nai-
den kahden enantiomeerin erottaminen ei onnistunut Ugi-reaktion tuotteesta tai valmiis-
ta (£)-viridihaposta. Ugi-reaktion selektiivisyytta yritettiin nostaa isosyanidilla 67, mut-
ta reaktion saannot jaivat 47%:in eikd minké&anlaista enantioselektiivisyytta reaktiossa

havaittu, eli tuotteena saatiin 1:1 raseeminen seos kuten isosyanidilla 63.
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1. 65, NMM,

etyylikloroformaatti,
N \N/ o

0 DCM, 88% 60
OH
on 2- Pd/C, Hy, 98% N/\H/
H
64 ”
- 62 MeNH2
N o)
MeO,C 63

N/\[( E)k = MeOH, 2
H CO,Me 51-70%
66 67: CN

PN
LiOH, THF-H,0, 81-91%

i 1,0
N
NN
0 AL CO,H
(60)

(*)-viridihappo (60

p ®)
PN

Kaavio 15: Viridihapon synteesi.*

Isosyanidikomponentilla ei ole todettu olevan vaikutusta Ugi-reaktion stereoselektiivi-
syyteen.”** Esimerkiksi aikaisemmin esitellylla kookkaalla ja jaykalla kamferijohdan-
naisella ei Ugi-reaktiossa saavutettu mink&énlaista selektiivisyyttd, toisin kuin Passeri-
ni-reaktiossa (ks. luku 2.4). Tasta johtuen ei ole yllatys ettd tdssak&an synteesissa iso-
syanidin vaihtaminen kookkaampaan ja Kiraaliseen versioon ei tuottanut haluttua selek-
tilvisyyttd. Se ainoastaan pienensi reaktion saantoa, miké sekaan ei yllata, silla Ugi-
reaktion saannot saattavat laskea kun reaktiossa kédytetdén steerisesti estyneitd lahtoai-
neita. Lisdksi tassa kdytetyn mentynyylijohdannaisen 67 stereokeskukset ovat suhteelli-
sen kaukana Ugi-reaktiossa muodostuvasta uudesta stereokeskuksesta, mika vahentanee
sen mahdollisuuksia téllaiseen toimintaan edelleen. Raseemisella synteesituotteella pys-
tyttiin kuitenkin tutkimaan viridihapon antibioottisuutta, mik& ei aikaisemmin ole ollut

mahdollista.*

Talla synteesireitilla saadaan tuotettua (z)-viridihappoa 27% saannolla ja kun kyseessa
on raseeminen tuote, puhdasta luonnollista (-)-viridihappoa saadaan noin 14%:n saan-
nolla, jota ei kuitenkaan pystytty eristdm&an enantiomeeristdén. Samassa artikkelissa,
jossa Ugi-reitti on kuvattu, puhdasta (-)-viridihappoa pystyttin perinteisten peptidikyt-
kentdjen avulla valmistamaan 28% kokonaissaannolla. Niinpad tdssé yhteydessa Ugi-

reaktio ei valttdmalla ollut onnistunut valinta. Tosin Ugi-reaktiolla voidaan tuottaa hel-
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posti erilaisia viridihapon analogeja, mika ei yhté helposti onnistu peptidikytkentareitil-

1.
3.2 (-)-Muraymysiini D2

Muraymysiinit ovat Streptomyces sp. bakteerikannasta eristettyja sekundaarimetaboliit-
teja.**3 Ne ovat osoittaneet antimikrobiaalisia ominaisuuksia gram-positiivisia baktee-
reja kohtaan estdmalld naiden bakteerien soluseindn biosynteesid. Ensimmainen (-)-
muraymysiini D2:n (68, kuva 5) kokonaissynteesi ja samalla myds ensimmainen mu-

raymysiinisynteesi julkaistiin vuonna 2010 ja olennaisessa osassa synteesissa on Ugi-

reaktio.
HO
(-)-Muraymysiini D2 (68) HO NH,
o o)
H H H
0 /\\//
HO,C i, N _~_N s o N NH
0O HO,C X
o)
HO OH

Kuva 5: (-)-Muraymysiini D2 (68).

Muramysiini D2:n retrosynteesin (kaavio 16) ensimmainen vaihe paljastaa Ugi-reaktion
l&htdaineet — karboksyylihapon 69, ammoniakin 70, aldehydin 71 seka isosyanidin 72.
Seuraavassa vaiheessa muodostetaan Ugi-reaktion aldehydi L-valiinista (69) ja syklises-
ta guanidiiniyhdisteestd 74. Viimeisissa retrosynteesin vaiheissa guanidiiniyhdiste syk-
lisoidaan ja renkaan aihio muodostetaan sulfamaatin CH-insertiolla diamiinista 75, joka
valmistetaan sulfamaatista 76.
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Ugi-reaktio

H H
HO,C N\H/N,,
Py

(-)-Muraymysiini D2 (68)

R02 CO,H
+ NHz (70)+ [ 71 + CN__~__NHR'
\O 72
ureanmuodostus

C-H-insertio

L

) HoN,, COH N H,N
RO,C NH2 27 25
kllsaatlo &
N’\\O pr—
H
L-vaI||n| (73) 74 H 75 “NH, 76 NH,

Kaavio 16: Muraymysiini D2:n retrosynteesi.*

Taman synteesin isosyanidi valmistettiin jo aikaisemmin julkaistulla menetelméll& iso-
propylideneuridiinista 77 (kaavio 17).* Ensimmaisissa vaiheissa siihen liitettiin metyy-
liesteri Wittig-reaktiolla, urearenkaan NH-ryhma suojattiin bentsyloksimetyyliklroridil-
la (BOM) ja muodostettu amiini suojattiin Cbz-ryhmalla (karbobentsyyliryhmd), jolloin
tuotteena saatiin metyyliesteri 78. Tata seurasi molekyylin viimeisen puuttuvan frag-
mentin Kiinnitys ja metyyliesterin hydrolyysi karboksyylihapoksi 79. Isosyanidiin 80

paastiin nelivaiheisella reaktiosarjalla 61% saannolla.

HO

o ~—\—0 ~—N\=0 4 vaihett
\ MeO.C o //§; vaihetta
HO i 2 N
/\w/ >]/NH 4 vaihetta W/NBOM 38%
g & O 43% CbzHN
O _ o

W[o NHBoc r,[ NHBoc
0

CN
O 8o ,
4 vaihetta

o
=:- —_— - p—
HN O NK\FO 61%  CbzHN //¥O
NH NH
wod I Ty
DO o0

Kaavio 17: Isosyanidin synteesi muraymysiini D2:n Ugi-reaktioon.

Q.

33,34
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Ugi-reaktion karboksyylihapon synteesissd kaytettiin lahtbaineena Boc- (tert-
butyloksikarbonyyli) ja Cbz-suojattua L-ornitiinia (81, kaavio 18), josta valmistettiin
sulfamaatti 82 kolmessa vaiheessa 66% saannolla. ** Tata seurasi sulfamaatin syklisaa-
tio oksatiatsinaaniksi 83a sekd sen diastereomeeriksi 83b. Saannot jaivéat tassa reaktios-
sa suhteellisen alhaiseksi (21-47%), ja lisdksi reaktio suosi hiukan enemman tassé ei-
toivottua diastereomeerid 83b (dr 1:1,5-2). Synteesid jatkettiin kuitenkin eteenpéin puh-
taalla 83a:lla. Suojaryhmén vaihdon jélkeen yhdisteen 84 oksatiatsaanirengas purettiin
ja muraymysiini D2:n guanidiinirengas rakennettiin viidessa vaiheessa Tces-suojatuksi
(2,2,2-trikloorietoksisulfonyyli) sykliseksi guanidiiniksi 85. Lopuksi guanidiiniin 85
liitettiin vield puuttuva L-valiini-urea-fragmentti kolmessa vaiheessa 64% saannolla,

mista saatiin Ugi-reaktion karboksyylihappo 69.

81 82 Rh(esp), 83a
CbzHN, _CO,H CbzHN,, o tai CbzHN,, o
3 vaihetta ‘=0 _Rh(OAc), _0
R S=Y —M—MM S= +
66% H2N/ \b 21-47% N~ \\O
58a/58b

NHBoc NHBoc dr1:15-1:2 NHBoc
2 vaihetta
(0]
tBuO,C H H CbzHN 85 CbzHN
2 \[( n, o H T, . n, O
o) 3 vaihetta D vaihetta §=0

NH 64% NH 81% N

69 NTces NHCbz 84

N NTces N
H H
Kaavio 18: Ugi-reaktion karboksyylihapon synteesi muraymysiini D2:n kokonaissyn-

teesissd. >

Tassd synteesissd Ugi-reaktion amiinina kaytettiin retrosynteesista poiketen 2,4-
dimetoksibentsyyliamiinia 86 ja aldehydind 3-metyylibutanaalia (71, kaavio 19).*®
Tuotteena saatiin peptidi 87 kahden diastereomeerin 1:1 seoksena leusiinifragmentin
suhteen (tahdella merkitty, kaavio 19). Muraymysiiniin D2 (68) péastiin hydrolysoimal-
la Ugi-reaktiossa muodostuneen tertidédrisen amiinin dimetoksibentsyyliryhma seké kar-
boksyylihappojen tert-butyyliesterit kahdessa vaiheessa kvantitatiivisella saannolla.
Ugi-reaktion tuotteesta diastereomeerien erottaminen ei onnistunut ja niiden NMR-

spektrissa havaittiin vain monimutkainen diastereomeerien ja rotameerien seos. Téasta
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johtuen diastereomeerit pystyttiin erottamaan toisistaan vasta viimeisten suojaryhmien
poistovaiheiden jalkeen HPLC:lla. Luonnosta eristetyn muraymysiini D2:n rakenne
pystyttiin varmentamaan (-)-muraymysiini D2:ksi (68) vertaamalla naitd kahta synteet-

tistd diastereomeerié luonnosta eristettyyn vastineeseensa.

CN._~_N MeO
(o) N
tBquc \(
(0]
O)<O 54%, dr1 1 NHBoc
H H o
tB N N
UOzC \H/ N % o ¢ NH
o) DMB O tBuO,C \ig
NT 87 (0]
ces a 0]
a. 1. Zn, THF-NaH,PO4-puskuri l ><

2. TFA (aq.), kvant. (kaksi vaihetta) (-)-muraymysiini D2 (68)
+
DMB = 2,4-dimetoksibentsyyli epi-muraymysiini D2

Kaavio 19: Muraymysiini D2:n synteesin Ugi-reaktio ja viimeiset vaiheet.

Tama synteesi on hyva esimerkki konvergentista luonnonainesynteesista.>® Kaksi taman
synteesin Ugi-reaktion lahtéaineista valmistettiin suhteellisen pitkien synteesireittien
kautta ja ne yhdistettiin toisiinsa vasta viimeisissa vaiheissa. T&t4 seurasivat suojaryh-
mien poistot, mist4 luonnonainetta ja sen diastereomeerid saatiin kvantitatiivisella saan-
nolla. Téssa synteesissa Ugi-reaktion sijaan olisi voitu hyodyntad myos perinteisempia
amidisidoksen muodostusreaktioita. Ugi-reaktion kayttod kuitenkin perusteltiin tarpeella
valmistaa muraymysiinien analogeja niiden mahdollisten antibioottisten ja muiden bio-
logisten ominaisuuksien tutkimiseksi. Lisdksi Ugi-reaktiosta johtuen tdma synteesireitti
tarjoaa mahdollisuuden valmistaa myds muita Ugi-reaktiolle soveltuvia muraymysiineja

sekd muraymysiini D2:n analogeja tassa esitellyn synteesireitin avulla.
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4 oa-Ketoamidit

Funktionaalisuutena luonnonaineissa a-ketoamidit toimivat tyypillisesti proteaasient-
syymien inhibiittoreina. Téstd johtuen o-ketoamideja esiintyy laajalti erilaisissa luon-
nonaineissa.”*** Koska o-ketoamidit ovat herkkia emaksille, niiden synteesit ovat ajoit-
tain osoittautuneet haasteellisiksi. Yhden ratkaisun td4han ongelmaan tarjoaa PADAM-
sekvenssi, joka on lyhenne termeistd “Passerini reaction, Amine Deprotection, Acyl
Migration”, suomeksi Passerini-reaktio, amiinin suojanpoisto, asyylitoisiintuminen
(kaavio 20). Sekvenssistd saadaan tuotteena a-hydroksi-B-aminohappo 91, joka muo-
dostuu O,N-asyylitoisiintumisen tuotteena Passerini-reaktion a-asyloksiamidituotteesta
90. Sekvenssi alkaa klassisella Passerini-reaktiolla, jonka aldehydikomponentti sisaltaa
suojatun amiinin (88). Passerini-reaktion jalkeen (89) suojaryhma poistetaan ja tata seu-
raa eméaksella kaynnistettava O,N-asyylitoisiintuminen (90 = 91), missa asyloksiamidin
R-ryhma siirtyy suojaamattomalle amiinille, jolloin yhdisteeseen muodostuu uusi amidi
ja samalla Passerini-reaktiossa syntyneestd a-asyloksiamidista 90 muodostuu o-

hydroksiamidi 91.%° Tama hydroksiamidi on hapetettavissa edelleen o-ketoamidiksi.

88 Boc. .R, 89 amiinin- _R, 90 asyyli- 91

Boc. R, N™ “O suojan- HN™ “0 toisiintu- J\ R
N Passerini 1)YU\ _R3poisto ; _R3 minep R4 205

H R N R N~ 3

! R

R Jﬁf o 0 " o_o M R N’
O Y Y én H
R* R4

Kaavio 20: PADAM-sekvenssi

PADAM-sekvenssilla pystytaan tuottamaan pitkidkin ketjumaisia molekyyleja yhdella
vaiheella ja kahdella reaktiolla. PADAM-sekvenssin substraattivalikoima (taulukko 1)
osoittaa hyvin miten kaytannollisestd menetelmadsté on kyse. Ndissé kokeissa sekvenssin
ldhtdaineena kaytettiin N-substituoitua aldehydid 88, josta saatiin Passerini-reaktion
tuotteena a-asyloksiamidia 85. Boc-suojanpoiston (TFA) ja O,N-asyylitoisiintumisen
jalkeen pééstiin a-hydroksi-B-aminohappoon 91, joka vield lopuksi hapetettiin o-
ketoamidiksi 92 (taulukko 1). Jokaisessa kokeessa PADAM-sekvenssin jalkeen saanto
oli vahintaddn 75%:a ja hapetuksen jalkeenkin saannot pysyivat vield alhaisimmillaankin

lahelld 50%:a.% Tassa substraattiseulassa tarkasteltiin laajalti erilaisten R-ryhmien so-
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veltuvuutta reaktiosarjaan. Paasaantoisesti vaikuttaa silta ettda PADAM-sekvenssiin so-
veltuvat kaytettavéaksi niin aromaattiset kuin alifaattisetkin substituentit. Lisaksi sek-
venssissa kokeiltiin myds muutamia suojattuja aminohappoja karboksyylihappokom-
ponentteina, joilla reaktiosarjan saannot pysyivét kohtalaisina tai hyvin (taulukko 1,
kokeet 10-15). My0s syklisilla aldehydeilld sekvenssin saannot olivat erinomaiset
(taulukko 1, kokeet 16-18).
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Taulukko 1: PADAM-sekvenssin substraattivalikoima

Boc. Rz +R°NC o 3 1. TFA JOL R JOJ\ R
4 +RICOOH R! N 2 EtN RN o] R NP0

Rdﬁf T o0 T R1)§)LN’R3 T R N

88 O 891: 91 OH H 92 o H
Koe R! R R® R Saanto- dr(89) Saanto- Saanto-

2 % (89) %(91) % (kok.)

1 Bn H Bn PhCH, 81 67:33 81 77
2 Bn H Bn Ph 67 62:38 96 64
3 Bn H t-Bu Pr 82 71:29 86 71
4 Bn H MeO,CCH, PhCH, 91 64:36 99 90
5 Bn H MeO,CCH, s-Bu 73 63:37 68 50
6 Me H Bn Pr 85 65:35 94 80
7 Me H Cy p-MePh 80 67:33 77 62
8 Me H MeO,CCH, Bn 71 63:37 84 60
9 Et H t-Bu Bn 83 69:31 89 74
10 Et H Bu L-(Z)-Leu 65 61:39 91 59
11 Et H BnO,CCH,CH, L-(Z)-Leu 69 66:34 92 64
12 Et H MeO,CCH, L-(Boc)-Leu 59 66:34 83 49
13 Pr H MeO,CCH, (2)-Gly 77 60:40 75 58
14 i-Pr H MeO,CCH, L-(Boc)-Phe 95 52:48 75 71
15 i-Pr H MeO,CCH, D-(Boc)-Phe 89 63:37 77 72
16 —(CHy)s—  Cy Bn 85 69:31 99 85
17 —(CHy)»~  Bn Pr 93 62:38 80 65
18 —(CHy)»~  t-Bu Bn 94 65:35 97 91
19 MeOCH, H Bn Pr 95 57:43 88 93
20 MeOCH, H Cy Bn 95 61:39 82 78

Tama lahtbainevalikoiman monipuolisuus selittyy Passerini-reaktiolla, silla sekvenssin
substraattivalikoima on yhta laaja kuin klassisessa Passerini-reaktiossakin. Téssa seulas-

sa ainoana amiinin suojaryhména kaytettiin Boc:a, mutta sekvenssi on toteutettavissa
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my6s muilla suojaryhmilla.?**® Erityisesti a-ketoamideille PADAM-sekvenssi tarjoaa
helpon valmistustavan ja liséksi suoraan sekvenssin jélkeinen a-hydroksiamidituote
toimii hyvané piilona ketoamidille ennen varsinaista hapetusta. Lisaksi hapetusvaihees-
sa Passerini-reaktiossa muodostunut stereokeskus tuhotaan, jolloin reaktiolle tyypillinen
kehno stereoselektiivisyys ei tassé tapauksessa ole haitaksi.

4.1 Eurystatiini A

Eurystatiini A on Streptomyces eurythermus bakteerin tuottama makrosyklinen prolyy-
liendopeptidaasi-inhibiittori.***" Prolyyliendopeptidaasi (PED) on seriiniproteaasi joka
katalysoi muun muassa oksitosiinin, angiotensiini | ja 11:n sek& vasopressiinin hydrolyy-
sid. Taman kaltaisilla spesifisilla proteaasi-inhibiittoreille on mahdollisesti 16ydettavissa
laékinnéllisia sovelluksia esimerkiksi Alzheimerin-taudin, tromboosin, erilaisten syopi-
en tai AIDS:n hoidossa. Rakenteeltaan eurystatiini A on heteromakrosyklinen tetrapep-
tidi, joka koostuu leusiini-, ornitiini- ja a-ketoalanamidi-alayksikgistd. Sen inhibitio-

ominaisuudet aiheutuvat a-ketoalanamidi-yksikon kiinnittymisesta PED:iin.

Semple et. al.*" julkaisivat vuonna 2001 eurystatiini A:n (93, kaavio 21) kokonaissyn-
teesin, jossa hyédynnettiin PADAM-sekvenssia synteesin alkuvaiheessa eurystatiini A:n
makrosyklin tripeptidin valmistuksessa. T&ssé retrosynteesissa (kaavio 21) ensimmai-
nen katkaisu tehdaén hepteenihappojohdannaisen ja makrosyklin yhdistavaan amidiin,
mista jéljelle jaa hepteenihappo 94 sekd makrosykli 95. Kun makrosykliin 95 tehdaan
katkaisu alaniinin ja ornitiinin yhdistdvaan amidiin, saadaan reaktion lahtdaineeksi PA-
DAM-sekvenssin lopullinen tripeptidiketju 96. Tasta taas péastdan Passerini-reaktion
Fmoc-suojattuun tuotteeseen 97 kun ornitiinifragmentti siirtyy O,N-asyylivaelluksen
l&htopisteeseen, Passerini-reaktiossa muodostuvaan stereokeskukseen. Kun a-
asyloksiamidiin 97 tehdaan Passerini-reaktion katkaisut, saadaan tdman synteesin lahto-
aineiksi alaniinin aldehydijohdannainen 98, L-leusiinin isosyanidi 99 sekd Boc- ja Cbz-

suojattu L-ornitiini 100.
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Eurystatiini A (93)
! ( NZ hapetus, FGI HOJ\W

N H HN—, HN
O %
95
BOCHN makro-

sykllsaatlo

PADAM-sekvenssi O,N-asyylitoisiintuminen
)
o BocHN,, OH
FmocHN
@)

amidikytkenta

Iz

OBn {:
Passerini-reaktio

NHCbz

FmocHNJﬁ‘/ /¢ /d;
BocHN100

Kaavio 21: Semple et. al. retrosynteesi Eurystatiini A:lle.>’

NHCbz

Eurystatiini A:n retrosynteesi koostuu néin neljasté vaiheesta, joista kaksi viimeista kat-
kaisua muodostavat PADAM-sekvenssin. Koska eurystatiini A koostuu luonnollisista
aminohapoista, kaikki tdman synteesin lahtfaineet olivat saatavissa enantiopuhtaina.
Tasta johtuen synteesin aikana ei muodosteta yhtédkadn uutta lopulliseen tuotteeseen

jadvaa stereokeskusta.

Passerini-reaktiota varten N-Fmoc-suojatun  (fluorenyylimetyloksikarbonyyli) L-
alaniinin  (101) karboksyylihappo pelkistettiin di-isobutyylialumiinihydridilla 93%

saannolla aldehydiksi 98 (kaavio 22). *

L-leusiinin bentsyyliesterin (102) amiinista
valmistettiin haluttu isosyanidi 99 N-formyylireittia (kaavio 22). Amiini N-formyloitiin
etikkahapon ja muurahaishapon anhydridilld, mink& jalkeen tuotteesta saatiin difos-

geenidehydraatiolla isosyanidi 99 noin 90% saannolla.
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DIBAL-H
FmocHN OH 93% > FmocHNJﬁrH
101 O ? 98 O
1.CH3CO,CHO, Et;N
2. CI3C0,CCl, NMM
CIH-H,N” >CO,Bn ~90% CN” >CO,Bn
102 99

Kaavio 22: Passerini-reaktion aldehydin ja isozyanidin valmistus eurystatiini A:n syn-
teesissa.

Passerini-reaktio on tdmén synteesin ensimmainen varsinainen vaihe, josta saadaan
tuotteena a-asyloksiamidi 97 80% saannolla (kaavio 23). Amiinin Fmoc-suojaryhman
poisto seké asyylitoisiintuminen saatiin aikaan yhdessa vaiheessa dietyyliamiinilla, mit&
seurasi viela karboksyylihapon bentsyylisuojan poisto pelkistimalla aminohapoksi 96.
Tatd seuraa Boc-suojaryhman poisto ja syklisaatio kahden vaiheen jalkeen 93% saan-
nolla makrosykliksi 95 ja hepteenihapon 94 kytkenté sek& a-hydroksiamidin hapetus a-
ketoamidiksi 93 synteesin viimeisessa vaiheessa.
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NHCbz f\
Fmoc.. /'Yk

N~ "COOBn
H
(0]

BocHN
COOBn 3 5 paivaa

80% BocHN™, 97

Fmoc.. /'\/O

H98

ko e
2 valhetta BocHN,,
O 94 930 COOH

WOH
12 vaihetta

70%
Eurystatiini A (93)

CbzHN
1. Et,NH, rt, DCM, 75%
2. H,, Pd/C, MeOH, 95%

Kaavio 23: Eurystatiini A:n synteesi

PADAM-sekvenssin avulla eurystatiini A:n makrosyklin rakenne muodostettiin jo syn-
teesin ensimmaisessé vaiheessa.®” Taman jalkeen jaljelle jai vain suojaryhmien poistoja,
makrosyklisaatio sekd viimeisen hiiliketjun kytkentd, joista kaikki toteutettiin tunnetuin
menetelmin. Tama synteesi etenee lahtOaineista tuotteeseen yhdekséssa vaiheessa 20—
26% kokonaissaannolla. Synteesissa pystytddn pitdmaan emadsherkkd a-ketoamidi-
ryhma a-hydroksiamidina synteesin viimeiseen vaiheeseen saakka, mik& mahdollistaa
my06s emaksisten olosuhteiden hyddyntdmisen synteesireitissa ilman varsinaisten suoja-

ryhmien tarvetta.
4.2  Syklotheonamidi C

Syklotheonamidit ovat kahdesta Theonella-suvun sienieldimisté eristettyj& pentapeptidi-
sia luonnonaineita.®**° Syklotheonamidi C (CtC, 103, kaavio 24) kuuluu syklothe-
onamidien perheeseen ja sen on osoitettu olevan tehokas trombiini-inihibiittori. Trom-
biini on yksi veren hyytymiseen osallistuvista seriini-proteaaseista. CtC sitoutuu trom-

biinin a-ketohomoarginiinifragmenttinsa vélitykselld estden trombiinin toiminnan ja
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nain veren hyytymisen. CtC:lla saattaakin olla l&akinnéllistd kayttod nykyisten ve-

renohennuslaakkeiden rinnalla.

CtC (103) rakentuu viidesta aminohaposta, jotka muodostavat sen makrosyklin substi-
tuentteineen (kaavio 24).*® Eurystatiini A:n tavoin CtC:ssd on hapoille herkki -
ketoamidiryhmé&, mika& on tuottanut haasteita aikaisemmissa synteeseissd. Aitken et.
al®. julkaisivat vuonna 2009 CtC:n synteesin jossa o-ketoamidiongelma on viltetty
pelkistamélld o-hydroksiamidi o-ketoamidiksi vasta synteesin viimeisesséd vaiheessa
samoin kuin eurystatiini A:n synteesissa. Tastd johtuen retrosynteesin (kaavio 24) en-
simmaéinen varsinainen katkaisu tehdaan funktionaalisen ryhmén muutoksen ja hapetuk-
sen jalkeen CtC:n (103) makrosykliin mista saadaan avoketjuinen PADAM-sekvenssin
O,N-asyylivaelluksen tuote 104. Tata edeltdd Fmoc-suojattu Passerini-tuote 105, mista
paastdan synteesin kolmeen l&htdaineeseen — isosyanidiin 106, aldehydiin 107 ja kar-
boksyylihappoon 108 — tekemélla Passerini-reaktiolle tyypilliset katkaisut.
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O,N-asyylitoisiintuminen YNHCbz
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Kaavio 24: CtC:n retrosynteesi
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Samoin kuin eurystatiini A:n synteesissa, tassékin isosyanidi (106) valmistettiin N-

formyylireitin kautta (kaavio 25).2** Erona edelliseen tassa kaytettiin dehydraatiossa

difosgeenin sijaan fosforyylitrikloridia. Reaktion alhainen saanto (41%) heréttaakin

kysymyksen siitd olisiko tassa parempi vaihtoehto kuitenkin ollut di- tai trifosgeeni.

Tassa lahtdaineena kaytetty amiini

112 valmistettiin seitsemassa vaiheessa 4-

hydroksibentsaldehydistd 109, Boc-suojatusta L-fenyylialaniinista 111 ja fosfonaatista

110. Amiinista 112 valmistettiin N-formamidi 113 seka-anhydridimenetelméllg, josta

edelleen valmistettiin isosyanidi 106 fosforyylitrikloridilla.
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7 vaihetta TT POCI,, Et;N | 41%
T OTIPS
CHO
OMe
O‘\P: R HO,C.__NHBoc 106
OMe H
On  CbzHNT CO,Me ph J\:/NC
109 110 111 2
“Ph

Kaavio 25: CtC:n Passerini-reaktion isosyanidin 106 synteesi®”*!

Dipeptidi 108 valmistettiin suojatusta diaminohaposta 114 suojaamalla sen amiinit ensin
Cbz- ja Boc-ryhmilld Izumiyan menetelmalld, minka jalkeen tdma tuote kytkettiin OBn-
suojattuun proliiniin EDC:lla (1-etyyli-3-(3-dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidi) ja
HOBt:lla (1-hydroksibentsotriatsoli) amiiniksi 115 (kaavio 26).>**? Lopulta yhdisteen
115 suojaamaton amiini N-formyloitiin muurahaishapon ja etikkahapon anhydridilla
dipeptidiksi 108.

(@) Pro-OBn
N |
CbzHN, EDCI, HOBt )
z ”"&OH HzNa,,,Eg OH )J\O HN,, OH
e (6] — > " (e}

DCM, 0°C
NHBoc NHBoc NHBoc

114 115 108

Kaavio 26: Dipeptidin 108 synteesi.*?

Kun Passerini-reaktion lahtoaineet saatiin valmistettua, huomio siirrettiin itse reakti-
oon.* Koska lahtdaineissa oli useampi suojattu amiini ja lisaksi yksi esteriryhmé, oli ne
valittava siten ettd PADAM-sekvenssin suojapoistovaiheessa arginiinifragmentin amii-
nisuojaryhmé voitiin poistaa selektiivisesti. Tastd johtuen yksi amiineista suojattiin
Boc-ryhmadlla ja toinen Fmoc-ryhmélla (taulukko 2). Liséksi estereiden kohdalla testat-
tiin sekd metyyli- ettd tert-butyyliestereitd (kokeet 1-3 ja 4-5, taulukko 2). Korkein

saanto naissd kokeissa saatiin tuotteelle 106b (koe 2, taulukko 2), mutta synteesissa
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paadyttiin kuitenkin kayttdmaan tuotetta 106¢ (koe 4, taulukko 2), johtuen mahdollisuu-

desta Boc- ja t-Bu-ryhmien samanaikaiseen hydrolyysiin ennen syklisaatiota.

Taulukko 2: Passerini-reaktion suojaryhmien optimointi CtC:n synteesissa

H NC HN NHCbz
RO,C.__~~__N_ _J.. Ph
2 71) "~ HNg_NHCbz NCbz
8 Y 116a-c
Ar 106 NCbz
+ DCM o £
PZHN e
108 N P2HN” “CHO p MN° "0 0O 1
o) NHcHo 197 ROLC N, NHP
| @)
NHP' Ar
Koe* R p! p? Tuote Saanto-%
1 Me (1 ekv.) Fmoc (1,2 ekv.) Boc (1,2 ekv) 106a 0
2 Me (1 ekv.) Boc (1,2 ekv) Fmoc (1,2 ekv.) 106b 57
3 Me (1 ekv.) Boc (2,3 ekv) Fmoc (2,3 ekv.) 106b 53
4 t-Bu (1 ekv.) Boc (1,2 ekv) Fmoc (1,2 ekv.) 106¢ 44
5 t-Bu (1 ekv.) Boc (1,2 ekv) Fmoc (1,2 ekv.) 106¢ 13

* 0,02 M liuos isosyanidin suhteen DCM:ssa, reaktioaika 3-6 paivaa

Passerini-reaktion jalkeen arginiinifragmentin Fmoc-suoja poistettiin dietyyliamiinilla
(kaavio 27), mité seurasi suoraan trietyyliamiinilla kaynnistetty asyylivaellus. Tuotteena
tastd saatiin a-hydroksiamidin 104 diastereomeerien 65:35 seos 88% saannolla (kaavio
27). Tassa tapauksessa selektiivisyys aiheutui todenndkdisesti reaktiossa kaytetyistéd
kookkaista ldhtoaineista. Taman jalkeen pentapeptidi 104 syklisoitiin ja sen a-
hydroksiamidiryhma hapetettiin a-ketoamidiksi ja jéljelle ja&neet suojaryhmét poistet-

tiin. Viimeisten kolmen vaiheen jalkeen CtC:ta (103) saatiin 17% saannolla (kaavio 27).
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>\—NHCbz

NCbz
1. Et,NH, ACN ///§
2. Et3N,
MeOH, 88%, BOCHN
106¢c 9r6535 ., O 3vaihetta | oc (103)
— NH “,__Ph 7%
tBUOzC /
Ar

Kaavio 27: CtC-synteesin viimeiset vaiheet.

CtC ja eurystatiini A ovat rakenteeltaan samankaltaisia polypeptideja. Tasta johtuen ei
olekaan ihme ettd myos niiden kokonaissynteesit muistuttavat toisiaan. Kummassakin
synteesissd Passerini-reaktio on varsinaisen synteesin ensimmainen vaihe, mitd seuraa
suojanpoisto, asyylitoisiintuminen ja syklisaatio. Tdmén jalkeen kohdemolekyylin pe-
rusrunko on valmiina ja jaljelle jaa enad hapetusreaktio ja eurystatiini A:n tapauksessa
molekyylin hanndn kytkenta runkoon. Suurimpana erona CtC:n synteesissa verrattuna
eurystatiini A:han on CtC:n suuremmasta koosta johtuen sen Passerini-reaktiossa kayte-
tyt huomattavasti kookkaammat lahtoaineet. Nama kaksi synteesia tukevat omalta osal-
taan aikaisemmin esitettya vaitettd Passerini-reaktion lahtdaineiden koon vaikutuksesta
reaktion saantoihin (luku 2.2). Ndiden kahden esimerkin perusteella nayttaisi silta etta
ainakin joissakin tapauksissa kookkaat lahtdaineet todella laskevat Passerini-reaktion
saantoa. CtC:n synteesissé Passerini-reaktion saanto jai 44%:in ja eurystatiini A:n syn-
teesissa paastiin jopa 80%:in. Toisaalta CtC:n synteesissa Passerini-reaktion huolellinen

optimointi olisi saattanut parantaa reaktion saantoa.

5 Laktaamit ja laktonit

Laktaamit ovat syklisia amideja, joita esiintyy erilaisissa luonnonaineissa (kuva 6).***

Vasemmalta oikealle kuvassa ndhddan B-laktaami (116), y-laktaami (117) ja 6-laktaami
(118). Luvussa 2.4.2 diastereoselektiivisten Ugi-reaktioiden yhteydessa todettiin, ettd
erilaisia laktaameja on mahdollista valmistaa Ugi-reaktiolla sijoittamalla l&ht6aineissa
karboksyylihappo sek& amiini tai karbonyyliyhdiste samaan molekyyliin.
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116 17 118

0 o N o N
tNH \I\/\) U
Kuva 6: Laktaameja

Laktonien valmistus on mahdollista osin intramolekulaarisella Passerini-reaktiolla, kun
karbonyyliyhdiste sekéd karboksyylihappo ovat samassa molekyylissa (52 ,kaavio 28).
Talléin tuotteessa 119 asyloksiryhm& muodostaa laktonirenkaan. Mekanismi ei téssa
reaktiossa poikkea mitenkaan klassisesta Passerini-reaktion mekanismista (kaavio 28),
tassakin isosyanidin 7 additio oksohappoon 52 kaynnistéda reaktioketjun vélituoteimi-
daatiksi 120, joka asyylitoisiintumisen tuloksena muodostaa laktonituotteen 119. Néin
ollen lahtdaineet jakautuvat tuotteessa samoin kuin ketjumaisissa Passerini-reaktion
tuotteissa. Muodostuvan laktonin reankaan koko riippuu karbonyyliyhdistetta ja karbok-

syylihappoa yhdistavan hiiliketjun pituudesta.

o 119
M CNR2 (@) (@)
RZHN
R )
=R tai H
o
N +
- = (o O
120 o 119

Kaavio 28: Osittain intramolekulaarinen Passerini-reaktio

Seké laktaameja ettd laktoneja esiintyy laajalti luonnonaineissa ja néitd on valmistettu
sekd Ugi- etta Passerini-reaktioilla. Ugi-reaktio tarjoaa laktaamien valmistuksessa mah-
dollisuuden laktaamin NH-ryhman suojaamiseen kun syklisaatiosta vastuussa on okso-
happo, jolloin amiinin sivuketjuksi voidaan valita jokin suojaryhmaéksi soveltuva ryhma.
Laktonien valmistus Passerini-reaktiolla on yksivaiheinen metodi substituoitujen lakto-

nien synteesiin.
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Seuraavissa kappaleissa kasitelladn kolme erilaista synteesia joissa on hyddynnetty osit-
tain intramolekulaarista Passerini- tai Ugi-reaktiota laktonien ja laktaamien valmistuk-
sessa. Etuna ndissa syklisaatioreaktioissa on myds niiden potentiaalinen diastereoselek-
titvisyys, kun syklisoivana ldhtGaineena kaytetd&n esimerkiksi steerisesti estynyttd yh-
distetta.

5.1 (%)-Dysibetaiini ja (-)-dysibetaiini

Dysibetaiini on mikronesialaisesta Dysidea herbacea sienieldimesta eristetty epatavalli-
nen syklinen aminohappo.’®*“® Injektoituna intraserebraalisesti dysibetaiini aiheuttaa
hiirilla raapimista, mika saattaa olla merkki dysibetaiinin sitoutumisesta glutamaatti-
reseptoreihin. Dysibetaiini onkin potentiaalinen neuroeksitotoksiini. Rakenteeltaan dy-
sibetaiini on substituoitu y-laktaami, jonka rengasrakenteessa yhtend substituenttina on

betaiiniryhma (120, kaavio 29). Kobayashi et. al.’®*

on kehittanyt dysibetaiinille kaksi
synteesireittia yhden raseemiselle (x)-dysibetaiinille ja toisen puhtaalle (-)-dysibeta-

iinille.

Dysibetaiinin (120) ja sen epimeerin retrosynteesissa (kaavio 29) péaastdan usean funk-
tionaalisen ryhmén muutoksen sekd metanolyysin tuloksena N-asyyli-indolituotteeseen
121, joka voidaan valmistaa Ugi-reaktion tuotteesta 122 indolisaatiolla.*® Retrosyntee-
sin viimeisistd Ugi-katkaisuista saadaan lahtdaineiksi aromaattinen isosyanidi 124 y-

ketohappo 123, sekd ammoniumasetaatti 125.



43

@NMe3
H \\I FGI,
o wo metanolyysi w
=
$ O N
HO BnO 7}
(-)-Dysibetaiini (120) indolisaatio

Ugi-reaktio FG'

124
@\)O\Me ?TBS
OMe Q 0

+ NH4Ac(125) FGI
)WOH l )
OBn O 123

Kaavio 29: (£)-Dysibetaiinin retrosynteesi

Ugi-reaktion ensimmaéinen lahtdaine — y-ketohappo 123 — valmistettiin kolmessa vai-
heessa esteristd 126 Ireland-Claisen toisiintumisella ja Upjohn-hapetuksella (kaavio 30)
kahdessa vaiheessa 73% saannolla.*® Isosyanidi 124 valmistettiin 2-nitrotolueenista 127
viidessd vaiheessa. Ensin molekyyliin muodostettiin dimetoksietyyliryhmd, minka jal-
keen nitroryhma muunnettiin amiinin kautta isosyanidiksi N-formylointireittia (kaavio
30).

1. TMSCI, LHMDS,

THF, -78°=RT
2. BnBr, K,CO3,
DMF
JL/ 3. OsO4, NMO, o OBn
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—_—
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Kaavio 30: (+)-Dysibetaiinin lahtdaineiden synteesit.***’

Ugi-reaktiossa kéytetyn y-ketohapon 123 ansiosta reaktio on osittain intramolekulaari-

% Muina lahtdaineina reaktiossa kaytettiin ammoniumasetaattia 125 seka isosyani-
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dia 123. Ammoniumasetaattia paddyttiin tassa kayttdmaan ammoniakin sijaan muodos-
tamaan haluttu sekundaarinen amiini. Teoriassa olisi ollut mahdollista ett4 ammonium-
asetaatti olisi toiminut reaktion karboksyylihappokomponenttina, mutta tahan viittaavia
sivutuotteita ei reaktiossa havaittu. Isosyanidi 123 valikoitui reaktion isosyanidikom-
ponentiksi, jotta toinen Ugi-reaktiossa muodostuvista amideista pysyttiin metanolysoi-
maan selektiivisesti Ugi-reaktion jalkeen. Ugi-reaktiota seurasi TBS-suojan poisto,
minka jalkeen syn- ja anti-diastereomeerien (syn-128 ja anti-128) puhdistus oli mahdol-
lista. Luonnollista syn-enantiomeeriparia syn-128 saatiin puhdistuksen jalkeen 29%
saannolla ja anti-enantiomeereja anti-128 49% saannolla. T&std voidaankin paatelld

Ugi-reaktion olleen hiukan selektiivisempi anti-diastereomeerin suuntaan.

NH4Ac (125) 1. Ugi: TFE, MS 4A,
+ 123 0 OBn 60°C, 86%
CN TBSO\)J\/KH/OH 2. TBAF, THF, 78%
HO,
:a ¢ % " {jA
OMe
MeO syn-128

H
H 49%
N d ol
BnO
antl 128

Kaavio 31: Ugi-reaktio (+)-dysibetaiinin synteesissa.*®

Ugi-reaktion tuotteessa on kaksi amidia, mutta vain toinen néista pitdisi seuraavissa
vaiheissa hydrolysoida. Kahden amidin lasndolo tuotteessa voi siksi alustavasti vaikut-
taa ongelmalliselta valinnalta.’®*® Reaktiossa kaytetyn isosyanidin ansiosta toisen ami-
din kemoselektiivinen metanolyysi kuitenkin onnistui, silla isosyanidi mahdollistaa
tuotteen indolisaation kuumentamalla sitd CSA:n (kamferisulfonihapon) ja bentseenin
kanssa (kaavio 32). Indoli hyvana lahtevand ryhmané hydrolysoituu huomattavasti mie-
dommissa olosuhteissa laktonirenkaan amidiin verrattuna. Ennen indolisaatiota tuotteen

128 OH-ryhmé& mesyloitiin yhdisteeksi 129. Seuraavan vaiheen tuotteena saatiin indolia
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121, jonka indoliamidin selektiivinen metanolyysi onnistui katalyyttisella maéaralla nat-
riumhydroksidia 86% saannolla metyyliesteriksi 130. Viimeisissa vaiheissa metyylieste-
rin 130 mesyyliryhmasta (Ms) muodostettiin dysibetaiinin trimetyyliammonium ja me-
tyyliesteri hydrolysoitiin vastaavaksi asetaatiksi, jolloin tuotteena saatiin raseemista (z)-
dysibetaiinia (120).

?MS H (')Ms
N_ o N_ o
OWO CSA, PhH, OWO H (IDMs
¢ kuumennus R kat. NaOH (aq.) O -
y HN B N N
BnO BnO —veon MO
129 121 86%, BnO MeO 130
2 vaihetta 5 vaihetta
MeO~ "OMe

(*)-Dysibetaiini (120)

Kaavio 32: Ugi-tuotteen indolisaatio ja metanolyysi (+)-dysibetaiinin synteesissa.*®

Tassa synteesissa onnistuttiin valmistamaan dysibetaiinia ja sen epimeeria 16 vaiheessa
9% saannolla. Kyseessd on kuitenkin raseeminen synteesi, joten samainen tutkimus-
ryhma jatkoi tyotadn synteesin parissa ja onnistui myohemmin kehittdmaan asymmetri-
sen kokonaissynteesin puhtaalle (-)-dysibetaiinille (120). Tassa synteesissa hyédynne-
tddn myos Ugi-reaktiota seka isosyanidia 124 (kaavio 33). Suurin ero edelliseen syntee-
siin verrattuna 16ytyy Ugi-reaktion karboksyylihappo-karbonyyliyhdisteestd (kaavio
33). Edellisen synteesin y-ketohappo 123 on korvautunut o-atsidiketonilla 133, jota
valmistetaan L-omenahaposta 134. Lisédksi amiinina tdssa synteesissa kaytettiin
bis(trimetyyli)silyyli-amiinia (HDMS, 132) ammoniumasetaatin sijaan. Kaytdnnossa
tdma synteesi eroaa siis edeltdjastaan lahinnd Ugi-reaktiota edeltdvissé vaiheissa ja itse

Ugi-reaktiossa. Muuten synteesi kulkee hyvin samoilla linjoilla edellisen kanssa.
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Kaavio 33: (-)-Dysibetaiinin retrosynteesi.™

Tdssa synteesissé (-)-dysibetaiinin y-laktaamirenkaan pohjana toimi L-omenahappo 134,
josta valmistettiin ensin klooriketoni 135 mistd edelleen muodostettiin a-atsidiketoni
133 (kaavio 34). Néin y-laktaamirenkaan OH-stereokeskus (merkitty, tahdelld, kaavio
34) on valmiina jo lahtdaineessa, jolloin tuotteena saadaan puhdasta (-)-dysibetaiinia,

kun Ugi-reaktiossa muodostuneet diastereomeerit erotetaan toisistaan.

Cl N3
O._OH o 0]
U 3 vaihetta j\j)NaNg, Nal ij/
HO 97% 0" ACN,99% o
OH >/O >/o
134 Cl,C 135 Cl,C 133

Kaavio 34: a-klooriketonin valmistus (-)-dysibetaiinin synteesissa.™°

Edeltdvén reaktiosarjan valituotteesta — a-klooriketonista 135 yritettiin valmistaa Ugi-
reaktioon soveltuvaa y-ketohappoa (vertaa kaavioon 30), mika osoittautui haasteellisek-
si. Kokeilluissa metodeissa oli useita vaiheita ja ne olivat liséksi saannoiltaan alhaisia.
Tasta johtuen Ugi-reaktiota paatettiin kokeilla suoraan a-atsidiketonilla 133, mika yllat-
téen osoittautui onnistuneeksi vaihtoehdoksi (kaavio 35). Optimoinnin jalkeen reaktios-
ta saatiin y-laktaamia 131 59% saannolla kun liuottimena kéytettiin heksafluoroisopro-
panolia (HFIP). Taméan reaktion laskennallinen mekanismi kulkee alkuun kuten klassi-
sen Ugi-reaktion mekanismi (kaavio 35). Atsidiketonin 133 ja HDMS:n (132) valisen
kondensaation tuloksena saadaan imiini 136, josta isosyanidin addition tuloksena muo-

dostaa iminiumin 137. Vélituotteen 137 sisédisen syklisaation tuloksena saadaan imiini
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138 jolla on kaksi resonanssirakennetta 138a ja 138b. Solvolyysin tuloksena suojaryh-
mana toiminut Klooriryhma irtoaa, jolloin muodostuu laktoni 139, joka toisiintumisen

jalkeen muodostaa laktaamin 131.

133 O O Nj ¢ p
OU_/ HN—
Js —e " O B
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Kaavio 35: Ugi-reaktio ja sen oletettu mekanismi (-)-dysibetaiinin synteesissa.*

Vaikka tdssa synteesissd Ugi-reaktion lahtdaineista vain yksi on sama edelliseen syntee-
siin verrattuna, ainoa ero tuotteessa on atsidiryhma edellisen silyylisuojatun OH-ryhmén
tilalla. Atsidin mukanaolo jo tdssa vaiheessa synteesia véhentdd mydhempid muokkaus-
vaiheita huomattavasti. Ugi-reaktiota seurasi laktaamirenkaan OH-ryhmén asetylaatio
(140) ja edellisesta dysibetaiinisynteesista tuttu indolisaatio CSA:lla (kaavio 36). Indoli-
saation tuotteen kaksi diastereomeerid puhdistettiin, jolloin tuotteena saatiin indolia 141
29% saannolla ja sen diastereomeerid 50% saannolla. Synteesin viimeisissa vaiheissa
indoli metanolysoitiin selektiivisesti metyyliesteriksi 142 minka jalkeen dysibetaiinin

(120) betaiini muodostettiin kolmivaiheisella reaktiosarjalla.
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Kaavio 36: (-)-Dysibetaiinisynteesin viimeiset vaiheet.*

Tassa synteesissa (-)-dysibetaiiniin padstddn 11 vaiheessa 11% kokonaissaannolla, mika
on pieni parannus edelliseen synteesiin nahden. Vaikka télla synteesilla pystyttiinkin
valmistamaan puhdasta (-)-dysibetaiinia, itse synteesireitti ei kuitenkaan ole selektiivi-
nen, silla Ugi-reaktiossa muodostuneet diastereomeerit eroteltiin toisistaan kromatogra-
fisesti synteesin seuraavassa vaiheessa. Parannuksena edelliseen synteesiin tassd kuiten-
kin hyddynnettiin Idhtdaineena L-omenahappoa, jossa y-laktaamirenkaan OH-ryhméan
konfiguraatio oli jo valmiina. Naissd kahdessa esitellyssa dysibetaiinin synteeseissa
Ugi-reaktiolla oli olennainen rooli, silld sen avulla pystyttiin tuottamaan dysibetaiinin y-
laktaami helposti yhdessé vaiheessa. Liséksi Ugi-reaktiossa kdytetty isosyanidi mahdol-
listi seuraavissa vaiheissa amidin selektiivisen metanolyysin indolin muodostuksen
kautta, ilman y-laktaamin avautumista. Samanlainen esimerkki Ugi-reaktion jélkeisesta
indolinmuodostuksesta nahdd&dn myos seuraavan kappaleen omuralidin ja laktakystiinin
formaalisynteesissa.

5.2 Omuralidi ja laktakystiini

Laktakystiini (143) on Streptomyces sp. bakteerin tuottama proteasomi-inhibiittori, joka
sytotoksisuutensa vuoksi on potentiaalinen antitumoraalinen sekundaarimetaboliitti
(kuva 7).%3*° Laktakystiini hajoaa solun ulkopuolella omuralidiksi (144) jonka on todet-
tu olevan todella spesifi proteasomi-inhibiittori (kuva 7). Nimensa omuralidi on saanut
|6ytajansa — vuoden 2015 laaketieteen nobelistin, Satoshi Omuran® — mukaan. Lakta-

kystiini on rakenteeltaan substituoitu y-laktaami ja omuralidi siséltdd y-laktaamirenkaan
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lisdksi B-laktonirenkaan (kuva 7). Solun ulkopuolisessa mediassa laktakystiinin kyste-

linisivuketju hydrolysoituu ja tuotteesta muodostuu omuralidin laktonirengas.

NHAc

HOZC'S

Laktakystiini (143) Omuralidi (144)

Kuva 7: Laktakystiini ja omuralidi.

1.4 ovat kehittaneet laktakysteiinille ja omuralidille formaalin kokonais-

Kobayashi et. a
synteesin, jossa hyodynnetddn diastereoselektiivistd osittain intramolekulaarista Ugi-
reaktiota. T&ssd retrosynteesissa (kaavio 37) ensimmadinen katkaisu tehd&an kyste-
iinisivuketjuun, mistd padstddn omuralidin y-laktaami-p-laktoniin 143. Omuralidin kat-
kaisujen — 1,2-alkyyliaddition sekéd B-laktonisaation — tuloksena saadaan Ugi-reaktion y-
laktaamituote 145, jota voidaan valmistaa isosyanidista 124, kiraalisesta ketohaposta

146 seké tarkoitukseen soveltuvasta amiinista 9.

1,2-additio Ugi-reaktio

(0]
I 145

%O ‘ NHR
OR

B-laktonisaatio

-H,O

delaktonisaatio

Laktakystiini (144) r-NHz 124

Kaavio 37: Omuralidin retrosynteesi diastereoselektiiviselld Ugi-reaktiolla.*

Isosyanidina Ugi-reaktiossa kaytettiin dysibetaiinien synteesisté tuttua isosyanidia 124,
joka t&ssakin mahdollisti kemoselektiivisen metanolyysin synteesin edetessa (kaavio

38).*° Amiiniksi tahan reaktioon valittiin PMB-NH, (148), jonka aryyliryhmi toimii y-
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laktaamin suojaryhmana myds Corey et. al.>! synteesissa, minké pohjalle tima formaa-
lisynteesi on kehitetty. Reaktion ketohappona kéytettiin kiraalista dioksaanijohdannaista
147. Tassé reaktiossa isosyanidin additio paasee tapahtumaan vain Si-fasiaalisesti imii-
nin 150, mistd johtuen tuotteen stereokeskuksen konfiguraation on R (149, téhdell&
merkitty, kaavio 38). Re-fasiaalinen additio estyy ketohapon a-metyylirymén vuoksi.
Tassa diastereoselektiivinen Ugi-reaktion tuotteena saatiin y-laktaamia 149 78% saan-

nolla ja 100:0 diastereomeerisuhteella.
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Kaavio 38: Omuralidin ja laktakystiinin formaalisynteesin diastereoselektiivinen Ugi-
reaktio.

Ugi-reaktiota tassa synteesissa — kuten dysibetaiinienkin synteeseissa — seurasi ensin
Ugi-tuotteen indolisointi kolmessa vaiheessa diamidiksi 144 71% saannolla (kaavio 39)
samalla kun dioksaanirengas purettiin.*® Tata seurannut metanolyysi tuotti metyylieste-
rid 145 87% saannolla. Eroten dysibetaiinisynteeseistd, tdssa metanolyysissa kaytettiin
stoikiometristda maardd dimetyyliamiinia, jolla poistettiin laktaamirenkaan OH-
substituenttien asetyyliryhmat samanaikaisesti. Ndista sekundaarinen OH-ryhma suojat-
tiin seuraavissa vaiheissa TBS:lla (146, tert-butyylisilyyli). Tastd eteenpéin synteesi
kulkee Corey et. al. kehittdman reitin mukaisesti, ensin omuralidiksi (137) ja siité edel-

leen laktonirenkaan avauksen ja kysteiinin kytkennan tuotteena laktakystiiniksi (136). >
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Kaavio 39: Omuralidin ja laktakystiinin formaalin kokonaissynteesin Ugi-reaktiota seu-
raavat vaiheet.**>!

Formaalina omuralidin ja laktakystiinin kokonaissynteesina tamaé tarjoaa erilaisen vaih-
toehdon valituotteen 153 valmistamiselle diastereoselektiivisen Ugi-reaktion kautta.
Selektiivisyytta ohjaavana l&dhtbaineena reaktiossa kaytetty ketohappo 147 hoiti tehta-
vansa erinomaisesti, silla tuotteena reaktiosta saatiin vain haluttua diastereomeeria hy-
valla saannolla. Talld formaalisynteesilla olisi mahdollista tuottaa laktakystiinia 13%
saannolla ja omuralidia 21% saannolla Ugi-reaktiosta lahtien. Erityist4 eleganssia tdéhén
synteesiin tuo Ugi-reaktiossa kaytetty ketohappo 147 seka jalleen isosyanidi 124. Keto-
hapon 147 avulla Ugi-reaktio tuottaa vain luonnollista diastereomeeria hyvalla saannol-
la ja isosyanidin 124 ansiosta tassakin synteesissa selektiivinen amidin metanolyysi on-

nistuu hyvélla saannolla kahdessa vaiheessa.
53 (+)-Hydrastiini

Hydrastiini (3, kuva 2) on alkaloidi, jota herra Alfred Durand eristi ensimmaéisen kerran
vuonna 1851 Hydrastis Canadensis-kasvista.**** Tuolloin hydrastiinin tarkka rakenne
jai viela maarittamatta, joskin Durand pystyi selvittdmaédn tutkimansa aineen olevan
eméksinen ja ndin ollen sisaltdvan typpea — missa hén oli tdysin oikeassa. Myohemmin
on selvitetty hydrastiinin olevan isokinolinialkaloidijohdannainen, joka rakentuu kah-
desta yhteen liittyneesté rengasjarjestelmasta (3, kaavio 40). Pohjois-Amerikan alkupe-
raisasukkaat kayttivat Hydrastis Canadensista seka variaineena ettd tulehdusldadkkeend

ja kasvilla on todettu olevan myds seké ripulia ettd ummetusta helpottavia vaikutuksia.
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Hydrastiinin retrosynteesin (kaavio 40) ensimmaisissa vaiheiden — N-metylaation, sykli-
saation ja Adamsin pelkistyksen — jalkeen péastaan kéasiksi osittain intramolekulaarisen
Passerini-reaktion tuotteeseen 154. Passerini-reaktion tyypillisilla katkaisuilla saadaan
reaktion lahtbaineiksi opiaanihappo (155) seka isosyanidi 156.

N-metylaatio,

syklisaatio ja
Adamsin pelkistys

156
<O <O <O
o o NH o NC
H Me e}
" f— — +
Passerini H
OH
MeO MeO MeO
OMe 154 OMe 155 OMe O

(+)-a-hydrastiini (3)
Kaavio 40: Hydrastiinin retrosynteesi.

Aikaisemmat hydrastiinin kokonaissynteesit karsivat ongelmista laktonin 154 valmis-
tuksessa. Falck ryhmineen ratkaisi tdman ongelman Passerini-reaktion avulla (kaavio
41). Synteesi lahtee liikkeelle isosyanidin 156 valmistuksella, joka toteutetaan alky-
loimalla a-litiometyyli-isosyanidi 158 piperonyylibromidilla 157. T&t4 seuraavassa Pas-
serini-reaktiossa isosyanidi 156 reagoi opiaanihapon 155 kanssa, muodostaen laktonin
154 71%:n saannolla. Taman synteesin Passerini-reaktio on néin osittain intramoleku-
laarinen, kun aldehydi ja karboksyylihappo sijaitsevat samassa molekyylissd, jolloin
tuotteena saadaan laktoneja. Passerini-reaktiota seuraava Bischler-Napieralski syklisaa-
tio suoritettiin POCls:lla, ja tastd saatu imiini pelkistettiin Adamsin katalyytilla (PtO,).
Néin tuotteena saatiin norhydrastiini (159). Viimeisessa vaiheessa norhydrastiinin typpi
metyloitiin pelkistavissa olosuhteissa (syanoboorihydridi, NaBH3CN), jolloin tuotteena
saatiin raseemista (+)-hydrastiinia (3).
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Kaavio 41: Falckin hydrastiinisynteesi

Tama synteesi on tiettdvasti ensimmainen luonnonainesynteesi jossa Passerini-reaktiota
on hyddynnetty. Reaktion avulla onnistuttiin tuottamaan aikaisemmissa synteeseissé
ongelmalliseksi osoittautunut vélituote 154 hyvalla saannolla. Lisdksi synteesi on lyhyt,
ldhtoaineista tuotteeseen paadstadn viidessa vaiheessa. Passerini-reaktio ei kuitenkaan ole
enantioselektiivinen, joten tdssd synteesissd saadaan tuotteena (+)-a-hydrastiinia (3,
kaavio 41) seké sen isomeeria (+)-p-hydrastiinia (ei kuvassa). Jos klassisesta Passerini-
reaktiosta olisi olemassa helposti sovellettava enantioselektiivinen versio, voitaisiin

tdma synteesi mahdollisesti toteuttaa tallaisenaan enantioselektiivisena.
6 Piperatsiinijohdannaiset

Piperatsiinit ovat tyydyttyneitd kuusirenkaisia heterosykleja, joissa on kaksi typpiatomia
asemissa 1 ja 4 (kaavio 42), jolloin niiden johdannaisia saadaan aikaan korvaamalla
renkaan vetyatomeja muilla funktionaalisilla ryhmilla.>® Ugi-reaktion tuotteista voidaan
valmistaa piperatsiinijohdannaisia kun jokin reaktion lhtdaine sisaltdd suojatun amiinin
jonka suojauksen purkamisen jalkeen tehdaan piperatsiinisyklisaatio (kaavio 42). Niinpé
Ugi-reaktion avulla voidaan valmistaa piperatsiinijohdannaisia kolmivaiheisella reak-
tiosarjalla. Ugi-reaktiossa lahtéaineina on tallgin suojattu aminohappo 160, karbonyy-
liyhdiste 5, isosyanidi 7 sek& amiini 9. Tuotteesta reaktiosta saadaan amidi 161, josta
muodostuu primaarinen amiini 162 suojanpoiston jalkeen, joka on edelleen syklisoita-

vissa piperatsiinijohdannaiseksi 163 happamissa olosuhteissa.
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Kaavio 42: Ugi-reaktio ja sita seuraavat vaiheet piperatsiinijohdannaiseksi.

Tallainen piperatsiinien synteesi on verrattavissa PADAM-sekvenssiin, silla piperatsii-
nisyklisaatio on tassékin reaktiosarjassa mahdollinen vain jos jokin lahtoaine sisaltaa
suojatun amiinin, joka voi syklisoitua. Ugi-reaktion laajan substituenttisiedon ansiosta
reaktiosarja ei juuri rajaa reaktion lahtdaineiden substituentteja, jolloin tdmé menetelma

on laajasti hyddynnettévissa luonnonainesynteesissé.
6.1 Ekteinaskidiini 743

Ekteinaskidiini 743 (2, Et-743, kuva 2) on Ecteinascidia turbinata vaippaeldimesta eris-
tetty voimakkaasti antitumoraalinen tetrahydroisokinoliinialkaloidi (kuva 2).>*°¢ Se
aiheuttaa erdissa syopasolulinjoissa solukuolemaan johtavaa DNA:n pilkkoutumista. Et-
743 on myynnissé syopaldadkkeend kauppanimelld Yondelis, ja se on hyvéksytty peh-
mytkudossarkooman hoitoon Euroopassa, Venédjélla sekd Eteld-Koreassa. L&akeaine-
kaytossa Et-743 kulkee nimella Trabectedin. Ekteinaskidiini-770:ssa (157, Et-770, kaa-

vio 43) on R-ryhmana syanoryhma hydroksyyliryhman sijaan.

Et-743:n (2) ja Et-770:n (164) retrosynteesissa (kaavio 43) ensimmaiset katkaisut teh-
dadn kymmenrenkaaseen, jolloin jaljelle jad kookas kuuden renkaan muodostama ra-
kenne 165.%* Seuraavista katkaisuista saadaan Ugi-reaktiolla muodostettava yhdiste 166,
jonka lahtoaineiksi saadaan, isosyanidi 170, asetaldehydi 168, amiini 169 sek& karbok-
syylihappo 167. Koska Et-743 on raskaasti substituoitu monimutkainen polysylkinen
yhdiste, sen kokonaissynteesi on vaistamatta pitkd. Téssd Ugi-reaktiota hyddyntavéassa

synteesissa lahtdaineista tuotteeseen paastdan 43 reaktiossa. Samassa synteesissa onnis-
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tuttiin my6s valmistamaan ekteinaskidiini 770:aa. Koska Et-743 on jo kaytossa laak-
keend, sen kokonaissynteesin kehittdminen suureen mittakaavaan laskisi ladkkeen hin-
taa huomattavasti. Talla hetkella Et-743 maksaa 100 miljoonaa euroa kilolta. Nykyaén
Et-743:a valmistetaan semisynteesilla toisesta hiukan edullisemmasta luonnonaineesta —

syanosafrasiini B:sta.>’

(2) Ekteinaskidiini 743: R = -OH

(164) Ekteinaskidiini 770: R = -CN FGI
169 oP
Me

o)

-0
L

OMe X
170 PHN 167

O~ "OH

Kaavio 43: Ekteinaskidiini 743 ja 770 retrosynteesi.

Tama synteesi l&htee luonnolliseesti liikkeelle Ugi-reaktion lahtdaineiden valmistuksel-
la.>* Naista karboksyylihappo 167 ja amiini 169 valmistettiin useampivaiheisella syn-
teesilla Kiraalista apuainetta 172 hyédyntden (kaavio 44). Amiinin 169 synteesi lahti
liikkeelle fenolin 171 ja kiraalisena apuaineena kéytetyn iminolaktonin 172 stereoselek-
titviselld Mannich-tyyppiselld reaktiolla. Tdma reaktio tuotti vain haluttua diastereo-
meerid 173 89% saannolla. Tata seurasi fenolin triflointi, pelkistdva renkaan avaus seka

primaarisen alkoholin silylointi tert-butyylidifenyylikloridilla tuotteeksi 174. Triflaatin
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metylointi suoritettiin Pd/C-katalysoidulla ristikytkennélla MezZnCl:lla. Aminoalkoholin
hapettava katkaisu suoritettiin lyijytetra-asetaatilla mistd muodostunut imiini muunnet-
tiin amiiniksi hydroksyyliamiinilla, jolloin tuotteena saatiin amiini 169. Talla menetel-
malla tuotettiin Et-743:n kymmenrenkaan yksi stereokeskus hyvin varhaisessa vaihees-

sa synteesia.

EF-fragmentin, eli Ugi-reaktion karboksyylihapon 167 synteesissa ldht6aineena kéytet-
tiin bromidia 175, josta valmistettiin bentsaldehydi 176 (kaavio 44). Tdman jélkeen al-
dehydiin 176 liitettiin sivuketju neljassa vaiheessa, jolloin tuotteena saatiin karboksyy-
lihappoa 167 hyvalla saannolla (90%).

OMOM OMOM
j@ /]/i :K Ph 3 vaihetta
DCM
70%
89% :K °
171 173 o
OMOM OMOM
%H
2 valhetta
86%
OTBDPS OTBDPS
oM
MOMO
3 vaihetta 4 valhetta
51% 90/o BocHN
175 Br 167
CO,H

Kaavio 44: Ekteinaskidiini 743:n AB- ja EF-fragmenttien synteesit.>*

Taman synteesin Ugi-reaktiossa aikaisemmin valmistetut AB- ja EF-fragmentti (167 ja
169) liitettiin yhteen asetaldehydin 168 ja aromaattisen isosyanidin 170 avulla (kaavio
45). Reaktiosta saatiin tuote 166 jossa kaikki Et-743:n vélituotteen 165 (kaavio 43)
atomit ovat valmiina. Koska reaktiossa kaytettiin kiraalista amiinia seka karboksyyli-
happoa, tuotteessa on Et-743:n seitsemastd stereokeskuksesta jo tassé vaiheessa syntee-
sid. Reaktiossa muodostui myo6s yksi uusi stereokeskus (merkitty tdhdelld, kaavio 45),

mutta tdman suhteen reaktio ei ollut selektiivinen. Tuotetta 166 saadaan siten Ugi-
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reaktiolle tyypillisesti kahden diastereomeerin seoksena. Tdma stereokeskus poistetaan

kuitenkin synteesin seuraavissa vaiheissa ennen Et-743 C-renkaan muodostusta.

OMe
OMOM BnO Me
Me 169
NH, '
o BocHN 167
-0
OTBDPS
. O”OH

170 /©/NC ? 90%
MeO J 168
Kaavio 45: Ekteinaskidiini 743-synteesin Ugi-reaktio.*

Ugi-reaktion jalkeen synteesissa muodostettiin Et-743:n ABCDEF-fragmentti syklisoi-
malla C-, D-, ja F-renkaat. Et-743:n D-rengas on piperatsiinijohdannainen, jonka val-
mistaminen onnistuu poistamalla amiinin suojaryhmé Ugi-reaktion tuotteesta ja muo-
dostamalla sidos kahden amiinin vélille. Ugi-reaktion tuotteesta piperatsiinijohdannai-
seen 177 paastiin tassé synteesissa seitsemassa vaiheessa, joiden aikana yhdisteen suoja-
ryhmid vaihdettiin toisiin ja Ugi-reaktiossa muodostunut stereokeskus hapetettiin kak-
soissidokseksi. Valituotteesta 177 10 vaiheen jalkeen pé&astiin tuotteeseen 178, jossa
endd C-rengas on avonaisena. Tastd kahdeksan vaihetta my6hemmin on synteesissa
edetty tuotteeseen, jossa koko ABCDEF-fragmentti on koossa ja GHI-fragmentin aihio
on liitetty yhdisteeseen. Lisaksi tuotetta 179 edeltavissé vaiheissa suojaryhmia on jou-
duttu vaihtamaan, jotta ne soveltuisivat synteesin seuraaviin vaiheisiin. Et-743:n kym-
menrengas on valmiina tuotteessa 180, mita seuraa endé 5 vaihetta Et-770:en (164) ja
tasta yksi vaihe Et-743:en (2).
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10 vaihetta,
34%  OMe

NHAlloc

5 vaihetta 1 vaihe
ET-770 (164)—————— ET-743 (2)
42% 93%

NHAIlloc

Kaavio 46: Et-743:n ja Et-770:n synteesin Ugi-reaktiota seuraavat vaiheet.>*

Suurin osa tdmén synteesin vaiheista kuluu suojaryhmien vaihtoon ja poistoon. Heraa-
kin kysymys, olisiko tdmé synteesi voitu toteuttaa hiukan vahemmilla vaiheilla valitse-
malla suojaryhmaét sopivimmiksi koko synteesin kannalta. Toisaalta kyseessd on kook-
kaahko luonnonaine, jonka rakenne on suhteellisen monimutkainen, mika usein tekee
synteesireitista haasteellisemman toteutettavan. Tosin Coreyn enantioselektiivinen Et-
743-synteesi oli vain 25 vaiheinen®® ja tima synteesi taas siita 18 vaihetta pidempi. Vai-
kuttaa myos silta etta tassa esitellyn synteesin kehittanyt ryhma ei itsekdan ollut kovin
vakuuttunut Ugi-reaktion kaytostd Et-743:n synteesissd, silla kymmenen vuotta myo-
hemmin julkaistussa artikkelista ideasta oli luovuttu kokonaan ja synteesireitti oli lyhen-
tynyt 26 vaiheeseen.>® Kaiken kaikkiaan tdméa synteesi antaa kuitenkin yhden hyvan
esimerkin Ugi-reaktion kaytdsta luonnonainesynteesissa. Lisaksi tdma on tiettavasti
ensimmainen synteesi jossa Ugi-reaktiota on hyddynnetty nédin kookkaan ja monimut-

kaisen molekyylin valmistuksessa. Ugi-reaktiolla asetetaan paikoilleen suuri osa Et-
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743:n atomeista jo synteesin alkuvaiheessa, mikd on kuitenkin strategiana mielenkiin-

toinen vaikka toteutus jaikin tassé hiukan ontumaan.
6.2 (-)-Fruktigeniini A ja (-)-5-N-asetyyliardeemini

(-)-Fruktigeniini A (181, kaavio 47) on Penicillium fructigenium sienesta eristetty alka-
loidi, jonka on todettu estavan eraan leukemiasolulinjan kasvua.®®®®* (-)-5-N-Asetyy-
liardeemini (1, kaavio 47) taas on Aspergillus fischerii (brasieliensis variaatio) sienesta
eristetty voimakkain tunnettu syopékasvainten monilaakeresistenssia hillitseva yhdiste.
Kumpikin luonnonaine sisaltd substituoidun piperatsiinirenkaan, ja niiden valmistami-
nen onkin mahdollista samasta perusrakenneyksikostd 182 Ugi-Joullié-reaktiolla
(kaavio 47). Néiden kahden retrosynteesi lahteekin liikkeelle Ugi-Joullié-reaktiolla ja
syklisaatiolla, mistd saadaan tuotettua kumpikin luonnonaine muuntelemalla reaktion
isosyanidin (7) ja karboksyylihapon (160) R-ryhmia (kaavio 47). Ugi-Joullié-reaktion
karbonyylikomponenttina téssé kaytettiin syklistd imiinia 182, joka voidaan valmistaa
indolijohdannaisesta 183 OIC-PS-reaktioilla (domino olefinaatio/isomerisaatio/Claisen-
toisiintuminen ja pelkistava syklisaatio) ensin indoliksi 183 ja siitd edelleen hapettamal-
la imiiniksi 182. Koska tdssa kolmen komponentin reaktiossa kdytetddn amiinin ja kar-
bonyyliyhdisteen sijaan syklistd imiinid, kyseessa on Ugi-Joullié-reaktio.

Ugi-Joullié

Ugi-Joullié

160
syklisaatio HO ~ R? syklisaatio
7 L —

o Ph

(-)-fruktigeniini A (181) 182 (-)-5-N-asetyyliardeemini (1)

N
I H
Ac S 0O P
= i i iofiso- Hapetus OIC, PS
OIC = don_nno c_nleflna}atlollsg s _ p S —
merisaatio/Claisen-toisiintuminen N o~ "R
N NH
183 H H

PS = Pelkistava syklisaatio A C/ 184

Kaavio 47: (-)-Fruktigeniini A:n ja (5)-N-asetyyliardeeminin retrosynteesi.’

Imiinin 182 lahtbaineena kéytettiin 1-asetyyli-indolin-3-onia (185), joka bromattiin se-
lektiivisesti, minka jalkeen bromi substituoitiin (S)-2-metyyli-deken-4-olilla indoliksi
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186 (kaavio 48).° Tata seurasi OIC-vaihe, missa muodostettiin ensimmainen luonnonai-
neiden yhteinen stereokeskus 99% ee:ll& (187, kaavio 48). Seuraavassa vaiheessa mole-
kyylisté poistettiin heksyyliryhma (188, kaavio 48), mita seurasi pelkistava syklisaatio
LAH:II& bisykliksi 183. Viimeisissa neljassa vaiheessa molekyyliin liitettiin asetaatti-

ryhmad ja toinen amiineista iminoitiin Ugi-Joullié-reaktion sykliseksi imiiniksi 182.

o) \/\)\ (EtO),P(O)CH,CN, —
185 1. Br2 pcm 18 (BUOK (0IC) ~ < ~CN 187
Hex DMF, 89% N~ 9
/\)\ ee 99% H
Hex

1. O3, DCM/MeOH
MS 4A, ACN-DMF, l sitten Ph,P
88% 2. PhyPMel, Buli,

THF, 65%, er 99,5:0,5

4 valhetta LAH

A L
T e5% N NH 1 4-dioksaani, N
183 H M 89%, er 99,5-0,5 H188

PS

Kaavio 48: Imiinin 176 synteesi.’

Imiini 182 on ainoa naiden synteesien Ugi-Joullié-reaktion yhteinen lahtdaine.® Muut
reaktion lahtOaineet maaraytyivat tuotteen mukaan. Fruktigeniini A:lla isosyanidina oli
4-metoksifenyyli-isosyanidi 190 ja karboksyylihappona Boc-suojattu L-fenyylialaniini
189 (a., kaavio 49). 5-N-Asyyliardeeminille isosyanidina kaytettiin metyyli-2-isosyano-
bentsoaattia 192 ja karboksyylihappona Boc-suojattua D-alaniinia 191 (b., kaavio 49).
Kummassakin reaktiossa liuottimena kaytettiin tolueenia. Néisté reaktioista saatiin tuot-
teina amidit 193 ja 194. Fruktigeniini A:n synteesissa Ugi-Joullié-reaktio tuotti selektii-
visesti diastereomeeria 193 78% saannolla. Selektiivisyys selittyy imiinin 182 kuppi-
maisella rakenteella, joka esti reaktion endo-puolelta taysin (kaavio 49). Asetyyliardee-
minilla tuotteena saatiin vain luonnollista diastereomeerid 194 71% saannolla, jolloin
tassakin reaktiossa imiinin 182 muoto esti endo-puoleisen reaktion. Nama Ugi-Joullié-
reaktiot ovatkin malliesimerkki onnistuneesta diastereoselektiivisyydestd luonnonaine-

synteesissé.
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Kaavio 49: Ugi-reaktio Fruktigeniini A:lle (a) ja (5)-N-Asetyyliardeeminille (b).°

Fruktigeniini A:n synteesissa Ugi-reaktiota seurasi suojaryhmien poisto (Boc ja 4-
metoksi-fenyyli, PMP) seka syklisaatio, josta tuotteena saatiin fruktigeniini A:n epimee-
ria 195 (tahdella merkitty, kaavio 50).° Epimeeri isomerisoitiin (-)-Fruktigeniini A:ksi

(181) alhaisessa lampdtilassa natriumhydroksidin metanoliliuoksessa 58% saannolla.

a. 1. TFA, DCM 2. tolueeni, kvant. 181 58% + epimeeri 23%
b. NaOH, MeOH

Kaavio 50: (-)-Fruktigeniini A:n synteesin viimeiset vaiheet.’

5-N-asetyyliardeeminin synteesisséd puolestaan Ugi-reaktion tuotteesta 194 poistettiin
suojaryhmat ja hydrolyysituote syklisoitiin (-)-5-N-asetyyliardeeminiksi (1) fosforyyli-
kloridilla (kaavio 51).° Tuotteena viimeisesta reaktiosta saatiin puhdasta luonnollista

diastereomeerid, miké selittyy reaktion aikaisella isomerisaatiolla.
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5-N-asetyyliardeemini (1)

Kaavio 51: (5)-N-asetyyliardeeminisynteesin viimeinen vaihe.’

N&ma kaksi synteesid ovat hyvié esimerkkeja Ugi-reaktion monipuolisuudesta. Muunte-
lemalla vain karboksyylihappoa ja isosyanidia reaktiosta saadaan tuotteena kaksi erilais-
ta yhdistetté joista pystyttiin vain muutamalla vaiheella muokkaamaan kaksi yllattavén
erilaista luonnonainetta. Naissa synteeseissa Ugi-Joullié-reaktio onnistui diastereoselek-
tiivisend, koska reaktioissa kaytettiin kuppimaista syklistad imiinia 182. Ugi-reaktion ja
viimeisten vaiheiden isomerisaatioiden avulla esitetyilla synteeseill& voidaan valmistaa
naitd sekundaarimetaboliitteja ilman tarvetta diastereomeerien puhdistukseen synteesin
valituotteista tai ylimaaréisten kiraalisten apuaineiden poistoa. Lisdksi kummatkin ndis-
ta synteeseista ovat suhteellisen lyhyitd kun huomioidaan kohdemolekyylien koko, joten
naita synteeseja voidaan pitda hyvina esimerkkeina siitd mihin Ugi-reaktiota hyédynta-

malla parhaimmillaan p&éstaan.
7  Tiatsolit

Kun Passerini- tai Ugi-reaktiossa kaytetdan karboksyylihapon sijaan tiolihappoa 169 ja
isosyanidina Schollkopfin isosyanidia 197, saadaan reaktioiden tuotteina tiatsoleja (198
ja 199, kaavio 52). Naiden reaktioiden kohdalla tiatsolien muodostuminen perustuu tio-
lihapon rikin ja Schollkopfin isosyanidin yhteistoimintaan reaktion viimeisissa vaiheis-
sa. Schollkopfin isosyanidin dimetyyliaminoryhma toimii ndissa reaktioissa hyvéna

lahtevana ryhmana, jolloin syklisoituminen tiatsoliksi mahdollistuu.®2¢®
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Kaavio 52: Tiatsoleja muodostavat Passerini- ja Ugi-reaktiot.?%

Tiatsoleja muodostavassa Passerini-reaktiossa tarvitaan aldehydin, Schollkopfin isosya-
nidin ja tiolihapon lisdksi vield Lewis-happokatalyytiksi booritrifluoridietraattia
(BF3*OEt,) nostamaan aldehydin karbonyylihiilen elektrofiilisyytta.®*®® Ugi-reaktiolla
ei téllaista vaatimusta ole, miké johtuu reaktion ensimmaisen vaiheen imiinin muodos-
tuksesta. Koska reaktioiden tuotteita tarkastelemalla tuskin on taysin selvad, miten l&h-
tOaineista paastaan tuotteiksi, on ndiden kummankin reaktion mekanismit perusteltua
kayda lapi. Molemmille reaktioille on kehitetty vain laskennalliset mekanismit, jotka
perustuvat Passerini- ja Ugi-reaktioiden tunnettuihin ja yleisesti hyvaksyttyihin meka-

nismeihin.

Passerini-reaktion tiolihappomekanismissa ensimmaisessd vaiheessa tapahtuu booritri-
fluoridin karbonyylin aktivaatio (5), mikd mahdollistaa Schollkopfin isosyanidin (197)
addition karbonyyliyhdisteeseen iminiumiksi 200 (kaavio 53).%° Tata seuraa tiolihapon
196 additio isosyanidin hiileen, mist4d muodostuu imiini 201 joka transasylaation tulok-
sena toisiintuu Passerini-reaktion tuotetta muistuttavaksi tioamidiksi 202a jolla on myds
resonanssirakenne 202b. Mekanismin viimeisessd vaiheessa tioamidin rikki muodostaa
sidoksen Schollkopfin isosyanidin kaksoissidokseen jolloin dimetyyliamiini (203) irtoaa
molekyylista ja tuotteena saadaan 2-asyloksitiatsoli 198. T&sta reaktiosta saadaan sivu-
tuotteena 2-asyylitiatsolin lisdksi 2-hydroksitiatsolia 205, jos reaktioseoksessa on vetta.
Talléin vesi kdynnistaa syklisaation jolloin asyyliryhma irtoaa (204) ja tuotteeseen saa-

daan hydroksyyliryhmé asyyliryhman sijaan.
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Kaavio 53: Passerini-reaktion tiatsolimuodostuksen mekanismi.5

Vastaavan Ugi-reaktion mekanismi muistuttaa klassisen Ugi-reaktion mekanismia.®*®®

Kuten Passerini-reaktionkin kohdalla, tiatsoli muodostuu toisiintumisen tuloksena Ugi-
reaktion tuotteesta. Ensimmaisissa vaiheissa muodostuu imiini 20, jonka tiolihappo 196
protonoi iminium-ioniksi 20" (kaavio 54). Tata seuraa Schollkopfin isosyanidin 197
additio aminiumiksi 206, johon deprotonoitunut tiolihappo 196 hyokkdd muodostaen
imiinin 207. T&ta seuraa amiinitypen elektroniparin luovutus tiolihapon karbonyylihii-
lelle, jolloin muodostuu syklinen iminium 208, joka karbonyylihapen palautumisen
myo6ta muodostaa Ugi-tuotteen 209 jolla on kaksi resonanssimuotoa (209a ja 209b).
Néistd 202b:n tiolista muodostuu sidos isosyanidin kaksoissidokseen, mika aiheuttaa
metyyliesterin enolisaation enolaatiksi 210. Enolaatti voi edelleen purkautua siten, ett4
dietyyliamiini (203) irtoaa molekyylisté ja tuotteena muodostuu tiatsoli 199.
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Kaavio 54: Ugi-reaktion tiatsolimuodostuksen mekanismi.

Naiden kummankin reaktion merkittavin vaihe on varsinaisia nimireaktioita seuraava
tiatsolisyklisaatio. Syklisaatioissa rikin kdynnistama reaktio johtaa dimetyyliamiinin
irtoamisen molekyylistd, jolloin tuotteena muodostuu tiatsolirengas. llman téhan tarkoi-
tukseen soveltuvaa isosyanidia syklisoitumista ei tapahtuisi. Samoin kavisi jos tioliha-
pon sijaan kaytettaisiin karboksyylihappoa Schollkopfin isosyanidin kanssa, silla ndista
reaktioista saadaan tuotteena klassisia Passerini- ja Ugi-tuotteita.®® Molemmat naista
reaktioista rajoittavat kaytettavien l&htdaineiden valikoimaa vain isosyanidin osalta,
jolloin reaktion l&htGaineiden substraattivalikoima on silti laaja. Tosin reaktioita on ko-
keiltu vain pienikokoisilla tiolihapoilla, johtuen kookkaampien tiolihappojen huonosta

saatavuudesta.®>®’

7.1 TubulysiinitU jaV

Tubulysiinit ovat sytostaattisia yhdisteita joita on eristetty Archangium gephyra ja An-
giococcus disciformi mykobakteerien kannoista.">®® Nimensa mukaisesti niiden syto-
staattinen vaikutus perustuu tubuliinin hajoittamiseen soluissa. Rakenteeltaan tubulysii-

nit ovat pentapeptidejd jotka koostuvat paasdantdisesti harvinaisista aminohapoista
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(kuva 8). Tubulysiinit U (203) ja V (4) rakentuvat N-metyylipipekoliinihaposta (Mep),

L-isoleusiinista (L-lle), tubuvaliinista (Tuv) seka tubufenyylialaniinista (Tup).

ST RE I
‘N 5 N :
oY N ﬁﬁ

Ol | S |
Mep ﬁa Tuv ' Tup COOH
(211) Tubulysiini U: R = Ac
(4) TubulysiiniV:R=H

Kuva 8: Tubulysiini U jaV

Koska tubulysiineissé on harvinaisia aminohappoja, niiden synteettinen valmistaminen
on osoittautunut haasteelliseksi.'* Suurimpia ongelmia synteesissa on ollut Tuv-yksikén
kahden stereokeskuksen ja tiatsolirenkaan valmistus (kuva 8). Démling et. al*?. kehitti-
vat ensimmaisen tubulysiinisynteesin, jossa Tuv-yksikon haasteet ratkaistiin Passerini-
reaktion tiatsolimuunnelmalla (kaavio 55). Tubulysiini U:n ja V:n retrosynteesi l&htee
liikkeelle lle- ja Tuv-yksikoiden véliselld katkaisulla, mistd jaa jaljelle Mep-Ile-
fragmentti 212 seka Tuv-Tup-fragmentti (213, kaavio 55). Tuv-Tup-yksikdiden valises-
td katkaisusta saadaan vapaa Tup-fragmentti 214 seka Tuv-fragmentti 215. Tuv-
fragmentti (215) on valmistettavissa Passerini-reaktiolla Boc-suojatusta L-valiinista 216,

Schollkopfin isosyanidista 197 seka eteenitiolihaposta 217.
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(\ \)k 212
FGI ﬁf OpNP
kytkenta
(211) Tubulysin U: R = Ac
lysinV: R =
(4) TubulysinV:R=H 214 3
BocHN
NH, : /
: OMe <: HN
* o}
OMe
AC  passerini o
oc
e ———— I + veo. P8
e BocHN NC SH
216 O 197 217

Kaavio 55: Tubulysiinien U ja V retrosynteesi.*?

Retrosynteettisen analyysin perusteella Passerini-reaktio on synteesin ensimmaéinen vai-
he. Reaktiolla saatiin tuotettua 2-asyloksitiatsolia 215 40% saannolla ja 3:1 diastereo-
meerien suhteella (kaavio 56).*%° Kuten jo aikaisemmin on todettu, t4ssa reaktiossa oli
valttamatonta kayttdd Lewis-happoaktivaattorina booritrifluoridia aldehydin 216 akti-
vaatioon. Poiketen klassisesta Passerini-reaktiosta, tdssa reaktio suoritettiin alhaisessa
lampdtilassa 2-hydroksitiatsolituotteen 205 valttamiseksi (kaavio 53). Vaikka reaktion
diastereoselektiivisyyttd ei voi varsinaisesti kehua, saavutetussa 3:1 selektiivisyydesta
on silti merkittdvaa hyotya tassé synteesissd. Tassa tapauksessa selektiivisyyden aiheutti
todennakdisesti Kkiraalinen aldehydi 216. Muodostuneesta kahdesta diastereomeerista
paatuote 215a (R,R) erotettiin ja synteesid jatkettiin puhtaalla diastereomeerilld, jonka
asyyliryhma ja metyyliesteri hydrolysoitiin seuraavassa vaiheessa natriumhydroksidilla
2-hydroksitiatsoliksi 218.
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217 0 215a
197 _NMe; o] _N
/[ ASH BocHN I )—coae
M602C NC BF3 Etzo i o NaOH
o THF, -78°C,
| yon y|| O 215b
BocHN 40%, dr 3:1 H
N
BocHN /\)/COZMG
NaOH, S
lTHF H,0,
62%

N
BocHNji/k(/

Kaavio 56: Tuv-fragmentin synteesi Tubulysiinien U ja \V synteeseissa*?

Synteesissé kaytetty Tuv-Tup-fragmentti 213 valmistettiin kahdeksassa vaiheessa l&hti-
en aromaattisesta amiinista 219 (kaavio 57), jota tassa kédytetdan kiraalisena apuaineena
molekyylin varsinaisten stereokeskuksen muodostamiseksi.*® Ensimmaisessa vaiheessa
ldhtdaineen 219 sekundaariseen amiinin liitettiin propionihappo, jolloin saatiin tertida-
rinen amidi 220. Seuraavassa vaiheessa muodostettiin tubulysiinien ensimmaiset stereo-
keskukset liittdmalla amidiin 220 Tup-yksikon hiilirunko tuotteeksi 221 86% saannolla
ja 81:19 diastereomeerien suhteella. Tata seurasi kiraalisen apuaineen hydrolyysi ja
muodostuneen karboksyylihapon esterdinti metyyliesteriksi 214, jonka amiiniin liitettiin
seuraavassa vaiheessa Boc-ryhmé yhdisteeksi 215. Viimeisend vaiheena ennen Tuv-
fragmentin kytkentda yhdisteen 215 amiinin ryhmat poistettiin, jolloin tuotteena saatiin
Tup-fragmentti 214. Tata seurasi Tup- ja Tuv-fragmenttien (214 ja 218) kytkenta di-
isopropyylietyyliamiinilla (DIPEA) ja 3-(dietoksifosforyloksi)-1,2,3-bentsotriatsiini-4-
(3H)-onilla (DEPBT) Tuv-Tup-fragmentiksi 213 78% saannolla.
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1. LDA, LiCl, THF, -78°C

219 i )OJ\ 220 2. TS THF, -20°C 221

OH OH NHTs: OH
MeHN Et,N Ph\\\\\ Ph “_ N
: /\If — W\If :
: DCM 86% o :
93% dr81:19 1. 4M H,SO,/dioksaani, 91%
1. Mg, MeOH, 2. MeOH, vak. HCI, 85%
ultradani, 70% Ts. BOC

|||Z

NHTs-
2. 4N HCl/dioksaani Boc,0O, DMAP p z

223 ACN, kvant. 222

@)

? z DlF’EA DEPBT
Ph\/WOH + 218 __— __—* DME, 78%
o BocHN

214
CO,Me

Kaavio 57: Tuv-Tup-fragmentin synteesi.*?

Mep-lle-yksikén valmistus tapahtui kahdessa vaiheessa suojatusta isoleusiinista 224.
Ensimmaisessé vaiheessa lahtoaineen amiinin Boc-suojaus poistettiin (228).* Tata seu-
rasi D-pipekolihapon liittdminen isoleusiiniin seka-anhydridimenetelmalld josta saatiin
tuotteena 4-nitrofenyylisuojattu (pNP) Mep-Ille-yksikkd 212 kahden vaiheen jélkeen

39%:n saannolla.

N

= _— = _—

0°C, 91% ~ 43% o
2@ 228 @

Kaavio 58: Mep-Ille-fragmentin synteesi.*?

H O HB o Et3N (\— Ho O
r -
N . HoN N
Boc” \_.)I\OpNP etikkahappo ' 2 \:)I\O NP etyylikloroformiaatti ,Tj/\[( \)kopr

Tubulysiini U:ta ja V:t4 yritettiin tdman synteesin yhteydessd valmistaa myos reitilla
jossa Mep-yksikko olisi liitetty molekyyliin viimeisena (reitti bc, kaavio 59).* Useista
yrityksista huolimatta parhaimmillaankin viimeisen Mep-palan kytkentéreaktion saanto
jai 10%:in. T&std johtuen synteesi paadyttiin toteuttamaan Mep-Ile-fragmentilla 212,

vaikka kytkentéreaktiossa isoleusiinin o-hiili epimerisoitui kvantitatiivisesti (t&hdella
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merkitty, kaavio 59). Diastereomeerien erotuksen ja selektiivisen entsyymihydrolyysin
tuotteena saatiin tubulysiineja U (211) ja V(4).

(211) TubulysiiniU: R=H
(4) Tubulysiini V: R=Ac

ol B S O —’O*M I&ﬂ &

COZMe
1. TFA, DCM c

2. Cbz-lle-pNP, 1. Pd/C, H,,
EtsN, DMF CszN\)L I)\( MeOH, 93%
3. Ac,0, pyridiini 2. TBTU, DIPEA,

85% D-Mep, DMF,
COM
2% 0%

a. 1. TFA, DCM 2. 212, Et3;N, DMF 3. Ac,0, pyridiini, 83%, dr 1:1(*)
4. sianmaksaesteraasi, fosfaattipuskuri pH 7,2, 61%

Kaavio 59: Tubulysiinien synteesin viimeiset vaiheet

Tubulysiinien U ja V synteeseissa onnistuttiin valmistamaan haastava tiatsolirengas
yhdella reaktiolla hyodyntdamalla Passerini-reaktion tiatsolimuunnelmaa. Synteesissa
onnistuttiin myds tuottamaan yksi tubulysiinien stereokeskuksista hyvalla selektiivisyy-
della kiraalisen apuaineen avulla. Muut stereokeskukset valmiissa luonnonaineessa saa-
tiin aikaan kayttamalla lahtdaineina yleisten aminohappojen puhtaita enantiomeereja.
Synteesin loppuvaiheessa kuitenkin stereoinformaatiota menetettiin kun isoleusiinin
stereokeskus rasemisoitui viimeisessd kytkentdvaiheessa. Tamé ongelma ratkaistiin
erottamalla ndmé& kaksi muodostunutta diastereomeerié toisistaan, jolloin lopputuottei-
siin paastiin erotuksen jalkeen kahdessa (V) tai yhdesséa (U) vaiheessa. Koska kyseessa
on ensimmainen tubulysiinien kokonaissynteesi, tdaméa voi toimia mallina tuleville tubu-

lysiinien synteeseille.
7.2 (-)-Basillamidi C

(-)-Basillamidi C on tiatsoli-5-karboksi-2-etyyli-indoli jota on eristetty ensimmaisen
kerran vuonna 2007 gram-positiivisesta Bacillus endophyticus bakteerista.®*"® Myo-

hemmin basillamidi C:t4 on I6ydetty useiden muidenkin bakteerikantojen tuottamana
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ympdari maailman. Koska basillamidi C:t& on eristetty vain hyvin pienid maari&, sen bio-

logista aktiivisuutta ei ole vield tutkittu.

Basillamidi C:n (230) retrosynteettisessa analyysissa molekyylista voidaan erottaa kaksi
fragmenttia — tryptamiini 231 seka tiatsoli 232 (kaavio 60).> Tiatsoli 232 on valmistet-
tavissa Schollkopfin isosyanidista 197, eteenitiolihaposta 217, asetaldehydistd 168 ja
aromaattisesta amiinista 233 Ugi-reaktion tiatsolimuunnelmalla. Tasséd Ugi-reaktiossa
olisi perusteltua kayttad amiinina ammoniakkia tai ammoniumasetaattia aromaattisen
aldehydin sijaan. Etenkin ammoniakilla saatavien alhaisten saantojen johdosta t&ssa
kuitenkin paadyttiin hyodyntdméan kiraalista amiinia 233.

amidikytkenta

ST

(-)-Basillamidi C (230)

0
21w NHy 233
SH
NMe, + OMe 2é\©\
o OMe

| |

Me0,C~ NC
197 168

Kaavio 60: Basillamidi C:n retrosynteesi

Ensimmainen vaihe tassa basillamidi C:n synteesissé oli Schollkopfin isosyanidin 197,
eteenitiolihapon 217, asetaldehydin 168 ja amiinin 233 vélinen Ugi-reaktio, josta saatiin
tuotteena tiatsolia 232 65% saannolla (kaavio 61).%* Kiraalisen amiinin 233 toivottiin
ohjaavan reaktion selektiivisyyttd, mutta turhaan, reaktiossa saatiin kahden diastereo-
meerin 1:1 seosta (tahdella merkitty, kaavio 61), jotka kuitenkin pystyttiin erottamaan
toisistaan kromatografisesti. Ugi-reaktiota seurasi tertiddrisen amidin hydrolyysi
TFA:lla sekundaariseksi amidiksi 234. Taméan jalkeen amidin 234 metyyliesteri hydro-
lysoitiin vastaavaksi karboksyylihapoksi 70% saannolla. Viimeisessé vaiheessa mole-
kyyliin liitettiin tryptamiini 231 ja reaktiosta saatiin puhdasta (-)-basillamidi C:ta (230)

30% saannolla.
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O 217
MeO,C
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Kaavio 61: Basillamidi C:n synteesi.**

Tassd synteesissa kaupallisista lahtdaineista tuotteeseen paastaan neljassa vaiheessa.®!
Tuotteena saadaan joko luonnonaineen ja sen enantiomeerin raseeminen seos tai puh-
dasta luonnonainetta jos vélituotteen diastereomeerit erotellaan toisistaan. Taman syn-
teesin kehitysvaiheessa Ugi-reaktioon pyrittiin saamaan stereoselektiivisyytta erilaisten
kiraalisten amiinien ja Lewis-happokatalyysin avulla, mutta kokeet eivat tuottaneet ha-
luttua tulosta. Tdmé& kertoo omalta osaltaan asymmetristen Ugi-reaktioiden kehityksen
tarpeesta ja toisaalta myos haasteista. Koska kyseessa oli kuitenkin basillamidi C:n en-
simmaéinen kokonaissynteesi, tdssd tapauksessa luonnonaineen kummankin enantiomee-
rin valmistaminen oli perusteltua sen rakenteen varmistamiseksi. Synteesireitin lyhyy-
den ja Ugi-reaktion ansiosta talla menetelmalld pystyttiin valmistamaan my®os erilaisia
basillamidi C:n analogeja.

8 Yhteenveto

Seké Passerini- etta Ugi-reaktio ovat ladkeainesynteesin puolella laajalti hyodynnettyja
reaktioita. Niiden k&ayttd on kuitenkin sekundaarimetaboliittien puolella ollut vahaisem-
péa. Joissain tapauksissa ndiden reaktioiden kayton tekee ongelmalliseksi niiden alhai-
nen tai olematon selektiivisyys. Kummastakin reaktiosta on kehitetty myos selektiivisia
versioita, mutta ne eivat ole sovellettavissa sellaisenaan kuin hyvin spesifisissa tapauk-
sissa. Diastereoselektiivisind naita reaktioita voidaan ideaalitapauksessa toteuttaa retro-
synteettisen analyysin mukaisilla l&htéaineilla — kuten néhtiin muun muassa omuralidin
ja 5-N-asetyyliardeeminin tapauksissa. Mutta diastereoselektiivisyydellekaan ei varsi-

naisesti ole olemassa yhtaan laajemmin sovellettavaa metodia jota voitaisiin hyddyntéé
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luonnonainesynteeseissa luotettavasti. Oletettavaa kuitenkin on etta selektiivisten Passe-

rini- ja Ugi-reaktioiden kehitys jatkuu tulevaisuudessakin.

Puutteistaan huolimatta ndiden reaktioiden kayttd on ollut suurimmassa osassa tassé
tutkielmassa lapi kdydyissé synteeseissé perusteltua. Eurystatiini A:n ja Syklotheonami-
di C:n kohdalla Passerini-reaktiossa muodostunut stereokeskus poistettiin synteesin
viimeisessa vaiheessa, jolloin reaktion epaselektiivisyys oli naissa synteeseissa merki-
tyksetonté. Toisaalta niissé tapauksissa joissa Passerini- tai Ugi-reaktioissa muodostunut
stereokeskus on jadnyt paikalleen tuotteeseen, on muodostuneiden diastereomeerien tai
enantiomeerien erottaminen kromatografisesti ollut mahdollista. Téssd mielessa ainoita

epéaonnisia synteesireitteja olivat vain viridihappo, hydrastiini seké (z)-dysibetaiini.

Yhtena yhdistdvana tekijana Passerini- ja Ugi-reaktioita hyddyntaville synteeseille voi-
daan pitaa niiden multikomponenttireaktiota seuraavien vaiheiden pieni maara. Ainoana
poikkeuksena téstd on ekteinaskidiini 743, jonka synteesissa Ugi-reaktiota seurasi vield
44 vaihetta. Mutta kuten jo synteesin kohdalla tuli todetuksi, Ugi-reaktio ei siina yhtey-
dessa vélttdmatta ollut kovin onnistunut strateginen valinta. Tyypillisesti nayttda kui-
tenkin olevan niin ettd Passerini- tai Ugi-reaktion tuotteesta paéstédan lopulliseen sekun-
daarimetaboliittiin yleensé alle kymmenessa vaiheessa, parhaimmillaan 1-2 vaiheessa.

Toinen néille reaktioille tyypillinen ominaisuus tulee erityisen hyvin esiin muun muassa
muraymysiini D2:n sekéd syklotheonamidi C:n synteeseissd. Ndissd kummassakin syn-
teesissa reaktioiden tuotteet ovat jopa hdmméstyttavan kookkaita molekyylejd, joita
kuitenkin pystyttiin tuottamaan yhdell& reaktiolla suhteellisen hyvilla saannoilla. Ndamé&
reaktiot ovat todella toteutettavissa hyvinkin kookkailla lahtdaineilla ja ne eivat juuri

erilaisista substituenteista hairiinny.

Seuraavaksi ndhdaan vield yksi esimerkki isosyanidipohjaisen multikomponenttireak-
tion kéaytosta luonnonainesynteesissd. Tadman tutkielman kokeellisessa osassa suunnitel-
tiin ja toteutettiin kahden luonnonaineen osittainen synteesi, jossa hyddynnettiin Passe-

rini-reaktiota.
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KOKEELLINEN OSA

9 Tyon tarkoitus

Nostosiinit ovat iranilaiselta riisipellolta eristetyn Nostoc sp. syanobakteerikannan tuot-
tamia trypsiini-inhibiittoreita.”* Ensieristyksen yhteydessé nostosiineja pystyttiin tunnis-
tamaan kuusi erilaista (A-F), jotka kaikki koostuvat kolmesta fragmentista. Naista run-
saimmat — nostosiinit A (1) ja B (2, kuva 9), koostuvat aromaattisesta o-
hydroksihappotéhteestd (Aha), L-isoleusiinitdhteestd (L-lle) sekd L-arginaalista (L-Arg,
1) tai L-argininolista (2, kuva 9). Nostosiineissa D ja F L-isoleusiinin tilalla on L-
valiinitdhde ja nostosiineissa C ja E hiilessd 9 ei ole hydroksyyliryhmaa. Vaikka nosto-
siinit onnistuttiin niiden ensieristyksen yhteydessé karakterisoimaan suhteellisen hyvin,
avoimeksi jai C9-stereokeskuksen konfiguraatio (kuva 9), jota ei pystytty yksiselittei-
sesti selvittdméaan. Sivonen et al. pitivat kuitenkin talle stereokeskukselle R-konfigu-
raatiota todennékdisempané vaihtoehtona nostosiineille A ja B tehtyjen telakoitumistut-
kimusten perusteella. Konfiguraatiolla R,S,S,S nostosiini A:n trypsiini-inhibitio telakoi-
tumistutkimuksissa oli 1&hempéna sen mitattua inhibitiovaikutusta kuin jos konfiguraa-
tio olisi S,S,S,S.” Telakointitutkimuksissa C9-stereokeskuksen ollessa R nostosiinit A ja
B sitoutuivat huomattavasti paremmin trypsiiniin kuin konfiguraatiolla S.

Aha L-lle L-Arga/ L-Argo
(1) Nostosiini A: R = -CHO
(2) Nostosiini B: R = -CH,OH

Kuva 9: Nostosiini A ja B.™

Taman maisteritutkielman kokeellisessa osassa suunniteltiin kaksi kokonaissynteesia
nostosiineille A ja B. Naistd kahdesta toinen toteutettiin tdman tutkielman puitteissa
viimeisia vaiheita lukuun ottamatta. Toteutettu synteesisuunnitelma perustuu Passerini-

reaktion kéyttéon synteesin alkuvaiheessa, mistd johtuen tdmé synteesireitti nimettiin
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Passerini-reitiksi. Toinen synteesisuunnitelma nojasi kytkentéreaktioihin, joten Aha-
fragmentin valmistaminen oli synteesin ensimmainen vaihe ja reitti nimettiinkin tasta

syysta Aha-reitiksi.
10 Ensimmaisen sukupolven synteesi: Aha-reitti

Nostosiinit A ja B koostuvat kolmesta fragmentista jotka yhdistyvat toisiinsa kahdella
amidisidoksella. Tésta johtuen niiden ensimmaéisen sukupolven retrosynteesi keskittyi
naiden amidisidosten ympdrille (kaavio 62). Ensimmaisen vaiheen amidikytkenta teh-
daan L-lle- ja L-Arg-fragmenttien valille, mistd saadaan Aha-lle-fragmentti 3 sekd L-
arginiini 4. Seuraavassa vaiheessa amidikytkentd osuu Aha:n ja L-lle:n vélille, jolloin

jaljelle jaavat aromaattinen a-hydroksihappo 5 seké L-isoleusiini 6.

kytkenta

HO
O NH
@w(m ' X

kytkenta
RO 3 O 4 NH
N OR + H2NI\A”J\NH2
HFGIOH ° o~ OH
RO o
WOH ' H,N OH
5 OH 6 O

Kaavio 62: Ensimmaisen sukupolven retrosynteesi nostosiini A:lle ja B:lle.

Taman synteesisuunnitelman perustella nostosiinien A ja B synteesissa tarvitaan kolmea
l&htbainetta, a-hydroksihappoa 5, L-isoleusiinia 6 sekd L-arginiinia 4. Naistd a-
hydroksihappo voidaan valmistaa maitohapon (8) ja 4-metoksibentsyylialkoholin (7)
vélisella nikkelikatalysoidulla dehydraatioreaktiolla (kaavio 63).”* Parhaimmillaan ta-
mén reaktion saanto oli 25%, eik& siti saatu nostettua useista yrityksistd huolimatta.
Kytkent&a varten L-isoleusiinin (6) karboksyylihappo esterditiin metyyliesterikseen 9

kvantitatiivisella saannolla.”* Aminohappoesterin 9 ja a-hydroksihapon 5 valisesta kyt-
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kentareaktiosta saatiin dipeptidia 3 hyvalla saannolla (67%).”* Tama reaktio pystyttiin

kuitenkin toteuttamaan vain kerran, koska edeltdvan reaktion saannot jaivat alhaisiksi.

(o) KOH (1,8 ekV.), MeO

MeO Ni(OAC),(H,0), (kat.) o)
+ OH - =
7 OH On 8 tolueeni OH
25%, ee 1:1 5 OH
9
HOBt, EDC-HCI,
ej\) SOCl, (4 ekv,) j\) DIEA, DCM-THF,
0,
H,N" >Co,Me  MeOH.  p N"">co,me |67%
kvant.
MeO
N~ >COo,Me
H

3 OH

Kaavio 63: a-hydroksihapporeitin ensimmaiset vaiheet.

Tama ensimmadisen sukupolven synteesi jouduttiin hylkddmaan jo tutkielman alkuvai-
heissa, johtuen ensimmadisen reaktion alhaisista saannoista. Tasté johtuen nostosiineille

A ja B suunniteltiin uusi synteesireitti, jota kdydaan lapi seuraavassa kappaleessa.
11 Toisen sukupolven synteesi: Passerini-reitti

Edellisen Aha-reitin ongelmista herdnneet ajatukset johtivat seuraavan sukupolven syn-
teesisuunnitelmaan, jossa haluttiin valttaa erillisen a-hydroksihapon valmistaminen ko-
konaan. Tahan tarkoitukseen soveltuvaksi reaktioksi Passerini-reaktio oli omiaan o-
asyloksiamidi-tuotteensa ansiosta (ks. kappale 2.2). Téssa tydssa nostosiini A:n ja B:n
toisen sukupolven synteesi eroaakin edeltdjastdén vain Aha-lle-fragmentin rakentamisen
osalta (kaavio 64). Uusittu synteesisuunnitelma l&hteekin liikkeelle suoraan Aha-lle-
fragmentista 10 josta paastdén a-asyloksiamidiin 11 hydrolyysin tuloksena (kaavio 64).
Tasta edelleen saadaan Passerini-reaktion katkaisujen mukaisesti lahtdaineiksi aromaat-
tinen aldehydi 12, isosyanidi 13 sek& jokin karboksyylihappo 14 (kaavio 64). Koska
karboksyylihaposta muodostuva asyloksiryhma hydrolysoidaan jo synteesin seuraavassa
vaiheessa, pystyttiin se valitsemaan siten ettd se mahdollistaisi Passerini-reaktion tuot-

teen diastereomeerien erotuksen puhdistusvaiheessa.
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Kaavio 64: Nostosiini A:n ja B:n toisen sukupolven retrosynteesi

Synteesisuunnitelman Kirkastuttua synteesissa péastiin seuraavaan vaiheeseen — l&ht6ai-
neiden valmistukseen. Passerini-reaktion lahtGaineista aldehydi 12 ja isosyanidi 13 ovat
tunnettuja yhdisteitd ja ne voidaan valmistaa tunnetuin menetelmin. Samoin synteesissa

myO6hemmin kaytettava L-arginiinin metyyliesteri.
11.1 LA&htoaineiden valmistus

Passerini-reaktion l&htdaineiden valmistus aloitettiin aldehydistd 12. Tdssa paadyttiin
kayttdmaan lahtdaineena trans-4-metoksikanelialdehydia 15, jonka kaksoissidos pelkis-
tettiin Pd/C- vedytyksella aldehydiksi 12 kvantitatiivisella saannolla (kaavio 65).

MeO MeO
\©\/\/ v \©\/\/
—_—
P EoAc A0

15 kvant. 12

Kaavio 65: Trans-4-metoksikanelialdehydin kaksoissidoksen pelkistys aldehydiksi 12.

Myo0s toista, hiukan pidempdd menetelmé&é aldehydin 12 valmistuksessa kokeiltiin
(kaavio 66). Tassa synteesissa lahdettiin liikkeelle Wittig-reaktiolla, josta saatiin tuot-
teena metyyli-3-(4-metoksifenyyli)akrylaattia 18 kvantitatiivisella saannolla. Tasta pel-
kistettiin sek& kaksoissidos etté esteriryhma alkoholiksi 19 LAH:I1& (litiumalumiinihyd-
ridi). Tastd saatu tuote 18 hapetettiin edelleen aldehydiksi 12 Dess-Martin perjodaanilla.
Talla menetelmalld saatiin tuotettua aldehydid 12 kolmen vaiheen jalkeen 21% saannol-
la, kun Pd/C-pelkistyksella saman aldehydin saanto yhden vaiheen jdlkeen oli kvantita-

tiivinen.
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16 O
Ph3P\)]\

OoM
DCM \Q\W Me

\©\/ kvant. o)
LAH (2 ekv.)
THF, 57%
MeO
m DMP (3 ekv.)
DCM

37%

Kaavio 66: 3-(p-metoksifenyyli)propanaalin synteesi parametoksibentsaldehydisté.

Passerini-reaktion isosyanidin valmistaminen toteutettiin tdssa synteesissa kolmivaihei-
sesti N-formyylireitin kautta, lahtien liikkeelle jo edellisen synteesireitin yhteydessa
valmistetusta metyyliesterista 9 (kaavio 67).2™>"® Aminohappoesteri 9 N-formyloitiin
seka-anhydridilla 20 N-formamidiksi 21. Tamén reaktion saannot jaivat toivottua alhai-
semmiksi (70%), johtuen esterin purkautumisesta reaktion aikana. Viimeisessé vaihees-
sa N-formamidi 21 isosyanoitiin trifosgeenilla ja NMM:lla 98% saannolla isosyanidiksi
13.

Q20
Bu)J\O) (3 ekv.)

EtsN (4 ek )O trifosgeeni (0,4 ekv.),
VSV NMM (3 ekv.)
®
- = k OMe W’@C///N OMe
H215 98% 13 O

OMe
HzN DCM
9 O 70%

Kaavio 67: L-isoleusiinin isosyanointi

N-formamidin 20 isosyanointia yritettiin myos POCls:lla. Reaktio itsessaan eteni hyvin,
reaktioseoksen NMR-spektrissé ja TLC:lla nahtiin laht6aineen taysi konversio. Tuotetta
ei kuitenkaan pystytty eristiméan reaktioseoksesta. Reaktiosta saatiin eristettyd ainoas-

taan lahtdainetta 20 seké sitd vastaavaa amiinia 9.

L-arginiinin guanidiiniryhmd on suhteellisen reaktiivinen suojaamattomana ja liséksi sen
emaksisyydesta johtuen suojaamattoman guanididiiniryhmén kanssa pylvaskromatogra-
fia silikageelissa olisi ollut vaivalloista tai mahdotonta. T&sta johtuen téssa synteesissa

paadyttiin kayttdmaan puhtaan L-arginiinin 4 sijaan lahtéaineena jo valmiiksi suojattua
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N,-nitro-L-arginiinia 22. Ennen varsinaista kytkentareaktiota L-arginiinin karboksyyli-

happo metyloitiin metyyliesteriksi 23 HCI:lla ja metanolilla (kaavio 68).

NH 0 NH O
H,N N HCL HN R
N” NSO ————> N~ N7 S0
N N MeOH, H H
07 SOH 22 97% 07 “OMe 23

Kaavio 68: Nitro-L-arginiinin esterginti.

Tassa yhteydessa kokeiltiin myds L-arginiinin pelkistysta vastaavaksi alkoholiksi (24,
kaavio 69), mutta johtuen nitro-L-arginiinin 22 huonosta liukoisuudesta THF:in reaktio
ei edennyt ja pelkistyksesta luovuttiin. Pelkistysmenetelmé& olisi véhentanyt synteesin
vaiheita silla nostosiini B:n OH-ryhma olisi ndin saatu valmistettua jo ennen arginiinin
liittdmistd molekyyliin, jolloin nostosiini A:n aldehydi olisi voitu valmistaa hapettamal-

la nostosin B:n esiasteesta alkoholi aldehydiksi.

Kaavio 69: Nitro-L-arginiinin pelkistysyritys.

Kun synteesin kaikki tarvittavat lahtdaineet oli valmistettu, kdannyttiin synteesin en-

simmaisen varsinaisen vaiheen — Passerini-reaktion — pariin.
11.2 Passerini-reaktio ja tuotteen hydrolyysi

Kun kaksi Passerini-reaktion kolmesta lahtGaineesta oli valmistettu, edessa oli reaktion
karboksyylihappokomponentin valinta. Koska Passerini-reaktiossa on mahdollista kéyt-
tad karboksyylihappojen lisdksi myds muita nukleofiileja, yksi testireaktioista suoritet-
tiin trifenyylisilanolilla (14a).”” Muut seulonnassa mukana olleen yhdisteet olivat 4-
nitrobentsoehappo (14b), bentsoehappo (14c) sekd monokloorietikkahappo (14d, tau-
lukko 3). Kaikissa seulonnan reaktioissa reaktioaika oli 24 tuntia. Seulonnan tulosten
perusteella Passerini-reaktion karboksyylihapoksi valittiin kloorietikkahappo (14d) silla

ainoastaan sill& saatiin aikaan tuote (11c, koe 4, taulukko 3) jonka kaksi diastereomeeria
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pystyttiin erottamaan toisistaan flash-pylvaskromatografialla. Trifenyylisilanolilla (14a,
koe 1, taulukko 3) reaktio ei kdynnistynyt lainkaan, johtuen todennakdisesti isosyanidin
13 esteriryhméstd joka hydroksyyliryhmaa voimakkaampana Lewis-eméksend sitoutui
silanoliin ja reaktio ei paassyt kdynnistymaan. Ongelma olisi ollut kierrettdvissa pelkis-
tdmalla metyyliesteri alkoholiksi, mutta tdmé olisi vain pidentényt synteesié ilman min-
kaanlaista etua karboksyylihappoon verrattuna. Koska seulontareaktioiden saannot jéi-
vat alle 40%:in, oli seuraavaksi edessd Passerini-reaktion optimointi saannon nostami-

seksi.

Taulukko 3: Passerini-reaktion happoseulonta

MeO MeO o
+ Happo (14)
\©\/vo CN OMe ———~ N OMe
12 13 o "M 5r H o

11a:R=PhsSi 11b:R= O  11c:R= O 11d:R= O
o, ox C|\)kobi

O,N
Koe Happo Liuotin Tuote Saanto-% Diastereomeerien
erottuminen (TLC)
1 Ph;SiOH (14a) tolueeni 11a 0 -
2 4-NO,-Ph-CO,H (14b) DCM 11b 35 Ei
3 Ph-CO,H (14c) DCM 11c 32 Ei
4 CI-AcOH (14d) DCM 11d 30 Kylla

Passerini-reaktion optimoinnissa reaktio suoritettiin erilaisissa olosuhteissa parhaan
mahdollisen saannon saavuttamiseksi. Kirjallisuuden mukaan tyypillisia Passerini-
reaktion liuottimia ovat DCM:n liséksi tolueeni ja joissain tapauksissa myds metanoli.”
Pelinski et al. ovat kehittaneet myds taysin liuottimettoman version reaktiosta.”® Naiden
edelld mainittujen lisdksi tdsséd optimoinnissa reaktiota testattiin myos asetonitriilissa
(ACN). Seulonnan tuloksena reaktion saanto onnistuttiinkin nostamaan alkuperaisesta
30%:sta 80%:in (kokeet 1-2, taulukko 4) liuottimettomalla reaktiolla. Tdma havainto
pitdd yhtd sen tosiasian kanssa ettd Passerini-reaktio on tyypillisesti parhaimmillaan
korkeissa konsentraatioissa, tasséd tapauksessa aarettomalla konsentraatiolla. Liuottimis-

ta selkedsti parhaiten tdhan reaktioon soveltui tolueeni (koe 4, taulukko 4) ja huonoim-
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min asetonitriili (koe 6, taulukko 4). Ehk& jopa hiukan yllattden seulonnan alhaisin
saanto saatiin tolueenissa refluksointiolosuhteissa reaktiolla (koe 3, taulukko 4). Tér-
keimpana tuloksena tassa seulonnassa oli kuitenkin reaktion saannon nouseminen erin-

omaiselle tasolle.

Taulukko 4: Passerini-reaktion optimoinnin tulokset

MeO
MeO
12\©\/v0 W

Passerini N CO,Me
+ — H

14d O 13 Ojo

CI\)kOH CN” ~CO,Me cl 1
Koe Liuotin Lampétila (C°) Reaktioaika Saanto-%
1 - 100 20 min 80
2 - 180 4 min 79
3 tolueeni 120 20 min 26
4 tolueeni RT 24 h 60
5 MeOH RT 24 h 51
6 ACN RT 24 h 43

Kun Passerini-reaktio oli saatu optimoitua, paastiin kasiksi synteesin toiseen avainvai-
heeseen — diastereomeerien erotukseen. Erotus toteutettiin automaattisella flash-
kromatografilla (CombiFlash Ry), jolla paras erotustulos saatiin kayttamalla eluenttina
dietyylieetterin ja heksaanin 10-50% seosta flash-pylvaskromatografiassa kaytetyn 10-
35% etyyliasetaatin ja heksaanin seoksen sijaan (ks. liitteet). Tasta eteenpdin synteesia
pystyttiin jatkamaan puhtailla diastereomeereilld (11d, 11d*, kuva 10), mik& helpotti
NMR-spektrien tulkintaa huomattavasti. Seuraavat vaiheet toteutettiin TLC:lla ylempa-
na erottuvalla diastereomeerilla (11d, R¢: 0,15), mika osoittautui mydhemmin onnistu-
neeksi valinnaksi, kun otetaan huomioon ettd tdssé vaiheessa synteesia ei viela ollut

tietoa ylemmaén ja alemman diastereomeerin C9-konfiguraatioista.
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OV\A\%)&(OW Ov%f(we
11d j/ R 0,15 11d* R 0,13

Cl CI

Kuva 10: a-Asyloksiamidin 11d kaksi diastereomeerié.

Seuraavassa vaiheessa a-asyloksiamidin 11d ylemman diastereomeerin asyloksi- ja es-
teriryhmat hydrolysoitiin 0,1 M LiOH:lla (kaavio 70). Té&sté tuotteena saatiin karbok-
syylihappo 25. Reaktiosta havaittiin ettd nestekromatografiatason THF:n siséltdmat sai-
Iontaaineet estivat metyyliesterin hydrolyysin ja tuottivat tunnistamattomia sivutuotteita
reagoidessaan litiumhydroksidin kanssa. Ongelma ratkaistiin kayttaméalla reaktiossa
kuivattua tai sdilontdaineetonta THF:a vaikka reaktioseokseen liséttiin myos vettd. Kui-
valla THF:lla reaktio eteni loppuun asti ja tuotti karboksyylihappoa 25 erinomaisella
saannolla (89%).

MeO
© 0
N OMe 0,1 M LiOH (aq.) %
o) (=) H (o) kuwa THF
11d j/ 89%

Kaavio 70: Passerinituotteen 11d hydrolyysi

Tassa reaktiossa seka asyloksi- ettd esteriryhmat hydrolysotuivat, jolloin muodostui
karboksyylihapon 25 lisdksi metanolia sek& kloorietikkahappoa (14d). Tuotteen 25 erot-
tamiseksi kloorietikkahaposta (14d) ainoaksi toimivaksi metodiksi osoittautui sen kie-
huttaminen ulos seoksesta vakuumilinjassa 100°C:ssa, jolloin kloorietikkahappo Kitey-
tyi kolvin ylaosaan. Taman liséksi erotusmenetelmina kokeiltiin pylvaskromatografiaa
sek& atseotrooppista haihdutusta tolueenista, joista kumpikaan ei tuottanut toivottua
tulosta. Puhdistuksen jalkeen tuote kiteytyi ohuiksi neulakiteiksi, mistd FT Kaisa Helt-
tunen maaritti yhdisteen kiderakenteen rontgenkristallografisesti (kuva 11). Tarkemmat
tulokset mittauksesta tullaan julkaisemaan synteesin valmistuttua vertaisarvioidussa

tieteellisessa julkaisussa. Kuten aikaisemmin todettiin, tdssa vaiheessa synteesissé kay-
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tettiin a-asyloksiamidin 11d ylemp&a& diastereomeerid, jonka konfiguraatioksi kidera-
kenteen maarityksen myota osoittautui R,S,S (kuva 10 ja kuva 11). Néin ollen kidera-
kenne maaritettiin sattumalta juuri siité diastereomeeristd jonka konfiguraatio on se jota
nostosiineja eristanyt tutkimusryhm@ piti todennakdisempand vaihtoehtona niiden ra-
kenteelle (kuva 11).”* Mittauksessa tuntematonta stereokeskusta verrattiin jo tunnettui-
hin L-isoleusiinin stereokeskuksiin. Kuvasta 11 nahddédn C9:n OH-ryhman asema ja
suunta verrattuna L-isoleusiinin alkyyliketjuun, joka osoittaa aina eri suuntaan kuin iso-

leusiinin stereokeskukset.

Kuva 11: Karboksyylihapon 24 kiderakenne.

Naiden vaiheiden jalkeen synteesissd oli edessa viimeinen osa, metyyliesterin 23 kyt-
kentéd karboksyylihappoon 25 ja sitd seuraava pelkistys ja suojien poisto seké nostosiini

A:lle vieléd viimeinen hapetus aldehydiksi.
11.3 Arginiinin kytkenta

Amidisidosten muodostukseen on olemassa useampi vaihtoehtoinen menetelma, jotka
usein perustuvat seka-anhydridin muodostukseen reaktion aikana.*® Yksi yleisimmista
mentelmistd hyddyntad ensin disykloheksyylikarbodi-imidia (26, DCC, kaavio 71) se-
ka-anhydridin 27 muodostukseen karboksyylihapon kanssa, minka jélkeen 1-hydroksi-
bentsotriatsolilla (28, HOBt, kaavio 71) muodostetaan vield vélituote 29 ennen varsi-
naista amidin muodostusta mekanismin viimeisessa vaiheessa, josta tuotteena saadaan

peptidi 30. Amidin muodostus olisi mahdollista myds suoraan seka-anhydridista 27,
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mutta tdma usein johtaa amiinin rasemisaatioon, mista johtuen HOBt:a kaytetadn véli-

tuotteen 29 muodostukseen etenkin peptidisynteesissa.

o /7N Jk ey
“H  N-C N—C
oM ¢ y e /\C y R1J\ J\ oy
‘N 26 @NQ 26* < 27 H

Kaavio 71: Kytkentéreaktio DCC:lla ja HOBt:lla.*

Tassakin synteesissa DCC-HOBt-yhdistelmé& tuotti toivottuja tuloksia, karboksyyliha-
pon 25 ja nitro-L-arginiinin metyyliesterin (23) vélisesta kytkentéreaktiosta saatiin tuot-
teena kiteista peptidia 31 89% saannolla (kaavio 72).2° Tassa yhteydessa kytkentareak-
tiota kokeiltiin my6s PyBOP:lla (bentsotriatsol-1-yl-oksitripyrrolidinofosfoniumhek-
safluorofosfaatti), mutta reaktion saannot jaivat huomattavasti DCC-HOBt-menetelméaa
alhaisemmiksi. Kytkentdreaktiota seurasi arginiinin esterin pelkistys alkoholiksi 32,
mika yritettiin toteuttaa 0,2M litiumbooritetrahydridilld (LiBH4). Téhan paadyttiin
LiBH4:n kemoselektiivisyyden vuoksi, silla sen tiedetdén pelkistavan estereitd alkoho-
leiksi mutta ei sekundaarisia amideja, toisin kuin ldhisukulaisensa natriumboori-
hydridi.®* Johtuen kiinte4n litiumboorihydridin hajoamisesta osittain litiumhydroksidik-
si sdilytyksen aikana, tuotteena reaktiosta saatiin karboksyylihapon 33 ja alkoholin 32
seos. Téastd johtuen alkoholia 32 ei pystytty karakterisoimaan lainkaan. Raakatuotteen
positiivisen polarisaation ESI-profiilimassaspektrissd havaittiin kuitenkin piikki m/z-
arvolla 533,83, mika viittaa vahvasti alkoholin 32 natriumadduktiin [M+Na'], vaikka

tulos ei tarkkaan massaan olekaan soveltuva.
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OH H
2N N N2
H H

OMe
HOBt, DCC, NMM DMF 89%

NH
NJWN%
H H

LiOH + LIBH4 THF, 51%

NH
o,
H H
eO
N
OH O
O OH

Kaavio 72: Karboksyylihapon 25 ja nitro-L-arginiinin metyyliesterin (23) kytkentéreak-
tio seka sitd seuraava metyyliesterin pelkistys litiumboorihydridilla.
Osittain onnistuneen pelkistyksen jalkeen huomio siirrettiin metoksisuojaryhman pois-
toon. Sen irrotukseen kokeiltiin alumiinikloridia ja 1-dekaanitiolia, joka on hyvéksi to-
dettu menetelma fenyylisten metoksiryhmien poistoon.®#8® T4ssé tapauksessa menetel-
ma ei kuitenkaan tuottanut toivottua tulosta. Ryhman poisto onnistui vain yksinkertai-
simmalla kdytetylla malliaineella — p-metoksibentsyylialkoholilla (kokeet 1-2, taulukko
5). Kokeissa 2 ja 4 reaktioseoksessa oli mukana fenyylialaniini-glysiinidi-peptidia to-
dentamassa amidisidosten séilyvyyden reaktion aikana. Kokeiden 3 ja 4 osalta on todet-
tava ettd on todennakoisté ettd trans-p-metoksikanelialdehydin kaksoissidos esti reakti-
on etenemisen (taulukko 5). Tama oli kuitenkin varsinaisen reaktion kannalta merkityk-
sen tosiseikka, silla tasta huolimatta peptidin 31 metoksiryhma pysyi tiukasti paikallaan
jopa 24 tunnin reaktioajan kuluttua. Vertailuna todettakoon ettd 4-metoksibentsyyli-
alkoholilla reaktio eteni loppuun asti alle tunnissa. Positiivisena sivuhuomiona ndisté
testeistd voidaan todeta ettd peptidi 31 oli eristettdvisséd vahingoittumattomana reak-

tioseoksesta.
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Taulukko 5: Metoksiyhman poistotestit

Koe Ldhtoaine peptidi AICI3 ekv. tioliekv.  metoksi irti
1 p-MeO-BnOH Ei 5 3 Kylla

2 p-MeO-BnOH Kylla 10 3 Kylla

3 trans-p-MeO-kanelialdehydi Ei 5 3 Ei

4 trans-p-MeO-kanelialdehydi Kylla 10 3 Ei

5 30 Ei 15 3 Ei

Demetylointiin liittyvien ongelmien vuoksi, tata synteesié ei tdmén tutkielman puitteissa
ehditty saattamaan loppuun. Nostosiini B:sta jaatiin tassd kolmen vaiheen p&ahan ja

nostosiini A olisi vaatinut vielé nelja reaktiota.
11.4 Tulokset

Taman maisteritutkielman kokeellisen osan tavoitteena oli suunnitella ja toteuttaa koko-
naissynteesit nostosiini A:lle ja B:lle ja taten onnistua maarittdmaén ndiden luonnonai-
neiden yhden tuntemattoman stereokeskuksen konfiguraatio. Koska naita synteeseja ei
ehditty tutkielman rajoissa toteuttamaan loppuun asti, jéi osa ndista tavoitteista toteutu-
matta. Synteesi on kuitenkin tassa vaiheessa jo niin pitkéllg, ettd se on suhteellisen ly-
hyessa ajassa vietdvissa loppuun asti, jaljelld on kuitenkin endd vain kolme tai nelja vai-
hetta (kaavio 73). Lisaksi synteesin lopullisista tuotteista — nostosiini A:sta ja B:std —
pystytdan todentamaan varsinaisen luonnonaineen C9-stereokeskuksen konfiguraatio,
johtuen karboksyylihapon 25 kiderakenteen méarityksesta. Liséksi kiderakenne méérite-
td&dn myos peptidistd 31, miké tarjonnee lisdinformaatiota nostosiinien rakenteesta syn-
teesien valmistuttua. Ta&ma toisen sukupolven synteesireitti tarjosi sattuman kautta usei-
ta positiivisia yllatyksid. Ensinndkin Passerini-reaktion tuotteen (11d) diastereomeerien
erottaminen oli tallainen yllatys. Tdma taas mahdollisti kiderakenteen madrittamisen
karboksyylihaposta 25, kun synteesia pystyttiin Passerini-reaktion jalkeen jatkamaan
puhtailla diastereomeereilld. Kolmas positiivinen yhteensattuma oli karboksyylihapon
25 kiderakenne, joka osoitti kaytetyn diastereomeerin olevan C9-konfiguraatioltaan
sama kuin nostosiinien A ja B oletetaan olevan. Tama ei olisi valttdmatta ollut mahdol-
lista jos synteesid olisi jatkettu Passerini-reaktion jalkeen niin sanotulla alemmalla dia-

stereomeerilld (S,S,S).
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Yhteenvetona taman tutkielman puitteissa toteutuneet synteesin reaktiot seké& synteesin
viimeiset toteutumattomat vaiheet nahddan kaaviossa 72. Synteesin ensimmaéisessa vai-
heessa aldehydi 12, isosyanidi 13 ja Kloorietikkahappo (14d) muodostivat o-
asyloksiamidin 11d Passerini-reaktiossa. Taméan tuotteen diastereomeerit eroteltiin ja
nain synteesié jatkettiin puhtaalla R,S,S-diastereomeerilla. Passerini-reaktion tuote 14d
hydrolysoitiin 0,1M litiumhydroksidilla karboksyylihapoksi 25, joka synteesin seuraa-
vassa vaiheessa kytkettiin metyyliesteriin 23 peptidiksi 31. Téta seuraavaa pelkistysvai-
hetta yritettiin suorittaa, mutta johtuen LiBH4:n pilaantumisesta séilytyksessd, tuotteena
saatiin alkoholin 32 ja sit4 vastaavan karboksyylihapon 33 seos. Vaikka kyseinen testi-
reaktio ei tuottanutkaan haluttua alkoholia 32 puhtaana tuotteena, voidaan reaktiosta
kuitenkin todeta, ettd puhtaalla litiumboorihydridilla pelkistys onnistuisi varmasti. Pep-
tidistd 31 yritettiin  my0s poistaa sen metoksiryhm&& alumiinikloridilla ja 1-

dekaanitiolilla siind kuitenkaan onnistumatta.

MeO
12 o Passerlnl 11d @
~
_100°C, 20 min_ OMe

14d O + 80% O 1M LiOH (aq.)
THF 89%
Cl ’
\)kOH CN OMe
13

I\A NH ,O\O e O\/\)Lr(

HOBt DCC, NMM DMF, 88%

— % i
0,2M LiBH, ! Ny
THF ﬂ 0
H
(@]
’N\‘ Nostosin B

. 1. metoksin poisto
NostosmA 2 Pd/C, Hy

1. metoksin ' H
poisto - H
2. hapetus NH2

3. Pd/C, H, Nostosin A: R =-CHO (1)
Nostosin B: R = -CH,OH 2)

Kaavio 73: Nostosiini A:n ja B:n kokonaissynteesi

I
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12 Yhteenveto

Tassa maisteritutkielmassa suunniteltiin synteesireitti nostosiini A:lle ja B:lle, joka to-
teutettiin viimeisida vaiheita lukuun ottamatta. Synteesissé hyddynnettiin Passerini-
reaktiota, joka mahdollisti synteesin vélituotteen 25 kiderakenteen maarittdmisen ja sité
kautta varmistaa nostosiinien A ja B tuntemattoman stereokeskuksen konfiguraation
kun synteesi saatetaan loppuun. Liséksi Passerini-reaktio mahdollistaa tdman saman
synteesireitin hyddyntdmisen myos nostosiinien D ja F synteeseissd, jotka eroavat nos-
tosiineista A ja B vain keksimmaéisen fragmentin suhteen (ks. luku 9). Tosin jatkossa
metoksiryhméan korvaaminen jollakin muulla soveltuvalla ja helpommin poistettavalla
suojaryhmalld — esimerkiksi bentsyloksi — on suositeltavaa. Toisaalta on myds mahdol-

lista ettd fenolinen hydroksyyliryhma ei edes vaadi suojausta tdssé synteesissé.

Kuten luvussa 9 todettiin, nostosiineissa C (34) ja F (35) ei ole muille nostosiineille
tyypillistd a-hydroksiryhmaa (kaavio 74). T&ma pieni rakenne-ero mahdollistaa naiden
kahden luonnonaineen valmistamisen Ugi-reaktiolla (kaavio 74) karboksyylihaposta 36,
amiinista 37, aldehydistd 38 seké isosyanidista 39. Todennékdisesti tuotetta saadaan
reaktiosta kahden diastereomeerin 1:1 seoksena, mutta jos naiden erottaminen mahdol-
lista, saadaan ndita kahta luonnonainetta valmistettua suhteellisen lyhyelld synteesireitil-
la. Periaatteessa reaktiossa voisi kayttdd amiinina ammoniakkia, mutta todellisuudessa
jarkevampi vaihtoehto olisi vahintadnkin ammoniumasetaatti, PMP-NHj tai jokin Kiraa-

linen amiini joka ohjaisi reaktion diastereoselektiivisyytta.
R'=-CHO (nost05|£4 ) tai CH,OH (nostosiini E, 35)

Ugl reaktlo NH

HO 0 J P
N N
+ NHz + |-| H
OH R2

36 OR 39

Kaavio 74: Ugi-reaktio nostosiineille C ja E
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Toinen mahdollinen jatkotutkimuksen kohde tdman synteesireitin osalta on sen muun-
taminen stereoselektiiviseksi. Kuten luvussa 2.4 todettiin, hyvia enantioselektiivisia
Passerini-reaktioita on vahan, mutta ei ole kuitenkaan tdysin mahdotonta etta jokin nais-
t& nykyéén tunnetuista menetelmistd olisi sovellettavissa tahén synteesireittiin, esimer-
kiksi jompikumpi luvun 2.4 enantioselektiivisista Passerini-reaktioista. Enantioselektii-
visissd Passerini-reaktioissa karboksyylihappokomponentti on korvattu usein soveltu-
valla Lewis-hapolla, jolloin tuotteena reaktiosta saadaan suoraan a-hydroksiamideja,

jolloin asyloksiryhméan hydrolyysi ei olisi enéa tarpeen.

Suurin tdmén tutkielman saavutus lienee jo edelld mainittu C9-stereokeskuksen konfi-
guraation méaarittaminen, miké kuitenkin onnistuu vasta kun valmiit nostosiinit A ja B
saadaan aikaan. Lisaksi tdima synteesireitti on tiettavasti viides luonnonainesynteesi jos-
sa hyddynnetd&n Passerini-reaktiota ja neljas jossa kdytossa on klassinen Passerini-
reaktio. N&in ollen synteesin valmistuessa sen uutuusarvo ei nojaa vain luonnonainee-

seen itseensa vaan myos sen synteesireittiin.
13 Synteesiohjeet

Kaikki reaktiot suoritettiin argonin alla, uunikuivatuilla valineilla ja kuivilla liuottimilla,
ellei toisin mainita. Liuottimet kuivattiin MBraunin SPS-800 liuotinkuivauslaitteistolla.
Konsentroinnit suoritettiin rotavaporilla. Analyyttisina TLC-levyind kaytettiin Merck
silica gel F254 (230-400 mesh) levyja. Flash-kromatografiset puhdistukset tehtiin
Merck silica gel 60 (230-400 mesh) silikalla p.a. laatuisilla liuottimilla. *H- ja **C-
NMR mittaukset tehtiin Briker Avance 300 tai 500 Hz spektrometrilla. NMR-spektrien
kemialliset siirtymét ilmoitetaan ppm:na suhteessa kaytetyn deuteroidun liuottimen sig-
naaleihin. IR-spektrit mitattiin Briker Tensor 27 FTIR-spektrometrilla. Tarkat massat
madritettiin MicroMass LCT Premier-massaspektrometrilld. Kiraalisten yhdisteiden
kiertokulmat mitattiin Perkin-Elmer 343-polarimetrill0 ja ne on ilmoitettu huoneenlam-
potilassa (22°C).
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13.1 2-hydroksi-4-(4-metoksifenyyli)butaanihappo (5)"

MeO
(= 5 o
OH

OH

Maitohappo (1,2 ekv., 3,6 mmol, 0,30 mL) liséttiin kaliumhydroksidin (1,8 ekv., 8,5
mmol, 477 mg, 6 mL H,0, 10 mL tolueeni) 0°C:een vesi-tolueeniliuokseen kolviin jo-
hon oli kytketty Dean-Stark laitteisto. Liuosta pidettiin 135°C:ssa 75 minuuttia kunnes
nestettd ei endd kondensoitunut laitteistoon. Reaktioseos haihdutettiin vielda kuivaksi
rotavaporilla. Tamén jalkeen lisattiin p-metoksibenstyylialkoholi (1,0 ekv., 3,1 mmol,
430 mg) sekd Ni(OAc),(H20)4 (0,050 ekv., 0,15 mmol, 38 mg) ja seosta lammitettiin
160°C:ssa 3 tuntia. Reaktion valmistuttua kolviin lisattiin 20 mL 1:1 vesi-tolueeniseosta
kiinteiden hiukkasten liuottamiseksi. Orgaaninen faasi erotettiin vesifaasista, joka hap-
pamoitettiin (pH 0,5) vakevalla HCI:lla ja uutettiin kolmesti etyyliasetaatilla. Orgaaniset
faasit yhdistettiin ja kuivattiin Na,SOq:lla ja haihdutettiin kuivaksi rotavaporilla. Jaan-
nokseksi saadusta kiintedstd seoksesta poistettiin jaljelle jaanyt Ni-katalyytti liuottamal-
la se DCM:in jolloin tuotteena saatiin valkoinen kiinted aine 5. Saanto 0,76 mmol, 160
mg, 26%.

R#(20% EtOAc-Hex): 0,11; *H NMR (300 MHz, CDCls): 7,14 (2H, d, J= 8,5 Hz); 6,83
(2H, d, J= 8,5 Hz); 4,25 (1H, dd, J= 3,9 Hz, 4,1 Hz); 3,79 (3H, s); 2,76 (2H, t, J= 8,1
Hz); 2,15 (1H, m); 2,0 (1H, m); *C NMR (126 MHz, CDCls): 178,3; 158,1; 132,7;
129,5; 114,0; 69,4; 55,3; 35,9; 30,1. Tuotteen spektrit vastaavat kirjallisuusarvoja.’

13.2 (2S,3S)-metyyli-2-amino-3-metyylipentanoaatin hydrokloridi (9)

9
oM
ClH3N ©

(0]

Tionyylikloridia (1,7 ekv., 5 mL, 8,2 g, 68,9 mmol) lisattiin metanoliin (14,5 ekv., 24
mL) 0°C:ssa tipoittain ja sekoitettiin puoli tuntia. Taman jalkeen kiinted L-isoleusiini (1

ekv., 5,04 g, 38,1 mmol) lisattiin liuokseen ja sekoitettiin yon yli reaktioseoksen lampo-
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tilan noustessa huoneenlampdon. Seuraavana paivana reaktioseoksen *H-NMR spektris-
t& nahtiin ettd reaktiossa oli jéljella reagoimatonta L-isoleusiinia, joten tionyylikloridia
lisattiin viela 2 mL:aa (0,7 ekv., 3,3 g, 27,6 mmol) ja reaktiota jatkettiin vield kahden
paivan ajan. Kun reaktio oli edennyt loppuun, jaljelld oleva liuotin haihdutettiin alipai-
neessa kaliumhydroksidiansan kanssa, josta jadnnoksenda saatiin kiinted, Kkiteinen val-
koinen aine — L-isoleusiinin metyyliesterin hydrokloridi 9 — jota kuivattiin korkeassa

alipaineessa viela kahden paivén ajan. Saanto: 7,0 g, 38,7 mmol, kvant.

'H NMR (300 MHz CDCls): 8,82 (3H, s); 4,03 (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): *C NMR (75 MHz, CDCls):
168,9; 57,6; 53,0; 36,6; 25,7; 15,2; 11,8. Tuotteen spektrit vastaavat kirjallisuusarvoja.*

13.3 (2S,3S)-metyyli-2-(2-hydroksi-4-(4-metoksifenyyli)butanamidi)-3-
metyylipentanoaatti (3)

MeO 3 o
N OMe
OH H (0]

Karboksyylihappo 5 (1,0 ekv., 58,5 umol, 12,3 mg), EDC-HCI (1,1 ekv., 64,2 umol,
12,3 mg) ja HOBLt (1,1 ekv., 63,7 umol, 8,6 mg) liuotettiin 4 mL:aan 1:1 DCM-THF:ia,
seosta sekoitettiin 0°C:ssa kunnes kaikki kiinted oli liuennut. Tdamén jalkeen Kiinted
metyyliesteri 9 (1,1 ekv., 59,0 umol, 10,7 mg) ja DIEA (1,1 ekv., 132 umol, 17,1 mg,
23 pL) lisdttiin ja reaktiota sekoitettiin huoneenldmmossd 2 tuntia, minkd jilkeen
DIEA:ia lisattiin vield 12 pL:aa kun TLC:lla havaittiin ettd reaktio ei ollut edennyt. Re-
aktiota sekoitettiin lisayksen jalkeen huoneenlamma@ssa yon yli. Tuote erotettiin lisaa-
malla reaktioon 3 mL kyllaistda NaHCO3:a ja DCM:a ja erottamalla orgaaninen kerros.
Vesifaasi pestiin EtOAc:Ila ja orgaaniset faasit yhdistettiin, kuivattiin Na,SO4:lla ja liu-
otin haihdutettiin rotavaporilla. Raakatuotteena saatu neste puhdistettiin pylvaskroma-
tografialla (30-50% EtOAc-Hex). Tuotteena saatiin paksu oranssin keltainen 6ljy 3.
Saanto 39,1 umol, 13,2 mg, 67%
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Rf(50% EtOAc-Hex): *H NMR (300 MHz CDCls): 7,13 (2H, d, J= 8,6 Hz); 6,99 (1H,
2xd, J= 9,0 Hz); 6,82 (2H, d, J= 8,6 Hz); 4,58 (1H, dd, J= 3,8 Hz, 5,02 Hz); 4,15 (1H,
pent., J= 3,8 Hz, 4,0 Hz); 3,78 (3H, s); 3,73 (3H, s); 2,71 (2H, t, J= 7,9 Hz); 2,11 (1H,
m): 1,91 (2H, m); 1,41 (1H, m); 1,17 (2H, m); 0,91 (6H, d+t paallekkain); *C NMR
(126 MHz, CDCly): 173,6; 173,6; 172,5; 172,2; 158,0; 133,2; 133,1; 129,4; 114,0;
113,9; 71,6; 71,5; 62,2; 56,2; 56,1; 55,3; 52,1; 52,1; 37,8; 37,8; 36,7; 36,6; 33,7; 30,4;
30,3; 25,2; 25,1; 15,5; 15,5; 15,4; 15,4; 11,48.

13.4 3-(p-metoksifenyyli)propanaali (12)

MeO 12
_0
Trans-4-metoksikanelialdehydi (15, 1,00 ekv., 2,00 g, 12,5 mmol) liuotettiin etyyliase-
taattiin (10 mL) ja seokseen lisattiin 5% Pd/C-katalyyttid (0,13 g). Reaktioastia huuh-
deltiin ensin kolmella vakuumi-argonsyklilla ja kaasukehd vaihdettiin vetyyn kolmella
vakuumi-vetyhuuhtelusyklilla. Reaktioseosta sekoitettiin 4,5 tuntia. Seka TLC:n ettd
NMR:n mukaan l&htdaine ei ollut kulunut loppuun, jolloin suspensioon liséttiin argon-
vakuumisyklien jalkeen vield 0,20 g Pd/C:td minka jalkeen kaasukehd vaihdettiin takai-
sin vetyyn vakuumi-vetysykleilla ja reaktion annettiin jatkua yoén yli. Lopuksi palladi-
um-hiili vakuumisuodatettiin sintterin 1api ja suodos konsentroitiin rotavaporilla ja kui-
vattiin vakuumilinjassa. Tuotteena saatiin aldehydid 12 keltaisena 6ljynd, 2,05 g, 12,48
mmol, kvantitatiivinen saanto. 12 muodostaa valkoisia kiteitd pitkan jaékaappisailytyk-

sen aikana.

R (20% EtOAc-Hex): 0,49, varjaytyy vanilliinilla tumman siniseksi, hajoaa TLC-
levylla; "H NMR (300 MHz CDCls): 9,81 (1H, t, J= 1,5 Hz); 7,12 (2H, 2xd, J= 8,7 Hz);
6,83 (2H, d, J= 8,7 Hz); 3,79 (3H, s); 2,91 (3H, t, J= 7,5 Hz); 2,70 (2H, m). *C NMR
(75 MHz, CDCl5): 201,9; 158,2; 132,4; 129,3; 114,1; 55,3; 45,6; 27,3; Tuotteen spektrit

vastaavat kirjallisuusarvoja.®>.
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13.5 (2S,3S)-metyyli-2-formamido-3-metyylipentanoaatti (20)

Pivaloyylikloridi (3,0 ekv., 4,0 mL, 4,0 g, 33,6 mmol), muurahaishappo (3,3 ekv, 1,5
mL, 1,8 g, 38,6 mmol) ja trietyyliamiini (2,2 ekv., 3,7 mL, 2,7 g, 26,4 mmol) liuotettiin
dikloorimetaaniin (1 mL) ja sekoitettiin 0°C:ssa kahden tunnin ajan, jolloin muodostui
naiden kahden anhydridi. Anhydridin muodostusta seurattiin NMR:n avulla. 3 tunnin
kuluttua anhydridin muodostuttua reaktioon lisattiin L-isoleusiinin metyyliesterin hyd-
rokloridia (9, 1 ekv., 2,0 g, 11,0 mmol) seka trietyyliamiinia (1,2 ekv., 1,9 mL, 1,3 g,
13,2 mmol) ja annettiin reaktion [ammet& huoneenlampdiseksi yon yli sekoittaen. Ta-
man jalkeen liuotin haihdutettiin ja tuote puhdistettiin flash-pylvaskromatografisesti
(50-60% EtOAc-Hex). Tuotteena N-formyloitua isoleusiinin metyyliesteria (20) saatiin

keltaisena 6ljyna. Saanto: 1,2 g, 6,9 mmol, 62%.

R#(80% EtOAc-Hex): 0,46, KMnO,-vérjays; *H NMR (300 MHz, CDCls): 8,24 (1H, s);
6,10 (1H, s); 4,70 (1H, dd, J= 4,9 Hz, 8,9 Hz); 3,75 (3H, s); 1,93 (1H, m); 1,43 (1H, m);
1,18 (2H, m); 0,93 (3H, t, J= 3,4 Hz, paillekkain 0,92 d:n kanssa) 0,92 (3H, d, J= 6,9
Hz, paallekkain 0,93 t:n kanssa); *C NMR (75 MHz, CDCls): 171,2; 159,7; 54,1; 51,4;
37,2; 26,2; 24,3; 14,5; 10,7. Tuotteen spektri vastaa kirjallisuusarvoja.®*

13.6 (2S,3S)-metyyli-2-isosyano-3-metyylipentanoaatti (13)

13
M
cN OMe

O

Formamidi 20 (1 ekv., 205 mg, 1180 umol) liuotettiin 1,5 mL:aan DCM:a ja jadhdytet-
tiin —78°C:ksi. Erillisessé kolvissa argonin alla punnittua trifosgeenia (0,35 ekv, 134
mg, 451 pmol) liuotettiin 1,5 mL:an DCM:a ja liuos lisattiin yhdisteen 20 liuokseen
erittdin hitaasti (5-10 min kuluessa). Taman jalkeen reaktioseokseen lisattiin NMM:a

(1,7 ekv., 250 pL, 230 mg, 2270 umol) hitaasti tipoittain noin 5 minuutin kuluessa. Re-
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aktioseosta pidettiin —78°C:ssa 2 tunnin ajan jatkuvasti sekoittaen, jolloin sen vari muut-
tui hitaasti vaalean keltaisesta oranssiksi. Kun kaikki I&htéaine oli kulunut reaktiosta,
kolviin lisattiin 20 mL:a vetta septumin l&pi reagoimattoman trifosgeenin hajottamiseksi
reaktioseoksesta kaasumaiseksi fosgeeniksi (tuuletusneula). Tamén jalkeen reaktioseok-
sen annettiin lammetd huoneenlampoiseksi. Orgaaninen faasi erotettiin ja vesifaasi pes-
tiin kahdesti DCM:lla. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja kuivattiin Na,SO4:lla, suodatet-
tiin ja liuotin haihdutettiin. Tuotteena saatiin puhdasta L-isoleusiinin isosyanidia (13),
joka kéaytettiin seuraavaan vaiheeseen sellaisenaan. Saanto 98%, paksu, oranssi ja voi-
makkaan epamiellyttavan hajuinen neste.

R (20% EtOAc-Hex): 0,52 varjaytyy vanilliinilla keltaiseksi; *H NMR (300 MHz): 4,18
(1H, d, J= 4,5 Hz); 3,81 (3H, s); 2,08 (1H, m); 1,39 (3H, m); 1,07 (3H, d, J= 6,8 Hz);
0,93 (3H, t, J= 7,4 Hz); *C NMR (75 MHz, CDCls): 166,9; 160,3; 62,0; 53,0; 37,6;
24,1 15,9; 11,1; Tuotteesta mitatut spektrit vastaavat kirjallisuusarvoja.®®

13.7 (S)-metyyli-2-amino-5-(3-nitroguanidino)pentanoaatti (23)

NH O

23

H <

2N NJ\N’N\O
H H

O~ "OMe

No-Nitro-L-arginiini (21, 1,0 ekv., 1,0 g, 4,7 mmol) lietettiin erityiskuivaan metanoliin
(2x70 ekv., 2x15 mL, 2x740 mmol). Tastd suspensiosta johdettiin HCl:a lapi 30 minuu-
tin ajan, josta ensimmaisen 15 minuutin kuluessa laht6aine 21 liukeni hapotettuun me-
tanoliin ja liuoksen véri muuttui kirkkaasta vaalean ruskeaksi. Seuraavaksi liuosta ref-
luksoitiin 15 minuutin ajan ( hauteen lampd6tila 100C°). Taman jalkeen liuotin haihdu-
tettiin, ja haihdutusjadnnds (vaalean ruskea vaahto), joka liuotettiin uudelleen ekstra-
kuivaan metanoliin. Tdman jalkeen kaikki edell4 mainitut vaiheet toistettiin kertaalleen,
minka jalkeen NMR-ndytteesta pystyttiin toteamaan lahtaineen taysi kuluminen reak-
tiosta. Lopuksi muodostunut kiinted vaahto liuotettiin mahdollisimman pieneen maaréén
metanolia (noin 1 mL), jolloin muodostuneeseen paksuun ruskeaan nesteeseen lisattiin
Et,0:4 (0,5 mL) kunnes muodostui valkea, samea ja kevyt sakka. Seosta pidettiin noin 2

tuntia pakastimessa. Liuotinten haihdutuksen ja kuivauksen jalkeen tuotteena saatiin L-
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arginiinin metyyliesterin kloridisuola (23). Saanto: 1,4 g, 4,5 mmol, 96%, hailakan pu-

naruskea kiinted vaahto.

'H NMR (300 MHz, D,0): 4,27 (1H, t, J=6,4 Hz); 3,91 (3H, s): 3,40 (2H, t, J= 6,7 H2):
2,08 (2H, m); 1,82 (2H, m); *C NMR (126 MHz, MeOD): 170,9; 73,5; 62,3; 53,8; 41,6;
28,7: 25,8; Tuotteen spektrit vastaavat kirjallisuusarvoja.®’

13.8 (2S,3S)-metyyli-2-(2-(2-klooriasetoksi)-4-(4-metoksifenyyli)butanamido)-3-
metyylipentanoaatti (11d ja 11d*)

Me0\©\/\)?\ MeO o
~N OMe ia N OMe
oj/() H o oo T o
11d j/ 11d*
ci

3-(p-metoksifenyyli)propanaali (12, 1,1 ekv., 470 mg, 2,86 mmol), kloorietikkahappo
(14d, 1,1 ekv., 263 mg, 2,78 mmol) seka isosyanidi 13 (1,0 ekv., 408 mg, 2,63 mmol)

punnittiin 5 mL. Reaktioseos asetettiin esilammitetylle 6ljyhauteelle 100°C:een ja sité

Cl

sekoitettiin 20 minuuttia jolloin seoksen vari muuttui vaalean keltaisesta oranssiksi tai
ruskeaksi. Reaktioseos joka oli tdssé vaiheessa paksua nestetta liuotettiin 20% etyyliase-
taatin ja heksaanin seokseen ja siirrostettiin silikapylvadseen. Tuote puhdistettiin suo-
raan flash-kromatografialla, eluenttina 20-25% etyyliasetaatti-heksaani, jolloin saatiin
a-asyloksiamidia 11d hailakan keltaisena 6ljynd. Saanto: 787 mg, 1,90 mmol, 72%.
Diastereomeerien erotuksessa kaytettiin CombiFlash® R — automaattista pylvaskroma-
tografia. CombiFlashille tuote adsorboitiin silikaan. Fraktioiden keruun, konsentroinnin
ja yhdistamisen jalkeen tuotteena saatiin puhtaita R,S,S- ja S,S,S-diastereomeereja seké
pieni maara niiden seosta. Eluenttina 10-40% dietyylieetterin ja heksaanin seos. 439
mg:sta diastereomeerien seosta saatiin puhdistettua R,S,S diastereomeerid 124 mg, 299
umol, 28% ja S,S,S diastereomeerid 126 mg, 304 umol, 29% seka naiden seosta 150 mg,
362 pmol, 34%. Diastereomeerien erotus TLC:lla suoritettiin ajamalla levy neljasti,

eluenttina 20% EtOAc heksaanissa.
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Diastereomeerien seos: IR (filmi, cm™): 3325; 2962; 2878; 1740; 1668; 1511; 1244;
1175; 1149; 1034; *H NMR (300 MHz, CDCl3): 7,08 (2H, d), 6,81 (2H, d), 6,10 (1H,
bd), 5,27 (1H, m), 4,59 (1H, m), 4,03 (2H, d), 3,71 (3H, s), 3,74 (3H, s), 2,66 (1H, 1),
2,21 (2H, m), 1,93 (1H, m), 1,43 (1H, m), 1,20 (2H, m), 0,92 (6H, m); HRMS (ESI*):
m/z laskettu [C2oH2sNOgCINa]* 463,1497, m/z mitattu 436,1491, A(m/z) = 0,6 mDa.

(R,S,S): Ri(25% EtOAc-Hex): 0,15; [a]2°(DCM)= +18,4°; 'H NMR (300 MHz,
CDClg): 7,09 (2H, d, J=8,5 Hz); 6,82 (2H, d, J=8,6 Hz); 6,60 (1H, d, J=8,6 Hz); 5,28
(1H, t, J=5,9 Hz); 4,58 (1H, dd J=4,7 Hz, 8,5 Hz); 4,03 (2H, d, J=5,2 Hz); 3,78 (3H, 5);
3,75 (3H, s); 2,66 (2H, t, J=7,6 Hz); 2,22 (2H, m); 1,91 (1H, m); 1,42 (1H, m); 1,18
(2H, m); 0,92 (3H, t, J=7,3 Hz, paallekkéin 0,88 dubletin kanssa); 0,88 (3H, d, J=6,9
Hz, paallekkain 0,92 tripletin kanssa); *C NMR (75 MHz, CDCls): 172,1; 168,8; 166,1;
158,2; 132,6; 129,5; 114,2; 75,2; 56,3; 55,4; 52,4; 40,6; 38,0; 33,3; 30,2; 25,3; 15,6;
11,7.

(S,S,9): Ri(25% EtOAc-Hex): 0,14; []2°(DCM)=+9,4°; 'H NMR (300 MHz, CDCls):
7,08 (2H, d, J=8,6 Hz); 6,83 (2H, d, J=8,6 Hz); 6,59 (1H, d, J=8,6 Hz); 5,22 (1H, t,
J=5,9 Hz); 4,60 (1H, dd J=4,7 Hz, 8,6 Hz); 4,09 (2H, d, J=3,0 Hz); 3,78 (3H, s); 3,74
(3H, s); 2,66 (2H, t, J=7,7 Hz); 2,21 (2H, m); 1,93 (1H, m); 1,43 (1H, m); 1,19 (2H, m);
0,93 (6H, d+t paallekkiin); *C NMR (75 MHz, CDCls): 172,1; 168,7; 166,2; 158,2;
132,5; 129,4; 114,1; 75,3; 56,4; 55,4; 52,4; 40,7; 38,1; 33,6; 30,2; 25,3; 15,6; 11,7.

13.9 (2S,3S)-2-(2-hydroksi-4-(4-hydroksifenyyli)butanamido)-3-
metyylipentaanihappo (25)

MeO
Ay OH
on M o

Passerini reaktion tuote 11d (1,0 ekv., 294 mg, 710 umol) liuotettiin 24 mL:an kuivaa
tai lisdaineetonta THF:a. Liuokseen liséttiin 24 mL:a 0,1M LiOH (aqg., 3,3 ekv., 58,2
mg, 2430 umol) 0°C:ssa. Reaktiota sekoitettiin huoneenlammaossé 6 tuntia, minka jal-

keen reaktiokolvi siirrettiin jd&kaappiin yon yli. Ylimaarainen LiOH poistettiin seokses-
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ta laimentamalla reaktioseos etyyliasetaatilla ja sdatamélla seoksen pH noin 1l:een 1M
HCI:lla. Orgaaninen faasi erotettiin ja vesifaasi pestiin kertaalleen etyyliasetaatilla. Or-
gaaniset faasit yhdistettiin, kuivattiin Na,SOy:lla ja konsentroitiin ruskeaksi paksuksi
nesteeksi. Kloorietikkahappo kiehutettiin seoksesta ulos korkeassa alipaineessa 100°C:n
6ljyhauteella, jolloin Kkloorietikkahappo kiinteytyi kolvin yldosaan ja alaosaan jéi puh-
das karboksyylihappo 25. Tuote liuotettiin DCM:in ja metanoliin ja konsentroinnin ja
kuivauksen jalkeen tuotteena saatiin valkoisia neulakiteitd. Saanto: 204 mg, 631 pumol,
89%. Kiderakenteen maaritystd varten tuote Kiteytettiin etyyliasetaatti-heksaani dif-
fuusiokiteytyksella.

(R,S,S): Sulamisvili: 135,3-137,1°C; [a]2°(MeOH)=+26,6°; IR (filmi, cm™): 3378;
3297; 2922; 2612; 2353; 1719; 1511; 1225; 1099; 681; 457; *H NMR (300 MHz,
MeOD): 7,76 (1H, d, J= 8,5 Hz); 7,12 (2H, d, J= 8,7 Hz); 6,82 (2H, d, J= 8,7 Hz); 4,40
(1H, g, J= 5,1 Hz); 4,06 (1H, dd, J= 4,0 Hz, 3,8 Hz); 3,76 (3H, s); 2,67 (2H, t, J=8,0
Hz); 1,95 (3H, m); 1,54 (1H, m); 1,26 (2H, m); 0,95 (6H, d+t); 13C NMR (126 MHz,
MeOD); 176,9; 159,4; 135,0; 130,4; 114,9; 72,1; 57,6; 55,7; 38,8; 37,8; 31,2; 26,2;
16,0; 11,9; HRMS (ESI"): m/z laskettu [Ci7H,sNOsNa]® 346,1625, m/z mitattu
346,1625, A(m/z) = 0,0 mDa.

13.10 (2S)-metyyli-2-((2S,3S)-2-(2-hydroksi-4-(4-metoksifenyyli)butanamido)-3-

metyylipentanamido)-5-(3-nitroguanidino)pentanoaatti (31)

MeO
- H NI\/\H H,N02
OH
© © O~ "OMe

Karboksyylihappo 25 (1 ekv., 10,0 mg, 30,9 umol), metyyliesteri 23 (1,0 ekv., 10,9 mg,
35,9 umol) ja HOBLt (5,0 ekv, 21,3 mg, 157 umol) liuotettiin 2 mL:an DMF:a ja liuos
neutraloitiin NMM:lla pH 7:4&n ja jaahdytettiin 0°C:ksi. Kiinteda DCC (1,1 ekv., 8,4 mg,
40,7 umol) liséttiin ja reaktiota sekoitettiin huoneenlamma@ssé 54 tuntia. Tdman jélkeen
reaktioseos laimennettiin etyyliasetaatilla ja orgaaninen faasi pestiin kahdesti vedell,
kuivattiin -~ Na,SOg4:lla  ja  konsentroitiin.  Peptidi 31  puhdistettiin ~ flash-
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pylvaskromatografialla (eluentti 2,5-10% MeOH-DCM). Saanto: 14,7 mg, 27,3 pmol,

88%, vaalean keltainen kiinted (kiteinen) aine.

(R,S,S): R#(10% MeOH-DCM): 0,42; Sulamisvali: 58,1-138,3°C (amorfinen);
[@]3°(MeOH)= —7,6° IR (filmi, cm™): 3321; 2927; 2850; 2345; 1741; 1625; 1511;
1243; 1087; 1032; 516; *H NMR (300 MHz, MeOD): 8,01 (1H, s); 7,10 (2H, d, J= 8,5
Hz); 6,83 (2H, d, J= 8,5 Hz); 4,49 (1H, q, J= 4,6 Hz); 2,28 (1H, d, J= 8,0 Hz); 4,07 (1H,
dd, J= 3,6 Hz, 4,3 Hz); 3,76 (3H, s); 3,72 (3H, s); 3,23 (2H, m); 2,65 (2H, t, J= 8,1 Hz);
1,97 (2H, m); 1,68 (2H, m); 1,27 (2H, m); 0,97 (6H, d+t); 13C NMR (75 MHz, MeOD):
177,0; 173,8; 173,4; 161,0; 159,4; 134,9; 130,4; 144,8; 72,0; 58,5; 55,6; 52,7; 41,6;
38,4; 37,9; 34,8; 31,2; 29,6; 26,8; 26,1; 25,9; 15,8; 11,2; HRMS (ESI*): m/z laskettu
[C24H3sNsOgNa]* 561,2643, mitattu m/z 561,2635, A(m/z)= 0,8 mDa.
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TFN-1-035 purified in CDC13
13C NMR at 75 MHz
29.10.2015 Saara Hartikainen
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Aldehyde in CDC13
13C NMR at 75 MHz
26.11.2015 Saara Hartikainen
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CHO-L-Ile-OMe in CDC13
1H NMR at 300 MHz
30.11.2015 Saara Hartikainen
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TFN-1-104 crude in CDC1l3
13C NMR at 75 MHz
26.11.2015 saara Hartikainen
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TFN-1-059 CDC13 at 30 C
13C NMR at 126 MHz w. BBI
09.11.2015/EH
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TFN-1-080 purified S,S,S in CDC13
13C NMR at 75 MHz
23.10..2015 Saara Hartikainen
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Sample: TFN-080

RediSep Column: Silica 24g Gold

SN: E041073849912 Lot: 2216383070Y
Flow Rate: 35 ml/min

Equilibration Volume: 121.0 ml

Initial Waste: 0.0 ml

Air Purge: 1.0 min

Solvent: Al hexane

Solvent: Bl ethyl acetate

Run Notes:

Rf 200

Peak Tube Volume: Max.
Non-Peak Tube Volume: Max.

Loading Type: Solid

Wavelength 1 (red): 254nm

Peak Width: 1 min
Threshold: 0.20 AU

‘Wavelength 2 (purple): 280nm

Wednesday 05 August 2015 12:44PM
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TFN-1-083 MeOD at 30 C
13C NMR at 126 MHz w. BBI
10.11.2015/EH
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Table 1. Crystal Data and Details of Data Collection

Name of the Compound

Structure Solved by

khe013Mo-exp_1156_raf2

Kaisa Helttunen

Structural Formula

Chemical Formula

C17H2sNOs

Cell Constants with Standard Deviations

a[A] 10.70349(18)
b[A] = 13.6196(2)
c[A] = 24.1228(4)
w’] = 90
Bl = 90
° = 90
V[AY 3516.54(11)
Te] = -153.0
Molecular weight Crystal Colour Crystal Size
M, = 323.38 gmol” colourless 0.20 x 0.15 x 0.05 mm
Molecules in Unit Cell Calculated Density
Z=8 Deye = 1.222 Mg/m® F(000) = 1392 ¢
Crystal System Space Group Refl. Used for Cell Parameters
orthorhombic P2,2,2, CCD measurement
Wavelength Monochromator / Filter Oscillation Angle and Exposure Time

2=0.71073 A

mirror

1.0°/120 s

Absorption Coefficient

Method of Absorption Correction

Absorption Correction

n=0.089 mm’

Abspack

min: 49.4 % max: 100.0 %

Reflections Collected

No. of Independent Reflections

Internal Consistency

39275

8364

Ry = 0.0497

No. of Observed Reflections

No. of Refined Parameters

Detector to Crystal Distance

6833 441 Dx =50 mm
Error of Fit
R =0.0442 R, = 0.0964 1.062

Final Maximum Shift/Error

Final Difference Fourier

Flack parameter

0.00 A

0.22and -0.23 e. A3

Isotropic Extinction Coefficient

Remarks

e Agilent SN-Mo

Sample from Saara Hartikainen, crystallized form EtOAc with hexane diffusion.
C10 chirality (R) deduced from known chirality of C12 (S).
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