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TIIVISTELMA

Tamén pro gradu -tutkielman kirjallisessa osassa tutustutaan luonnossa esiintyviin
syklobutaanirenkaan sisdltdviin yhdisteisiin biokemiallisesta ja synteettisestd ndkokulmasta.
Aihe on rajattu laajuutensa takia késittelemddn padsdantoisesti terpeenien funktionalisoituja
johdannaisia, eli terpenoideja. Kirjallisen osan aiheen rajauksen perustana toimi kokeellisessa

osassa tehdyn tutkimuksen aihe, jota valittu kirjallisuuskatsaus pohjustaa oleellisesti.

Syklobutaanirenkaan sisdltdvid terpenoideja on 16ydetty luonnollisista olosuhteista monista
erityyppisistd organismeista. Syklobutaanijohdannaiset ovat syklobutaanin reaktiivisuudesta
johtuen hyvid ladhtOaineita reaktioille, mutta samasta syystd my0s mielenkiintoisia kohteita
luonnonainesynteesissd. Kirjallisessa osassa pohjustetaan ensin syklobutaanin ominaisuuksia
ja tyypillisid menetelmid syklobutaanirenkaan muodostamiselle. Tdmén jélkeen kirjallisessa
osassa kasitellddn tarkasti syklobutaanirenkaan siséltdvien terpeenien ja terpenoidien
luonnollisia biosynteesejd, sekd syklobutaanirenkaan sisdltdvien terpenoidien synteesid,

huomioiden tyypillisimpid syklobutaanin muodostamisen menetelmié.

Tyon kokeellisessa osassa tutkitaan syklobutaanirenkaan siséltdvan diterpenoidin, humilisiini
E:n, erddn mahdollisen synteesistrategian kayttokelpoisuutta. Humilisiini E siséltdd 9- ja 4-
renkaan bisyklin, jonka mahdolliseksi synteesistrategiaksi ehdotettiin  9-renkaan
muodostamista liittdmélld valmiiseen 4-renkaaseen sopiva sivuketju. TyOssd pyrittiin
valmistamaan 9-renkaan muodostusta varten tarkoitetun sivuketjun mallireaktio.
Reaktioyritykseksi valikoitui konjugaattiadditio a,p-tyydyttymittomédin syklobutaaniseen
esteriin. Onnistuimme a,B-tyydyttyméttomén syklobutaanisen esterin allylaatiossa f-asemaan
kiyttden menetelménd fluoridi-ioni-indusoitua allylaatiota, mutta kaavaillun 9-renkaan
muodostavaa sivuketjua mallintava metallylaatio ei onnistunut samalla menetelmélla.
Kokeellisen osan lopussa on esitetty vaihtoehtoisia menetelmid, joita voitaisiin kayttdd 9-
renkaan muodostavan sivuketjun liittdmisessd o,pB-tyydyttymittoméaén syklobutaaniseen

esteriin.
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KIRJALLINEN OSA



1 Johdanto

Kompleksien molekyylien ja luonnonaineiden valmistaminen vaatii tehokkaita regio- ja
stereoselektiivisid strategioita kiaytdnnollisen synteesin toteuttamiseen. Pienet sykliset
rakenteet, kuten syklopropaanin ja syklobutaanin johdannaiset, ovat nousseet vuosien saatossa
tdhdn asemaan. Niiden syklisten rakenteiden valmistukselle on l0ydetty useita erilaisia
menetelmid, ja niiden arvo orgaanisten synteesien ldhtdaineena on noussut korkeaksi. Pienet
sykloalkaanit ja niiden johdannaiset ovat epdedullisten sidoskulmien takia reaktiivisia, ja ne
kykenevit tistd syystd monenlaisiin erilaisiin reaktioihin, joita orgaaniset kemistit kaipaavat

synteesin tyokaluiksi.!

Sidoskulmien aiheuttamasta jénnityksestd huolimatta syklobutaanisia yksikditd osana
hiilirunkoa on l0ydetty useista erilaisista luonnonaineista (kuva 1). Terpeenit, ja eritoten
terpenoidit ovat laaja luonnonaineiden joukko, joilla on usein kemiallisesti monimutkainen
rakenne. Terpeenit ja terpenoidit kiinnostavat sekd synteettisten haasteiden, ettd potentiaalisten

biologisten aktiivisuuksiensa vuoksi synteesikemisteji. >

Ph OH

Fainanoidi F Psiguadiali B

Astellateeni

Kuva 1: Esimerkkejd luonnosta 16ydetyistd syklobutaaniosan sisdltivistd luonnonaineista;

sesterterpeeni astellateeni, triterpenoidi fainanoidi F ja meroterpenoidi psigudiali B.>*

Tamin pro gradu -tutkielman kirjallisessa osassa perehdytddn lyhyesti syklobutaanin
johdannaisten ominaisuuksiin, ja syvemmin syklobutaanirenkaan muodostumiseen ja
syklobutaanirenkaita sisdltdvien luonnonaineiden biosynteesiin. Viimeisessd luvussa on useita

esimerkkejd kirjallisuudesta, joissa on raportoitu syklobutaanisten terpenoidien kokonais- tai



muodollisia synteesejd, ja niitd kdsitellddn tarkasti reaktiomekanismien avulla. Tédma
aihekokonaisuus pohjustaa kokeellista osuutta, jossa syklobutaanisesta ldhtdaineesta pyritdén

kartoittamaan mahdollisuuksia seskviterpenoidi humilisiini E:n synteesistrategioihin.

2 Syklobutaani ja substituioidut syklobutaanit

Syklobutaanin kédyttdminen ldhtdaineena suurien ja kompleksien molekyylien synteeseille on
herdttinyt viime vuosikymmenind huomiota synteesikemistien keskuudessa. Tama selittyy
kehittyneilld metodeilla syklobutaanin muodostamiselle seka silld, ettd syklobutaanirengas on

luonnostaan jinnittynyt ja reaktiivinen.!

Useissa luonnonaineissa, kuten terpenoideissa, esiintyy syklobutaanirengas molekyylin
rungossa huolimatta siité, etti syklobutaani on jinnittynyt, korkeaenerginen rakenne.’ Tami
atheutuu osin siitd, ettd erilaiset substituentit renkaassa vaikuttavat syklobutaanirenkaan

stabiilisuuteen.

Téssd luvussa tarkastellaan syklobutaanin ja sen johdannaisten sisdisid
ominaisuuksia, seki esitellddn miten tietyt ominaisuudet vaikuttavat syklobutaanijohdannaisten

muodostumiseen.

2.1 Syklobutaanin energia ja ominaisuudet

Sykloalkaanien homologisessa sarjassa eri kokoisten renkaiden vililli on eroja sekd
sidoskulmien jannitysenergioissa ettd muodostumisentalpioissa. Taulukosta 2.1 huomataan,
kuinka syklobutaanin muodostumisentalpia, sekd sidoskulmien jdnnitysenergia poikkeavat

huomattavasti yleisemmisti homologeista, syklopentaanista ja sykloheksaanista.®



Taulukko 2.1: Esimerkkejd sykloalkaanien kokeellisista muodostumisentalpioista, sekd
laskennallisista sidoskulmien jénnitysenergioista'-

Sykloalkaani AHy? Jannitysenergia, (kcal/mol)
] 6,78 26,3

O - 18,44 7,28
O 295 1,43

Tetraedrisen sp*-hybridisoituneen hiilen sidoskulmat ovat 109,5°. Sykloalkaanit eivit

kuitenkaan syklisen rakenteensa johdosta kykene muodostamaan tdydellistd tetraedrista
sidoskulmaa jokaiseen substituenttiin ndhden, joten sykloalkaanien sidoskulmat ovat
jénnittyneitd. Tasomaisena syklobutaani olisi nelid, jolloin hiilien véliset sidoskulmat olisivat
90°. Tdma4 ei kuitenkaan vastaa todellisuutta, silld kolmiulotteisesti tarkasteltuna syklobutaani
ei ole tasomainen, vaan poimuttunut (engl. puckered). Rengas poimuttuu eli rypistyy siitdkin
huolimatta, ettd rypistyneen syklobutaanin hiilien viliset sidoskulmat ovat vield tasonelion
sidoskulmia pienemmdt, vain 88°. Rypistyminen lievittdd torsiojdnnitysté hiilien sidoskulmien

kustannuksella (kuva 2.1).°

H H
H
H H
H H HH H
H H M
H H H
2.1 2.12
K . "
H
SEE H/?ﬂ
2.1' 2.12"

Kuva 2.1: Teoreettinen tasomainen syklobutaani (2.1) ja sen Newmanprojektio (2.17), seka

todellinen syklobutaanin poimuttunut konformaatio (2.12) ja sen Newmanprojektio (2.12”).°



2.2 Substituenttien merkitys syklobutaanin stabiilisuuteen

Gem-disubstituenttiefekti on ilmid, jota voidaan hyodyntdd syklisten rakenteiden synteesissa.
Kaksi metyylisubstituenttia yhden hiilen paéssd, eli a-asemassa siitd hiilestd, joka osallistuu
intramolekulaarisessa syklosaatiossa sidoksen muodostamiseen nopeuttaa
renkaanmuodostumisreaktiota.  Gem-disubstituoidun ~ molekyylin  intramolekulaarinen
syklisaatio on helpompaa verrattuna vetysubstituoituun molekyyliin. Tdméin lisdksi gem-

disubstituutio lisdd stabiilisuutta muodostuneeseen renkaaseen.

Gem-disubstituenttiefektin kuvailivat ensimmadisenéd Beesley, Ingold, ja Thorpe vuonna 1915.
He esittivit, ettd efekti voidaan selittda kineettisesti: kahden geminaalisen metyylisubstituentin
vilinen repulsio a-hiilessd suurentaa substituenttien ja hiiliatomin vilistd sidoskulmaa.
Sidoskulma on suurempi kuin vastaavien C-H-sidosten vélinen kulma a-asemassa, koska C-H-
sidosten vélinen repulsio ei ole yhtd voimakasta. Metyylisubstituenttien keskindinen repulsio
puolestaan pienentdd muodostuvan renkaan sisdistd kulmaa (kuva 2.2). Gem-
disubstituenttiefektin aiheuttama 6-kulman pieneneminen tuo renkaan sulkeutumisessa
reagoivat funktionaaliset ryhmit 14hemmaéksi toisiaan, jolloin molekyylin sisdinen reaktio

nopeu‘[uu.7

0;<6,<8;

Kuva 2.2: Gem-disubstituenttiefekti havainnollistettu metyyliryhmien aiheuttaman sisdisen

sidoskulman, 0, pienenemiseni.”®

Bruice ja Pandit ehdottivat ilmidlle vaihtoehtoiseksi selitykseksi reaktiivista rotameeria. Heidén
havaintonsa oli, ettd dimetyylisubstituutio reaktiivisen hiilen a-asemassa suosii syklisoituvassa
systeemissd gauche-konformaatiota anti-konformaatiota sijaan. Tdmé aiheutuu kahden
metyyliryhmin toisilleen aiheuttamasta steerisestd hylkimisestd. Tamidkin hypoteesi perustuu
kineettisyyteen, mutta syyné tdhén olisi pddosin gauche-konformaatio, joka pakottaa reagoivat

yksikdt molekyylin sisélli 1ihestymiin toisiaan (kuva 2.21).°



R R R\
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Anti Gauche Rengas
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Kuva 2.21: Gauche-konformaatio on esitetty olevan todennékdinen syy gem-

disubstituenttiefektille intramolekulaarisessa syklisaatiossa.®®

Vuonna 1991, Jung ja Gervay julkaisivat koesarjan, jossa he kykenivit vertailemaan Beesleyn,
Thorpen ja Ingoldin (6-kulman pieneneminen) sekd Bruicen ja Panditin (reaktiivinen rotameeri)
esityksid gem-disubstituutioefektille. Jung ja Gervay rakensivat kokeellisen systeemin, jolla he
esittivdt gem-disubstituenttitiefektin olevan perdisin vain toisesta edelld mainituista syisté. Jos
reaktiivinen rotameeri on vallitseva tekijd gem-disubstituenttiefektille, niin gem-asemasta
syklisesti lukittu systeemi 2.20 syklisoituisi yhtd nopeasti kuin gem-dimetyylisubstituoitu
yhdiste 2.21. Toisaalta, jos 2.20 syklisoituu yhtd nopeasti tai hitaammin kuin gem-
dihydrosubstituoitu 2.22, niin 6-kulman pieneneminen on suuremmassa roolissa kuin

reaktiivinen rotameeri (kuva 2.22).%

2

H
AH\»&_' (CHp)X JoN
Hzc}iﬁ 2 HaC( CH2 HH

Me Me )\
" H H H X(HzC)m*e—‘ (CH2),Y X(H2C)m™--"(CH2),Y
(CHy),Y (CHp)pY S
6 > 109,5° 0=112,2°
2.20 2.21 2.20 2.22

Kuva 2.22: Gem-disubstituutio pienelld renkaalla kuten 2.20:1la on samanlainen vaikutus
reaktiivisessa rotameerissd kuin gem-dimetyylisubstituoidussa 2.21. Sisdinen kulma, 6, on

yhdisteessi 2.20 suurempi kuin gem-dihydrosubstituoidun 2.22 sisiinen kulma.®

Jung ja Gervay kayttivit 2-furfuryylimetyylifumaraatteja 2.23 Diels-Alder-reaktiossa, jossa

muodostui yhdisteitd 2.24 (kaavio 2.2). Jung ja Gervay méérittivit muodostumisvakioita useille



eri gem-disubstituutiovarianteille, ja havaitsivat ettd 2-furfuryylimetyylifumaraattien
molekyylinsisdinen Diels-Alder-reaktio lukitulla gem-syklobutaanilla 2.23¢ tapahtui 100 kertaa
nopeammin kuin vastaavalla gem-dihydrosubstituoidulla yhdisteelld 2.23a ja 20 kertaa
nopeammin kuin monometyylisubstituoidulla yhdisteelld 2.23b. Lisdksi he havaitsivat, ettd
yhdisteen 2.23c¢ syklisaation nopeusvakio on vain kymmenesosa vastaavan gem-
dimetyylisubstituoidun 2-furfuryylimetyylifumaraatin 2.23d syklisaation nopeusvakiosta.
Kokeen tulokset tukevat hypoteesia, jossa reaktiivinen rotameeri gem-disubstituenttiefektin

takana on suuressa roolissa ainakin 5-renkaiden muodostumisessa.®

R’ o R R
R—-0O 0. /~0
0
No A ]
COOMe COOMe
2.23 2.24

ksuhteellinen

2.23a R=R'=H 2.24a 1
2.23b R=H,R'=Me 2.24b 8,35
223c R,R'=(CH,); 2.24c 208
2.23d R R'=Me 2.24d 2123

Kaavio 2.2: Jungin ja Gervayn 2-furfuryylimetyylifumaraattien Diels-Alder-kokeet. 2.23¢
syklisaatio tuotteeksi 2.24¢ oli huomattavasti nopeampi kuin 2.23b = 2.24b ja 2.23a >
2.24a8

Jung ja Gervay havaitsivat myos, ettd furfuryylimetyylifumaraattien syklisaationopeus kasvoi
livottimien poolisuuden noustessa. Syy syklisaation nopeutumiselle poolisuuden kasvaessa
johtui 2-furfuryylimetyylifumaraattien esterikytkoksestd gem-substituoidussa hiilessa.
Syklisaatiota edeltdvén siirtymatilan s-cis-konformeeri on dipolimomentiltaan suurempi kuin
lahtoaineen stabiili s-trans-konformeeri, joten 2-furfuryylimetyylifumaraattien polaarinen
Diels-Alder-siirtymadtila on stabiloitu poolisissa liuottimissa ja tdten poolinen liuotin lisdd
syklosaationopeutta. = Havainto  sai  Jungin  tyoryhmédn  kiinnostumaan  gem-
dialkoksisubstituoiduista systeemeistd, ja testaamaan gem-dialkoksisubstituution vaikutusta
intramolekulaariseen syklisaation. Jungin tyoryhmaé teettivédt koejirjestelyn timén nk. gem-
dialkoksiefektin tutkimiselle. Kokeessa muodostettiin syklobutanoni 2.26
radikaalisyklisaatiolla gem-dialkoksisubstituoidusta yhdisteestd 2.25 (kaavio 2.21 a). Gem-

dietoksisubstituoitu bromiheksanoaatti 2.25 syklisoitui selektiivisesti ketaaliksi 72 % saannolla.



Ketaalin késittely hapolla johti puhtaaseen syklobutanoniin 2.26. Vastaava bromiheksanoaatti,
jossa alkoksiryhmien tilalla oli kaksi geminaalista metyyliryhméaa, tuotti samoissa reaktio-

olosuhteissa suurimmaksi osin avoketjuista sivutuotetta 2.27 (kaavio 2.21 b).!°

a)
EtO OEt EtO. OEt
BusSnH
Br uzon HCI
AIBN H,O
\ tolueeni 93 %
CO,Et 2% CO,Et CO,Et
b)
Me Me EtO_ OEt
BU3SHH
Br AIBN +
\ tolueeni
CO,Et CO,Et COAEt
2.27
3 1

Kaavio 2.21: Jungin tyéryhmén radikaalisyklisaatiokokeita gem-dialkoksiefektin
havainnollistamiseksi. A) 2.25 radikaalisyklisaatio ketaaliksi ja edelleen
syklobutaanijohdannaiseksi 2.26 b) Gem-dimetyylisubstituoidun bromiheksanoaatin

radikaalireaktion avoketjuisen tuotteen 2.27 ja ketaalituotteen suhde.!°

Entalpisia selityksid gem-disubstituenttitiefektille on pyritty esittimdin nimenomaisesti
syklobutaanien muodostumisen kannalta kdyttden myos laskennallisia menetelmid. Vuonna
2007 Ringer & Mager!!' laskivat CCSD(T)-metodilla nolla-piste- ja elektronisia energioita
hyperhomodesmoottiselle syklobutaanien muodostumismallille. He tulivat tulokseen, joka
ennakoi 1,1-dimetyylisubstituoidun syklobutaanin olevan rengasjénnitykseltddn jopa vain 18,2
kcal'mol!. Tidmi olisi merkittivi muutos verrattuna vetysubstituoidun syklobutaanin
rengasjinnitykseen 26,3 kcal-mol™! (alaluku 2.1, taulukko 2.1). T#hén tutkimukseen Bachrach'?
vastasi omalla laskennallisella tutkimuksellaan. Hén laski energioita syklobutaanin, 1-
metyylisyklobutaanin, sekd 1,1-dimetyylisyklobutaanin ryhméekvivalenttisille reaktioille
kéyttden erilaisia laskennallisia menetelmid. Hin myds vertaili Ringer & Magerin kdyttdmaa

CCSD(T)-menetelméd  laskeakseen syklobutaaneja  vastaavien syklopropaanien ja



syklopentaanien rengasjinnityksid. Tulokset osoittivat, ettd rengasjénnitysenergian ero 1,1-
dimetyylisubstituioidun syklobutaanin ja vetysubstituoidun syklobutaanin vélilli on alle 2

kcal-mol .2

On selvdd, ettd gem-disubstituenttiefekti nopeuttaa intramolekulaarista syklisaatiota.
Taménhetkisen tiedon valossa, gem-disubstituenttiefektin takana ovat suuressa miérin
entalpiset tekijat, vaikka usein kirjallisuudessa puhutaankin myo6s Thorpe-Ingold-efektistd
(sisdisen kulman pieneneminen). On myds mahdollista, ettd molemmilla tekijoilld on oma

vaikutuksensa.

3 Strategioita syklobutaanijohdannaisten synteesiin

Avoketjuisten ldhtoaineiden syklisaatio, [2+2] -sykloadditio sekd syklopropaanin
laajentaminen ovat pddsdantdiset strategiat syklobutaanijohdannaisten syntetisoimiselle.
Kutakin strategiaa voidaan toteuttaa useilla eri menetelmilld ja kaikkia niitd on kdytetty hyviksi
luonnonainesynteeseissi, jossa rakenteisiin kuuluu syklobutaaniyksikkd.!*  Tulevissa
alaluvuissa (3.1, 3.1.1, 3.1.2, 3.2, 3.3) perchdytddn syvemmin jokaiseen erilaiseen strategiaan

ja niihin siséltyviin menetelmiin esittden niitd reaktiomekanismeilla.

3.1 [2+2] -sykloadditiot

Yksi orgaanisen synteesin tunnetuimpia ja kdytetyimpid synteesimenetelmid on [2+2] -
sykloadditio. Tama reaktio tapahtuu yleisesti kahden hiili-hiili-kaksoissidoksen vililld, jolloin
ne muodostavat neljdn hiilen rengasrakenteen. Kyseessd on siis kahden uuden c-sidoksen
muodostuminen kahdesta n-sidoksesta. [2+2] -sykloadditioita voi tapahtua termisesti,

valokemiallisesti sekdi valokemiallisella siirtymémetallikatalyysilla.'*

[2+2] -sykloadditio voi teoriassa tapahtua erilaisilla tavoilla, jotka perustuvat
rintamaorbitaalien symmetriaan. Kuvassa 3.1 a on havainnollistettu yksinkertaisten alkeenien
supra/supra eli [«2s+ 2], antara/antara eli [:2s+ z2a] sekd supra/antara eli [z2a+ x2a] -

sykloadditiotavat, jotka voivat teoriassa johtaa [2+2] -syklisaatioon.'*
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Termisesti, sekd valokemiallisesti tapahtuvat [2+2] -sykloadditiot kahden alkeenin vélilld
ohjautuvat Woodward-Hoffmann-siéntdjen'® puitteissa eri tavoin. Valokemiallisessa [2+2] -
sykloadditiossa toinen reagoivista komponenteista polarisoituu, ja tidmén virittyvin
kaksoissidoksen perustilalla oleva elektroni nousee m -orbitaalille (SOMO) (Kuva 3.1 b).
Valokemiallisesti viritetyn alkeenin (SOMO) ja perustilalla olevan alkeenin (LUMO) vililla
tapahtuva syklisaatio on virityksestd aiheutuvan molekyyliorbitaalien symmetrian vuoksi
mahdollista sekd [z2st 2s] - ja [+2aT =2a] -tavoilla. Kuitenkaan [-2s+ x2.] -tavalla
orbitaalisymmetria ei tdsméa, joten reaktio ei voi tapahtua télla tavoin valokemiallisesti (kuva
3.1 ¢). Useimmin valokemiallista [2+2] -sykloadditiota hyddynnetdén silloin, kun toinen tai
molemmat reagoivista komponenteista ovat helposti polarisoituvia, kuten enoneja'*. Niiti

tarkastellaan tarkemmin seuraavassa alaluvussa (3.1.1).16!7

Termisesti tapahtuva [2+2] -sykloadditio ei ole sallittu orbitaalisymmetrian perusteella [z2s+
x2s] - tai [z2at+ 22a] tyyppisind reaktioina. Kuvassa 3.1 b on havainnollistus kiytinnossa
mahdottomasta [2s+ 72s] -sykloadditiotavasta termisessd prosessissa. Termisessd prosessissa
mahdollinen sykloadditiotapa on sen sijaan [z2s+72a], koska timé tapa on orbitaalisymmetrian
kannalta mahdollinen virittymittomille alkeeneille. Termisestd [2+2] -sykloadditiosta

kerrotaan mydhemmin niille tarkoitetussa alaluvussa (3.1.2).1%17



a) m2s m2s n2a c)
%8 8% %8 [42s + 11 2]
2 Trza Tr2a .

Terminen

LuMo 9 — i ng
:x |

['IT 25 + 'ITZa]

Valokemiallinen

LuMo g — T
SOMO 8—8 Lo

Kuva 3.1: a) Yksinkertaisten alkeenien mahdollisia tapoja reagoida [2+2] -sykloadditiolla.'*
b) Valokemiallisessa supra/supra [2+2] -sykloadditiossa HOMO:n elektroni virittyy 7 -
orbitaalille (SOMO), jolloin orbitaalisymmetria tisméa. Termisessd [2+2] -sykloadditiossa
HOMO siilyy ennallaan, joten supra/supra ei ole sallittu.' ¢) Valokemiallisessa [2+2] -
sykloadditiossa supra/supra, sekd antara/antara -reaktiot ovat orbitaalisymmetrian perusteella

sallittuja, mutta supra/antara vain termisessi [2+2] -sykloadditiossa.!®

Riippumatta siitéd, tapahtuuko reaktio valokemiallisesti vai termisesti, [2+2] -sykloaddition on
tapahduttava jollakin niistd ylld esitetyistd tavoista. Termisen prosessin reaktiot eivit ole
sallittuja orbitaalisymmetrian perusteella valokemiallisessa prosessissa, eikd valokemiallisen

prosessin reaktiot ole sallittuja termisessé prosessissa (taulukko 3.1).
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Taulukko 3.1. Sadidnnot erilaisten m-elektronirakenteiden sallituille reaktioille kahden

komponentin sykloadditiossa'¢

Elektronien Ikm. Termisesti sallittu Valokemiallisesti sallittu
an+ 2 Supra/supra Supra/antara
Antara/antara Antara/supra
an Supra/antara Supra/supra
Antara/supra Antara/antara

3.1.1 Valokemialliset [2+2] -sykloadditiot

Valokemialliselle [2+2] -sykloadditiolle on erilaisia ldhtdkohtia syklisen nelirenkaan
muodostamiseksi. Malliesimerkkind valokemiallisessa [2+2] -sykloadditiossa voidaan kayttaa
helposti polarisoituvaa enonia ja yksinkertaista alkeenia. Valokemiallisen [2+2] -sykloaddition

reaktiomekanismin voi piirtdd kahdella eri tavalla (kaavio 3.1.10).

b)

o Jﬂj
)ﬁﬂj L )TA

Kaavio 3.1.10: Valokemiallisen [2+2] -sykloaddition reaktiomekanismi piirrettyni a)

vélivaiheen radikaali hakasulkeissa ja tdhdelld yldindeksissi tai b) diradikaalin

kaarinuolihahmotelmana.'®

Yleisesti ottaen tdmaén kaltaiset reaktiot eivit vilttdmaétti ole perisyklisid, vaan voi tapahtua
my0s vaiheittain diradikaalisten vilivaiheiden kautta. Ensin virittynyt enoni siirtyy
singlettitilalta triplettitilalle, ja tdtd prosessia kutsutaan systeemien véliseksi siirtyméksi (engl.
intersystem crossing, ISC). ISC johtaa enonin ja perustilalla olevan kaksoissidoksen véliseen

triplettidiradikaaliin. Tdmaén triplettidiradikaalivdlivaiheen spinin inversio muuttaa systeemin
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singlettidiradikaaliksi, jonka jdlkeen singlettidiradikaalin rekombinaatio muodostaen uuden c-
sidoksen (kuva 3.1.10 a). Kuvassa 3.1.10 b on orbitaalidiagrammi, joka havainnollistaa toisen
kaksoissidoksen virittymisestd johtuvan elektronin nousun m -orbitaalille (SOMO). SOMO
pystyy vuorovaikuttamaan alkeenin kaksoissidoksen 7 -orbitaalin kanssa (LUMO). Sek
HOMO-HOMO- ettd  SOMO-LUMO-vuorovaikutukset ovat  energiaa  laskevia

valokemiallisessa [2+2] -sykloadditiossa.'®!

* *

Singletilta

a)
(0] (@] 0] SN O
é hv é tripletille é R
g
/
0 . O o)
b b b
—R —R

Singletti- Tripletti-
diradikaali diradikaali
b)
somMo T + —— T LUMO

Virittynyt kaksoissidos Perustilalla oleva kaksoissidos

Kuva 3.1.10: a) Vilivaiheet valokemiallisessa [2+2] -sykloadditiossa'’ ja b)

rintamaorbitaalien energiadiagrammi valokemialliselle [2+2] -sykloadditiolle.'®

Kuvassa 3.1.11 on esitetty [z2a+ z2a] -sykloaddition teoreettinen kulku. Vaikka tdllainen
sykloadditio on orbitaalisymmetrian perusteella sallittu, se ei onnistu geometrisista syista.
Kaksoissidoksen hiilten substituentit ja C-H-sidokset estdvét [z2.+ x2a] -sykloadditioon

vaadittavan siirtymitilan muodostumisen (kuva 3.1.11).!5-16
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H A

Kuva 3.1.11: [z2at+ z2a] -sykloadditio tapahtuu alkeenisten komponenttien suorakulmaisessa

siirtymatilassa, mutta vetysubstituentit hdiritsevét siirtymaétilan muodostumista (punaiset

aaltoviivat).'>1°

Todellisuudessa suotuisin reaktio valokemiallisessa [2+2] -sykloadditiossa on tasomainen [z2s+
2s],'% joka mahdollistaa stereospesifisen syklobutaanijohdannaisen muodostamisen.!”
Esimerkiksi (Z)-2-buteeni dimerisoituu lyhyilld reaktioajoilla joko (/R",2R",3S",4S") -1,2,3,4-
tetrametyylisyklobutaaniksi (3.1.11), tai (1s,2s,3s,4s)-1,2,3,4-tetrametyylisyklobutaaniksi
(3.1.12) (kaavio 3.1.11). Jotta reaktiosta saadaan hyvd saanto, on (Z)-2-buteenin
lahtokonsentraation oltava korkea. Laimea reaktioseos huonontaa isomeerien 3.1.11 ja 3.1.12

saantoa, silli (Z)-2-buteenien isomerisoituminen saattaa tapahtua ennen dimerisoitumista.?’

44 : 56
h

R A= Gy

3.1.11 3.1.12

Kaavio 3.1.11: (£)-2-buteenin [2+2] valokemiallisen syklisaatiotuotteiden stereokemia ja

dimeerien suhde 24 tunnin reaktioajalla.?

3.1.2 Termiset [2+2] -sykloadditiot

Aiemmin mainittiin (luku 3.1), ettd orbitaalisymmetria ei salli [2+2] -sykloaddition
muodostumista syklobutaaniksi supra/supra — tai antara/antara -syklisaatiotavoilla ilman, ettéd
toisen komponentin elektronit virittyvit o -orbitaalille. Jotkin tietyt yhdisteet voivat kuitenkin
sallia syklobutaanin muodostumisen [2+2] -sykloadditiossa supra/antara -tavoilla termisessi

prosessissa.
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Tyypillisin esimerkki, jolla tdimén kaltainen [2+2] -sykloadditio voidaan muodostaa, on keteeni.
Geneerinen keteeni 3.1.2 ja sen molekyyliorbitaalit 3.1.2” on havainnollistettu kuvassa 3.1.2 a.
Jokaiseen termiseen [2+2] -sykloadditioon vaaditaan keteenin tapaan hiili, jossa on kaksi
kaksoissidosta. Tdmén hiilen on oltava myos elektrofiilinen, jotta tyypillinen alkeeni pystyy
hyokkédaméén sithen (kuva 3.1.1 c). Jotta reaktio voi tapahtua, tdytyy nukleofiilind toimivan
alkeenin asettua oikeaan asentoon elektrofiilisen keteenin orbitaalien suhteen. Télld tavoin
nukleofiilin HOMO pystyy vuorovaikuttamaan kuvan 3.1.1 b (katkoviivat) tapauksessa
keteenin m -orbitaalin kanssa (LUMO). Woodward ja Hoffmann'? ehdottivat tihin, etti
siirtymétila on stabiloitu myos sekundaarisilla vuorovaikutuksilla alkeenin HOMO:n ja
keteenin mcc-orbitaalin vélilld (kuva 3.1.1 b aaltoviivat). Tdmin tyyppinen asetelma siséltia
enemmain rakentavia vuorovaikutuksia kuin hajottavia, suosien syklisaation tapahtumista
siirtymadtilasta tuotteeksi. Tyypillinen [2+2] -sykloadditio on mahdollinen esimerkiksi
syklopenta-1,3-dieenin (3.1.21) ja diklooriketeenin (3.1.22) vilill4, jonka kaarinuolilla kuvattu

mekanismi on esitetty kuvassa 3.1.1 ¢.!41°

a)
R
>:C:O (}OT;Q—
3.1.2 R 342
b) .
C=0 ()
0 Lumo [/'
free o<
() HomO : ivwwmg wg
c)
Q H o
T
Jm cl
Cl H ClI

3.1.21 3.1.22

Kuva 3.1.1: a) Geneerinen keteeni 3.1.1 ja sen molekyyliorbitaalit 3.1.1°. b) Esitys termisesti
reagoivien yksikoiden kolmiulotteisesta asetelmasta orbitaalien suhteen seki HOMO-LUMO
vuorovaikutukset. ¢) Malliesimerkki termisestd [2+2] -sykloadditiosta syklobutaanin

johdannaiseksi.'®!”
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3.2 Avoketjuisten lihtoaineiden syklisaatio

Syklobutaanin muodostaminen avoketjuisista 1dhtdaineista on mahdollista 1,4-syklisaatiolla.
Tdmé voi tapahtua, jos lidhtOaine siséltdd nelirenkaan muodostumista varten sopivasti
ionisoituvat tai radikalisoituvat hiilet, jotka voivat muodostaa kovalenttisen sidoksen.
Radikaalirekombinaation kautta tapahtuvat 1,4-syklisaatioprosessit usein 10ytdvit jonkin
stereoselektiivisen tasapainon stereogeenisen hiilen suhteen. Kuitenkin joissain tapauksissa
stereoelektroniset muutokset molekyylin syklisaation aikana voivat aiheuttaa huomattavaa

spesifisyytti tietyn enantiomeerin muodostumiselle. '

Syklobutaanijohdannaisen muodostuminen 1,4-syklisaatiossa séilyttdd stereokemian renkaan
siséltdvien 2- ja 3-hiilien kesken, jotka eivdt osallistu sidoksen muodostamiseen.
Enantiomeeristen syklobutaaniyksikdiden muodostuminen on tutkittua. Tutkimuksissa
kiytetdin usein luonnonaineista johdettuja, enantiomeerisesti puhtaita substraatteja.'* Luvussa
5 esitellddn toitd, joissa syklobutaaniyksikon sisdltdvid luonnonaineita on muodostettu

avoketjuisten vélivaiheiden syklisaatioilla.

Intramolekulaarinen ~ Sy2-reaktio  ditianyyliepoksidissa 3.2  voidaan  aikaansaada
deprotonoimalla hapan protoni rikkien vilissd olevalta hiileltd (nukleofiilinen syklisaatio).
Muodostuva karbanioni hyokkdd epoksidin hiileen intramolekulaarisesti aiheuttaen
syklisaation ja 4-renkaan 3.21 muodostumisen tdydelliselld stereokemian inversiolla (kaavio

3.2).2!

OH
O O
H : S/j
Meo/\/g"’/ S /\/&:\@,S Meo/\_/’,,/

B ‘/\q/ —— > MeO B g —_ > 6Me S
OMe OMe S OMe OMe S
MeO

3.2 3.21

Kaavio 3.2: Ditianyyliepoksidin 3.2 ioninen intramolekulaarinen Sn2-syklisaatio 4-renkaaksi

3.21.%

Intramolekulaarinen radikaalirekombinaatio jossa muodostuu syklobutaanirengas on
havainnollistettu kaaviossa 3.21. Dimetyylimintsulfidin 3.22 pilkkoutuminen muodostaa 7-
renkaaseen radikaalit, jotka voi yhéd rekombinaation kautta muodostaa nelirenkaan sisdltdvin

trisyklin 3.23.%
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. H
-Lil 3. -SMe,
H H
: H H
3.22 3.23

Kaavio 3.21: Intramolekulaarinen radikaalisyklisaatio syklobutaaniyksikon
muodostumiselle.??

Radikaalisyklisaatiota voi kayttid myos avoketjuisen ldhtdaineen, kuten aldehydin 3.24
stereoselektiiviseen intramolekulaariseen syklisaatioon. Esimerkiksi samarium(Il)jodidilla
voidaan pelkistdd karbonyyliryhmid vastaaviksi ketyyliradikaaleiksi. Nami radikaalit voivat
edelleen syklisoitua radikaaliadditiolla. Aldehydin 3.24 tapauksessa ketyyli-alkeenisyklisaatio
tapahtuu samarium(Il)jodidilla pelkistetyn karbonyylin (o-asema) ja tyydyttymittomén vy-
aseman valilli. Tdma johtaa stereoselektiiviseen 4-ekso-trig-syklisaatioon alkoholiksi 3.25,

jossa on kaksi uutta stereokeskusta (kaavio 3.22).%°

—_—

0-Sml,

Kaavio 3.22: Samarium(II)jodidin yhden elektronin siirrot karbonyyleille aldehydissé 3.24, ja

sitd seuraava intramolekulaarinen 4-ekso-trig-syklisaatio alkoholiksi 3.25.%
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3.3 Syklopropaanin laajennus

Renkaan supistamisen lisdksi syklobutaanirengas voidaan valmistaa laajentamalla
syklopropaanrengasta. Laajentaminen voidaan tehdd syklobutaaniksi vain syklopropaanista,

mutta tihin laajennukseen on useita erilaisia menetelmi.'!

Esimerkiksi  heteroatomisubstituoituja  syklopropyylikarbinoleja  voidaan  hyddyntdd
happokatalysoidussa toisiintumisessa. Kaaviossa 3.3 a on malliesimerkki tdmén kaltaisen
karbinolin 3.313 synteesisti ldhtien geneerisesti ketonista 3.311 ja litioidusta syklopropyylista
3.312. Protonoituva hydroksyyli lohkeaa vetend, ja aiheuttaa syklopropaanirenkaan
toisiintumisen syklobutaanirenkaaksi. Toisiintumista stabiloi heteroatomi, X, jonka jidlkeen

heteroatomin hydrolysaatio muodostaa syklobutanonin 3.314.%

Oksaspiro-[2,2]-pentaanisysteemit, kuten 3.315 voivat hapettua, ja timi hapetustuote 3.316 voi
toisiintua Lewis-hapon tai lammon avulla (kaavio 3.3 b). Toisiintuminen voi muodostaa kaksi
rakenneisomeerid 3.317 tai 3.318 riippuen siitd, kumpi hiilisidoksista virikoodattujen sidosten

siirtyessd muodostaa nelirenkaan.*

Kaaviossa 3.3 ¢ on mallitapaus pinakolitoisiintumisen aiheuttamasta syklopropaanin
laajentumisesta. Kuten heteroatomisubstituoidussa syklopropaanissa (kaavio 3.3 a), myos
pinakolitoisiintumisessa heteroatomisubstituentti (hydroksyyli) hydrolysoituu, muodostaen
karbokationin. Syklopropaanirengas voi toisiintua kahdeksi eri rakenneisomeeriksi 3.320 tai

3.321.2%¢
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a
) o X . o}
X H
D<o+ I, — |>S<R —
Li R” "R! R! R’
HO R
3.312 3.311 3.313 3.314
(x = OR, OSiR;, SAr]
b)
Lewis-happo tai
f Hapetus W 1ampd +
P — _—
v (] (6]
3.315 3.316 3.317 3.318
c)
R2 Brensted-happo

OH Lewis-happo

R?2 R? R!
‘>S/R1 MsCl/pyr q + J;(
0 R?2 o)

OH

3.319 3.320 3.321

Kaavio 3.3: Erilaisia ratkaisuja syklobutaanirenkaan syntetisoimiselle syklopropaania

laajentamalla.?*%>-26

4 Syklobutaanirenkaan sisiltivien terpenoidien biosynteesi

Yhden tai useamman syklobutaaniyksikon sisdltdvid luonnonaineita on 16ydetty lukuisia maaria
analyyttisten tekniikoiden ja eristysmetodien kehittyessd 1890-luvulta alkaen. Vaikka
syklobutaanit ovat jénnittyneitd ja suhteellisen korkeaenergisid, niitd esiintyy silti useissa
luonnonaineissa. Ensimmaéisind 16ydetyt syklobutaaniset terpeenit (kuva 4) ovat a- ja B-pineenit

(4.01, 4.02), seki pian niiden jilkeen 18ydetty (-)-p-karyofylleeni (4.03).%

4.01 4.02 4.03

Kuva 4: Ensimmadiset 16ydetyt syklobutaanirenkaan sisdltdvit terpeenit; a-pineeni 4.01, -

pineeni 4.02 ja (-)-B-karyofylleeni 4.03.25%
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Terpeenit luokitellaan eri kategorioihin riippuen siitd, mikd on kyseiseen terpeeniin sisdltyvien
isopreeniyksikdiden  lukumddrd.  Isopreeniyksikot  puolestaan  ovat  viisihiilisid
rakennuspalikoita terpeeneille. Toisin sanoen, isopreeniyksikon lisidminen terpeeniin tuo viisi
hiiltd, ja nostaa muodostuvan terpeenin kategorian yhden pykaldn korkeammaksi (taulukko

4.0

Taulukko 4: Terpeenien kategorisoimiseen liittyvit saannot>°
Terpeeni Isopreenien Ikm. Hiiliatomien Ikm.
Hemiterpeeni 1 5
Monoterpeeni 2 10
Seskviterpeeni 3 15
Diterpeeni 4 20

Leopold Ruzicka oli pioneeri terpeenien rakennetutkimuksessa. Hén kehitteli havaintojensa
kautta biogeneettisen isopreenisdannon, jonka mukaan terpeenit muodostuvat entsymaattisen
syklisaation kautta pienemmisti S5-hiilen isopreeniyksikdisti head-to-tail tyylilli.*® Nimi
isopreeniyksikdt vastaavat biosynteesissd keskenddn isomeerisid rakennuspalikoita eli
isopentenyylipyrofosfaattia (IPP, 4.04), sekd dimetyyliallyylipyrofosfaatti (DMAPP, 4.05).
Isoprenoidit muodostuvat biosynteettisesti joko sytosolissa mevalonaattireitisti, tai plastideissa
metyylierytriolifosfaatti-reiteistd ~ (MEP-reitti). Kaaviossa 4 on tarkempi kuvaus

mevalonaattireitissi muodostuvasta IPP:sti.>!
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Kaavio 4: Isopentenyylipyrofosfaatin 4.04 biosynteesi mevalonaattireitisti.>>

Isopentenyylidifosfaatti-isomeraasi on entsyymi, joka pystyy katalysoimaan IPP:n
isomerisoitumista DMAPP:ksi (kuva 4.01 a).>’ Sekid mevalonaatti- etti MEP-reiteissi
muodostuu nditd kahta ldhtGainetta, joten molemmat reitit ovat osana terpeenien
biosynteesireittid (kaavio 4.01 c). Mevalonaattireitissa muodostuu seskvi- ja triterpeenien
synteesit aloittavaa farnesyylipyrofosfaattia 4.07 (FPP). MEP-reitissd taas muodostuu mono-,
di- ja tetraterpeenien synteesien aloittavaa geranyylipyrofosfaattia 4.06 (GPP) ja
geranyyligeranyylipyrofosfaattia 4.08 (GGPP) (Kaavio 4, kuva b). FPP, GPP ja GGPP ovat
tyypillisid esimerkkejd isopreeniyksikdiden johdannaisista (isoprenoideista), jotka toimivat

lihtdaineina terpeeneille.’!
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06 9o IPP-isomeraasi o0 9o
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c) Mevalonaattireitti MEP-reitti
IPP + 3(IPP) +
DMAPP DMAPP

4.04 + 4.05

4.04 + 4.05
2(IPP) + DMAPP

TPS TPS
FPP GPP GGPP
TRS TPS
Seskviterpeenit Triterpeenit Monoterpeenit Diterpeenit Tetraterpeenit

Kaavio 4.01: a) IPP-isomeraasin katalysoima IPP:n isomeroituminen DMAPP:ksi.* b)
Esimerkkejé isoprenoideista. ¢) Paépiirteinen mevalonaatti- sekd MEP-reitti, ja niisti

muodostuvat terpeenit yleistettyjen terpeenisyntaasien (TPS) katalysoimina.’!

GPP:n, FPP:n ja GGPP:n muodostuminen tapahtuu kullekin ominaisella transferaasilla, eli
entsyymilld, joka katalysoi ndiden muodostumista IPP:std ja DMAPP:sta. Vaikka jokaisella on
eri  entsyymi, on ndiden isoprenoidien muodustumista kuvaava biosynteettinen
reaktiomekanismi periaatteeltaan sama. Kaaviossa 4.02 on kuvattu GPP:n biosynteesin
reaktiomekanismi. Samaa voi soveltaa FPP:lle ja GGPP:lle vaihtamalla DMAPP pidemmaéksi

isoprenoidiketjuksi.**
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Kaavio 4.02: Geranyylipyrofosfaatin 4.06 biosynteettinen reaktiomekanismi DMAPP:sta 4.05
ja IPP:sti 4.04.3

Kirjallisuudessa on usein virheellisesti kdytetty sanoja terpeeni ja terpenoidi samaa
tarkoittavina sanoina. Todellisuudessa terpeenit ovat aiemmin mainittujen isoprenoidien
muodostamia perusrakenteita, jotka ovat muotoa CxHy. Terpenoidit ovat sen sijaan terpeenien
funktionalisoituja johdannaisia. Tyypillisesti terpenoidien funktionalisuudesta vastaa
sytokromi P450-entsyymiheimo (esiintyy jokaisessa elidkunnassa), joka voi useilla erilaisilla
metabolisilla reaktioilla muokata terpeenejd. Funktionaalisuudet voivat aiheutua esimerkiksi

hydroksylaatiosta, epoksidaatiosta, isomerisaatiosta tai hiili-hiili-sidoksen halkaisusta.?>-®

Tulevissa alaluvuissa (4.1-4.4) tarkastellaan terpeenien biosynteettistd muodostumista
isoprenoideista. Tamén lisdksi tarkastellaan sekd terpeenien muodostumista katalysoivien
entsyymien toimintaperiaatteita, ettd syklobutaanirenkaan siséltdvien terpeenien ja terpenoidien

biosynteettisti muodostumista reaktiomekanismein.

4.1 Terpeenisyntaasit

Mevalonaatti- ja MEP-reaktioissa terpeenien syklisoituminen isoprenoideista (esim. FPP, GPP,
GGPP ja nididen yhdistelmit) tapahtuu terpeenisyntaaseiksi (TPS) kutsuttujen entsyymien
katalysoimana. Ndmi ovat usein monimutkaisia reaktiosarjoja, joissa hiiliatomien stereokemia
ja hybridisaation taso vaihtelevat useissa vélivaiheissa. Tyypillisesti ndissd syklisaatioissa on
oleellisena osana karbokationivélivaiheiden muodostuminen. Karbokationivélivaiheiden
muodostuminen tapahtuu joko difosfaattiryhmén dissosioituessa, tai kaksoissidoksen

protonoituessa, jotka johtavat avoketjuisen isoprenoidin intramolekulaariseen syklisaatioon.
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Reaktion pédtepisteend on joko protonin eliminaatio, tai veden aiheuttama reaktion
sammuminen. Entsyymit pystyvdt usein sddtelemddn sammuttamiseen vaaditun veden
lasnédoloa siten, ettei reaktio sammu liian aikaisin. Terpeenisyntaaseissa syklisaatio tapahtuu
poolittomassa taskussa. Taskun ympéristd ei vain siedd, vaan voi my0s stabiloida

syklisaatioreaktiossa muodostuvia isoprenoidin karbokationivilivaiheita.?’

Erilaisia terpeenisyntaaseja on lukuisa midrd. Terpeenisyntaasit jactaan kahteen eri luokkaan
(I, 1), jotka puolestaan katalysoivat yhtd tai useampaa erilaista terpeeniluokkaa. Jokaista
terpeenisyntaasia yhdistdd sama toiminnallinen perusperiaate, joka on divalenttisen metalli-
ionin toimiminen kofaktorina katalyysissd. Divalenttinen metalli-ioni on my®os ainoa kofaktori,
jota ndmid entsyymit tarvitsevat syklisaation aloitusta varten. Kuitenkin isoprenoideista
muodostuvat karbokationiset vélivaiheet, toisiintumiset ja protoninsiirrot mahdollistavat

kymmenien tuhansien erilaisten terpeenien ja terpenoidien esiintymisen luonnossa.*8

Terpeenisyntaasien  luokkajako perustuu niiden tapaan aktivoida isoprenoidien
syklisoituminen. Luokan I terpeenisyntaasit ionisoivat isoprenoidin difosfaattiryhmin, joka sen
jilkeen dissosioituu, tehden isoprenoidista karbokationin. Ndamé karbokationit voivat sen
jalkeen  syklisoitua erilaisten  karbokationisten  vélivaihdeiden kautta, riippuen
terpeenisyntaasista. Luokan II terpeenisyntaasit niin ikdin tuottavat karbokationin
isoprenoidiketjuun, mutta  karbokationin  muodostuminen  tapahtuu  isoprenoidin
prenyyliryhmén protonoitumisen kautta. Taulukossa 4.1 on listattu esimerkkejad erilaisten

terpeenisyntaasien luokkajaoista ja luokkiin kuuluvista syntaaseista.®

Taulukko 4.1: Erilaisia terpeenisyntaaseja ja niiden luokittelu, seka niiden nithin kuuluvia
nimettyji esimerkkisyntaaseja’®

TPS Luokka Esimerkki
Monoterpeenisyntaasit Luokka | (+)-bornyylidifosfaattisyntaasi
Seskviterpeenisyntaasit Luokka | Pentaleneenisyntaasi
Diterpeenisyntaasit Luokka /11 ent-kaureenisyntaasi
Triterpeenisyntaasit Luokka Il Skvaleeni-hopeiinisyntaasi

Luokkien I ja II terpeenisyntaaseissa on my0s rakenteellisia eroja. Luokan I terpeenisyntaasien
proteiinirakenne koostuu padsdédntdisesti a- ja f-domeeneista, mutta on olemassa myds a,3- ja

By-domeenit omaavia luokan I terpeenisyntaaseja. Diterpeenisyntaasit, kuten taulukosta 4.1 on
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tulkittavissa, ovat luokkien I ja II syntaaseja. Tyynenmeren marjakuusista on 1dydetty

taksadieenisyntaasi, joka katalysoi diterpeeniksi luokiteltavan taksadieenin syklisaatiota. Tdma

syntaasi koostuu ofy -domeenisesta proteiinirakenteesta (kuva 4.1).%

Kuva 4.1: Taksadieenisyntaasin domeenit: a-domeeni on katalyysin aktiivinen keskus
(sininen). Vihred B-domeeni ja keltainen y-domeeni eivit osallistu katalyysiin, mutta niiden
epdillddn ohjaavan violettia N-terminaalia (capping-domeeni) ligandin koordinoituessa

(3P5R) (Kuva tehty Discovery Studio 2021 -ohjelmalla).*

Terpeenisyntaaseja voidaan kiteyttdd kuvitteellisen ligandin kanssa, jos ligandi suunnitellaan
siten, ettd se tarttuu katalyyttiseen taskuun, mutta ei ole reaktiivinen. Ndin voidaan tehda
taksadieenisyntaasin tapauksessa lisddmailld fluori GGPP-ligandiin ennen koordinoitumista

syntaasiin.*’

Taksadieeniyntaasin  o-domeenin katalyyttisessd taskussa on kolme divalenttista
magnesiumionia, jotka vuorovaikuttavat difosfaattiryhmén kanssa, ja toimivat kofaktoreina
difosfaattiryhmédn lohkeamisessa. Nididen lisdksi taskussa ovat ligandin difosfaattiin
vetysidoksin koordinoituneet treoniini, asparagiini ja arginiini (kuva 4.12). Luokan I
terpeenisyntaasit muuttuvat konformaatioltaan magnesiumionien ja ligandin koordinoituessa

siten, ettd terpeenin syklisoitumista suosiva ligandin asento on oikea. Témén liséksi ligandista
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muodostuvan karbokationin ennenaikainen sammuminen estyy syntaasin konformaation

muutoksesta johtuen.>

Kuva 4.12: Taksadieenisyntaasin katalyyttinen tasku, jossa 2-
fluorogeranyyligeranyylidifosfaatti (tummanvihred ketju + punainen difosfaattiryhmi) on
koordinoituneena kolmeen magnesiumioniin (siniset pallot). Vihreét katkoviivat: vetysidos
difosfaatin, seké arginiinin, asparagiinin ja treoniinin vililla (3P5R) (Kuva tehty Discovery

Studio 2021 -ohjelmalla).®®

Ensimmaéinen luokkaan II médritetty terpeenisyntaasi oli skvaleeni-hopeeni-syntaasi, joka
16ydettiin Alicyclobacillus acidocaldarius nimisestd bakteerista (kuva 4.13). Luokan II
terpeenisyntaaseissa esiintyy padsaantoisesti fy-domeenti, ja ndiden domeenien vélissé sijaitsee
katalyysin aktiivinen keskus. Ndin on myo0s skvaleeni-hopeiini-syntaasissa, jossa - seka y-
domeenit koostuvat kahdesta o-tynnyristd siten, etti koko y-domeeni on kiinnittyneend f3-

domeeniin sen kahden a-tynnyrin viliin.*°
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Kuva 4.13: Skvaleeni-hopeiini-syntaasi: Keltaisella y-domeeni, vihreélld B-domeeni
javioletilla N-terminaali. Ruskealla virjétty alue on aspartaattirikas aminohappoketju, joka

aloittaa syklisaation (1UMP) (Kuva tehty Discovery Studio 2021 -ohjelmalla).*

Skvaleeni-hopeiini-syntaasi pystyy syklisoimaan skvaleenia, sekéd 2,3-oksidoskvaleenia. On
huomioitavaa, ettd esimerkiksi skvaleeni on muodostunut kahdesta FPP-molekyylisti.
Fosfaattiryhmit ovat poistuneet ennen kuin ligandi siirtyy skvaleeni-hopeiini-syntaasin sisdén.
Skvaleeni on hydrofobinen avoketjuinen yhdiste, joka kulkeutuu syntaasin sisdan hydrofobista
kanavaa pitkin. Kanavan toinen pda on hydrofiilinen, ja tissi pdéssd on syklisaation péétepiste,
jossa reaktio sammuu (kuva 4.14). Katalyyttinen keskus on putkimainen tasku, johon pitka
skvaleeniketju asettuu hyvin. Taskun sisdseinien pintaan on asettunut useita aromaattisia
aminohappoja siten, ettd ne stabiloivat skvaleenissa tapahtuvaa karbokationista kaskadia
syklisaation aikana. Tdman lisdksi katalyyttinen tasku pakottaa skvaleenin asettumaan sisdénsa
tarpeeksi mutkittuneena, jolloin skvaleenista muodostuvien 6-renkaiden syklisaatio on

suotuisaa.*!
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Kuva 4.14: Skvaleeni-hopeiini-syntaasin katalyyttinen tasku. Kuvassa taskun sisilld on 2-
atsaskvaleeni (punaisella), jonka ympdérille on kuvitettu taskun hydrofobisuusaste taskun

ympiriston suhteen (1UMP) (Kuva tehty Discovery Studio 2021 -ohjelmalla).*?

4.2 Terpeenien syklisaation mekanismi

Terpeenien syklisaatiossa muodostuva karbokationi yhdistettynd isopreenien rakenteellisiin
ominaisuuksiin, kuten metyyliryhmiin ja kaksoissidoksiin, tekee terpeenien syklisoitumisista
yhden monimutkaisimmista biosynteettisisti reaktiosarjoista. Syntaasien katalyyttisen
keskuksen tuottaman stabilisaation lisdksi karbokationiset vélivaiheet on stabiloitu myds
delokalisaation kautta karbokationin ja kaksoissidoksen viliselld hyperkonjugaatiolla.
Hyperkonjugaatio tukee myds rakenteellisesti oikean syklisaatiotuotteen muodostumista. Usein
karbokationinen vilivaihe pddtyykin isopreenissd tertiddriseen positioon, vaihtaen

kaksoissidoksen paikan alkuperiisen karbokationin tilalle.*
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Luokan I terpeenisyntaasien (mono- ja seskviterpeenisyntaasit) katalysoimat mono- ja
seskviterpeenien syklisaatiot muistuttavat mekanismiltaan paljon prenyylitransferaasien
muodostamien isoprenoidien muodostumista. Monoterpeenisyntaasien katalysoimaa GPP:n
ionisoitumista seuraa kaksoissidoksen siirtyminen karbokationiseen positioon, siirtden samalla
positiivisen varauksen tertiddriseen hiileen. Toinen mahdollisuus on difosfaattiryhmén
toisiintuminen tertiddriseen karbokationikeskukseen (kuva 4.2 a). Molemmissa tapauksissa
syklisaation péétteeksi difosfaattiryhma on irronnut, ja karbokationi on siirtynyt syklisaatiossa
hyokdnneen hiileen viereen tertiddriseen positioon. Reaktioiden viimeinen karbokationi voi
sammua deprotonoitumisella, veden additiolla, tai jopa dissosioituneen difosfaatin additiolla,

riippuen monoterpeenisyntaasista.**

Seskviterpeenisyntaasit syklisoivat samalla periaatteella FPP:ta seskviterpeeneiksi. FPP:ssd on
pidempi isoprenoidiketju kuin GPP:ssé, joten reaktiot ovat yhda monimutkaisempia. Mahdollisia

karbokationeita ja niiden toisiintumisia, sekd kaksoissidosten hyokkdysvaihtoehtoja on siis

enemmin (kaavio 4.2 b).*

QPP oPP (oPP
=
a) —_— R — u _—
| |
®
@
b)
% — N -
% dg%pp EJZ@
Sopp

| | |

Kaavio 4.2: a) Tyypillinen mekanistinen esitys monoterpeenisyntaasin muodostamalle

NS
|
N

|

karbokationille, seké b) seskviterpeenisyntaasin mahdollisille karbokationin muodostumisen

reiteille.*+37
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Luokan II terpeenisyntaasit poikkeavat luokan I substraattien syklisaatiomekanismista.
Tyypillisesti luokan II terpeenisyntaasit aloittavat syklisaation protonoimalla kaksoissidoksen
(esim. skvaleeni-hopeenisyntaasi) tai avaamalla epoksidin protonoimalla epoksidin hapen
(esim. oksidoskvaleenisyntaasi). Niistd seuraa karbokationinen vélivaihe, joka aloittaa

kaksoissidosten hydkkiyskaskadin (kaavio 4.2).%

5

Kaavio 4.2: Skvaleeni-hopeiinisyntaasin syklisaation reaktiomekanismi.*

4.3 Syklobutaaniosan sisiltiavien terpeenien ja terpenoidien syklisaatio

Syklobutaanien johdannaisia on havaittu luonnossa korkeasta sidoskulmien jannitysenergiasta
ja  reaktiivisuudesta  huolimatta.  Esimerkiksi tietyt terpeenisyntaasit syklisoivat
syklobutaanirenkaan sisdltavid terpeeneji. Erds tyypillisimmistd esimerkeistd syklobutaanisten
monoterpeenien syklisaatioista on a- ja B-pineenin syklisaatio. Kaaviossa 4.30 on kuvattuna
reaktiomekanismi Ruzickan ehdottamille pineenien muodostumisille ionisella syklisaatiolla.
Kyseessd on monoterpeeni, ja syklisaation ldhtdaineena toimii kymmenhiilinen neryylikationi

(IPP + DMAPP).”

4.302 4.302

Kaavio 4.30: Malliesimerkki biosynteettisestd terpeenin muodostumisesta (£) -pineenille

(4.301 ja 4.301°, 4.302 ja 4.302") Ruzickan ehdottamalla mekanismilla.?’
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Vastaavasti seskviterpeenien syklisaation malliesimerkkind on karyofylleeni. Karyofylleeni on
seskviterpeeni, ja tdstd johtuen FPP:n syklisaatiotuote. Kaaviossa 4.31 on esitetty mahdollisia
syklisaatioreittejd karyofylleenien viimeistd vélivaihetta kohti. Farnesyylikationi muodostuu,
kun difosfaatti dissosioituu rakenteesta, ja tdimén 1,11-syklisaatiot mahdollistavat erilaisia
reittejd karyofylleenin muodostumiseksi. Farnesyylidifosfaatista muodostunut karbokationi voi
syklisoitua muodollisella [2+2] -sykloadditiolla. Vaihtoehtoisesti, nelirengas voi muodostua
cisoidisen neryylipyrofosfaatin (NPP) kautta, jossa difosfaatti siirtyy ennen sen

dissosioitumista tertidifiriseen positioon.*

N N
s S
OPP
FPP T
| | | ®
™ ®
7 =
OPP
cisoidi-NPP

Kaavio 4.31: FPP:n mahdollisia syklisaatiomekanismeja karyofylleeneiksi.*®

Syklobutaanit voivat muodostua myds valmiista terpenoideista. Kuten aiemmin mainittiin,
terpenoidit ovat funktionalisoituneita terpeeneitd (usein hapetettuja), ja syklobutaani voi myos
muodostua ndiden funktionalisuuksien avulla. Fossen ef. al eristiviat syklobutaaniyksikon
sisdltdvin triterpenoidin Madagaskarin eteldosissa esiintyvéstd Capuronianthus mahafalensis
puulajista. He nimesivét tdmén protolimonoidiksi luokiteltavan triterpenoidin kapuliiniksi

4.301.

Protolimonoidit, kuten kapuliini 4.301, saavat alkunsa 2,3-oksidoskvaleenista, jota seuraa
erilaisten funktionalisuuksien asentuminen ja niiden aiheuttamat rakennemuutokset.

Limonoidit ovat protolimonoidien hapettumisesta aiheutuneita johdannaisia. Protolimonoidin
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30 hiilen sijaan limonoideissa on 26 hiiltd. Kaaviossa 4.32 on havainnollistettu tyypillisen

4748

limonoidin 4.303 muodostuminen.

2,3-oksidoskvaleeni Hapetus

-

Sytokromi P450

Oksidoskvaleenisyntaasi

HO

4.303

Kaavio 4.32: Geneerinen limonoidin reaktiokaavio, jossa nelji hiiltd hdvida triterpenoidisesta

lihtdaineesta Paal-Knorr-tyyppisessi furaanin muodostuksessa.*®

Kapuliinissd 4.301 on limonoidista poiketen furaanin tilalla syklobutaaninen yksikkod. Tamén
liséksi kapuliinissa on sdilynyt alkuperdinen triterpenoidinen 30 hiilen runko. Tdma tarkoittaa
sitd, ettd syklobutaani muodostuu kapuliinin biosynteesissd oksidoskvaleenisyntaasin

muodostamasta triterpenoidista eri tavalla, kuin miten limonoidit muodostuvat (kaavio 4.33).4

4.301

Kaavio 4.33: Fossen et. al eristivit syklobutaanin siséltdvén triterpenoidin 4.301 joka
nimettiin kapuliiniksi. Todennékdinen 1dhtdaine on oksidoskvaleenisyntaasin muodostama

triterpenoidi.*’

Fossen et. al ehdottivat biosynteettistd reaktiomekanismia kapuliinin muodostumiselle (kaavio
4.34) lahtien triterpenoidista 4.302 (esilléd vain itdosa). Ensimmaiinen vaihe on syklopentaanissa

kiinni olevan 8-hiilen ketjun alkeenin hapettaminen (vrt. kaavio 4.32 protolimonoidin
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muodostuminen). Tém4 ei kuitenkaan muodosta heti epoksidia eiké furanolista yksikkdd, vaan
hapettuminen tapahtuu alkoholin additiolla tertiddriseen asemaan hiiliketjun paéhéin (siirtden
kaksoissidosta), ja furanolin sijaan metyyli hapettuu aldehydiksi 4.303. Seuraavaksi Wagner-
Meerwein-toisiintuminen tuottaa epoksidin 4.304, johon kohdistuu nyt intramolekulaarinen
hyokkdys aiemmin siirtyneestd kaksoissidoksesta, muodostaen valmiin itdosan ja kapuliinin

4.301°.%

Hapetus
—_—
/
Syklisaatio 03 / OH
hydroksylaatio g : SH
4.301' 4.304

Kaavio 4.34: Fossen ef al. Esittdma biosynteettinen reaktiomekanismi kapuliinin

syklobutaaniosan muodostumiselle.*’

Aiemmassa mainittujen (luku 4.2) terpeenisyntaasien katalyyttisten taskujen muodot ja tapa,
jolla taskut koordinoivat substraattia vaikuttavat syklisaatiotuotteisiin. Nédiden lisdksi my0s
muun kaltaiset elektroniset tekijét katalyyttisissd taskuissa suuntaavat syklisaatiota havaittujen
tuotteiden puolelle. Yleiselld tasolla syklobutaanisten terpenoidien muodostumista ndissé
reaktioissa suosii w-sidosten muuttuminen c-sidoksiksi, sekd useampi erilainen vilivaihe, jotka

tarjoavat mahdollisuuden syklobutaanisen yksikon syklisoitumiselle.**->°

Hong & Tantillo tutkivat laskennallisesti muun muassa bisabolyylikationin 4.305 reaktioreittid
karbokationisten valivaiheiden osalta, sekd mallinsivat niiden mahdollisuuksia erilaisille
syklisaatioille ja toisiintumisille. Laskuissa kdytettiin Gaussian03:sta ja geometrioiden osalta
tiheysfunktioteoriaa (B3LYP/6-31+G(d,p)). Hong & Tantillo havaitsivat, ettd a-shamipineenin
syklisaatioreitissd syklisaatiota edeltdvi vilivaihe, shamigryylikationi 4.308, voi muodostua
kahdella tavalla. 4.306° voi syklisoitua suoraan vilivaiheeksi 4.307 tai toisiintua ensin
kupranyylikationiksi 4.307’, jota seuraa 1,2-alkyylisiirto. 4.307 intramolekulaarinen n-sidoksen

hyokkays karbokationiin on laskennallisesti energiamuuriton, eli aktivaatioenergia ei ole



34

sidonnainen tdhén syklisaatioon, vaan 4.307 konformaation muutos syklisaation

aikaansaamiseksi tuottaa energiamuurin.>!

N
N —— NS H
74
PP OPP 4.305

4.307 4.307 4 306"
%AQ #Q % J
@
4.308 4.309

4.307"

Kaavio 4.35: Shampineenin (4.309) muodostumiselle ehdotettu biosynteettinen mekanismi.’!

Aivan kaikki syklobutaanien biosynteesit eivit tapahdu syntaasien aiheuttamana kationisena
syklisaationa tai muiden metaboliareaktioiden tuotteina. Luvussa 3 késiteltyjd valokemiallisia
[2+2] -sykloadditioita tapahtuu myds luonnossa, jolloin terpenoidien syklisoituminen voi

polarisoituvien kaksoissidosten ja substituenttien ansiosta saada lisdd kdénteita.

Yksi esimerkki valokemiallisesta reaktiosta luonnollisissa olosuhteissa on diterpenoidi
providensiinin (4.311) nelirenkaan muodostuminen (kaavio 4.36). Tdémén furanosembraanin
biosynteettisen muodostumisen oletetaan olevan perdisin bipinnatiini E:n  (4.310)
valokemiallisesta Norrish-Yang-reaktiosta Pattendenin ehdottamana.’> Tangin & Patonin
tekemien kvanttikemiallisten mallinnuksien nojalla ehdotus sai laskennallista tukea, ja
tuloksien avulla pystyttiin selittiméén myds providensiinin syklobutaanirenkaassa esiintyvai

stereokemiaa.>>
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Kaavio 4.36: Providensiini 4.311 ja sen oletettu 1dhtdaine bipinnatiini E 4.310 biradikaalisten

vilivaiheiden 4.310° ja 4.311° kautta.>?

Ylla oleva reaktio perustuu valokemialliseen biradikaalin muodostumiseen hiilien 17 ja 2
vililld, kun aldehydi virittyy valon vaikutuksesta. Singlettitilalle virittynyt happi riistda
protonin hiilestd 2, jonka seurauksena muodostuu alkoholi ja radikaalihiili. Tami aiheuttaa
biradikaalin (hiili 17, hiili 2) systeemien vilisen siirtymén (engl. Intersystem crossing, I1SC)

triplettitilalta singlettitilalle, jota seuraa nelirenkaan muodostava radikaalireckombinaatio.>?

Tangin & Patonin tutkimuksessa hyddynnettiin tiheysfunktioteoriaa, ja kaikki laskut tehtiin
Gaussian09:ssd. Heiddn tuloksistansa kdvi ilmi, ettd hapen riistdmé protoni (muodostunut
alkoholi) muodostaa siirtymétilan 4.312, joka on vetysitoutunut laktaanirenkaan happeen (kuva
4.3). Tamad on tarpeeksi matalaenerginen siirtymitila tekeméin muista laskennallisesti
mahdollisista viélitiloista verrattaen epidsuotuisia. Biradikaalin vilinen rekombinaatio on
nopeampi tapahtuma, kuin tdmén siirtymétilan muutos joksikin toiseksi siirtymdtilaksi hiilien
1 ja 17 kulmaa kiertimélld. Kulman kiertdminen katkaisisi vetysidoksen ja haéiritsisi
konjugaatiota hapelta radikaalille. Koska siirtymatila 4.313 ei salli hiilten 1 ja 17 vilisté kiertoa,
jaid stereokemian madrittdvaksi askeleeksi protonin riistiminen. Radikaalirekombinaation
aitheuttava siirtymitila 4.314 muodostuu 4.313 kautta, jolloin hiilien 2 ja 17

stereokonfiguraatiot ilmentivit providensiinin luonnollista stereokemiaa.>?
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4.313 4.314

Kuva 4.3: Tangin & Patonin laskennallisesti suotuisimmat siirtymaétilasarjat 4.313 — 4.314
providensiinin nelirenkaan radikaalirekombinaatiolle (sininen sidos siirtymétilassa 4.314 on

nelirenkaan muodostava).’® (Kuva tehty ohjelmalla Mercury 2020.3.0)

Kuten aiemmin mainittiin, syklobutaanien luonnollista muodostumista ajaa useat seikat.
Péadsddntoisesti terpenoidisten syklobutaanien muodostumista ajava voima tulee m-sidosten
vaithtumisesta o-sidoksiksi syklisaation lopussa. Tdmén lisdksi muodostuvan syklobutaanin ja

karbokationin hyperkonjugoituminen vakauttaa rakennetta.

Syklobutaanin ja esimerkiksi syklopentaanin muodostuminen ovat kemiallisesta ndkokulmasta
kuitenkin kilpailtuja, edelld mainituista syklobutaanin muodostumista tukevista tapahtumista
huolimatta. Isossa roolissa on myds terpenoidisyntaasin katalyyttisen taskun kemiallinen
ympéristd, ja se kolmiulotteinen muoto, johon taskuun istuva isoprenoidiketju asettuu.
Isoprenoidiketjujen vaihteleva substituution taso, sekd syntaasien ominaisuudet maérittavit

itsesséin tiettyjen syklisaatioreittien mahdollisuudet.>*>°

Esimerkiksi pentaleneeni 4.315 on pentaleneenisyntaasin syklisoima seskviterpeeni, joka
muodostuu farnesyylidifosfaatista kaavion 4.316 osoittamalla tavalla. Protoilludyylikationi
4.317 voi toisiintua siirtymaétilan 4.318 kautta pentaleneeniksi. Kuvassa 4.31 on Guttan &
Tantillon laskennallinen mallinnus siirtymétilan 4.04> muodosta. Tétd siirtymaétilaa stabiloi

mahdollisesti syntaasin aktiivisessa keskuksessa sijaitseva histidiini (His309).3%-
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Kuva 4.31: Todenndkdinen pentaleneenin syklisaatiota edeltidva siirtymatila 4.315°

(Gaussian03, B3LYP/6-31+G(d,p)).> (Kuva tehty ohjelmalla Mercury 2020.3.0)

Jos kuitenkin mutatoitunut pentaleneenisyntaasi, jonka aktiivisessa keskuksessa oleva histidiini
(His309) on vaihtunut esimerkiksi alaniiniksi, syklisoi farnesyylidifosfaattia, pentaleneenin
lisiksi muodostuu myds germasereenia, seki nelirenkaan siséltiviia A®-protoilludeenii (4.316).
Kaaviossa 4.37 on havaittavissa yksinkertainen, suora deprotonaatio protoilludyylikationista
4.316> AS-protoilludeeniksi (4.316). Jo pienelli aktiivisen keskuksen muutoksella,
pentaleneenisyntaasi saattaa menettdd hienovaraisen ja selektiivisen kyvyn syklisoida

pentaleneenia.>

—_

4.315'

4.316 4.315

Kaavio 4.37: Pentaleneenin 4.315 muodostuminen siirtymadtilan 4.315” (Kuva 4) kautta

Tantillon ja Guttan laskennallisten tuloksien ehdottamana.>
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4.4 Syklobutaanisten terpenoidien biosynteeseji

Terpenoidien pienet pitoisuudet luonnossa tekevét niiden eristdmisestd tietyissd tapauksissa
epitehokasta. Vaihtoehtoisesti, terpenoideja voidaan biologisesti syntetisoida, ja se onkin
enenevissd mairin kasvanut terpenoidien synteesimenetelmi. Kuten aiemmin téssd luvussa
késiteltiin, jotkin mikro-organismit ja niiden terpeenisyntaasit kykenevdt muodostamaan
tuhansia erilaisia terpeenejd. Nédiden syntaasien katalysoimien reaktioreittien ja organismien
valjastaminen olisi mielekés tapa valmistaa terpeenejd ja terpenoideja synteettisesti, ja niiden
metaboliareittien tuntemus voi mahdollistaa korkean tehokkuuden tuotannossa. Tuntemalla
biosynteettisten reaktioreittien rajoittavat tekijit, sekd ymmairtiméalld sivutuotteiden
muodostumismekanismeja, voidaan tuotteita valmistavia organismikantoja manipuloida

haluttujen tuotteiden kulkusuuntaan.’’

Soluvapaa kemiallinen biosynteesi on myds herdttdnyt kiinnostusta. Talld tarkoitetaan
entsyymien hyviksikdyttod niitd tuottavien mikro-organismien ulkopuolella. Toisin sanoen on
mahdollista ottaa kdyttoon luonnon tuottamia biologisia katalyyttejd suoraan liuokseen. Télla
tavoin on mahdollista sovittaa halutun tuotteen katalyysid tiettyihin olosuhteisiin, ja saada

piisy suoraan reaktioympiristoon johon tuote vapautuu.®’-®

4.4.1 (-)-trans-p-bergamoteneenin soluvapaa biosynteesi

Kiyttamaéllad soluista (Pseudeurotium ovalis) eristettyjd bergamoteneenisyntaaseja, Cane et. al
tutkivat syklisaation stereokemiaa deuteriumilla merkityilld farnesyylidifosfaateilla.
Syklisaatio tehtiin (1R) - ja (1S) -[1-°H] -FPP:lle (4.4.1a, 4.4.1b) seki [1,1-°H>]-FPP:lle

(4.4.1¢). Jokainen niisti substraateista inkuboitiin bergamoteneenisyntaasilla erikseen.>

H-6 protonit méiritettiin endo- ja eksoprotoneiksi (5 2,31, § 1,43) 'H-'H COSY:n, NOE:n ja
heteronukleaarisen '*C-'H:n avuin. 4.4.1a deuteriumsignaalit (61,4 MHz 2H NMR)
ndyttaytyivit & 1,41 ja & 2,30. Vastaavasti (S)-konfiguraatiolta odotetun eksotuotteen 4.4.1b
deuterium néyttiytyi 6 1,41, ja 4.4.1a odotettu endotuote antoi deuteriumsignaalin & 2,30

(kaavio 4.4.1).%°
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—» PPO

4.41a HA = HB =D
4.44bHy=H, Hg =D 7
44.1cHy=D, Hg=H

/
4.4.2a HA=HB=D HA 1
44.2bHp=H,Hg=D endo Hp
exo
44.2cHy=D,Hg=H 4.4.2 *

Kaavio 4.4.1: Cane et. al deuteroidut FPP-syklisaatiokokeet bergamoteneenin
muodostumismekanismin tueksi.>’

Absoluuttinen stereokonfiguraatio (-)-frans-p-bergamoteneenille méadritettiin lopulta Cane et.
al toimesta, kun he tekivit vastaavat kokeet (4R) - ja (4S) -[1-2H]-FPP:lle (4.4.12¢, 4.4.13d).
Kiraaliset deuteroidut hiilet eivdt muutu syklisaation vaikutuksesta, joten ndiden kiraalisten
hiilien suhteellisten stereokemioiden avulla voidaan maarittdd (-)-frans-p-bergamoteneenin

absoluuttinen stereokonfiguraatio.®

4.412cHe=H,Hp=D
4.413dH, =D, Hp = H

4.412c HC =H, HD
4.4.13d He =D, Hp

4413

Kaavio 4.4.12: Cane et. al deuteroidut FPP-syklisaatiokokeet bergamoteneenin
muodostumismekanismin tueksi.*

Onnistuneen soluvapaan bergamoteneenin biosynteesin lisdksi havaittiin, ettd kiraalisten

deuteroitujen hiilien konfiguraatiot ovat sdilyneet syklisaatioiden loputtua. Havainnot tukevat
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ionisaatio-syklisaatio-mekanismia, jonka (-)-trams-B-bergamoteneenin on ehdotettu

muodostuvan FPP:sti kaavioiden 4.4.1 ja 4.4.12 mukaan.>*°

4.4.2 Sterpureeni

Saeedi-Ghomi tydryhmineen tutkivat strepureenin 4.4.22 mahdollista syklisaatiomekanismia
13C-asetaattileimauskokeilla. Teoriassa sterpureeni ja sen johdannaiset voivat syklisoitua
kaavion 4.4.2 mukaisesti ilman toisiintumista farnesyylidifosfaatista 4.4.23 ja humuleenista
4.4.24. Testatakseen, onko tdmi todellisuutta sterpureenijohdannaisten tapauksessa Saeedi-
Ghomin tydryhmi lisdsivit [1-'C] -asetaatit ja [2-°C] -asetaatit Stereum purpureum -
kasvatukseen, joiden on normaalisti havaittu tuottavan pddsdédntdisesti sterpureenihappoa

4.4.20 ja sterpureenitriolia 4.4.21 (kuva 4.4.2).5!

4.4.20 4.4.21" o)\

Kuva 4.4.2: Sterpureenihappo 4.4.20, sterpureenitrioli 4.4.21, metyylisterpuraatti 4.4.20” ja
diasetyylitrioli 4.4.21°.6!

Jos teoreettinen toisiintumaton  syklisaatiomekanismi  pitdd  paikkansa, tdytyy
sterpureenijohdannaisten  ilmentiid  '*C-spektrilli  kaavion 4.3.2 mukaista hiilien

isotooppijérjestysti kaavion 4.4.2 mukaisesti.®!
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Kaavio 4.4.2: Farnesyylidifosfaatin (4.4.23) syklisoituminen sterpureeniksi (4.4.22) ilman

toisiintumista (T#ahdelld merkatut hiilet ovat 1*C-isotooppeja).®!

Saeed-Ghomi tydryhmineen onnistuivat eristimiin tarvittavat mairat [1-1°C]

asetaattileimattua metyylisterpuraattia 4.4.20° sekd [1-1°C]- ja [2-13C] -asetaattileimattuja
diasetyylitrioleja 4.4.21° (Kuva 4.4.2). 3C-nmr:n tuloksista kivi ilmi, etti isotoopilla
rikastuneiden hiilien paikat tdsmiévit toisiintumattoman syklisaation mekanismin kanssa
muilta osin, paitsi hiilen 5, jonka havaittiin olevan '*C-rikastunut jokaisessa kokeessa. TAmi
tarkoittaa, ettd sterpureenien syklisaatiossa tapahtuu toisiintuminen, kuten esimerkiksi monien
kantasienien seskviterpenoidimetaboliiteilla. Kaaviossa 4.3.21 on kuvattu tdma vaihtoehtoinen
reaktioreitti, joka tdsmdiisi Saeedi-Ghomin tydryhmén saamia hiili-isotooppileimakokeiden

tuloksia.®!

Kaavio 4.4.21: Toisiintuminen humuleenin (4.4.24) syklisoitumisessa sterpureenikationiksi

(4.3.28) (Tihdelld merkatut hiilet ovat *C-isotooppeja).®!
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Kaavion 4.4.21 reitissd protoilludaanikationi 4.4.25 voi punaisten kaari- ja reaktionuolten
tavoin toisiintua bisyklo-[3.2.1]-oktaaniksi 4.4.26, ja edelleen sterpureenikationiksi 4.4.28.
Vaihtoehtoinen reitin kautta (siniset kaari- ja reaktionuolet) protoilludaanikationi voi toisiintua
illudaanikationiksi 4.4.27 ja edelleen renkaan kasvatuksella ja protonin siirrolla

sterpureenikationiksi 4.4.28.%!

Kaavion 4.4.21 ylempi reitti sai tukea Abellin & Leechin tutkimuksesta, jossa
farnesyylidifosfaatti muodostettiin [1,2-13C] -asetaatilla 4.4.29 7,12-dihydroksisterpureeniksi
4.4.30. Syklisoitumisen jilkeen '*C-NMR-analyysi paljasti, etti isotoopit hiilissd 5 ja 6 eiviit
olleet endd sitoutuneet toisiinsa. Katkennut C-6 on pditynyt uuteen asemaan C-3 (kaavio

4.4.22), ja timi tukee vahvasti toisiintumisen puolesta puhuvaa reaktioreittia.®?

Kaavio 4.3.22: Abellin & Leechin [1,2-!3C] -asetaatilla muodostettu 4.4.29 ja katkennut C-5
ja C-6 sidos.%

5 Syklobutaanirenkaan siséiltivien terpenoidien synteeseji

Kuten luvussa 4 todettiin, syklobutaaneja sisdltdvid terpenoideja on havaittu esiintyvin
luonnossa. Nama havainnot ovat saaneet synteesikemistit kiinnostumaan néisti luonnonaineista
synteesien ldhtdaineina. Tdmaén lisdksi ndiden luonnonaineiden varsinaiset kokonaissynteesit
tai muodolliset synteesit houkuttelevat synteesikemistejd. Tieddimme my0ds luvusta 2, ettd
syklobutaanit eivdt ole kovinkaan stabiileita itsessddn, ja syklobutaaniyksikdiden sisdinen

jannitysenergia tuo mielekkditd haasteita nykypéivdiseen synteesiin.

Téssd luvussa tutustutaan erilaisilla metodeilla tehtyihin syklobutaanisten terpenoidien
kokonaissynteeseihin, ja tarkastellaan jokaista kirjallisuudesta poimittua synteesid
reaktiomekanismien avulla. Seuraavien alalukujen (5.1, 5.2, 5.3, 5.4 ja 5.5) kaavioissa kaikki
punaiset kaarinuolet tarkoittavat syklobutaanirenkaan muodostumisen kannalta epdsuotuisaa
vaihtoehtoista reaktioreittid, ja punaiset sidokset epdsuotuisaa sivutuotetta. Siniset sidokset ja

kaarinuolet ovat toivotun tuotteen muodostumista kuvaavia.
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5.1 (+) -Atlantikoni C

Vidari tyOryhmineen eristivdt seskviterpeeneihin kuuluvat atlantikonit vélimerellisissd
rautatammi- ja mintymetsissi kasvavista Lactarius atlanticus -sienisti. Nami yhdisteet ovat
protoilludaaneja, eli [5.6.4] -trisyklisestd perusrakenteesta muodostuvia seskviterpeenejd, ja

tistd rakenteesta johtuen kiinnostavia haasteita synteesille.®*

Bach tydryhmineen syntetisoivat ensimméisend ryhméni enantioselektiivisesti (+) -atlantikoni
C:n 5.17. Synteesi aloitettiin ketonista 5.1, joka muodosti avainvaiheen aloittavan yhdisteen
5.12, kun se alkyloitiin kloorimetyyliallyylieetterin ja cesiumkarbonaatin avulla. Avainvaihe
oli valokemiallinen kaskadi, jonka pditteeksi saatiin raseeminen seos tuotteesta 5.15 48 %
saannolla. (+) -atlantikoni C (5.17) saatiin muodostettua vilituotteesta 5.15 kymmenelld

vaiheella ja 18 % kokonaissaannolla (kaavio 5.1).%4

Cs,CO;3
o o o /&o
oH DMF o o F
5.1 5.12
MeOH | hv (360 nm)
10 vaihetta
-

OH OH
5.17

Kaavio 5.1: Bach tyéryhmineen onnistuivat tekeméin lyhyen kokonaissynteesin (+) -
atlantikoni C:lle (5.17).%*

Tassd synteesissd kéytetty valokemiallinen kaskadi alkoi yhdisteen 5.12 intramolekulaarisella
[2+2] -sykloadditiolla muodostaen vélivaiheen 5.13. Vilivaiheen 5.13 vastakiertoinen renkaan
aukeaminen 1dmmon vaikutuksesta muodosti trieenin 5.14. Trieeni 5.14 jatkoi valokemiallista
kaskadia uudella [2+2] -sykloadditiolla, muodostaen halutun vilituotteen 5.15. Jos séteilytystd

jatkettiin tarpeeksi kauan, kaskadi jatkui yhd pidemmaille muodostaen sivutuotetta 5.16
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suuremmassa madrin kuin lyhyemmissé siteilytysajoissa. Taulukossa 5 on listattu optimoidut

siteilytysajat ja aallonpituudet.®*

(0]

A-Retro [611] . hv-[2+2]
G, G

5 0._0
0—
5.14 5.15

Di-1r-metaani-
toisiintuminen

hv

5.16

Kaavio 5.12: Valokemiallisen kaskadin vélivaiheiden mekanismit ja tuotteet Bachin
tydryhmin tekemiin (+) -atlantikonin kokonaissynteesissi.®*

Mielenkiintoisena havaintona pitkitettyjen sdteilytysaikojen yhteydessd on todettu tuotteelle
5.15 tapahtunut ns. di-m-metaani-toisiintuminen. T#mi reaktio voi tapahtua, kun sp*-
hybridisoitu hiili on vinyylisessi positiossa kahteen sp’-hiileen nihden (divinyyli).®
Samanlainen asetelma on havaittavissa vilivaiheessa S5.15, joka séteilyajan pidentyessd

muuttuu di-r-metaani-toisiintumisella sivutuotteeksi 5.16.%

Taulukko 5: Bachin tydryhmén kokeet séteilytysajan ja aallonpituuden suhteen atlantikonin
synteesissii: saannot ja tuotesuhteet®
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o hv hv
P MeOH MeOH
o o NF
5.12 5.15 5.16
Koe A (nm) aika (h) 5.12/ (£)-5.15/ ()-5.16 saanto (%) (£)-5.15
1 300 2,0 64:26:10 25
2 350 2,0 59:34:7 27
3 350 55 6:56:38 48
4 350 14 0:27:73 26

5.2 () -Aplydaktoni

Stonik tydryhmineen eristivdt Madagaskarin pohjoisrannikon meressé eldvistd merijaniksestd
seskviterpenoideihin  kuuluvan aplydaktonin (5.210). Samasta eliostd 16ytyi myos
seskviterpenoidi 5.201, jonka epdillddn olevan ldhtdaine aplydaktonin muodostumiselle.
Aplydaktoni on mielenkiintoinen ja synteettisesti haastava yhdiste, jonka rakenteeseen kuuluu
kolme fuusioitunutta 6-rengasta sekd bromi, joista jdlkimméinen on harvinainen atomi

seskviterpeeneissa.

Yhdisteesséd on yll4 mainittujen rakenteellisuuksien lisdksi kaksi fuusioitunutta 4-rengasta, eli
[2] -ladderaaniyksikkd. Koska yhdiste on 16ydetty noin kolmen metrin syvyydestd elavisti
organismista, on perusteltua olettaa ladderaanin muodostuvan valokemiallisesta [2+2] -
sykloadditiosta. Stonik tyoryhmineen ei kuitenkaan onnistunut pitkédkestoisellakaan UV-
sateilytykselld (kuva 5.2) tuottamaan laboratorio-olosuhteissa aplydaktonia kéyttimalla

yhdistetti 5.201 lihtdaineena. %
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5.201 5.210

Kuva 5.2: Aplydaktonin hypoteettinen lihtdaine seki biosynteesi.®

Vuonna 2016 Meier & Trauner julkaisivat ensimmaéisend aplydaktonin kokonaissynteesin.
Tamin synteesin avainvaiheita ovat kaksi perdkkéistd valokatalysoitua syklobutaaniyksikon

muodostusta, joista ensimméinen on [2+2] -sykloadditio ja toinen on Wolff-toisiintuminen.®’

Meierin & Traunerin kokonaissynteesi alkoi tunnetusta esteristi 5.202.°% Tami saatiin
muunnettua avainvaiheet aloittavaksi yhdisteeksi 5.203 yhdentoista vaiheen jélkeen.
Ensimmadisen syklobutaaniyksikon sisiltdva yhdiste 5.204 muodostui 55 % saannolla ja 13:1
diastereomeerisella suhteella valokemiallisessa [2+2] -sykloadditiossa. [2] -ladderaaniyksikkd
muodostui, kun syklopentanonirengas supistettiin syklobutaaniksi Wolff- toisiintumisella
yhdisteestd 5.206. Toisiintumisessa havaittiin ongelmia, kun oa-diatsovélivaihe pyrittiin
toteuttamaan hydroformylaatiolla tai trifluoroasetoksylaatiolla. Sittemmin tdmé kuitenkin
onnistui, kun syklopentaani muunnettiin ensin enaminoniksi 5.205. Enaminonin avulla
toisiintuminen onnistuttiin tuottamaan hyvilld saannolla (77 %), ja 3:1 diastereomeeriselld
suhteella Rayonet-lampun alla [2] -ladderaaniksi 5.208. Néistd avainvaiheista eteenpdin
tarvittiin vield yksitoista vaihetta, jonka jilkeen lopputuloksena oli aplydaktoni (5.210) 1,6:1

diastereomeerisella suhteella (kaavio 5.2).%7
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0 0O
Hg-lamppu (150 W)
11 vaihetta @Bn Pyrex-filtteri
EtO -
—_ >
_ EtOAc, -78 °C, 55 %
OBn (13:1 d.r)

5.202 5.203 5.204

OBn

MeOCH(NMe,),, THF
typpivirtauksessa, 60 °C
jonka jalkeen

OBn pABSA, dioksaani
70 °C, 61 %

OBn
Rayonet-lamppu (300 nm)
MeOH, r.t, 77 % (3:1 d.r)

>

X = CHNMe, 5.205
X =N, 5.206

Br
5.209 5.210

11 vaihetta

Kaavio 5.2: Meier & Trauner suorittivat ensimmaéisind (+) -aplydaktonin (5.28 ja 5.27, 1,6:1
d.r) kokonaissynteesin.5’

Meierin & Traunerin aplydaktonin kokonaissynteesissd ensimmdiinen syklobutaaniyksikkod

rakentuu valokemiallisella [2+2] -sykloadditiolla, joka on havainnollistettu kaaviossa 5.21.

OBn
hv OBn

\i

5.203 5.204

Kaavio 5.21: Meierin & Traunerin ensimmaéisen syklobutaaniyksikon muodostuminen
intramolekulaarisella valokemiallisella [2+2] -sykloadditiolla (£) -aplydaktonin

kokonaissynteesissi.®’

Toista syklobutaaniyksikkod rakentaessa, Trauner & Meier huomasivat parhaimmaksi
ratkaisuksi tehdd ensin enaminonin 5.24, joka saatiin vaihdettua hyvin Regitz
diatsovaihtoreaktiolla  vélituotteeksi 5.25. Regitz-diatsovaihdossa enaminonin  5.24
enamiinisubstituentti o-hiilessd saatiin vaihdettua o-diatsoyhdisteeksi jarkevilld saannolla.

Reaktiomekanismin kulku on kuvattuna kaaviossa 5.22. Tata seurasi valokemiallinen Wolff -



48

toisiintuminen (kaavio 5.33). Wolff-toisiintumisen péaitteeksi esterid 5.26 muodostui 3:1

diastereomeeriselld suhteella.®’

OBn

Mezf\D OBn
W OBn
MezN H
o) "

OBn OBn

N
H 5.205

OBn

OBn o ® OBn
N=N

Kaavio 5.22: Traunerin & Meierin diatsovilivaiheen muodostumisen reaktiomekanismi,
mukaillen Regitzin® diatsovaihtoreaktion ehdotettua mekanismia.®’

OBn
OBn
29
OBn OBn
OBn Hco/@ OBn
(. N
- - “o-C ’
© H

5.26

Kaavio 5.23: Reaktiomekanismi Wolff- toisiintumiselle valokemiallisesti Traunerin &
Meierin (+) -aplydaktonin kokonaissynteesissé: esterid 5.26 muodostui 3:1
diastereomeeriselld suhteella.®’
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5.3 (+) -Dendrowardoli C

Dendrobium wardianum Warner on Yunnanin provinssissa Kiinassa sekd Kaakkois-Aasiassa
kasvava orkidealajike, jota on kiytetty perinteisessd kiinalaisessa lddketieteessd kuumeen
alentamista varten. Fan ef. al eristivdt tdstd kasvista vuonna 2013 seskviterpenoidin,
dendrowardoli C:n, jolla on synteettisesti erityisen mielenkiintoinen tetrasyklinen rakenne,

jossa on jopa yhdeksin stereogeenisti hiiliatomia.”

Ensimmadisen (+) -dendrowardoli C:n kokonaissynteesin suorittivat Carreira & Wolleb vuonna
2017. Téassd synteesissd syklobutaaniosa rakennettiin triflaatin litioimisella, joka johti

intramolekulaariseen nukleofiiliseen additioreaktioon.”!

Kokonaissynteesi alkoi esteristd 5.30, joka muokattiin kuuden vaiheen jélkeen epoksiketoniksi
5.301. Syklobutaanirenkaan muodostamisen ensimmdiinen vaihe oli litiumenolaatin 5.302
muodostaminen LDA:1la. Tdma johti intramolekulaariseen epoksidin avaamiseen triflaamalla
epoksidi, jolloin muodostui vilituote 5.303, jossa muodostunut sidos hiilten vililld on
ensimmdinen pala muodostettavaa syklobutaaniyksikkod. Vilituote 5.303 aloitti synteesin

avainvaiheen.”!

Alkyylitriflaattien litioimisella voidaan tehdd intramolekulaarisia syklisaatioreaktioita. TAmén
synteesin avainvaiheena kdytetiin samaa metodia, mutta ensimmadisti kertaa syklobutaanin
muodostumista  varten. Kdésittelemélld  vilituotetta 5.303 kolmella ekvivalentilla
litiumnaftalenidia, saatiin muodostettua syklobutaaniyksikon siséltava littumsuola 5.309, seka

littumenolaatti 5.308 sivutuotteena (kaavio 5.3).”!
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TMSO LDA (5 ekviv.) TMSO Tf,0 (1,8 ekviv.) TMSO
W HMPA (10 ekviv. W pyridiini (2,1 ekviv.) W
. 7
z THF, 0° C—>rt 3 s
OO/ 46 % (o] CH2C|2 78° C Tfo /

OLi 5.302 65 % O 5303
5.301
litiumnaftalenidi
- — (3 ekviv.)
TMSO TMSO 2-MeTHF/
. bentseeni (1:13)
6 vaihetta +e’ P 10° C, 46 %
= rio - |
(o L O) 5.305
5.306 . .
Oy OEt -
Retro | +e” C-C fragmentoituminen |+e'
[3+2] l _
TMSO
TMSO W
W o ’
Lio !
5.308 5.307
HO TMSO
OH . TMSO
2 vaihetta
Nukleofiilinen
OH syklisaatio L|’O
5.31 5309

5.304

Kaavio 5.3: Carreiran & Wollebin toteuttama (+) -dendrowardoli C:n kokonaissynteesi.”!

Reaktiomekanistisesti tarkasteltuna, sekd tuotteen ettd sivutuotteen muodostuminen voi
tapahtua eri tavoilla. Suorin reitti tuotteeseen on kaavion 5.3 oikeassa laidassa. Nopeimmassa
reitissd tapahtuu suora triflaatin litioiminen, ja heti perddn intramolekulaarinen nukleofiilinen
additio litioidulta hiileltd 5.304. Hapen koordinaatio litiumiin lukitsee addition paitteeksi

litiumsuolan.”!

On my0s mahdollista, ettéd littumnaftalenidi tuottaa yhden elektronin additiolla ketyylin 5.305.
Ketyylin muodostuminen johtaa kolmeen erilaiseen vaihtoehtoon; 1) triflaatin irtoaminen
intramolekulaarisella karbonyylihapen Sy2-hyokkdykselld jolloin muodostuu eetteri 5.306, 2)
triflaatin eliminoituminen pilkkoutumisen kautta sivutuotteeksi, tai 3) tilanne, jossa happi
koordinoituu littumiin, ja uuden elektronin tuominen aikaansaa karbonyylihiillen Sn2-

hyokkiyksen, jolloin muodostuu syklobutaani 5.309.”!

Tama reaktiosarja ja sen vaihtoehtoiset reitit tuotteelle eivét olleet yksinkertaisia tuotteen
jarkevdn saannon kannalta. Carreira & Wolleb seuloivat erilaisia reaktio-olosuhteita, jotta
tuotteelle voitiin optimoida paras mahdollinen saanto. Saantoon vaikuttivat eniten liuottimet ja
livottimien suhteet, sekd pelkistimen valinta (taulukko 5.3). Mielenkiintoista oli, ettei

natriumnaftalenidi tuottanut reaktiota ollenkaan.”!
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Taulukko 5.3: Optimoidut reaktio-olosuhteet, reagenssit ja liuottimet Carreiran ja Wollebin (+)

-dendrowardolin kokonaissynteeseissi’!

Koe Pelkistin  Liuotin T(°C) 5.309 : 5.308 Saanto (5.309)
1 LiNp THF -78 37:63 16 %
2 LiBp THF -78 19:81 -
3 NaNp THF -78 vain -
5.309
4 LiNp THF/Bentseeni 10 27 %
(1:10) 53:47
5 LiNp 2-MeTHF/bentseeni 10 40 %
(1:10) 46:54
5.4 Solanoeklepiini A

Perunoiden juurissa eldvét sukkulamadot, Globodera rostochiensis ja Globodera pallida,
kayttidvit kasvin tuottamaa solanoeklepiini A:ta (kuva 5.4, 5.401) jédlkikasvun kuoriutumisen
edistimiseksi. Suuremmassa madrdssd yhdiste atheuttaa aikaisen kuoriutumisen
sukkulamadoille, mutta tarpeeksi suuria pitoisuuksia ei 16ydy luonnollisista olosuhteista. Nama
sukkulamadot aiheuttavat vahinkoa perunasadoille, jonka vuoksi solanoeklepiini A on

mielenkiintoinen synteesikohde.”

OMe

5.401

Kuva 5.4: Mulder eristi solanoeklepiini A:n (5.401) vuonna 1986.7?

Solanoeklepiini A sisdltdd rakenteessaan kolme kvaterndérisen hiilen stereokeskusta hyvin

monimutkaisessa trisyklo[5.2.1.0'*]dekaanirakenteessa, ja tihin kiinnittyneen 6,6-dimetyyli-
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7-oksabisyklo[2.2.1]-2-heptanonin. TAmiin triterpenoidin eristi ensimméiiseni Mulder’? vuonna
1986. Yhdisteen monimutkaisesta rakenteesta, sekd yhdisteen konkreettisesta kiyttokohteesta
inspiroituneet Miyashita tyOryhmineen onnistuivat ensimmadisen solanoeklepiini A:n

kokonaissynteesissd vuonna 2011.73

Kokonaissynteesi alkoi aiemmin tehdystd asetoksinitriilistd 5.402. Tami saatiin muutettua
yhdeksén vaiheen jdlkeen epoksinitriiliksi 5.403. Epoksinitriililli 5.403 voitiin kdynnistda
nukleofiilinen nelirenkaan intramolekulaarinen syklisaatio, joka oli synteesin ensimmé&inen
avainvaihe. Nitriiliryhmén viereiselld a-hiilelld on hapan protoni, joka deprotonoitiin LDA:1la.
Tadmad aiheutti o-hiilen hyokkdyksen silyyliryhmalld aktivoituun epoksidirenkaaseen, jolloin
epoksidirengas aukesi ja muodostui TBS-suojattu alkoholi 5.404. Tita avainvaihetta seurasi 36
vaihetta, ja lopputuloksena oli onnistunut solanoeklepiini A:n 5.401 kokonaissynteesi (kaavio

5.4).7

TBSO
LDA - ON _
9 vaihetta TBSCL, HMPA ; 36 vaihetta
E——
THF Y
99 % TBSé OTBS
5.404

TBS(j ;8 OTBS
@ TBS
Kaavio 5.4: Intramolekulaarinen nukleofiilinen nelirenkaan syklisaatio Miyashitan tyéryhmén

tekemiissi solanoeklepiini A:n kokonaissynteesissi.”

Solanoeklepiini A:n parissa on tydskennellyt muitakin ty6ryhmid. Vuonna 2012 Isobe
tydryhmineen  valmistivat  solanoeklepiini A  trisyklo-  [5.2.1.0"]-dekaanirungon
johdannaisen 5.406 kéyttimalld intramolekulaarista kationista syklisaatiota. He tekividt timén

koboltin katalysoimalla Hosomi-Sakurai-reaktiolla.”

Synteesi aloitettiin tunnetusta ent-Hajos-Parrish-ketonista’ 5.407, joka saatiin 13 vaiheen

jalkeen muunnettua B-propargyylialkoholiksi 5.408. Propargyylin TMS-ryhmin poistamista
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seurasi dikobolttiheksakarbonyylin koordinoituminen tdmén yhdisteen alkyyniin, josta
muodostui avainvaiheen aloittava kobolttikompleksi 5.409. Alkoholi kisiteltiin TMS-
triflaatilla, jolloin alkoholi saatiin 1dhtevéksi ryhméksi, ja muodostui karbokationinen vélivaihe.
Nyt Hosomi-Sakurai-reaktio tapahtui intramolekulaarisesti pohjoisen TMS-ryhméin
eliminoituessa aiemmin dissosioituneen triflaatin avulla, ja mahdollistaen kaksoissidoksen
hyokkédyksen karbokationiin. Tédmén jéilkeen tarvittiin vield yksi vaihe, josta saatiin

solanoeklepiini A:n trisyklo- [5.2.1.0'°] -dekaanirungon johdannainen 5.406 (kaavio 5.41).7*

_ 0 . 1) K,CO3, MeOH TMSOTY, DCE, -20 °C
H 13 vaihetta _ >
/J/i/:é S 2) Coy(CO)g, CHCIy THF, -20 °C -> 30 °C
86 % 1h
o 76 %
5.407 5.409 Co,(CO)s

HSiMe,Ph, BTMSA H
- s -~
DCE,65°C,1h
85 %

COZ(CO)e

Kaavio 5.41: Isobe tydryhmineen tekivit solanoeklepiini A:n trisyklo- [5.2.1.01] -
dekaanirungon johdannaisen 5.406 intramolekulaarisella kationisella syklosaatiolla.”

5.5 (+) -Grandisoli ja (%) -grandisoli

(+)-Grandisoli (5.5) on puuvillakirsidkédsurosten tuottama feromoni, joka houkuttelee paikalle
muita puuvillakdrsidkkéitd. Tamd monoterpenoidi on ympdiristdystidvéllinen vaihtoehto
myrkyille, joilla pyritddn estiméién karsdkkéiden aiheuttamia tuhoja. Useat tyoryhmaét ovat
pyrkineet syntetisoimaan (+)-grandisolia siitd lihtien, kun Tumlinson tyéryhmineen’® eristivit
sitdi ensimmdisen kerran 1967. Selvdn kayttokohteen liséksi, (+) -grandisoli on myos

synteettisesti kiinnostava, silli sen rakenne on hyvin epitavallinen luonnonaineeksi.””-’8

Yksi onnistuneen (+)-grandisolin kokonaisssynteesin tehneistd tyoryhmistd oli Mori ja
Fukamatsu. = He  kdyttivit  (+)-grandisolin  syklobutaaninyksikon  sulkemisessa
intramolekulaarista nukleofiilista sykloadditiota taktiikkana (vrt. solanoeklepiini A, luku 5.4).
Synteesi alkoi tunnetusta ja runsaasti esiintyvistd monoterpeenistd (—)-karvonista (5.51), joka

kuuden vaiheen jilkeen jodiesteriksi 5.52. Synteesin avainvaiheessa hapan a-protoni
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karbonyyliryhmén vieressd deprotonoituu LDA:n toimesta, jonka jdlkeen hiilelle jddnyt
elektronipari hyokkééd jodattuun hiileen jodin samalla dissosioituessa. Téstd avainvaiheesta
muodostuva syklobutaaniesteri 5.53 jiljentdd haluttua lopputuotetta. Mori ja Fukamatsu joutui
kiyttdmadn vield kahdeksaa vaihetta lopullisen (+)-grandisolin (5.5) saavuttamiseksi 2,6 %

kokonaissaannolla (kaavio 5.5).”’

|
(0] . CO,Me CO,Me _ Me
6 vaihetta LDA I:( 8 vaihetta .~ _-OH
—_— [ —
—_— —_—
— 1y
'

: HMPA/THF 78 %
X H //

P
5.51 5.52 5.53 5.5

Kaavio 5.5: Morin & Fukamatsun (+)-grandisolin kokonaissynteesi ja syklobutaanin
sulkemiseen kiytetty taktiikka.”’

Suh tyéryhmineen ovat tydskennelleet palladium(0) katalysoitujen allyylisten karbonaattien
intramolekulaaristen syklisaatioiden parissa 5- ja 6-renkailla. Nelirenkaiden osalta he
kiinnostuivat nimenomaisesti Morin ja Fukamatsun avainvaiheessa muodostuvasta
syklobutaaniesteristd 5.53, jolle Suhin tyoryhméd 16ysi keinon toteuttaa nelivaiheisella
synteesilld raseemiseksi seokseksi. Tdmid (+)-grandisolin muodollinen synteesi aloitettiin
kaupallisesti saatavasta metyyli(bentseenisulfonyyli)asetaatista (5.54), joka saatiin kolmen
vaitheen jdlkeen avoketjuiseksi etyylikarbonaatiksi 5.55. 5.55 Kkiésittely 5 mol %
tetrakis(trifenyylifosfiini)palladium(0):1la aiheutti intramolekulaarisen syklisaation 79 %

saannolla (DMSO, rt, 3 h) sulfonyyliseksi syklobutaaniksi 5.56 kaavion 5.51 mukaisesti.”®

PhsPPPhs
Pd Pd(PPhs)
PhO,S - PhO,S [ Q -
% 3 vaihetta 2 WOCOzEt 5 mol %
_
MeO Meo™ X0 DMSO
o) 79 %
5.54 5.55
COMe 4o, Na/Hg SOzPh
NayHPO, d"'COzMe
-~ B
MeOH ==
rt //

78 %
5.53 5.56
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Kaavio 5.51: Suhin ty6éryhméin muodollinen (%) -grandisolin synteesi palladium(0)
katalysoidulla allyylisen karbonaatin intramolekulaarisella syklisaatiolla.”®

Edelld mainitut olosuhteet tuottivat parhaimman saannon 5.56:1le. Pitkittyneilld reaktioajoilla
tai refluksoimalla (kaavio 5.52) Suhin tyéryhméd havaitsi muodostuvaksi kuusirenkaista

isomeerid 5.57.7%

S0,Ph Pd(PPhs),  PhO,S.__CO,Me

Ij-l'COZMe 5 mOI % @\
/4 CH,Cl,
refluksointi

5.56 30 min 5.57

m-o-1

PPhj

Kaavio 5.52: Suh tyoryhmineen havaitsi sulfonyylisen vélituotteen 5.56 isomeroituvan
sulfonyyliseksi kuusirenkaaksi 5.57.7%

6 Yhteenveto

Pienet ja jinnittyneet sykliset orgaaniset rakenteet kiinnostavat synteesikemistejd sekd
teoreettisella, ettd kdytdnnolliselld tasolla. Syklopropaanin ja syklobutaanin johdannaiset ovat
hiilirenkaiden homologisen sarjan ensimmadiset syklit, jotka ovat korkeasti jdnnittyneet, ja titen
reaktiivisia. Naistd kahdesta renkaasta syklobutaani ja sen johdannaiset, esimerkiksi
syklobutanoni tai 1,1-dimetyylisyklobutaani, ovat stabiilimpia kuin vastaavat syklopropaanit.

Tésta johtuen syklobutaanin johdannaiset ovat tietyissa tilanteissa kdytdnnollisempid, koska ne
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eivit valttimatta ole vain reaktiivisia, muotoa muuttavia substraatteja, vaan myos mahdollisesti

pysyvid rakennuspalikoita suunnitellussa synteesissa.

Syklobutaaniyksikot ovat reaktiivisuudestaan huolimatta esilld monissa luonnonaineissa. Niitd
esiintyy huomattavasti enemmén, kuin mitd intuitiivisesti niin jénnittyneistd renkaista voisi
kuvitella. Monet luonnolliset ldhteet, kuten esimerkiksi sienet, bakteerit, kasvit, merelliset
selkdrangattomat sekéd korallit tuottavat syklobutaaniyksikon siséltidvid terpenoideja. Naméa
terpenoidit ovat usein bioaktiivisia, ja potentiaalisesti hyddyllisid esimerkiksi uusien
ladkeaineiden valmistuksessa ja antibioottien kehityksessd. Monista luonnollisista ldhteistd on
onnistuttu eristimiin rakenteiden muodostumisesta vastuussa olevia syntaaseja, ja niitd

voidaan hyodyntda ndiden rakenteiden biosynteettisessd valmistuksessa.

Syklobutaanisten terpenoidien synteettinen tutkimus on edelld mainituista syista tirkedd, mutta
myds yhdisteiden monimutkaiset rakenteet ja jdnnitysenergioista aiheutuvat synteettiset
haasteet inspiroivat tyoryhmid ympari maailman klassisemmissa kokonaissynteeseissd. Monia
syklobutaanisten terpenoidien kokonaissynteesejd on tehty eri tutkimusryhmien toimesta niiden
tarjoamien haasteiden johdosta. Tutkimuksista syntynyt data reaktiivisuuksista ja mahdollisista
menetelmistd ovat erittdin tirkeitd orgaanisen kemian kehitykselle. Yleisimmin kaytettyja
metodeja ovat valokemialliset [2+2] -sykloadditiot ja muiden renkaiden muodonmuutokset 4-
renkaiksi, jotka ovat jo itsessddn kaytdnnollisid menetelmid. Tulevaisuuden kannalta on
mielenkiintoista ndhdé, kuinka tidmén kaltaisten rakenteiden synteettiset metodit ja ratkaisut
kehittyviét, ja onko tiettyjen hyddyllisiksi todettujen terpenoidien tapauksissa mahdollista

kehittdd tuotanto teolliselle tasolle.
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KOKEELLINEN OSA
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6 Johdanto ja tyon tarkoitus

Tamin pro gradu -tutkielman kokeellinen osa perustuu professori Petri Pihkon tyoryhmassa
tyonalla olevalle seskviterpenoidin humilisiini E:n kokonaissynteesille (6.05). Taméin
seskviterpenoidin kokonaissynteesi on véitdskirjatutkija Rajanish Pallerlan tutkimusaihe, ja
hinen tydtddn tukee tdmén pro gradun kokeellisen osan lisédksi myos B.Sc Veera Brucen pro
gradu -tutkielman kokeellinen osuus, sekd tohtori Verma Prachin taustoitus mahdollisista

synteesistrategioista seki teoriassa, ettd kdytdnnossa.

Tamin pro gradu -tutkielman kokeellisessa osassa pyritddn ottamaan selvdd humilisiini E:n
avainasemassa olevan nelirenkaan reaktiivisesta profiilista selvittimélld, onko olemassa

kaytannollisid vaihtoehtoja lisdtd sithen kokonaissynteesin kannalta hyddyllisid substituentteja.

6.1 Humilisiini E

Sun et. al analysoivat pehmytkorallindytettd, Sinularia humilis, joka on perdisin Kiinan
Hainanin provinssissa olevalta Ximaon saarelta. He 10ysivét kuusi uutta diterpenoidia 6.01—
6.05°, sekd jo tunnetut diterpenoidit 6.106—6.112 (kuva 6.1). Nami Sinularia humilisinin
sekundaariset metaboliitit ovat bioaktiivisia, ja niiden epdillddn olevan tarkoitettuja toimimaan
puolustussysteemind isintéelidlle. Yhdisteitd on biotestattu tulehduksen ehkiisijoind BV-2
mikrogliasoluilla, jotka olivat stimuloitu lipopolysakkaridilla (LPS). Niistd yhdisteistd
humilisiini E (6.05) on osoittanut merkittdvisti muita paremman anti-inflammatoorisen efektin
LPS:n atheuttamaan mikrogliasoluviljelméan tulehdustilaan. Tulehdusta voidaan mitata solukon
typpioksidin tuotannossa, jota vapautuu tulehdustilassa. Humilisiini E:n kdytdssd vapautuvan
typpioksidin madrd oli 2,4-prosenttiyksikk6d alhaisempi verrattuna kontrollina kéytetyn
resveratrolin vapauttamaan typpioksidin méadrdin, implikoiden humilisiini E:n ehkéisevén
tulehdusta paremmin kuin reservatroli mikrogliasoluilla. Tédméan lisdksi havaittiin, ettd

humilisiini E ei ole sytotoksinen mikrogliasoluille.”

Humilisiini E:n trisyklinen tetradekahydrosyklopenta[3’,4"|syklobuta[1’,2":4,5]syklonona[1,2-
b]-oksiraani rengasrakennelma on hyvin epitavallinen terpenoideille. Tamé diterpenoidi on
erittdin mielenkiintoinen kokonaissynteesikohde edelld mainitun hyddyllisen kdyttokohteen,

seki hyvin haastavan rakenteen vuoksi.”
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6.05R -H 6.106
6.05' R -OH
= -
X R
RZ
N N
6.107 6.108 6.109 R! -H, R2 -OH

6.109' R' -OH, R? -H

AN

6.110 6.111 6.112

Kuva 6.1: Sinularia humilis -pehmytkorallista eristetyt uudet diterpenoidit 6.101-6.05°, seka
jo tunnetut 6.106-6.112.7° Prof. Pihkon tyéryhmissi tydskentelevin viitdskirjatutkijan

Rajanish Pallerlan tutkimusaiheena on kokonaissynteesi humilisiini E:1le (6.05).

6.2 Kokeellisen osan tausta

Tamin pro gradun kokeellisen tyon tarkoituksena oli kartoittaa mahdollisuuksia humilisiini
E:n (6.05) 9-renkaan rakentamiseen liittdimadlld l&htdaineena kéytettdvadn valmiiseen
nelirenkaaseen 6.25 tarvittavat yksikot 9-renkaan 6.2 sulkemista varten. Kaaviossa 6.2 on

retrosynteettinen havainnollistus ideaalisesta kohdemolekyylistd, jonka valmistaminen tukisi
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kaavion kaltaista strategiaa my0s humilisiini E:n 9-renkaan jérjestdmiselle. Tyon haastavuuden

vuoksi stereokemian kontrolli jétettiin alustavasti pois tavoitteista.

Tamin mallimolekyylin avainvaiheet ovat selektiivinen epoksidaatio tuotteeksi 6.21, sekéd
renkaansulkumetateesi valmiiksi malliaineeksi humilisiini E:n 9- ja 4-renkaan bisyklistd 6.2.
Pédsy ndihin avainvaiheisiin on jo itsessidin vaativa saavutus, ja ovat titen timén pro gradun

kokeellisen osan laajuuden ulkopuolella.

Tutkimuskysymys kaventui ensimméiiseen ja ehkd tirkeimpddn avainvaiheeseen, 1,4-
konjugaattiadditioon, joka méérittda 1dhtokohtaisesti koko kyseisen suunnitelman toimivuuden
humilisiini E:n synteesin kannalta. Koska ajatuksena on sisdllyttdd kustomoitu sivuketju 6.23
nelirenkaaseen (tai jokin muu sivuketju, jonka additiotuote on 6.22), on tidmén ketjun
konjugaattiaddition toimittava vélituotteeseen 6.24. Téstd syystd tyOssd ldhdettiin liikkeelle
syklobutaanisen bromiesterin 6.25 muuttamisesta hyddylliseksi vélituotteeksi suunniteltua

konjugaattiaddititiota ajatellen (kaavio 6.2).

Selektiivinen
RCM epoksidaatio
—_— —

6.21

1,4-konjugaatti-
additio ja pelkistys

(@] (0]
Br Eliminaatio
E&OB E& IR P
6.23

6.25 6.24 R = OR, NR,

NBS, H,O PBr3
)‘\/ — o /“\/\)V )X\/\)V
NaOH Mg Cul

Kaavio 6.2: Alkuperdinen synteesistrategia bisyklin 6.2 valmistamiselle.

Tassd vaiheessa on tirkedd huomioida, ettd konjugaattiadditiossa elektrofiilind ei suunniteltu
kiytettiviksi  organokupraattiadditioissa  yleisempdd  a,B-tyydyttymitontd  ketonia.®

Mahdollisina vaihtoehtoina karbonyyliksi pidettiin esimerkiksi esterid tai amidia 6.24. Tdma

81

johtuu siitd, ettd tyon tarkoitus on tukea sekd renkaansulkumetateesid®', ettd selektiivistad
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epoksidaatiota. ~ Suunnitellun  reitin  kannalta  kaaviossa  6.21  esitetyn  6.22
renkaansulkumetateesin on tapahduttava terminaalisen alkeenin kanssa, jossa R:n on oltava
protoni. Jos terminaalinen alkeeni olisi muodostettu ketonista, niin R olisi jokin alkyyliryhma,
eikd tdten vastaisi humilisiini E:n malliainetta 6.21. Taman liséksi, selektiivisen epoksidaation
oletetaan suosivan eniten substituoitua alkeenia vilituotteessa 6.22. Ketonista johdetun
terminaalisen alkeenin substituutiotaso olisi sama kuin sivuketjun terminaalisen alkeenin
substituutiotaso. Sama substituutiotaso yhé véhentiisi epoksidaatiossa halutun epoksidin 6.21

saantoa, sillé tdssd tapauksessa ei epoksidaatiolle ei 10ytyisi regioselektiivisyytta.

R R R
M
o) ¢ o)
6.22
_ Mﬁ
O 0

6.21R=H

Kaavio 6.21: Reaktiomekanismi suunnitellulle renkaansulkumetateesille, joka muuntaa

epoksidin 6.22 bisykliseksi humilisiini E:n malliaineeksi 6.21.%!

Epdvarmuus konjugaattiadditioiden toimivuudesta syklobutaaniseen o,p-tyydyttyméttoméaéan
esteriin johti tutkimuskysymyksen kaventumiseen; mikd menetelmé sallii konjugaattiaddition
o, B-tyydyttyméttdméin syklobutaaniseen esteriin? Tdmén avainvaiheen toimivuutta paitettiin
lahted kokeilemaan valmistamalla ensin esteri 6.24, jossa R = OBn, jonka jilkeen voitaisiin

alkaa etsimédén toimivia konjugaattiadditiomenetelmia tdhén rakenteeseen.

6.3 a,p-tyydyttymiittomin esterin synteesi

Koska ldahtdaineessa 6.25 on esteriryhmi valmiin, ensimmadinen ja loogisin idea oli eliminoida

HBr ja muodostaa renkaaseen kaksoissidos. N&in voitaisiin muodostaa l&htdaineesta
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yksinkertaisesti konjugaattiadditiotestejd varten o,B-tyydyttymiton esteri 6.24” kuvan 6.3 a

mukaisesti.

Eliminaatioreaktiota testattiin ensimmaiseksi kirjallisuudesta etsitylld vastaavalla reaktiolla,
jossa emiksend kiytettiin 1,8-diatsabisyklo[5.4.0Jundek-7-eenia (DBU)®2. Reaktiossa
noudatettiin kirjallisuudessa raportoituja reaktio-olosuhteita. DBU:in ja bromiesterin 6.25
seosta lammitettiin 90 °C ilman liuotinta, ja reaktioseos muuttui heti oranssiksi ja tahmeaksi.
Tallaista seosta oli hyvin vaikea monitoroida TLC:1ld koostumuksen vuoksi, joten reaktio
sammutettiin tunnin kuluttua reaktion aloittamisesta. Seos kuitenkin liukeni hyvin DCM:iin,

mutta raakatuotteen protonispektristi ei ollut havaittavissa tuotteen piikkeja.

Emaés vaihdettiin kaliumtertbutoksidiksi, (+~-BuOK), jota testattiin kolme kertaa erilaisilla
asetuksilla. Koska #-BuOK on hygroskooppinen, punnittiin titd nopeasti kolviin noin 1
ekvivalentti. Liuottimena kéytettiin jokaisessa reaktiossa tetrahydrofuraania (THF), mutta
reaktioaika ja ldmpotila vaihteli. Valitettavasti vain yksi kokeista (kuva 6.3 b) tuotti TLC:lle
haalean tiplédn, joka olisi saattanut olla tuotetta. Eristyksen ja konsentroinnin jidlkeen tima

kuitenkin katosi kéytdnnossd kokonaan (<1 mg), eikd tuotetta jddnyt riittdvasti sen

karakterisoimiseksi.
a) Emés: 0
: (0]
H_Br)
OEt OEt
6.25 6.24'
'_b_) ___________________________________________________________________

Lahtéaine Reagenssi Liuotin Reaktioaika Lampétila Saanto-%

6.25 DBU - 1h 90 °C -
6.25 -BuOK THF 24 h r.t -
6.25 t-BuOK THF 3h 40 °C -
6.25 -BuOK THF 20 h 40 °C <1 mg

Kuva 6.3: a) Suunniteltu HBr:n eliminaatio ldhtaineesta esterin 6.24° muodostamiseksi ja b)

taulukko kokeellisista yrityksistd eliminaatioreaktiolle.

Tehokkaimmaksi tavaksi bromiesterin 6.25 muuttamiselle o,B-tyydyttoméattomaksi esteriksi

16ytyi kaksivaiheinen synteesi (kaavio 6.31). Ldhtdaine 6.25 hapetettiin karboksyylihapoksi
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6.26 hyvilld saannolla (80 %) kédyttdmalla kaliumhydroksidia ja refluksoimalla tété tolueenissa
noudattamalla kirjallisuuden resepti.®* Bromiesterin 6.5 tipoittainen lisiys kaliumhydroksidin
tolueeniliuokseen aiheutti 0,5 ekviv. jilkeen eksotermisen reaktion, ja reaktioseos muuttui
vaalean keltaiseksi. Reaktio toimi niin hyvin, ettd se pystyttiin nopeasti skaalaamaan
grammamittakaavaan, eikd saantokaan jaényt kuin 4 prosenttiyksikkod pienemmaéksi verrattuna
kirjallisuudessa raportoituun saantoon. Tuote uutettiin aina heksaani/etyyliasetaatti -seoksella
(15 % EtOAc), ja orgaanisten faasien konsentroiminen rotavaporilla kiteytti hapon nopeasti ja
vaivattomasti. Tatd happoa voitiin kdyttdd esterin 6.24 valmistamisessa, joita testattiin kahdella

eri reagenssilla ja erilaisilla reaktio-olosuhteilla.

0] (0] bentysyylialkoholi 0
Br DMAP
o _
tolueeni DCM
6.25 6.26 6.24
68 % 57 %

Kaavio 6.31: Kéytetty reaktioreitti o,B-tyydyttyméttomalle bentsyyliesterille 6.24

Karboksyylihapon 6.26 muutos esteriksi 6.24 kaavion 6.31 tapaan on nk. Steglich-
esterifikaatio. Steglich-esterifikaatio on kytkentéreaktio, jossa kiytetdan
disykloheksyylikarbodi-imidid (6.28), sekd 4-dimetyyliaminopyridiinid (6.27) alkoholin

liittimisessd karbonyylihiileen.®* Reaktiomekanismi on havainnollistettu kaaviossa 6.32.
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Kaavio 6.32: Ty0ssd kdytetyn bentsyyliesterin 6.24 muodostuminen Steglich-

esterifikaatiolla.?*

Reaktiossa seurattiin kirjallisuutta®®, mutta parhaimmat saannot saatiin muutetuilla reagenssien
suhteilla, konsentraatiolla ja reaktioajalla. Reaktiota kokeiltiin seké asetonitriilissd (ACN), ettd
dikloorimetaanissa (DCM). Optimointitestit esterin valmistamiselle on listattu taulukkoon 6.31.
Saannon ja puhtauden kannalta tehokkaimmaksi menetelmiksi osoittautui 1 ekviv. DCC:t4, 0,1
ekviv. DMAP:ia, 1,5 ekviv. bentsyylialkoholia sekd DCM liuottimena. Parhaimman saannon
tuottavissa reaktioissa liuotinta lisdttiin tarvittava maard, jotta happoon suhteutettuna liuoksen
konsentraatio oli n. 0,5 M. Reaktiossa muodostui kiinteda disykloheksyyliureaa (DCU). Esterin
puhdistusvaiheessa kokeiltiin sekd menetelmad, jossa kiteytynyt DCU suodatettiin pois ennen
flash-kromatografiaa ettdi myos konsentroidun, suodattamattoman reaktioseoksen suoraa
puhdistamista. DCU:n suodatus tuotti parhaimman saannon. Combiflash-laitteistolla toteutettu
kromatografinen puhdistus osoittautui huomattavasti selkedmméksi kuin puhdistaminen
pylvédskromatografialla ja paransi saantoa ja tuotteen puhtautta aiempiin pylvaspuhdistuksiin
verrattuna. Eluenttiseoksena kiytettiin pentaania ja dietyylieetterid, joka aloitettiin 5 % ja
nostettiin 20 % 20 minuutin ajossa (5 % — 20 % Et0). Karboksyylihapon esterdintid yritettiin
my0s 2-metyyli-2-butanolilla sekd ACN:ssd ettdi DCM:ssa, mutta tuotefraktioista ei jddnyt
tarpeeksi analysoitavaksi. Oletettavasti tertiddrinen alkoholi reagoi néissd olosuhteissa

huomattavasti hitaammin kuin priméérinen alkoholi.

6.4 Konjugaattiadditio

Ensimmaéinen idea konjugaattiadditiolle oli kdyttdd organokupraattia. Nédiden reagenssien
toimivuutta 1,2- ja 1,4-additioissa erilaisiin elektrofiileihin, kuten karbonyyleihin on tutkittu

paljon, ja ne ovat integroituneet tirkeéksi osaksi orgaanista synteesii.3%%

Alkuperdisend ajatuksena oli hieman toiveikkaasti testata ensin vinyylisen kupraatin
konjugaattiadditiota, vaikka se ei johdakaan haluttuun vilituotteeseen. Tama ajatus ldhti siita,
ettd vinyylisen kupraatin valmistaminen on helpompaa kuin allyylisen tai metallyylisen
kupraatin. Talld tavalla voitaisiin sivuuttaa hyvin todennikodinen turha tyd, jos vinyylinen

konjugaattiadditio ei toimi.
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Organokupraatin muodostaminen voidaan tehdd reagoittamalla matalassa ldmpdétilassa
Grignardin reagenssia (kuten vinyylimagnesiumbromidia) ja kupari(I)halidia. Muodostuva
alkyyli-CuMgBr-kompleksi toimii pehmeédnd nukleofiilind, mahdollistaen selektiivisen 1,4-
konjugaattiaddition a,pB-tyydyttymittomaidn karbonyyliin. Vinyylinen kupraatti tehtiin

kosteudelta ja ilmalta suojattuna argonin alla, ottaen esimerkkii kirjallisuudesta.®’”

Reaktio tehtiin -78 °C ldmpotilassa kéyttden livottimena THF:ia. Ylldtykseksemme,
bentsyyliesterin 6.24 tapauksessa konjugaattiadditiota ei tapahtunut ollenkaan (kaavio 6.4), ja
6.24 siilyi sammutuksen ja eristimisen jilkeen protonispektrin perusteella tdysin
koskemattomana. Reaktiota yritettiin kaksi kertaa, toisella kerralla kuivaamalla kuparibromidi-
kompleksia huolellisemmin ennen livottimen ja vinyylimagnesiumbromidin lisddmista.

Tastakddn huolimatta reaktiota ei saatu kiynnistettyé.

CuBr * Me,S
o) O
" MgBr /
ERLOBIW x -~ OBn
THF
6.24 6.41

Kaavio 6.41: Esterin 6.24 1,4-vinylaatioyritys vinyylikupraatin konjugaattiadditiolla
tuotteeksi 6.41.

Organokupraattiadditiot ovat suhteellisen hyvin tunnettuja ja yleisesti ottaen toimivia.*® Koska
esterin 6.24 tapauksessa timid ei kuitenkaan toiminut, paitimme laittaa koko ajatuksen

kupraattiadditiosta sivuun.

Tarkemman kirjallisuuskatsauksen jélkeen 10ytyi fluoridi-ioni-indusoitu allylaatio kdyttden
allyylistd silaania ldhtdaineena. Reaktiota on tutkittu useilla erilaisilla a,p-tyydyttyméttomilld
ketoneilla, estereilld ja ketoestereilld.®® Titd pditettiin kokeilla, koska se vaikutti reaktiivisesti
lupaavalta a,B-tyydyttyméttomén esterin kanssa, ja se olisi mahdollisesti kdytdnnodllinen keino

liittdd tulevaisuudessa myds kustomoitu sivuketju esteriin.

Reaktiossa muodostetaan pentavalenttinen allyylinen silaani koordinoimalla fluorianioni
pithin. Tdméd rakenne toimii pehmednd nukleofiilind ja hyokkdd 1,4-additiolla
tetrabutyyliammoniumenolaattiin, jonka jélkeen reaktio sammutetaan ja saadaan haluttu tuote

(kaavio 6.42).38
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N o ?
_/\/\ - > F/Si\r‘/\/—\ I_:[RLOB”

\_\; 6.24

| N o TBA
OBn Sammutus Eﬁ\
-~ OBn

6.42

Kaavio 6.42: Fluoridi-indusoitu esterin 6.24 1,4-allyloinnin mekanismi.®®

Kuten aiempien vilituotteiden valmistamisessa, tdssikin reaktiossa seurattiin kirjallisuutta®s,
mutta kuten esterin 6.24 valmistuksessa, parhaimmat tulokset saannon kannalta tulivat
muunnelluilla  reagenssimédrilld ja reaktioajoilla. Tamidn lisdksi kaytossd ollut
tetrabutyyliammoniumfluoridi (TBAF) ei ollut kiintedssd muodossa, vaan 1 M THF:ssa.
Reaktiot tehtiin huolellisesti kosteudelta suojattuna, lisdten jokainen reagenssi omasta 2-
kaulaisesta kolvista, jotka olivat uunikuivattu ja huuhdeltu vakuumissa ja argonissa.
Liuottimena kéytettiin kuivaa dimetyyliformamidia (DMF). Heksametyylifosforiamidi
(HMPA) jatettiin pois ensimmadisen yrityksen jdlkeen, koska se on herkké kosteudelle eikd sen
roolista reaktiossa ollut varmuutta. Parhain saanto saatiin koenumerossa 3 (taulukko 6.42),
jossa TBAF kuivattiin molekyyliseuloilla (4 A). Tidmén lisiksi reaktiokolvi sisilsi
molekyyliseuloja. TBAF:n méard vaikutti positiivisesti saantoon, nostamalla kirjallisuudessa
raportoidun 0,1 ekviv. katalyyttisen méérdn stoikiometriseen madrdén. Reaktioseos muuttui
keltaisesta viininpunaiseksi, kun trimetyyliallyylisilaania alettiin lisdtd reaktioseokseen
tipoittain. Reaktioissa muodostui nopeasti tdpldt TLC-levyille, joissa oli havaittavissa ldhtdaine
himmedsti, sekd juuri sen yldpuolella tuote. Reaktioaika ei tuntunut vaikuttavan tuotteen
madrddn, silld tunnin reaktioajan jdlkeenkddn TLC:lld ei tapahtunut merkittdvid muutoksia
verrattuna 10 minuutin TLC-néytteeseen. Valitettavasti reaktion saanto jdi parhaimmassakin
tapauksessa vain 15 %. Tédméd saattaa johtua siitd, ettd kirjallisuudessa kaytettiin kiinteda
TBAF:ia, ja meididn kokeessamme kéytetty TBAF:n THF-liuos saattoi vaikuttaa allylaatioon,

silld osa liuottimesta oli tissd tapauksessa THF:&a.
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Taulukko 6.42: Koejérjestelyt jokaiselle kokeillulle allylointireaktiolle tuotteeksi 6.42

Koe # TBAF Allyyli-TMS Aika Saanto (6.42)
12 0,1 ekviv. 3 ekviv. 30 min 2,8 %
2 1 ekviv. 3 ekviv 45 min 6,3 %
3b 1 ekviv. 3 ekviv 45 min ~15 %
4 2 ekviv. 3 ekviv 1h -

a: HMPA 3 ekviv. lisdys reaktioseokseen
b: molekyyliseulat TBAF:ssa seka reaktiokolvissa

Matalasta saantoprosentista huolimatta positiivista tissd tuloksessa on se, ettd reaktio toimii.
Vaikka stereokemian kontrolli ei ollut kuulunut alkuperdiseen suunnitelmaan, oli
mielenkiintoista havaita, ettd muodostunut allylaatiotuote 6.42 ilmensi humilisiini E:n 9- ja 4-
renkaan stereokemiaa. Suhteellinen stereokemia mééritettiin 1D-NOE ja 2D NOESY-kokeilla.
Kuvassa 6.4 on havainnollistettu allylaatiotuotteen 6.42:n diastereomeria protonikorrelaatioina

ja vertailupohjana on humilisiini E:n ldnsiosan kolmiulotteinen rakenne.

g H
P
0.0
H \(s) H
(R
H
6.42 6.21'

Kuva 6.4: Allyloituneen tuotteen 6.42 stereokemia ja NOE-korrelaatiot. Vertailupohjana

myds humilisiini E:n l&nsiosan 6.21° kolmiulotteinen malli.

Tulokset motivoivat kokeilemaan vastaavaa reaktiota metallyyliselld silaanilla. Metallylointi
simuloisi oikeanlaista liitoskohtaa metallylaatiotuotteessa, joka olisi esterin 6.24 ja kaavaillun

sivuketjun vélilla.

Trimetyyli-(2-metallyyli)-silaani (6.43) valmistettiin noudattamalla kirjallisuutta® kaavion

6.43 a mukaisesti. Reaktiossa muodostettiin metallyylinen Grignard lisddamailld timin kanssa
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reagoiva yhdiste, trimetyylisilyylikloridi (TMSCI), in situ huoneenlimmdssd argonin alla.
Reaktion annettiin edetd yon yli ennen sammutusta. Tuote pestiin vedelld ja heksaanilla. Tdma
reaktio onnistui kohtuullisen hyvin, vaikka hieman hankala ja ty6lds tuotteen tislaus jatti

tuotteen protonispektriin heksaanijaédmia.

Samalla reaktiolla, mutta hieman erilaista kirjallisuusohjetta noudattaen®®, valmistettiin
trifenyyli-(2-metallyyli)-silaani (6.44) kaavion 6.43 b tapaan. Suurin ero 6.43 valmistuksessa
kirjallisuuteen verrattuna oli reaktioajassa ja lampdtilassa. 6.44:n synteesi kdynnistettiin 0 °C
lampdotilassa, ja 30 minuutin kuluttua kéynnistyksestd lampotila nostettiin 45 °C. Reaktio
sammutettiin 4 tunnin kuluttua kdynnistyksestd. Tislaus onnistui paljon helpommin, silld tuote
oli kiinted viela reilusti yli liuottimien kiehumispisteiden. Loppuen lopuksi havaittiin, ettd tuote

kesti hyvin myds vesikiertovakuumia, jolla loputkin liuotinjddmat saatiin kuivattua.

a) 1. Mg
2. TMSCI
Cl  ——————>  MesSi
THF
6.43
b)
1. Mg
2. TPSCI
S
THF
6.44

Kaavio 6.43: a) Trimetyyli- (6.43) ja b) trifenyyli-(2-metallyyli)-silaanin (6.44)

syntetisointi.®*%

Valmistetuilla metallyylisilaaneilla 6.43 ja 6.44 yritettiin kaavion 6.44 mukaista reaktiota.
Tama oli vastaavanlainen kuin kaavion 6.42 allylaatio, mutta uusien 1dhtdaineiden 6.43 ja 6.44

tapauksessa reaktiota voidaan kutsua fluoridi-ioni-indusoiduksi metallylaatioksi.

Reaktioiden kokeelliset olosuhteet kopioitiin  fluoridi-ioni-indusoidulle allylaatiolle
raportoidusta kirjallisuudesta kayttden optimointeja, jotka takasivat parhaan allylaatiosaannon
(taulukko 6.42). Kaavion 6.44 molempia reaktiota a ja b seurattiin TLC:114 noin 45 minuutin
ajan. Trimetyyli-(2-metallyyli)-silaanilla (6.43) yritetty metallylaatio muuttui vériltddn
tummaksi ldhes heti silaanin tipoittaisen lisdyksen jélkeen. Kaavion 6.44 a reaktiossa 10

minuutin ja 45 minuutin jilkeen ldhtdaine 6.24 ndkyi TLC-levylld yhtd himmeénd tdplidnd
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kummallakin TLC-analyysikerralla, mikd johti pddtokseen sammuttaa reaktio. Oletettua
tuotetta ilmestyi TLC-levylle hyvin ohuena ja himmeéna tipldna juuri ldhtdaineen ylépuolelle.
Konsentroinnin jilkeen pylvdilld eristetyt fraktiot esterin ja oletetun tuotteen vililld olivat
perdakkdin, mutta silti siististi erillddn. Valitettavasti ndiden fraktioiden konsentroinnin jélkeen
vain esteristd 6.24 jdi tarpeeksi sen karakterisoimiseksi. Oletettu metallyloitu tuote katosi

kaytannossd kokonaan.

Samaa menetelmdd mallintaen tehtiin my0s kaavion 6.44 b metallylointi. Tédssd reaktiossa
erilaista oli DMF-ylimdir4, silld kiinted 6.44 liukeni DMF:iin heikosti. Kun 6.24 ja TBAF:in
DMF liuokseen lisittiin tipoittain 6.44, reaktio muuttui keltaisesta viinipunaiseksi (kuten
fluoridi-ioni-indusoiduissa allylaatioissa). Véri vaikutti lupaavalta, mutta reaktiota ei silti
tapahtunut. Reaktio sammutettiin, kun havaittiin esterin 6.24 tipldn TLC:1ld kadonneeksi. Sen
tilalle muodostui tdpld hieman reaktion alussa nikyneen 6.24 tiplan ylapuolelle. Tamén lisdksi
muodostui TLC:11d tdpld 6.24 alapuolelle, joka oli oletettavasti reaktion sivutuotteena
muodostuvaa fluoritrifenyylisilaania. Raakatuote puhdistettiin  Combiflash-laitteistolla
kiyttden pentaani/dietyylieetterin ajoliuosta. Valitettavasti fraktioista 10ytyi, vasten odotusta
TLC:n perusteella, l1dhtoaine 6.24. Tamian lisdksi eluoitui myos trifenyylisilanoli, joka

oletettavasti muodostui reaktion sammutuksessa fluorotrifenyylisilaanista.

a)
0
OBn Me Si/\’/ TBAF Q
3
E(\L ¥ X OBn
6.24 6.43 DMF
b)
0
OB ?
n - TBAF
. Ph3S|/\’/ se oBn
DMF
6.24 6.44

Kaavio 6.44: Reaktiokaaviot fluoridi-ioni indusoidulle metallylaatiolle a) trimetyyliselld

silaanilla 6.43 ja b) trifenyyliselld silaanilla 6.44.
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6.5 Vaihtoehtoiset ideat

Tamain pro gradun aikana on pohdittu useita vaihtoehtoisia reittejd humilisiini E:n malliaineen
valmistamiseksi. Kuten aiemmin mainittiin, bromiesteri 6.25 muutettiin kayttdkelpoiseen
muotoon 1,4-konjugaattiadditiota varten, joka valikoitui erilaisten kokeiden jédlkeen

bentsyyliesteriksi 6.24.

Yksi potentiaalisista vaihtoehdoista konjugaattiadditiolle olisi voinut olla kupraattiadditio a,[3-
tyydyttyméattomain esteriin 6.24 TMSCL:in ldsnéollessa, tai vaihtoehtoisesti kupraattiadditio
amidiin. Kaavion 6.4 vinyylikupraatin konjugaattiaddition epdonnistuminen oli kiinnostava
havainto, joka johti syiden etsimiseen kirjallisuudesta. Aleksakis tyoryhmineen tutkivat useiden
erilaisten a,B-tyydyttymattomien esterien ja amidien reaktioita organokupraattien kanssa. He
mainitsivat, ettd o,p-tyydyttyméttomait esterit eivit reagoi toivotulla 1,4-konjugaattiadditiolla
lihes mink&dn organokupraatin kanssa. Ndissd reaktioissa esterit muuttuvat tuntemattomiksi
korkean molekyylipainon tuotteiksi. a,B-tyydyttymédttomét amidit eivdt reagoi 1,4-additiolla
ollenkaan. Tdmén pohjalta ei ole edes oletettavissa, ettd vinyylikupraattiadditio kaavion 6.4
mukaisesti voisi toimia. He kuitenkin raportoivat, ettdi TMSCl:in lisdys nididen a,p-
tyydyttymittomien esterien ja amidien reaktioseoksiin muodostaa 1,4-addukteja hyvélld
saannolla, ja sivutuotteiden miird on hyvin pieni.”! Tdmi perustuu Normantin tydryhmin
tutkimukseen, jossa he havaitsivat, ettd o,B-tyydyttymittomén aldehydin enolaatin voi lukita

TMSCl:lla, jos se lisétiin reaktioseokseen ennen enolia.”?

On siis erittdin mahdollista, ettéd tdssd tyOssd yritetty konjugaattiadditio vinyylikupraatilla olisi
voinut onnistua TMSCl:ia kédyttdmalld. Tdmaén lisdksi, jokin amidi néissd olosuhteissa olisi

voinut tuottaa myos 1,4-adduktin.

Ongelmallista ylld mainitussa ideassa on haluttu metallyylisen sivuketjun liittiminen, silld
metallyyliset ja allyyliset organokupraatit ovat kovempia nukleofiilejd kuin alkyylikupraatit, ja
siten kasvattaa riskid 1,2-additioon. Lipshutz tyoryhmineen ovat tehneet toitd selvittddkseen
regioselektiivisyyttd allyylisten ja metallyylisten organokupraattien additiossa a,f-

tyydyttymittdmiin  ketoneihin.”>-

Lipshutzin  tydryhmén kéyttimédn menetelmén
hyddyntdminen metallyylisen organokupraatin kanssa saattaa olla toimiva ratkaisu esterin 6.24
metallyloimiselle. Esteri 6.24 on my6s vihemmaén elektrofiilinen kuin ketonit, joita Lipshutzin
tyoryhmd kéytti, mikd tekee esteristd vield todenndkdisemmin regioselektiivisen 1,4-
kupraattiaddition vastaanottajan. Aleksakisin tyoryhmén sekéd Lipshutzin tyoryhmén tulosten
pohjalta kaaviossa 6.5 a ja b on esitetty ajatukset, jotka vaikuttaisivat lupaavalta tulevaisuuden

suunnitelmalta esterin 6.24 metallylaatiolle.
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a) .
1.Li/ THF
2. tributyylitinakloridi
Cl » SnBuj
THF
0°C
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o 1. MeLi
2. Cul/ LiCl o
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)\/SnBu3 . n 3. TMSCI B
THF
6.24 -78 °C

Kaavio 6.5: a) Esimerkki metallyylisen tributyylitinan valmistusolosuhteista® ja b) sen kiyttd

potentiaalisesti tehokkaana metallyyliseni 1,4-additioreagenssina esterin 6.24 kanssa.

a,B-tyydyttymétdon amidi oli vaihtoehto myds muiden konjugaattiadditioiden pohdinnoissa.
Olisi mielenkiintoista tietdd, kuinka fluoridi-ioni-indusoitu allylaatio toimisi amidin
tapauksessa, ja voisiko metallylaatio toimia a,B-tyydyttyméton amidin kanssa. Tété olisi voitu
kokeilla tekemilld jokin amidi karboksyylihaposta, esimerkiksi DCC-kytkenndlld tai
happokloridivélituotteen kautta. Kaaviossa 6.51 on esitetty mahdollisen amidin valmistus, seké

sen hypoteettisen fluoridi-ioni-indusoidun metallylaation reaktiomekanismi.

. U O

N H=N>
o N DCC :0 \ HN
N - C.  metyyliamiini - C | A
O~H N ——— N ERX)\O =N
O O /NHZO
HN S HN

o 2. Ph;Si Ph@S/F:F o o]
N— ~>: P ( . Sammutus N/
H N —_— H
H

Kaavio 6.51: Reaktiomekanismi vaihtoehtoisen amidin valmistukselle seké sitd seuraavalle

mahdolliselle fluoridi-ioni-indusoidulle metallylaatiolle. 348
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On myos mahdollista, ettd kéytetyt metallylaatioreagenssit 6.43 ja 6.44 fluoridi-ioni-
indusoidussa 1,4-additiossa eivdt ole tarpeeksi reaktiivisia. Ryhmédn 14 heteroatomin
vaihtaminen metallyylisessd reagenssissa piistd joksikin muuksi saattaa vaikuttaa reaktion
kdynnistymiseen, jos yhdiste olisi silaania reaktiivisempi. Erilaisille ao,B-tyydyttymattomille
ketoneille ja fenoneille on raportoitu toimivia allylointeja ja metallylointeja [-asemaan
kayttamalld allyylisia- ja metallyylisia tributyylitinayhdisteitd. Enoni voidaan aktivoida téssi
tapauksessa tantaalipentakloridilla. Kaaviossa 6.52 a on kokeellinen esimerkki

kirjallisuudesta.”®

/j‘\/SnBu;; Ph Ph
Phjw/\/Ph 54 %
@)
(0]

Sc(OTHf)3 .
81 %
@ @ 71dr

Kaavio 6.52: a) Metallylaatio a,B-tyydyttymattomille fenonille metallyyliselld
tributyylisilaanilla®. b) a,B-tyydyttymittémin N-enoyyli-4-fenyyli-1,3-oksatsolidinonin

konjugaattiadditio stereoselektiivisesti.”®

Amidille lupaavan oloinen mahdollisuus on myds 4-fenyylioksatsolidinonien (R)- ja (S)-
enantiomeerit, joita voidaan kayttdd stereoselektiivisessd metallylaatiossa hyvélld saannolla.
Tassd reaktiossa voidaan kayttdd erilaisia Lewis-happoja, kuten skandiumtriflaattia jota

kéyttdessd on raportoitu hyvé saanto ja diastereomeerinen suhde metallylaatiotuotteelle (kaavio
6.52 b).%
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7 Yhteenveto

Tamén pro gradu -tutkielman kokeellisessa osassa kartoitettiin vaihtoehtoja humilisiini E:n
(6.05, kaavio 7 a) linsiosan synteesiin ldhtien valmiista syklobutaanista 6.25 (kaavio 7 d).
Tarkoituksena oli selvittdd, voiko o,B-tyydyttyméttomén karbonyylin siséltdvésta
syklobutaaniyksikostd valmistaa 1,4-konjugaattiadditiolla syklobutaanijohdannaista 6.22
(kaavio 7 b) mallintava 1,4-additiotuote 7.0 (kaavio 7 c). Kokeellisessa osassa onnistuttiin
valmistamaan bentsyyliesteristd 6.24 allyloitu tuote trimetyyliallyylisilaanilla, mutta

metallyyliset silaanit 6.43 ja 6.44 eivit onnistuneet bentsyyliesterin metallyloinnissa.

Selektiivinen
RCM epoksidaatio
—
c) OBn
— Pelkistys o] H 1,4-konjugaatti- OBn
h Wittig additio 0
)‘\ i ¥ /J'VR
6.44 R = Ph3Si
d) \\\7 (0]
N o o 0 Allylaatio //"EKKOBH
|j)J\OEt KOH EHJ\OH Esterifikaatio EHJ\OBn
Metallylaatio

T
6.25 6.24 A
g OBn

Kaavio 7: a) Humilisiini E. b) Suunnitellun strategian retrosynteesin avainvaiheet humilisiini
E:n ldnsiosalle 6.22. c) Tdmén pro gradun kokeellisen osan tavoite; selvitettiin voiko
retrosynteesikaavion mukaisesti valmistaa humilisiini E:n ldnsiosaa mallintavaa yhdistetta

7.0. d) Kokeellisen osan tulokset kuvattu eteenpédin menevélld synteesilla.
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Onnistunut  allylaatio  kuitenkin rohkaisee tutkia metallylaation mahdollisuuksia
tulevaisuudessa tarkemmin. Jos metallylaatiolle 16ytyy keino, jolla dieenid 7.0 saisi hyvélla

saannolla valmistettua, on hyvét mahdollisuudet valmistaa trieeni 6.22.

Tadmidn pro gradun kokeellisen osan pohjalta voisi olla jarkevdd kokeilla joitain silaaneja
reaktiivisempia nukleofiilid 1,4-additiolle. Silaanien sijaan on mahdollista, ettd esimerkiksi
metallyyliset tinayhdisteet voisivat reagoida 1,4-additiolla. Potentiaalinen vaihtoehto on myos

metallyylisen kupraatin kdyttdminen, lisiten TMSCl:ia reaktioseokseen ennen esterid 6.24.

Naiiden lisdksi karbonyylin vaihtaminen esterid elektrofiilisemmaéksi amidiksi voi auttaa.
Amidia olisi syytd testata seka tdssa tyOssd kokeilluilla reaktioilla, ettd luvussa 6.5 mainituilla
ehdotuksilla. Stereokontrollin ndkdkulmasta potentiaalisesti hyva ajatus seuraaville kokeille on

hy6dyntdd haposta 6.26 valmistettua 4-fenyylioksatsolidinin amidia.

8 Kokeelliset menetelmiit

Kaikki reaktiot suoritettiin ilmalta ja kosteudelta suojattuna. Kosteusherkissd reaktioissa
kéytettiin uunilla (120 °C) ja kuumailmapuhaltimella kuivattuja lasitavaroita. Synteeseissi
kiytettiin kuivia liuottimia (THF, tolueeni, ACN, DCM) jotka otettiin MBraun SPS-800 -
liuotinkuivausjarjestelméstd. Muut reagenssit ja liuottimet (HPLC-laatu) kéytettiin valmistajien
toimittamassa muodossa. Reaktioiden seurantaan ja Re-arvojen madritykseen kéytettiin Merck
silica gel F254 (200400 mesh) TLC-levyji. Vériaineina kéytettiin kaliumpermanganaatin (4 g
KMnOg4, 30 g K2CO2, 7,5 ml 1 M NaOH, 450 ml H>0) liuosta. Tuotteiden puhdistukset tehtiin
késin flash-kromatografisesti kdyttden Merck silica gel 60 (230400 mesh) -silikaa tai Teledyne
Isco Combiflash Rs-laitteella kayttden RediSep Rr Gold (400—-632 mesh) -silikakolonnia.

Tuotteiden sulamispisteet médritettiin Bibby-Stuart Scientific SMP3 -sulamispistelaitteella. IR-
spektrit mitattiin Bruker Tensor 27 FTIR -spektrometrilld. Tarkan massan maédritykseen
kaytettiin Agilent 6560 Ion Mobility Q-TOF-massaspektrometrid. Yhdisteiden NMR-
mittaukset tehtiin Bruker Avance III HD 300 MHz -spektrometrilld ja Bruker Avance III HD
500 MHz -spektrometrilld. Spektrien siirtymét on ilmoitettu ppm-asteikolla suhteutettuna

CDCls:n jaanndsprotinin (ou = 7,26 ppm) tai jddnnoshiilen (6u = 77,16 ppm) siirtymiin.
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8.1 a,B-tyydyttymittomin karbonyylin valmistus

8.1.1 Syklobut-1-eeni-1-karboksyylihappo

O O
IBERLOH KOH ERLOH
6.25 6.26

CsHgO,

Kaliumhydroksidin (4,7 g, 83 mmol, 4,5 ekviv.) ja kuivan tolueenin (50 ml) seos nostettiin
refluksointildmpdétilaan (110 °C). Seokseen liséttiin tipoittain etyyli-1-bromisyklobutaani-1-
karboksylaattia (6.26) (3,0 ml, 19 mmol, 1 ekviv.) Reaktion annetiin edetdi 1 h
refluksointilimpdtilassa. Reaktio sammutettiin vedelld (50 ml) ja eristettiin etyyliasetaatilla (30
ml) ja dietyylieetterilld (30 ml). Vesifaasin tehtiin happamaksi 1 M HCl-liuoksella, ja pestiin
etyyliasetaatilla (3x15 ml). Orgaaniset faasit yhdistettiin ja pestiin kylldiselld suolaliuoksella
(50 ml) ja kuivattiin kidevedettomilld Na;SO4:1la. Raakatuote konsentroitiin ja puhdistettiin
flash-kromatografialla (EtOAc / n-heksaani 17:100). Tuotetta sisdltavit fraktiot haihdutettiin

alipaineessa ja vakuumissa.

Valkoinen kiinted aine, (1,2 g, 68 %);
Sp. 68-70 °C;

R{MeOH/DCM 5:100): 0,25 (KMnO4)

IR (filmi, cm™): 2974, 2925, 2611, 2544, 1662, 1593, 1412, 1307, 1244, 1202, 1124, 909, 882,
807, 742, 694, 557, 431;

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 10,4 (s, OH), 6,92 (t, /= 1.1 Hz, 1H), 2,65 (t, J = 3.2 Hz, 2H),
2,5 (td, J=3.8, 1.2 Hz, 2H);
13C NMR (75 MHz, CDCl3): 5 166.9, 149.9, 138.3, 29.1, 27.4;

Yhdisteestd mitattu data vastasi kirjallisuusarvoja.®”:3
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8.1.2 Bentsyylisyklobut-1-eeni-1-karboksylaatti

0 HO . o)
|iﬁx\OH . DMAP ERLO

6.26 6.24
CipH (20,

Karboksyylihapon 6.26 (490 mg, 4,1 mmol, 1 ekviv.) DCM-liuokseen (40 ml) liséttiin
fenyylimetanolia (0,64 ml, 6,1 mmol, 1,5 ekviv.). Seoksen annettiin jadhtyd 0 °C 30 min ajan.
Seokseen liséttiin perdkkdin DMAP (50 mg, 0,4 mmol, 0,1 ekviv.) ja DCC (1 g, 4,9 mmol, 1,2
ekviv.). Reaktion annettiin edetd 72 h, jonka jilkeen raakatuote suodatettiin ja puhdistettiin
CombiFlash-laitteistolla (Et2O/pentaani 5:100 — 20:100). Tuotteen siséltdnyt fraktio

konsentroitiin.
Kirkas 6ljy, (510 mg, 57 %);
Ri(EtOAc/n-heksaani 40:100): 0,7 (KMnOQO4)

IR (filmi, cm™): 3066, 3034, 2930, 2118, 1713, 1608, 1498, 1455, 1418, 1376, 1315, 1278,
1238, 1186, 1107, 1046, 1029, 964, 907, 866, 825, 799, 779, 735, 691, 601, 588, 533, 461;

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8 7,33-7,37 (m, SH), 6,80 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 5,18 (s, 2H), 2,75
(t,J=3.2,2H), 2,48 (td, J= 3.6, 1.1, 2H);

BC NMR (75 MHz, CDCl3): § 162.0, 147.0, 138.5, 136.1, 128.5, 128.2, 65.8, 29.2, 27.2;

Yhdisteesti mitattu data vastasi kirjallisuusarvoja.”®
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8.2 Metallylaatioreagenssien valmistus

8.2.1 Trimetyyli-(2-metallyyli)-silaani

¢ .
47 Me3S|/\H/
| MgCl
6.43

Magnesiumjauheen (740 mg, 30 mmol, 1,3 ekviv.) ja kuivan THF:n (7 ml) reaktioseokseen
liséttiin 3 tippaa 1,2-dibromietaania ja pala jodia. Reaktioseos nostettiin refluksointilamp6on
(70 °C). Seuraavaksi valmistettiin metallyylikloridin (3 ml, 31 mmol, 1,3 ekviv.) ja
trimetyylisilyylikloridin (3 ml, 24 mmol, 1 ekviv.) liuos THF:iin (15 ml) ja liséttiin tdmé liuos
tipoittain reaktioseokseen. Reaktion annettiin edetd 24 tuntia, jonka jilkeen reaktio
sammutettiin vedelld (10 ml). Seos eristettiin heksaanilla (10 ml) ja vesifaasi puhdistettiin
heksaanilla (3x5 ml). Orgaaniset faasit yhdistettiin ja kuivattiin NaxSOgq:lla ja suodatettiin.

Suodos tislattiin, jolloin tuote tislautui 90 °C:ssa.
Kirkas dljy, (2 g, 66 %);
Ri(n-heksaani): 0,73 (KMnO4)

IR (filmi, cm™): 3076, 2957, 1638, 1450, 1375, 1280, 1248, 1163, 999, 973, 839, 769, 714, 693,
656, 595, 492, 424;

"H NMR (300 MHz, CDCl3): § 4,58 (m, 1H, =CH?*H?), 4,47 (m, 1H, CH*H®), 1,71 (m, 3H,
CH3), 1,54 (m, 2H, CH2Si), 0,03 (s, 9H, (CH3)3Si);

3C NMR (75 MHz, CDCls): § 144.0, 108.1, 28.8, 25.3, -1.2;

Yhdisteesti mitattu data vastaa kirjallisuusarvoja.”
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8.2.2 Trifenyyli-(2-metallyyli)-silaani

ol
Ph.d-Ph )\ , Ph3Si/\”/
|
Ph MgCl
6.44

Magnesiumjauheeseen (425 mg, 18 mmol, 3 ekviv.) ja pieneen jodikiteeseen liséttiin TPSCI
(1,7 g, 5,8 mmol, 1 ekviv.) THF:ssa (6 ml). Reaktioseosta sekoitettiin 0 °C 30 min samalla
liséten tipoittain metallyylikloridia (1,2 ml, 12 mmol, 2 ekviv.) THF:ssa (12 ml). Reaktion
annettiin edetd 0 °C 30 min, jonka jdlkeen ldmpétila nostettiin 45 °C ja annettiin edetd 4 h.
Reaktio sammutettiin kylldiselld NH4Cl:n vesiliuoksella (20 ml). Seos eristettiin Et2O:114 (10
ml) ja vesifaasi puhdistettiin EtoO:114 (3x5 ml). Orgaaniset faasit yhdistettiin ja kuivattiin
Na»SO4:lla sekd suodatettiin. Néin saatu liuos ja konsentroitiin alipaineessa, jolloin saatiin tuote

6.44.

Valkoinen kiinted, (1,4 g, 72 %);
Ri(EtOAc/n-heksaani 15:100): 0,55 (KMnOs)

IR (filmi, cm™): 3068, 2127, 1959, 1890, 1638, 1589, 1485, 1449, 1427, 1375, 1276, 1115,
1027,997, 871, 832, 770, 736, 695, 641, 511, 478, 433;

'"H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.39-7.60 (m, 15H), 4,69 (s, 1H), 4.61 (s, 1H), 2,45 (s, 2H),
1.56 (s, 3H);

BC NMR (75 MHz, CDCl3): 6 142.4, 136.0, 135.0, 129.6, 127.9, 111.2, 25.8, 25.1;

Yhdisteestd mitattu data vastasi kirjallisuusarvoja.*
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8.3 Fluoridi-ionilla indusoitu allylaatio

8.3.1 Bentsyyli-2-allyylisyklobutaani-1-karboksylaatti

0 / N o
/\< j N, TBAF
ERLO + Sll\/\ O/\©
6.24 6.43
CisH30,

Kuivaan TBAF:iin (1 M THF:ssa) (1,1 ml, 1,1 mmol, 1 ekviv.) liséttiin kuivaa DMF:ia (1 ml)
huoneenldammossa. Reaktioseoksen annettiin sekoittua 30 min, jonka jélkeen seokseen lisdttiin
bentsyylisyklobut-1-eeni-1-karboksylaatti (6.24) (200 mg, 1,1 mmol, 1 ekviv.) kuivassa
DMF:ssa (1 ml). Reaktioseokseen liséttiin tipoittain trimetyyliallyylisilaania (0,5 ml, 3,2 mmol,
3 ekviv.) kuivassa DMF:ssa (2 ml). Reaktion annettiin edetd 45 min, jonka jédlkeen reaktio
sammutettiin vedelld (10 ml). Raakatuote eristettiin EtOAc:1la (15 ml) ja vesifaasi pestiin
EtOAc:lla (3x5 ml). Orgaaninen faasi pestiin ylikylldiselld NaCl-vesiliuoksella, kuivattiin
NaySOq:lla ja suodatettiin. Raakatuote konsentroitiin vakuumissa ja puhdistettiin flash-
kromatografialla (Et;O/pentaani 5:100 — 15:100). Tuotteen siséltdvd fraktio konsentroitiin

vakuumissa ja alipaineessa.
Kirkas 6ljy, (39 mg, 16 %);
Ri{(EtOAc/n-heksaani 40:100): 0,75 (KMnOs)

IR (filmi, cm™): 3067, 3034, 2942, 1723, 1640, 1608, 1498, 1454, 1381, 1317, 1278, 1239,
1212, 1161, 1115, 1026, 993, 909, 866, 799, 779, 733, 694, 600, 533, 504, 454;

"H NMR (500 MHz, CDCls): § 7.29-7.43 (m, 5H), 5.71 (ddd, J = 10.1, 6.0, 4.2, 1H), 5.11 (s,
2H), 4.97 (dd, J=16.2, 12.0, 2H), 2,80 (q, /= 5.2, 1H), 2.64 (q, /= 4.7, 1H), 2.3-1.94 (m, 5H),
1.61 (quint,,1H);

3C NMR (75 MHz, CDCl3): § 142.4, 136.0, 135.0, 129.6, 127.9, 111.2, 25.8, 25.1;

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]" laskettu ionille [C1sHisO2Na]" 253,1199; mitattu 253,1186; A =
1,3 mDa
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8.4 Yritetyt fluoridi-ioni indusoidut metallylaatiot

8.4.1 Trimetyyli-(2-metallyyli)-silaanin avulla

Kuivaan TBAF:iin (1 M THF:ssa) (1,1 ml, 1,1 mmol, 1 ekviv.) liséttiin kuivaa DMF:ia (1 ml).
Seoksen annettiin sekoittua 30 min, jonka jalkeen tdhén lisdttiin bentsyylisyklobut-1-eeni-1-
karboksylaatti (6.24) (200 mg, 1,1 mmol, 1 ekviv.) kuivassa DMF:ssa (1 ml). Reaktioseokseen
lisdttiin tipoittain trimetyyli-(2-metallyyli)-silaania (6.43) (500 mg, 3,9 mmol, 3,7 ekviv.)
kuivassa DMF:ssa (2 ml). Reaktion annettiin edetd 45 min, jonka jdlkeen reaktio sammutettiin
vedelld (10 ml). Raakatuote eristettiin EtOAc:1la (15 ml) ja vesifaasi pestiin EtOAc:Ila (3x5
ml). Orgaaninen faasi pestiin ylikylldiselld NaCl-vesiliuoksella ja kuivattiin Na>SOq:lla.
Raakatuote konsentroitiin vakuumissa ja puhdistettiin flash-kromatografialla (Et2O/pentaani
5:100 — 15:100). Tuotteen siséltdva fraktio konsentroitiin vakuumissa ja alipaineessa.
Konsentroinnin jidlkeen tuotefraktiosta jéi jdljelle alle 1 mg, jota ei kyetty analysoimaan
tarkemmin. My0s 1dhtoaineen 6.24 fraktio konsentroitiin ja sen massaksi saatiin noin 240 mg.
Oletettavasti reaktioon punnittua 1dhtdainetta oli enemmaén kuin 200 mg, joka on mahdollista,
silld esteri 6.24 tuotiin seokseen bentseenistd varovasti konsentroituneena, joten tiysin tarkkaa
lukemaa l4htoaineen massalle ei ollut tiedossa. Todenndkoisesti esteri 6.24 ei reagoinut

ollenkaan, josta syysté esteri palautui konsentroinnin jdlkeen puhtaana takaisin.

8.4.2 Trifenyyli-(2-metallyyli)-silaanin avulla

Kuivaan TBAF:iin (1 M THF:ssa) (1,1 ml, 1,1 mmol, 1 ekviv.) liséttiin kuivaa DMF:ia (1 ml).
Seoksen annettiin sekoittua 30 min, jonka jdlkeen tdhén lisattiin bentsyylisyklobut-1-eeni-1-
karboksylaatti (6.24) (200 mg, 1,1 mmol, 1 ekviv.) kuivassa DMF:ssa (1 ml). Reaktioseokseen
liséttiin tipoittain trifenyyli-(2-metallyyli)-silaania (6.43) (1,1 g, 3,4 mmol, 3,2 ekviv.) kuivassa
DMF:ssa (7 ml). Reaktion annettiin edetd 45 min, jonka jidlkeen reaktio sammutettiin vedella
(10 ml). Raakatuote eristettiin EtOAc:lla (15 ml) ja vesifaasi pestiin EtOAc:lla (3x5 ml).
Yhdistetyt orgaaniset faasit konsentroitiin vakuumissta. Raakatuote pestiin kertaalleen
kylmélld vedelld ja Et>O:114 ja kuivattiin Na>xSOa4:1la. Raakatuote konsentroitiin vakuumissa ja
puhdistettiin Combiflash-laitteistolla (Et2O/pentaani 5:100 — 20:100). Tuotteen siséltidva
fraktio konsentroitiin vakuumissa ja alipaineessa. Tuotteen fraktio haihtui kéytdnndssé

kokonaan (>>0 mg), ja ldhtdaineen 6.24 fraktion massaksi saatiin noin 80 mg. Tdman lisdksi
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eluoitui 200 mg trifenyylisilanolia, joka on reaktiossa muodostuneen fluoritrifenyylisilaanin

hydrolyysituote.
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