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Tiivistelma

Téssd pro gradu -tutkielmassa on tarkasteltu transannulaaristen Mannich-reaktioiden kiytt6d osana
alkaloidien synteesistrategiaa aiempien tutkimusten pohjalta. Tutkielman kirjallinen osa on rajattu
tarkastelemaan polysyklisid alkaloideja kokeellisen tyon kohdeyhdisteen perusteella. Alkaloideja ja
niiden synteesejé kasittelevét luvut tutkielman alkuosassa on jaettu siten, ettd ensin esitelldén alka-
loideja, niiden esiintymisid ja ominaisuuksia ja tdmén jilkeen on tarkasteltu nédiden alkaloidien
synteesejd eri synteesistrategioiden kuten intramolekulaaristen ja erityisesti transannulaaristen Man-
nich-reaktioiden nédkokulmasta. Transannulaarisuutta ja Mannich-reaktioita on késitelty omissa
alaluvuissaan strategian selkeyttdmiseksi. Aiempien sylindrisiinisynteesien tarkastelu liittda kirjalli-

sen osan kokeellisen tydskentelyn raportointiin.

Tutkielman kokeellinen tydskentely on raportoitu tutkielman jilkipuolella. Kokeellista tyoskentelya
innoitti sylindirisiiniyhdisteiden makrosyklille kayttokelpoiseksi ennustettu suoraketjuinen esiaste eli
prekursori. Kyseisestd makrosyklistd voidaan valmistaa transannulaarisella Mannich-reaktiolla sy-
lindrisiinin kolmirenkainen rakenne. Ty0ssé keskityttiin sylindrisiini C:n suoraketjuisen prekursorin
valmistamiseen, mutta vaiheet ovat potentiaalisia ja hyodynnettdvissd myos muiden sylindrisiinien
synteeseissd. Lineaarisen prekursorin kdyton potentiaali makrosyklien valmistamisessa nikyy siind,
ettd prekursori voidaan syntetisoida valmiiksi kaikkine sivuryhmineen ja stereokeskuksineen ennen
renkaan sulkemista, silli makrosyklien funktionaalisuuden muokkaus voi koitua jélkeenpéin haas-
teeksi. Onnistuneena prosessina téllainen strategia voi avata mahdollisuuksia entistd vaikeampien

polysyklisten yhdisteiden synteeseille.

Prekursori jaettiin suunnitelmassa oikeaan ja vasempaan puoliskoon, joista tdssd tutkimuksessa on-
nistuttiin valmistamaan oikea puoli enantioselektiivisesti Boc-suojattuna ja diastereomeerien
seoksena Ns-suojattuna. Vasemman puolen synteesid kartoitettiin kahdella eri tavalla, mutta se jéi
vallitsevan koronatilanteen ja siitd seuranneen aikarajoitteen vuoksi vield kehitysasteelle. Vastaavasti
oikean ja vasemman puolen yhdistdmistd valmiiksi prekursoriksi ei onnistuttu tekemain, mutta suun-
nitelma tdhdn on esitetty tulevaisuuden ndkymien yhteydessd osion lopussa. Kokonaisuutena
tutkielman kokeellinen tyd loi hyvén pohjan jatkoreaktioille ja on potentiaalinen pohja muillekin sy-

lindrisiinien synteeseille.
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Esipuhe

Pro gradu -tutkielman kokeellinen osa suoritettiin tammikuun ja heindkuun 2020 vilisend aikana ja
kirjallinen osa seuraavan lukuvuoden aikana Jyvéskylin yliopistossa kemian laitoksella professori
Petri Pihkon tutkimusryhmaissé. Tutkielman ohjaajina toimivat prof. Petri Pihko ja FaT Teppo Leino.
Tiedonhaussa kiytettiin péddasiassa Google Scholar -palvelua ja reaktiosuunnittelussa apuna oli

Reaxys-tietokanta.

Tutkielman aiheen 16ytdminen kumpusi omasta mielenkiinnostani luonnonainesynteeseihin seki en-
nustetun sylindrisiini C:n prekursorin rakenteen valmistamiseen. Uuden luominen haastoi
yliopistoaikana oppimaani toden teolla ja tutkielman tekeminen avasi jatkotutkimusmahdollisuuksia
eteenpdin. TyoOskentely prof. Pihkon tutkimusryhméssa ja vapaat kédet tutkielman tekemisessd ovat
kehittineet minua orgaanisen synteesikemian alalla sekd antaneet uusia nikdkulmia ja kiinnostuk-

senkohteita kemian saralla.

Haastava, mutta antoisa projekti on nyt lopuillaan ja haluan esittdd kiitokset prof. Petri Pihkolle ja
FaT Teppo Leinolle sekd ohjauksesta ettd matkan varrella kertyneisti opeista ja oivalluksista. Kiitos
joustamisesta, joita opeopintojeni ja tutkielman kirjoittamisen yhteensovittaminen vaati. Kiitos myos
muille Pihko Groupin jésenille tuesta ja yhteisistd hetkistd tyoskentelyni aikana. Haluan kiittdd FT
Tanja Lahtista tutkielmani tarkastamisesta. Liséksi haluan kiittdd laboratorioteknikko Johanna Hii-
denheimoa massaspektrien mittaamisesta ja Esa Haapaniemed avusta NMR-mittausten kanssa.

Ystdvit ja ldhipiiri, olette olleet korvaamaton tuki kirjoitusprosessin aikana.

Jyviskyldssa
29.5.2021

Julia Saariméaki
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8. Synteesiohjeet
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1. Johdanto

Kasveja on kéytetty 144kinnéllisiin tarkoituksiin ajan saatossa mm. puhdistusaineina, yskén-
ladkkeend sekd hoitoina kuumeeseen ja jopa hulluuteen. Esimerkiksi oopiumunikon kayttd
voidaan jdljittdd 1400-luvulle eaa. ja morfiinin eristiminen unikosta 1800-luvulla antoi alku-
sysdyksen luonnonaineiden ja erityisesti alkaloidien tutkimukselle. Myohemmin
spektroskopisten ja kromatografisten menetelmien kehittyessd on pystytty tutkimaan luonnon-

aineiden vaikuttavien ainesosien rakenteita.’

Luonnonaineilla tarkoitetaan kasveista tai eldimistd eristettyjd yhdisteitd, jotka voidaan jakaa
priméarisiin, eli organismille eldmisen kannalta valttdiméttomiin, ja sekundéérisiin, eli selviy-
tymisen kannalta ei-vilttimittdmiin metaboliitteihin.> Vaikka priméiristen metaboliittien
merkitys yksittdiselle organismille on tirkedmpdd, sekundédéristen metaboliittien ekologinen
tarkeys nidkyy laajempana kontekstina ympériston kannalta ja sitd kautta tulee merkityksel-
liseksi my®ds yksittdiselle organismille.” Luonnonaineet voidaan jaotella alkaloideihin
steroideihin, terpenoideihin, aminohappoihin, proteiineihin, hiilihydraatteihin, nukleiinihap-

poihin, vitamiineihin sekd hormoneihin.

Luonnonainesynteesien toteuttaminen on ollut kemisteille haastavaa vuosien varrella, misté esi-
merkkind voidaan esittdd edelld mainitun morfiinin kokonaissynteesi. Synteesid on hiottu niin
strategian ja metodien kuin reagenssien ja olosuhteidenkin osalta, mutta lihes 70 vuotta kesté-
neiden tutkimusten ja yli 30 totaalisynteesireitin jdlkeenkin tdmén polysyklisen alkaloidin
eristiminen luonnosta on tehokkaampaa ja taloudellisesti kannattavampaa kuin syntetisoimi-
nen.* Morfiinin lisiksi muidenkin alkaloidien osalta kompleksiset rakenteet seki
funktionaalisten ryhmien ja useiden stereokeskusten luominen innostavat, mutta toisaalta myos
haastavat kemistin tekeméén kokonaissynteesin kannalta entistd parempia, tehokkaampia ja

ekologisempia ratkaisuja. Kokonaissynteesien ala on ollut avainasemassa uusien strategioiden

ja reaktioiden kehittdmisessé erilaisten ongelmien ratkaisemiseksi.

Yleensd kokonaissynteesien strategia toteutetaan tavoiteorienteisesti joko lineaarisella tai kon-
vergentilla synteesilld (kuva 1).° Lineaarisessa strategiassa yhdisteeseen liséitdéin fragmentteja
yksi kerrallaan ja konvergentissa eli haarautuneessa strategiassa kahdesta tai useammasta en-
nalta valmistetusta fragmentista syntetisoidaan kohdeyhdiste. Niistd jdlkimmaisena esitelty on

vaiheiden méérdn ja saannon kannalta kannattavampi, silld tehokkaamman synteesin liséksi se



yleensd sddstdd reaktioon tarvittavia lahtdaineita. Kolmanneksi on kuvattu divergentti syntee-
sistrategia, joka on kehittynyt viime aikoina osaksi tehokasta orgaanista synteesikemiaa.®
Divergentissd synteesissd on tavoitteena luoda vihill4 ja erilaisilla vaiheilla yhdestd avainyh-
disteestd (kuvassa oranssi) useita yhdisteitd kattava kirjasto, jossa yhdisteet poikkeavat
toisistaan rakenteen perusteella. Tdmid on potentiaalinen synteesistrategia esimerkiksi alka-
loidiperheiden eri yhdisteiden synteeseissd tai laajemman yhdistekirjaston luomiseen ja
bioaktiivisuuden tarkasteluun lddkekehityksen yhteydessd. Vaikka divergentin strategian po-
tentiaali on nousussa yhdistekirjastojen luomisen osalta, tavoiteorientoituneet synteesit
mahdollistavat paremmin yksittdisten uusien ja kompleksisten yhdisteiden yksityiskohtaisen

synteesisuunnittelun ja toteutuksen orgaanisessa kemiassa.’

Lineaarinen synteesi
0T ®mo—~@ o8B
Konvergentti synteesi
O ’ O - @ @
+ —_—
Q-9 —Q@

Divergentti synteesi

D — D — —
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Kuva 1. Erilaisia synteesistrategioita.

Vaikka luonnonaineiden synteesi on orgaanisessa kemiassa yksi ilmeisimmista tavoitteista, sen
saavuttamiseksi vaaditaan teoreettista ja rakenteellista analyysia.? Eristettyjen luonnonaineiden
rakennemdiritys on esimerkiksi lddketieteellisestd ndkokulmasta tarkedd, silld luonnonaineilla
on massiivinen rooli lddkkeiden kehityksessd sekd hyvét edellytykset uusien lddkkeiden poh-
jaksi. Vuosien 1981-2019 aikana uusia lddkeaineita on kehitetty miltei 1900 erilaista, joista
noin kolmasosa on suoraan luonnonaineita tai niistd modifioituja versioita ja noin viidesosa

luonnonaineiden rakennetta mukailevia synteettisesti valmistettuja liikeaineita.

Farmakologisesti tirkeiden yhdisteiden ja niiden johdannaisten synteesien osalta orgaanisessa
kemiassa C—N- ja C—C-sidosten muodostaminen on ollut keskeinen haaste. Vuonna 1912 Carl
Mannich totesi aminometylointireaktioiden potentiaalin ja kyseinen reaktio on edelleen yksi

merkittivimmistd C—C-sidoksen muodostavista reaktioista. Mannich-reaktion merkitys seka



C—C- ettd C—N-sidosten muodostamisessa on laajalti tunnettu ja se on avainasemassa luonnon-
aineiden, kuten alkaloidien kokonaissynteeseissd. Reaktiolla ja tuotteeksi saatavilla Mannich-
eméksilld on laajat sovellusmahdollisuudet esimerkiksi ldékeaineina, polymeereina ja lannoi-
teteollisuudessa.®  Mannich-reaktiota on kiytetty avainreaktioina biomimeettisissi
luonnonainesynteeseissd, ja etenkin sellaisissa aminoalkylointireaktioissa, joissa muodostetaan
asyklisestd yhdisteestd intramolekulaarisesti syklinen yhdiste. Mannich-reaktion potentiaali
luonnonainesynteeseissd nakyy myo0s siind, etti yksinkertaisista ja edullisista 14htoaineista pys-

%10 Tytkielman luvussa 2 esitellddn

tytddn muodostamaan kompleksisia tuotteita.
alkaloidiperheitd ja alkaloideja, joiden kokonaissynteeseissi Mannich-reaktio on avainase-
massa. Esiteltyjen alkaloidien synteesejd kisitellddn puolestaan luvussa 3 ja samalla

paneudutaan tarkemmin kyseisten synteesien Mannich-vaiheeseen.

2. PolysyKkliset alkaloidit synteesikohteina

Kasvien osissa esiintyvét alkaloidit ovat vanhimpia ldékinnélliseen tarkoitukseen kéytettyja yh-
disteitd, vaikka niiden tunnistaminen juuri alkaloideiksi on tapahtunut vasta mydhemmin.!!
Alkaloideilla tarkoitetaan usein rengasrakenteisia, emaksisen typpiatomin sisdltdvid yhdisteita,
jotka on eristetty kasveista!?, mutta nditi syntyy myds selkirankaisten ja selkiirangattomien
elividen metaboliassa''. Luonnossa useimpien alkaloidien lihtdaineena toimivat erilaiset ami-
nohapot, kuten tryptofaani, tyrosiini, lysiini, fenyylialaniini ja arginiini, joko yksin tai yhdessa
steroidisten tai terpenoidityyppisten rakenneosien kanssa.! Tarkasteltaessa luonnonaineita jaot-
telu alkaloideihin tapahtuu nimenomaan eméksisen typpiatomin takia, ei niinkéén renkaan koon
tai tyypin mukaan. Alkaloidit voidaan luokitella biologisen ja ekologisen aktiivisuuden, bio-
synteesin tai kemiallisen rakenteen perusteella. Rakennejaottelun perusteella luokkia on
karkeasti kolme: 1) heterosykliset alkaloidit (engl. true alkaloids), joissa typpi on osana rengas-
rakennetta ja jotka pohjautuvat aminohapporakenteeseen, 2) protoalkaloidit, joissa typpi on
rengasrakenteen ulkopuolella, ja 3) pseudoalkaloidit, jotka eivit pohjaudu aminohapporaken-

teeseen.!*!* Erilaisista rakenteista on esitetty esimerkkiyhdisteet kuvassa 2.
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Kuva 2. Erilaisia alkaloideja: morfiini 1 kuuluu heterosyklisiin alkaloideihin, adrenaliini 2

protoalkaloideihin ja kofeiini 3 pseudoalkaloideihin.

Varsinaiset eli heterosykliset alkaloidit voidaan luokitella edelleen pienempiin ryhmiin sen pe-
rusteella, millaiseen rengasrakenteeseen typpi on yhdisteessd kiinnittynyt. Nama alkaloidit
esiintyvit luonnossa suoloina, amiinioksideina tai sellaisenaan vapaina yhdisteind. Vapaina
emiksind ne kuitenkin reagoivat helposti happojen kanssa. Heterosyklisten alkaloidien raken-
teista on koottu esimerkkiyhdisteitd taulukkoon 1.'*'# Rakenneluokittelua on havainnollistettu
punaisella ja siniselld virilld ja liséksi taulukossa on esimerkkejd kédyttokohteista tai esiintymi-

sesta.



Taulukko 1. Rengasrakenteen perusteella luokiteltuja heterosyklisid alkaloideja sekd esimerk-

kejé niiden esiintymisesti
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Alkaloidit ovat siis sekunddérisen metabolian tuotteita ja solutasolla biologisen ja fysiologisen
aktiivisuutensa kannalta mielenkiintoisia. Mielenkiintoisuus ndkyy siind, ettd erdilld alka-
loideilla on todettu olevan mm. tulehdusta estivii ja kipua lievittidvii ominaisuuksia'® seki HI-
viruksen ki#nteistranskriptaasiin vaikuttavia ominaisuuksia'®. Biologisesti merkittivii on
my0s se, ettd suuri vaikutus saadaan aikaan jo pienind annoksina. Fysiologisten vaikutuksien
seurauksena alkaloideista on johdettu lddkkeitd mm. malariaan, leukemiaan, Parkinsonin tautiin
ja kipuldikkeiksi'' seki erilaisiin mielenterveyden ongelmiin'®>. Luonnonaineiden tai niiden
johdannaisten kehittimistyd kokonaissynteesien osalta on tirkedd synteettisten yhdisteisen op-
timaalisemman biologisen aktiivisuuden kannalta. Luonnonaineet eivét aina ole sellaisenaan
thanteellisia ladkekaytossd fysiokemiallisten ominaisuuksiensa vuoksi ja saattavat aiheuttaa
mm. farmakokineettisii ongelmia.!”!® Synteettisilld johdannaisilla luonnonaineiden kiyton si-
jaan pyritddn esimerkiksi vdhentdmédn sivuoireita, lisddméddn selektiivisyyttd toivottuun
vaikutuskohtaan, muokkaamaan liukoisuutta sekd lisiiméaan metabolista ja kemiallista stabiili-
suutta liian aikaisen hajoamisen vilttimiseksi.'® Vaikka kehitystyd on haastavaa ja matka
ideasta valmiiksi ladkkeeksi on pitkd, luonnonaineilla ja niiden johdannaisilla on kuitenkin po-

tentiaalia toimia ldikeaineina.?

2.1. Lycopodium-alkaloidiperhe

Lycopodium-téahkiliekojen sukuun kuuluu 15 lajia ja taksonomisesti ylempéané olevaan Lyco-
podiaceae-heimoon kuuluu arviolta 400-500 lajia. Taksonomisessa maarittelyssd on kuitenkin
pitkddn ollut ristiriitoja ja esimerkiksi samaan heimoon kuuluvien Lycopodium- ja Huperzia-
sukujen lajeja on nimetty kuuluvaksi kahteen eri sukuun ja siten synonyymeiksi toisilleen.'*°

Néiden kummankin suvun kasveista kuitenkin 16ytyy lykopodiumalkaloideja.

Tahkilieoista on eristetty ja tunnistettu alkaloideja ensimmadisen kerran jo 1880-luvulla. Maara
on kasvanut edelleen myds 2000-luvulla ja yhteensd lykopodiumalkaloideja on eristetty jo yli
500.2172% Kiinnostaviksi nimi alkaloidit on tehnyt niiden kompleksinen polysyklinen rakenne
sekd biologinen aktiivisuus. Merkittdvin biologinen aktiivisuus erdiden lykopodiumalkaloidien
osalta liittyy in vivo ja in vitro -tutkimuksissa havaittuihin vaikutuksiin sydédmen ja verisuonten
toiminnassa sekd lihasten ja hermojen vilisissd toiminnoissa. Néiden lisdksi erdilld lykopo-
diumalkaloideilla, kuten hupertsiini A:lla, on havaittu vaikutuksia muistiin ja oppimiseen,
Néma vaikutukset ilmenivat hiirilld kasvaneena oppimisen tehokkuutena, ja kyseistd alkaloidia

on tutkittu Alzheimerin tautiin soveltuvaksi ladkkeeksi.??>!



Rakenteen osalta lykopodiumalkaloideilla on yleensd 16 hiilen polysyklinen rakenne, johon
osalla yhdisteistd on liittynyt vield sivuketjulla kiinni olevia renkaita. 1990-luvulla alkaloidit
jaoteltiin neljdin ryhmiin: lykodiineihin, lykopodiineihin, fawsettimiineihin seki sekalaisiin?*,
joista tissd tutkimuksessa keskitytddn pddasiassa néistd kahden suurimman rakenneryhmén, ly-
kodiini- ja lykopodiiniryhmén, yhdisteiden tarkasteluun (kuva 3). Kummankin ryhmén
yhdisteilld on sama B-C-D-rengasrakenne, mutta A-renkaan fuusioituminen muuhun rakentee-

seen vaihtelee.

“15 “.
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Klavoloniini 15 Fastigiatiini 17 Himeradiini A 18

Kuva 3. Lycopodium-alkaloidien kaksi yleisintd rengasrakennetta lykopodiini ja lykodiini, ja

esimerkkiyhdisteet ndistd rakenteista.

Lykopodiini 14 oli nimikkoryhménsa ensimmaéisend eristetty alkaloidi, se eristettiin ensimmai-
sen kerran jo vuonna 1881 ja rakenne saatiin médritettyd 1938. Tdméan perusteella vastaavan
rakenteen omaavat yhdisteet luokitellaan lykopodiinien luokkaan. Lykopodiinirakenne on
my0s maddrillisesti yleisimmin esiintyvd Lycopodium-lickojen suvusta eristetyistd alka-
loideista. Rengasrakenne identifioidaan kinolitsidiiniksi A- ja C-renkaiden fuusion perusteella.
Eri lykopodiinirakenteiden yhdisteet poikkeavat 1dhinnd D-renkaan substituenttien perusteella,
josta esimerkkini klavoloniinin rakenne.?! Klavoloniini 15 eristettiin vuonna 1960 Lycopodium
clavatum -katinlieosta.?® Rakenteellisesti se kuuluu lykopodiineihin ja eroaa ryhmiin perusrun-

gosta ainoastaan yhdelld D-renkaaseen kiinnittyneelld hydroksyyliryhmalla.



Lykopodiumalkaloidien maéréllisesti toiseksi suurin luokka on lykodiinit. Lykodiini 16 oli
niistd ensimmiiseni eristetty yhdiste.?? Yhdisteill4 on kaksi typpiatomia kiinnittyneeni perus-
rungon rakenteeseen ja A-rengas on pyridiini tai sen johdannainen, kuten fastigiatiinilla 17 ja
himeradiini A:lla 18. Lykodiineilla rakenteellista vaihtelua ilmenee enemméin kuin lykopo-
diineilla. Biologisen aktiivisuuden nidkokulmasta kaikki ne lykopodiumalkaloidit, joilla on
asetyylikoliiniesteraasia inhiboivia ominaisuuksia, kuuluvat rakenteeltaan lykodiinien luok-
kaan. Tami vaikutus on liitinndinen edelld mainittuun muistin ja oppimisen tehokkuuteen ja

mahdollisiin Alzheimerin taudin uusiin hoitomuotoihin

Fastigiatiinilla 17 ja himeradiini A:1la 18 on lykodiinien perusrakenteesta poiketen viisirenkai-
nen rakenne, mutta keskendin sama polysyklinen runko. Rakenteet poikkeavat lykodiinista
hiilien C4 ja C10 vililld olevan sidoksen perusteella ja timé lisdd rengasrakenteen jannitysté ja
kompleksisuutta huomattavasti. Kompleksisuutta havainnollistaa hyvin myos stereokeskusten
madrd: fastigiatiinilla niitd on kuusi, joista viisi on rakenteessa vierekkéin, ja himeradiini A:lla
stereokeskuksia on perdti 10. Tdma tekee himeradiini A:sta yhden kompleksisimmista tunne-
tuista lykopodiumalkaloideihin kuuluvista yhdisteisti. MacLeanin ryhma eristi fastigiatiinin
ensimmadisen kerran vuonna 1986 Lycopodium fastigatum -tunturilieosta Uudesta-Seelannista.
Se oli ensimmaéinen lykopodiumalkaloideihin kuuluva yhdiste, jolla on pentasyklinen rakenne,
eikil vastaavaa myoskiin oltu havaittu aiemmin muissa tunnistetuissa alkaloideissa.?® Himera-
diini A on puolestaan eristetty Lycopodium chinense -lieosta 2003. Himeradiini A:lla on todettu
olevan syopaa estdvid vaikutuksia hiirien lymfaattista leukemiaa aiheuttavaan solulinjaan I1Cso-

pitoisuudella 10 pg/ml in vitro -tutkimuksissa.?’

2.2. Clavelina-suvun alkaloidiperhe

Clavelina-merituppilajeista on eristetty kolmirenkaisia alkaloideja, mm. Tasmanian ja Tunisian
rannikoilta. Osalla néisté alkaloideista on todettu biologista aktiivisuutta, miké viittaa potenti-
aaliin toimia uusina lddkeaineina. Clavelina-suvun alkaloidit kuuluvat joko kinolitsidiinien tai
indolitsidiinien luokkaan, kuten ldhes kaikki meritupista eristetyt alkaloidit, mutta
perhydropyrrolo-[1,2-j]-kinoliini- 19 ja perhydropyrido-[1,2-j]-kinoliinirakennetta 20 vastaa-
via alkaloidirakenteita ei ole ennen niitd Clavelina-suvun alkaloideja raportoitu. Kyseisisté

lajeista eristettyjen tarkasteltavien alkaloidien kolmirengasrakenteet on esitetty kuvassa 4.8



CNB CNB

19 20

Kuva 4. Perhydropyrrolo-[ 1,2-j]-kinoliini- ja perhydropyrido-[1,2-j]-kinoliinirakenne.

2.2.1. Lepadiformiinit

Lepadiformiini A 21 (kuva 5) eristettiin Tunisian pohjoisrannikolta Clavelina Lepadiformis
-merituppilajista vuonna 1994. Rakenteen epdiltiin aluksi esiintyvin kahtaisionimuodossa,
mutta kuusi vuotta 16ytdmisen jélkeen havaittiin, ettd luonnollinen lepadiformiini A esiintyy
vetykloridisuolana. Samalla selvitettiin lepadiformiini A:n absoluuttinen konfiguraatio, ja se on
ainoa tdssd luvussa esitellyistd Clavelina-suvun alkaloideista, jonka luonnossa esiintyvén muo-
don rakenne ja optinen kierto on tiysin méaritetty.?*>° Muutamaa vuotta mydhemmin Clavelina
Moluccensis -lajista Djiboutin ldheltd Afrikan itdosasta eristettiin lepadiformiinit B 22 ja C 23.
Jokaisella eristetylld lepadiformiinialkaloidilla on perhydropyrrolo-[1,2-j]-kinoliinirakenne.
Lepadiformiinien bioaktiivisuus ilmenee in vitro -tutkimusten perusteella sytotoksisina ominai-
suuksina ei-pienisoluista keuhkosyopdd vastaan ja in vivo -tutkimuksissa vaikuttaen
sydinlihaksen kaliumkanaviin.?! Lepadiformiinit A ja B eroavat toisistaan aseman 13 sivuket-
jun pituudesta ja tdmdn lisdksi lepadiformiini C:n erottaa asemasta 2 puuttuvasta
hydroksyylisivuketjusta. Huomionarvoista on, ettd lepadiformiinien kolmirengasrakenteen A-

ja B-renkaat ovat trans-fuusioituneet.

C4Ho

Lepadiformiini A, R = CgHy3 21 Lepadiformiini C 23
Lepadiformiini B, R = C4Hg 22

Kuva 5. Lepadiformiinit A-C.
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2.2.2. Sylindrisiinit

Sylindrisiinialkaloideja 2434 (kuva 6) on eristetty Clavelina Cylindrica -merituppilajista Tas-
manian rannikolta ensimmdiisen kerran 1990-luvun vaihteessa. Eri alueilta kerityt néytteet
sisdlsivét sylindrisiinialkaloideja hieman eri suhteissa, mutta sylindrisiinejd A 24 ja B 25 esiin-
tyi huomattavasti muita laajemmin. Sylindrisiinialkaloideilla on kuvassa 4 esitelty
kolmirenkainen pyrrolo-[2,1-j]-kinoliinirakenne (A, C-I ja K) tai pyrido-[2,1-j]-kinoliinira-
kenne (B ja J). Sylindrisiinit A ja B olivat ensimmadiset alkaloidit, joilla edelld mainitut
kolmirengasrakenteet havaittiin. Niiden rakennemaédritys toteutettiin NMR-, MS- ja ront-
genkristallografiamittauksilla yhdisteiden pikraattisuolamuodosta. Vapaina emiksind omissa
liuoksissaan sekd sylindrisiini A ettd sylindrisiini B konvertoituivat kuudessa vuorokaudessa

tasapainoon, jossa kumpaakin alkaloidia esiintyi suhteessa 3:2. Téstd syystd yhdisteet olivat

stabiilimpia mittauksille ja analyyseille pikraattisuoloina.’**
I, I o
g N
X Cl CgHig NCS C4Hs
Sylindrisiini A, X = Cl 24 Sylindrisiini B 25 Sylindrisiini G 30
Sylindrisiini C, X = OH 26
Sylindrisiini D, X = OMe 27
Sylindrisiini E, X = OAc 28
Sylindrisiini F, X = SCN 29
A WOAc
N

X C4H9 SCN é4H9 Cl é6H13

Sylindrisiini H, X = SCN 31 Sylindrisiini J 33 Sylindrisiini K 34

Sylindrisiini I, X = NCS 32

Kuva 6. Sylindrisiinit (A-K).

Eri sylindrisiiniyhdisteet poikkeavat C-renkaan hiilten lukumééran lisdksi aseman 2 substituen-
tista ja aseman 11 hapetusasteesta, mutta kaikilla yhdisteilld A- ja B-renkaiden rakenne on
sama, cis-muotoinen. Rakenneanalyysissa luonnosta eristettyjen sylindrisiinien absoluuttista

32-34

konfiguraatiota ja optista rotaatiota ei selvitetty eristyksen yhteydessé, ja se on edelleen

selvittdméttd, mutta lepadiformiinin tutkimusten perusteella luonnosta eristetyn
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sylindrisiinirungon on epiilty olevan (—)-enantiomeeri.>> Synteettisesti sylindrisiinialkaloideja
on kuitenkin onnistuttu valmistamaan ja analysoimaan sekd (+)- ettd (—)-enantiomeereina ja

lisdksi raseemisina seoksina.

Verrattuna muihin meritupista eristettyihin kolmirenkaisiin alkaloideihin, sylindrisiineilld ei
vield ole varsinaisesti havaittua biologista aktiivisuutta. Bioaktiivisuuskokeissa niiden on aino-
astaan todettu olevan myrkyllisii suolalehtijalkaisille.*> Rakenne kuitenkin on samanlainen
lepadiformiiniin rakenteen kanssa, joskin substituentit ja sivuryhmaét poikkeavat asemien C2,
Cl11 ja C13 osalta. Tdmaé rakenteen samanlaisuus sekd lepadiformiinin bioaktiivisuus kardio-
vaskulaaristen ominaisuuksien osalta voisi viitata potentiaaliin myos sylindrisiinien
mahdollisesta biologisesta aktiivisuudesta. Toisaalta myods kolmannen merituppialkaloidin,
Nephteis fasicularis-merituppilajista eristetyn fasikulariinin 35 (kuva 7) DNA:n korjausvirheiti
vastaan todettu bioaktiivisuus sekd Clavelina-suvun alkaloideille tyypillinen rakenne*® puolta-
vat myo0s sylindrisiinien potentiaalia toimia biologisen aktiivisuuden kannalta merkittdvassa
asemassa. Bioaktiivisuuden toteaminen lisdisi tehokkaiden kokonaissynteesien luomisen mer-

kittavyytta.

SCN CgHig
Fasikulariini 35

Kuva 7. Fasikulariinin rakenne.

3. Transannulaarinen Mannich-strategia polysyklisten alkaloidien

synteeseissi

Kemialliset reaktiot voidaan jakaa kolmeen ryhméén, intermolekulaarisiin, intramolekulaari-
siin ja transannulaarisiin reaktioihin, sen mukaan, miten reagoivat ryhmét ovat yhdessé tai
useammassa yhdisteessi sijoittuneet (kuva 8, a). Intermolekukaarisilla reaktioilla tarkoitetaan
kahden eri atomin tai yhdisteen vilistd reaktiota, intramolekulaarisilla molekyylinsisiisid ja

transannulaarisilla molekyylin lépi tapahtuvia reaktioita.
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Renkaanmuodostusreaktioita tarkasteltaessa reaktiot voidaan jaotella karkeasti niin ik&én kol-
meen ryhméédn: intramolekulaarisiin reaktioihin, sykloadditioihin ja transannulaarisiin
reaktioihin (kuva 8 b). Intramolekulaarisissa reaktioissa sivuketjun funktionaalinen osa reagoi
toiseen, mahdollisesti jo renkaassa olevaan funktionaaliseen osaan. Sykloadditioreaktioissa toi-
nen osapuoli voi olla jo valmiiksi osana rengasrakennetta. Yleisesti tunnettu esimerkki
sykloadditioreaktioista on Diels—Alder-reaktio, jossa tyydyttyméittomit yhdisteet reagoivat
keskenddn muodostaen rengasrakenteen. Kolmantena reaktiona on esitetty transannulaarinen
reaktio, jossa suuremman renkaan kaksi funktionaalista ryhmaa reagoivat muodostaen sidoksen

renkaan sisalle.’’

A + B —= A-B (m)q(m)

intermolekulaarinen

-B
A " —— b

intramolekulaarinen ( @ >) (m )

intramolekulaarinen

A sykloadditio
) CED
e |
( : T — I
B
transannulaarinen transannulaarinen

(a) (b)
Kuva 8. Havainnekuvat reaktioista reagoivien ryhmien perusteella (a) ja renkaanmuodostuk-

sen perusteella (b).>”*

3.1. Mannich-reaktio

Mannich-reaktio on klassinen ja laajasti hyddynnetty orgaanisen kemian reaktiotyyppi, joka on
potentiaalinen sekd C—C- ettd C—N-sidoksia muodostava reaktio ja kontrolloitavissa sekd enan-
tio- ettd diastereoselektiivisyyden osalta.”*> Mannich-reaktio on enolin tai enolickvivalentin
sekd imiinin tai iminiumionin véalinen reaktio. Kaaviossa 1 reaktiota on havainnollistettu niin,
ettd se sisdltdd enolisoituvan aldehydin tai ketonin, amiinin ja aldehydin. Nukleofiilina toimivan
amiinin reagointi elektrofiiliseen karbonyyliin, kuten aldehydiin, muodostaa joko iminiumionin
tai Schiffin emédkseksikin kutsutun imiinin. Témén jilkeen happokatalyytilla enolisoitunut al-

dehydi tai ketoni reagoi imiinin tai iminiumionin hiileen ja tuotteena on -
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aminokarbonyyliyhdiste 41.° Tavallisesti Mannich-reaktio toteutetaan happokatalysoituna ja
proottisessa liuottimessa, joka tukee etenkin iminiumionin muodostusta dielektrisyysvakionsa

vuoksi. Imiinien muodostamisen osalta kevyt limpétilan nosto on reaktiossa tarpeellinen.*!

0]

R1\)LR2

36 e | e S o Ry )\)L
. R R E
N. o R, R 2
RS/ R4 )k 4 5 R3 R1
37 Rs™ “H 39 40 41

38

Kaavio 1. Mannich-reaktio.

Mannich-reaktion komponentteina kaytetddn riittdvian happamia karbonyyliyhdisteitd, kuten
B-ketoestereitd, malonaatteja tai ketoneja, joiden pK, on joko 9-13 tai 16-20. Reaktiossa voi-
daan kiayttdd joko primiirisia tai sekundéddrisid amiineja, joista sekundéériset amiinit reagoivat
tertiddrisiksi Mannich-tuotteiksi hieman paremmilla saannoilla kuin mitd priméaristen amiinien
kaytolla saataisiin. Amiinien sivuryhmien koko vaikuttaa tapahtuvan reaktion kulkuun ja siksi
kayttokelpoisimpia amiineja Mannich-reaktioihin ovat esimerkiksi dimetyyliamiinit tai sykliset

amiinit.*!

RS R2
RoN OH
MR3 R' 43

0
RoN /\HLRZ ~NHR, \y)LRQ
R! R!
NuH 4
42 \
—NHR, O
Nu R?
R1
45

Kaavio 2. Mannich-tuotteen johdannaisia.>’

Mannich-reaktion tuotteena voi olla f-aminokarbonyyliyhdisteen 42 lisiksi myds B-aminoal-
koholi 43, Michael-akseptori 44, tai substituutiolla funktionalisoitu yhdiste 45 (kaavio 2).%
Mannich-reaktion tuotteita hyddynnetddn mm. farmaseuttisesti tdrkeiden yhdisteiden syn-

teeseissd esimerkiksi tulehdusta estivien ladkkeiden, kipulddkkeiden, sienilddkkeiden, HIV- ja
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muiden virusliikkeiden osalta.*? Kaupallisessa kiiytdssd olevia Mannich-emiksisti johdettuja
ladkkeitd ovat esimerkiksi Vendjdlld hengitystieinfektioihin kdytetty umifenovir, jonka kéyttoa
on tutkittu myds koronavirusta vastaan,** malarialidikkeeni kiytetty pyronaridiini seki topote-
kaani, jota kiytetdin munasarjasydvin hoitoon.** Mannich-emiksien johdannaisia kiiytetifin
polymeeriteollisuudessa esimerkiksi epoksiliimojen valmistuksessa.* Valikoituja alkaloideja
esiteltiin luvussa 2 ja niiden osalta Mannich-reaktioita tarkastellaan mydhemmin téssé tutkiel-

massa.

Mannich-reaktioita voidaan toteuttaa monin variaatioin, joista yksinkertaisin intermolekulaari-
nen reaktio kuvattiin edelld. Reaktiot voivat muodostaa renkaita intramolekulaarisesti,
lihtdaineet voivat reagoida seki katalysoidusti ettd ilman*® ja yhdiste voi reagoida Mannich-
tyyppisesti kahdesti*. Dominoreaktioita, joissa perikkiisissd vaiheissa syntyy useampi uusi
sidos, voidaan hyodyntdd one-pot”-prosesseissa. Ndmad ovat kdyttokelpoisia esimerkiksi far-
maseuttisten  tuotteiden  valmistuksessa.” One-pot-prosesseilla tarkoitetaan samassa
reaktioastiassa tapahtuvaa reaktiota, jossa vélituotteita ei erikseen eristetd. Menetelmalld pyri-
tddn tehostamaan synteesid ja toisaalta esimerkiksi Mannich-reaktioita voidaan toteuttaa
prosessilla ympdristdystavallisemmin kayttimalla liuottimena vettd orgaanisen liuottimen si-
jaan saaden reaktiot onnistumaan lihes 90 % saannoilla.*’ Intramolekulaariset Mannich-
reaktiot ovat tehokkaita reaktioita renkaanmuodostukseen, ja ovat intermolekulaarisia tirkedm-
massd asemassa alkaloidisynteeseissd. Renkaanmuodostuksen stereo- ja regioselektiivisyyden
ennustamista voidaan parantaa esimerkiksi Baldwinin sddntdjen perusteella valituilla olosuh-

teilla.”*°

Klassisen Mannich-reaktion haasteena on selektiivisyyden puute katalysoimattomissa reakti-
oissa, joskin regioselektiivisyyttd pystytddn kontrolloimaan katalyyttien avulla. Toisena
haasteena reaktioon kéytettavit reaktioajat ja ei-haluttujen sivutuotteiden muodostuminen tay-
tyy ottaa huomioon synteesid suunniteltaessa. Mahdollisia reaktioissa esiintyvié sivuttuotteita
on esitetty kuvassa 9. Mannich-tuotteen deaminaation seurauksena tuotteena voi olla biskarbo-
nyyliyhdiste 46 Mikili kdytetddn primdirisid amiineja, reaktio voi edetd korvaten useampia
amiinin vetyji 47, 48, ja tdmi johtaa halutun Mannich-tuotteen saannon laskuun. Ketonin, jolla
on useampi hapan a-protoni, kdyttd voi puolestaan johtaa useaan aminometylointiin ja bis-
Mannich-emésten 49 muodostumiseen. Kyseinen sivureaktio on kuitenkin epédtodennikdinen,
silld Mannich-tuotteen enolisaation nopeus on hitaampi verrattuna ldhtdaineena toimivaan ke-
toniin. Liséksi ketonien sijasta kéytettdvdt aldehydit voivat tuottaa sivureaktiona f-

aminoaldehydien aldolikondensaatiotuotteita 50.%4!
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Kuva 9. Mannich-reaktion mahdollisia sivutuotteita.

Edellisten haasteiden lisdksi Mannich-reaktioiden kemoselektiivisyys voi héiriintyd useiden
karbonyyliyhdisteiden kiyton seurauksena®®, jolloin vilituotteiden reaktiivisuus voi lisiti sivu-
reaktioiden todenndkdisyyttd ja siten alentaa saantoa. Asymmetrisissa reaktioissa yhdisteen
steerinen este voi vaikuttaa nukleofiiliseen additioon joko niin, ettd reagointi tapahtuu vidrdan
kohtaan tai sitd ei tapahdu ollenkaan. Esimerkiksi kéytettdessd alifaattista imiinid yhdiste voi
muodostaa enamiinin, eiki reaktio etene halutulla tavalla.*>>* Vaikka ennakointi ja huomion
kiinnittdminen eri regiokontrolliin ja stereoselektiivisyyteen on tdrkedd, voi pieleen mennyt
strategia kuitenkin tarjota kemisteille tarkedd informaatiota synteeseihin ja antaa ratkaisuja toi-

siin vastaaviin ongelmiin.>!*?

3.2. Intramolekulaariset Mannich-reaktiot

Intramolekulaarisia Mannich-reaktioita sisiltdvid alkaloidien kokonaissynteesejd on raportoitu
useita. Lycopodium-alkaloidiperheen yhdisteet ovat olleet mielenkiinnon kohteina biologisen
aktiivisuutensa vuoksi, mitd avattiin tarkemmin luvussa 2. Vuonna 1982 Heathcockin ryhmé
esitti loistavan esimerkin kyseisten alkaloidien stereokontrolloituun synteesiin, miké inspiroi
myOs muita tutkimusryhmié toteuttamaan rengasrakenteiden muodostumisen sisdltdvid syn-
teesejd, joissa Mannich-reaktio on avainasemassa. Heathcockin ryhmidn synteesissd
lykopodiinin kolmirengasrakenne saatiin muodostettua siten, ettd A- ja B-renkaat (vrt. kuva 3)
muodostetaan intramolekulaarisella Mannich-reaktiolla ja lopuksi nelirengasrakenne suljetaan

53

aldolikondensaatiolla.>” Malliyhdisteen synteesissé Mannich-vaihe toimi hyvin saannon
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suhteen ja termodynaaminen kontrolli johti stereoselektiivisesti haluttuun kolmirengasraken-
teeseen (kaavio 3). Mannich-vaiheessa yhdisteen 51 diastereomeerit syklisoituvat
tuolimuotoisiksi ioneiksi, joissa kummassakin renkaan kulman vety on aksiaalisessa asemassa.
Tama johtaa siihen, ettd isomeerissa 52 a ketonin siséltiva sivuketju jai aksiaaliseen asemaan
ja isomeerissa 52 b ekvatoriaaliseen. Vain 52 a syklisoituu Mannich-reaktiolla suotuisan geo-

metrian takia.

RHN — ; — X
*NR “NR
0 H H

51b 52b 54

Kaavio 3. Heathcockin synteesin Mannich-vaihe malliaineella.>?

(£)-Lykopodiinin reaktiota tarkasteltiin kahdella 1dhestymistavalla. Ensimmaisessé reaktiossa
(kaavio 4, Reitti A) 1dhtéaineena toimivaan syanoenoniin liitettiin sivuketju Mannich-reaktiota
varten. Samoin malliaineeseen verrattuna yhdisteen 59 amiinista ldhteva ketju oli nyt funktio-
nalisoidumpi. Témén ja erilaisten reaktio-olosuhteiden seurauksena Mannich-vaiheen, jonka
tuotteena oli yhdiste 60, reaktioaika pidentyi kahden viikon mittaiseksi malliaineen synteesin
kahden pdivén sijaan. Toisella tavalla (kaavio 4, Reitti B) valmistaessa reaktio oli suoraviivai-
sempi, mutta stereokemiallinen kontrolli oli ensiyrittimédlld heikompi, jolloin tuotteeksi
muodostui lykopodiinin 14 lisdksi C12-epimeerid. Stereokontrollia ja siten my0s saantoa pa-
rannettiin vaihtamalla priméérisen alkoholin suojaryhmd metoksietyylimetoksiryhmésti
metoksiryhméén. Toisessa synteesissd sivuketjua ei kasvatettu syanoryhmisti, kuten ensim-
méisessd synteesissd, mutta Mannich-vaiheen reaktioaika oli silti 18 vuorokautta. Pidempid
Mannich-vaiheen reaktioaikoja perusteltiin sillé, ettd lykopodiinien synteeseissé kaytettiin hap-
pamampia olosuhteita kuin malliaineen synteesissd, mikd vaikuttaa iminiumionien (vrt.
kaavio 3, 52 a, 52 b) tasapainotilaan. Vaikka ajallisesti erot malliaineen ja varsinaisten syntee-

sireittien Mannich-vaiheen osalta olivat suuret, saannollisesti vaiheen onnistuminen oli
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tasavertaista niin malliaineella (66 %) kuin ensimmaiselld (64 %) ja toisella (61 %) lykopodii-

niin johtavalla tavalla.

Reitti A
/?J\ 1.Ho > 57 O._ 0
~ p-TSOH, P
NC : bentseeni H
NC »> H :
DO Gy g
o) EtOH 0
o)
87 % &o
55 56 58
Oo_ 0O
1. HoN(CH,)30CH,CgHs
CICOOE )5< H
EtsN : N
3 - N HCI
2. LiAIH, H o) MeOH, 65 °C N 0
THF 0 C 64%
87 % k 0] K/\o/\osH5
CeHs 59 60
H,, Pd/C H t-BuOK, H
Hel ~ (CgH5),C=0 H,, Pt
%
EtOH bentseeni EtOH
96 % b 0 72 % N" T O a7
OH
61 62
Reitti B
o 1.57 I\
)W p-TsOH o_ 0O
~  bentseeni P
- o O 99 % : ©
: >
~ 2. LiAlH, HN
96 % O
0 &o
63 64
H
HCI 12 1.25 % HBI/ACOH __
MeOH, N~ 13 O 2. KZCO3
61 % H MeOH
o~ 59 %
65

Kaavio 4. Heathcockin ryhmén synteesit lykopodiinille 14.53
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Carterin ryhma esitti vaihtoehtoisen tavan hyddyntdd Heathcockin ryhmaén esittdméa Mannich-
reaktiota (—)-lykopodiinin synteesissi ja kyseistd reaktiovaihetta saatiin nopeutettua kahdesta
viikosta 16 tuntiin, joskin vaiheen saanto laski 54 prosenttiin.** Mannich-reaktioon tarvittava
prekursori 67 muodostettiin intramolekulaarisella Michael-reaktiolla ja imiini muodostettiin
atsa-Wittig-reaktiolla. Seuraavassa vaiheessa kisittely Lewis-happona toimivalla sinkkitriflaa-
tilla aktivoi yhdisteen 69 imiinikationiksi ja johti o-tertiddrisen amiinin muodostumiseen.
Tédmain lisdksi tapahtuu sulfonyylisiirtymi, kun metalloenamiinin tautomerisaation johtaa to-
denndkdisesti  sidoksen heterolyyttisen katkeamiseen ja siten mahdollistaa 1,3-
sulfonyylisiirtymén tapahtumisen hiilestd C12 hiileen C14. On mielenkiintoista, ettd tdssé re-
aktiossa sinkkiyhdistettdi on kéytetty aktivoimaan imiinid, silli aiemmin erilaisia
sinkkiyhdisteitd on kéytetty aldoli- ja Mannich-reaktioissa aktivoimaan happea sekd aldehy-
dissd etti ketonissa, jolloin muodostuu enolaatti.>>¢ Alkuperiisessd julkaisussa TBS-
suojauksen kuvattiin pysyvén viimeisiin vaiheisiin asti, mutta reaktio-olosuhteet saattavat ai-
heuttaa desilyloitumisen, jolloin todellisena reagenssina on enoli. Yhdisteestd 72 eteenpéin
Mannich-reaktio kuitenkin tapahtuu vastaavalla tavalla kuin edelld kuvatuissa Heathcockin

synteeseissa.



o) -~ -
Ph
s0, J| i-Pro,NH
12 N —
IPA/DCM 4:1 3
Ny~ 07 89 %
66 - TSA
PPhs, THF,
SO,Ph refluksointi SO,Ph
= <L LN e Ol
e
Ns g \( TBSOTY, -Pr,NH \WOTBS DCE, 96 °C
o DCM, 0 °C 54 %
82 %
67
SO,Ph SO,Ph
m _TOH m o
N
(TFO)Z E ~ (Tfo)z E -~
TfO" 69
L R=TBS tai H
12
m TfOH m
Ve 14 /
(TfO)Zn SOPh > (rio)zn" _\ SOoPh
OR _ OR
71 TIO™ 72
N 4 vaihetta
H SO,Ph ————>

tﬂ?
(0]
(-)-14

Kaavio 5. Carterin ryhmin synteesi (—)-lykopodiinille.>*

Samaan lykopodiinien ryhméén kuuluvan klavoloniinin synteesi on toteutettu niin ikdén Heath-
cockin synteesistd inspiroituneena intramolekulaarista Mannich-reaktiota avainvilivaiheena
kayttden. Fujiokan ryhmin synteesissd (kaavio 6) atsidista 74 saatiin imiini 75 atsa-Wittig-re-
aktiolla muodostaen samalla C-renkaan. Synteesissd hiilen C12 konfiguraatio oli kuitenkin
luonnosta eristetylle klavoloniinille vastakkainen, mutta se saatiin epimeroitua suolahappoka-
sittelylld oikeaan suuntaan. Samainen suolahappokisittely johti myds iminiumionin
muodostumiseen ja sitd seuranneella intramolekulaarisella Mannich-reaktiolla suljettiin B-ren-
gas onnistuneesti. Lopuksi metoksiryhmén korvaaminen bromilla mahdollisti nukleofiilisen
substituution ja saippuointireaktio eméksisissd olosuhteissa viimeisteli klavoloniinin syntee-

sin.”’
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o 0 Ph
M :S/ /M ©
MeO > Ph PPh; MeO 3 :S/Ph
~_.0

) - >
N3 ' THF, 12 R
refluksointi
0] kvant. N/

74 75
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HCI, MeOH : T arxe o ;i AarXo
AT 7,12 RO —— — +i_| ——
refluksointi | MeO — =~
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OAc
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Kaavio 6. Fujiokan ryhmén synteesi klavoloniinille.

Lykopodiumalkaloidien kolmanteen luokkaan, fawsettimiineihin, kuuluvan lykofleksiinin 86
ensimmadiinen kokonaissynteesi toteutettiin vuonna 2010 (kaavio 7). Kompleksinen nelirenkai-
nen rakenne, joka siséltdd kuusirenkaisen spirosyklin, syntetisoitiin ensimmaiselld kerralla 13
% kokonaissaannolla. Avainvaiheena synteesissd oli makrosyklisen prekursorin 82 muodosta-
minen renkaansulkumetateesilla kdyttden Grubbsin toisen polven katalyyttia sekd
intramolekulaarinen Mannich-reaktio polysyklin viimeistelyssi. Alkuperdisessa artikkelissa re-
aktiota késiteltiin transannulaarisena Mannich-reaktiona, joita tarkastellaan seuraavaksi tdssi
tutkielmassa. Todellisuudessa reaktio on intramolekulaarinen, silld enolista muodostuu sidos
eksosykliseen imiiniin 85. Reaktion merkitystd lisdi se, ettd makrosyklistd voidaan valmistaa
my0s fawsettimiinid. Mannich-vaiheessa formaldehydiylimdédrdn kéyttd kuitenkin johtaa

fawsettimiinin sijaan lykofleksiiniin imiinivélivaiheen kautta.*®
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Grubbsin _
katalyytti Il
“, 7 vaihetta DCE, O >
refluksointi
B \\ o '
o Hy, 70 °C
o (o)
? J—;}é 52 % NBoc NBoc
80 BocN 82 83
81
. B -
BH5- THF o 0
THF, 50 °C " CH,0,Hal
—_— - — . ]
EtOH
IBX, EtOAC refluksointi
refluksointi NBoc 64 % N+
N
8 L 85 . (+)-86

Kaavio 7. Ramharterin ym. synteesi (+)-lykofleksiinille ja oletettu Mannich-vilivaihe 85.%8

3.3. Transannulaariset reaktiot

3.3.1. Transannulaarisuus konseptina

Rengasrakenteet voidaan luokitella renkaassa olevien atomien lukuméaardn mukaan: pienet ren-
kaat ovat 3- ja 4-jdsenisid, yleisimmaét rengasrakenteet sisdltdvdt 5—7 atomia, keskikokoiset
rengasrakenteet 8—11 atomia ja suuret rengasrakenteet 12 atomia tai enemman. Renkaan koko
vaikuttaa myds renkaan ominaisuuksiin, joista jannitys on reaktioiden kannalta merkittavassa
osassa. Yhdisteisiin kohdistuu jannitystd, mikali sidokset pakotetaan normaalista poikkeaviin
kulmiin, joten pienilld rengasrakenteilla jannitys kasvaa suureksi, kun taas keskikokoisilla ja
suurilla renkailla konformaatiomuutokset pystyvit laskemaan jannitystid. 5—7-jdsenisilld ren-
kailla tetraedrisen atomin sidoskulma on ldhimpéina ideaalia, jolloin ndiden muodostuminen on

suotuisinta.>®

Transannulaarisesta jannityksestd on puhuttu ensimmaéisen kerran 1900-luvun puolivilissd, jol-
loin havaittiin renkaan sisdisid tilan ldpi tapahtuvia van der Waalsin vuorovaikutuksia.
Vuorovaikutukset havaitaan, kun vedyt tai muut substituentit sijoittuvat renkaan sisilld avaruu-
dellisesti lihemmis toisiaan kuin mitd van der Waalsin side sallisi.®® 7-13-jisenisten,
enimmaékseen tyydyttyneiden renkaiden avaruudellinen geometria ja Gauche-repulsio siis joh-

tavat renkaan sisilld olevien ei-vierekkiisten hiilten vetyjen sijoittumiseen liian ldhelle toisiaan
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ja aiheuttavat repulsiivisen vuorovaikutuksen syntymisen. Tamé on epédedullinen ja kuormit-

tava tila yhdisteen ja sen substituenttien kannalta.®!6>

Renkaassa muodostuvia jannityksid on nimetty niitd tutkineiden tutkijoiden mukaan: Prelog
tutki nimenomaan ei-sitovien molekyylien vilistd vuorovaikutusta 8—11-jisenisissi sykloalkaa-
neissa ja keskittyi uraauurtavaan tutkimukseen transannulaarisista hydridisiirtymisté. Baeyerin
ja suuren kulman tuomaa jinnitysti aiheutuu, kun sp>-hybridisoituneen hiilen sidoskulma ren-
kaassa poikkeaa 109,5 asteesta. Baeyerin jinnitys kuvattiin ensin 3—7-jdsenisille renkaille,
joskin perustavanlaatuisena virheend kaikki renkaat kuvattiin tasomaisiksi. 3- ja 4-jisenisille
tasossa oleville renkaille jannitys ja epdstabiilius kylld syntyy pienistd kulmista, mutta rengas-
koon kasvaessa muoto ei ole endd tasomainen. Teorian ensimmadisen version mukaan
mat olisivat alkuperdisen teorian mukaan 108°, ja verrattuna tasomaiseen kuusirenkaan
kulmaan 120°, viisirenkaan kulman suuruus poikkeaisi tetraedrin ideaalisesta sidoskulmasta
109,5 asteesta vihiten. Teoria kuitenkin kehittyi huomioimaan suurempien renkaiden tasosta
poikkeavat konformaatiomuodot. Renkaan kasvaessa yli 12-jdseniseksi lisddntyvét mahdolliset

konformaatiot laskevat Baeyerin jinnityksen osuutta renkaan kokonaisjiannityksesti.®

Konformaatiota muuttamalla sidoskulmista aiheutunut kuormitus vdhenee, mutta kuormitus
C—C-sidosten kddntymisestd johtuen lisddntyy. Tatd kutsutaan Pitzer- tai vdéntojannitykseksi.
Viiant6jannitys syntyy, kun rengasrakenne pyrkii hakeutumaan tilaan, jossa substituentit olisi-
vat mahdollisimman kaukana toisistaan, muttei tillaista pysty saavuttamaan rakenteensa
puolesta ja substituentit jdvit varjostamaan toisiaan.® Titd voisi verrata Newman-projektioon:
kun ryhmét ovat kohdakkain, ne varjostavat toisiaan ja pyrkiessddn energeettisesti edullisem-
paan konformaatioon, vdintdjannitys kasvaa. Rengasrakenteisiin vaikuttava kokonaisjinnitys

on ndiden edelld mainittujen kolmen jdnnityksen summa (kuva 10).

Baeyerin jinnitys on merkittdvassé roolissa pienilld renkailla, joten rengasjénnitys moolia kohti
on korkea. Rengaskoon kasvaessa Baeyerin jannitys vidhenee, joten Pitzer-jdnnitys ja transan-
nulaarinen jénnitys kattavat suurimman osan kokonaisjdnnityksestd keskikokoisilla ja sitd
suuremmilla rengasrakenteilla.’’ Suhteellinen jinnitys on suurimmillaan yhdeksinjisenisilld
renkailla ja tistd suurempien renkaiden konformaatiomuutosten mahdollistuminen laskee jan-
nitystd kuten kuvan 10 kuvaajasta ndhdién. Yhdeksdn- ja kymmenenjésenisten renkaiden osalta
suurimmiksi transannulaarisiksi jannityksiksi on laskettu 1,4- ja 1,5-asemissa olevien vetyjen

vélinen vuorovaikutus (kuva 11). Konformaation stabiilein tila riippuu kaikista kolmesta edella
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mainitusta toisistaan riippumattomista jannitystyypeistd. [lmiotd pystyttiin arvioimaan myos
vetyjen viliselld etdisyydelld: syklononaanissa ja -dekaanissa vetyjen viliseksi etdisyydeksi jéi

ainoastaan 1,8 A, jolloin repulsio on suuri, kun taas esimerkiksi syklododekaanilla lihimpien

vetyjen etdisyys oli n. 2,1 A %
30
25
20
15

10

Rengasjénnitys kcal/mol

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Renkaan koko

Kuva 10. Rengasjinnityksen kokonaisenergian suuruus erikokoisilla renkailla.®

Kuva 11. Transannulaariset vuorovaikutukset 9- ja 10-jdsenisten renkaiden 1,4- ja 1,5-ase-

missa olevien vetyjen vililld.

Transannulaarinen repulsio aiheutuu renkaan poikki tapahtuvasta ei-vierekkdisten CHa-

ryhmien vetyjen vilisestd vuorovaikutuksesta ja siten on pédasiallinen ldhde keskikokoisten
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renkaiden jinnitykseen. Jinnitysti voidaan laskea vaihtamalla vety heteroatomiin tai sp>-hyb-
ridisoitunut hiili sp*-hybridisoituneeseen hiileen, miki myos mahdollistaa reagoinnin renkaan
14pi.®® Mikili molekyylin rengas on sopivan kokoinen, riittivén joustava ja sallii avaruudellisen
konformaatioiden vaihtelun, transannulaarinen vuorovaikutus sopivien funktionaalisten ryh-
mien vililld voi johtaa renkaan keskeltd tapahtuvaan supistumisreaktioon. Vuorovaikutusta on
todistettu erityisesti typen ja karbonyylihiilen vélilld ja vertailtu kyseisten komponenttien ase-
man vaikutusta transannulaarisen vuorovaikutuksen suuruuteen sekd kahdeksan- ettéd
kymmenenjisenisilli renkailla.®> Transannulaariset vuorovaikutukset ovat tirkeiti renkaan
konformaatioiden méirityksessd,® jolloin molekyylinsiséisii fysikaalisia muutoksia voidaan

havainnoida mm. NMR- ja IR-spektroskopialla sek# rontgenkristallografialla.®’

Leonard ym. havaitsi infrapunaspektroskopialla heikkoa vuorovaikutusta typen ja karbonyyli-
hiilen vililld tutkiessaan syklisid aminoketoneja, erityisesti sellaisia, jotka suosivat 5- tai 6-
jasenisten renkaiden muodostumista.’® T#ssi transannulaarisessa vuorovaikutuksessa elektro-
nititheyden luovutus tapahtuu esimerkiksi N—>C=0 -tapauksessa typen ei-sitovalta n-orbitaalilta
karbonyylin hajottavalle n*-orbitaalille. Vertaamalla spektridataa eri funktionaalisten ryhmien
signaalien osalta, voidaan maiérittdd transannulaarisen vuorovaikutuksen todennékoisyys ja
suuruus.®’ Karbonyylin ja amiinin vilille muodostuu siis N*~C—OH-kokonaisuus, miki pienen-
tdd C=0O-signaalia ja vastaavasti kasvattaa spektreissd helposti havaittavaa OH-signaalia.
Kirbyn tutkimusryhmi’® esitti kiifinteiseen reaktioon havainnon, etti no- ja o*c n-orbitaalien
vuorovaikutuksessa C—N-sidoksen pituus kasvaa ja C—O-sidoksen pituus lyhentyy. Sidoksen
muodostuminen tertiddrisen amiinin ja karbonyylihiilen vilille on esitetty kuvassa 12. Liséksi
kuvassa on esitetty tilanne, jossa orbitaalien pdillekkéisyys maksimoituu, kun typen vapaa
elektronipari reagoi karbonyylihiileen oikeasta kulmasta. Typen HOMO-orbitaalin ja karbo-

nyylin LUMO-orbitaalin vuorovaikutus on siis merkittdvi sidoksen muodostumisen kannalta.
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Kuva 12. Transannulaarisen sidoksen muodostuminen N — C=0 -tilanteessa, kun typen n-or-

bitaali ja karbonyylin m-orbitaali vuorovaikuttavat keskeniin.®

Erids keskikokoisten renkaiden ominaisuuksista on niiden reagoinnin helppous ei-klassisella ta-
valla transannulaarisen hydridisiirtymén kautta esimerkiksi substituutioissa ja eliminaatioissa.
Néamai hydridisiirtymét tapahtuvat kationisten vélivaiheiden kautta. Kiytdnndssd se renkaan si-
sdlld oleva vety, joka vuorovaikuttaa vahvimmin karbokationisen hiilen tyhjdn p-orbitaalin
kanssa, siirtyy. Karboniumioneilla on reaktion jilkeen sama avaruusrakenne kuin alkuperii-
selld ja siirtymaitilan rakenne poikkeaa tistd karbokationien rakenteesta vain vdhédn, mika

selittéd transannulaaristen reaktioiden vihiisen aktivointienergiatarpeen.®*

Transannulaaristen mekanismien tutkimus on kuitenkin muiden renkaanmuodostusreaktioiden,
kuten intramolekulaaristen reaktioiden ja sykloadditioiden kehitystd jdljessd. Perinteisesti syk-
lisaatiot on toteutettu rengas kerrallaan oletettavasti siksi, ettd makrosyklisen tai keskikokoisen

renkaan siséltdvan ldhtdaineen valmistus saattaa jo itsessdén olla haastavampi syntetisoida.
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Makrosykleja ja keskikokoisia renkaita tarkastellaan mydhemmin tdssd luvussa. Toisaalta
transannulaariset reaktiot ovat strategian osalta enenevissd miirin haastaneet kahta edelld mai-

nittua renkaanmuodostusreaktiota

3.3.2. Transannulaarinen Mannich-reaktio

Transannulaarinen Mannich-reaktio on erds intramolekulaarisen Mannich-reaktion erikois-
muoto, jossa aiemmin esitetyt Mannich-reaktion vaiheet, iminiumionin tai imiinin
muodostuminen seké sidoksen muodostuminen enolista, tapahtuvat transannulaarisesti suljetun
renkaan poikki. Transannulaarisella Mannich-reaktiolla on valmistettu yhdisteitd seké niin, ettd
vaihe on osana dominoreaktiota kuin my0s omana avainvaiheena reaktion stereokemian, selek-

titvisyyden ja funktionaalisuuden séilyttdmiseksi.

Transannulaarinen Mannich-reaktio oli avainvaiheena Tannerin tutkimusryhmén synteesissd
sylindrisiinien rungolle (kaaviot 8 ja 9).”' Strategiassa luotiin ensin makrosykli 93, joka puo-
lestaan  saatiin  onnistuneesti = reagoimaan  transannulaarisella ~ Mannich-reaktiolla
kolmirenkaiseksi sylindrisiinin runkorakenteeksi 94. Synteesilla ei vield ole toteutettu sylindri-
siinialkaloidien kokonaissynteesejd, mutta onnistunut polysyklisaatioavainvaihe ennustaa

onnistuvaa kokonaissynteesid my0s alkaloidiperheen eri yhdisteille.

1) BuLi, PhsPCH3Br, Et,0,
Ppgg’n?gééEiMF’ C)[Br rt, sitten refluksointi Br
rt, sitten refluksointi CHO 2) 9-BBN, sitten OH
79 % NaOH, H,0,
87 88 59 % 89

1) /\/NHBOC 90

9-BBN 1) TsCl, Et;N, DMAP
° . ) 31N,
THF, 0 °C, sitten rt Q/\;\/\NHBOC DCM, 0 OC, sitten rt |
2) PdCly(dppf), K-PO, ag. OH 2) NaH, THF N\BOC
THF, DMF, rt 0°C sitten refluksointi
85 % N 70 % 92
O3 (@)
DCM:MeOH (1:1)
-78 °C
’
sitten DMS o
kvant. N
Boc

93
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Kaavio 8. Sylindrisiinirungon prekursorina toimivan makrosyklin synteesi.

0 1) TFA, DMS
CH,ClI, 0°C,
sitten rt
o
N 2) NaHCO4 (aq.)
/
Boc
93 94
¥ ¥

tai

TSA TS B

Kaavio 9. Sylindrisiinirungon transannulaarinen Mannich-reaktio

Synteesissd makrosyklin valmistus aloitettiin sykloheptanonin 87 kisittelylld, miké johti ensin
bromoaldehydiksi 88 ja tistd Wittig-reaktion ja Suzuki-Miyaura-ristiinkytkentdreaktion kautta
aina alkoholiksi 91 asti. Seuraavan vaiheen tuotteen, 8-jdsenisen kaksirenkaisen amiinin 92 cis-
endosykliseen kaksoissidokseen kohdistettu otsonolyysireaktio johti 13-jdsenisen makrosykli-

sen diketoamiinin 93 muodostumiseen.

Makrosyklisestd diketoamiinista 93 poistettiin Boc-suojaryhmd TFA:lla, minkd jédlkeen
emdiksiset olosuhteet viimeistelivit transannulaarisen Mannich-reaktion (kaavio 9). Transannu-
laarisessa Mannich-reaktiossa kolmen renkaan jdrjestelmd muodostui siten, ettd Mannich-
sessd vaiheessa. Toisessa vaiheessa emdiksisiset olosuhteet mahdollistavat sidoksen
muodostumisen enolisoituneen ketonin C10-asemasta imiinin C5-hiileen muodostaen A- ja B-
renkaat. Reaktio voi tapahtua seka tuolimuotoisen transitiotilassa Z-enolin tai venemuotoisessa
transitiotilassa E£-enolin kautta. Strategian soveltaminen oli uusi askel sylindrisiinirunkojen ko-
konaissynteeseissd. Reaktio on potentiaalinen muidenkin haastavampien polysyklisten

alkaloidiyhdisteiden valmistamiseen.

Aiemmin esitetty Heathcockin ryhmén synteesi lykopodiinille ja erityisesti sen Mannich-vaihe
on toiminut esimerkkind muille lykopodiumalkaloidien synteeseille. (+)-Fastigiatiinin 17 en-

simmiinen kokonaissynteesi valmistettiin hyddyntdmélld biomimeettisen transannulaarisen
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Mannich-reaktion dominoprosessia (kaavio 10).”? Reaktiossa sidosten muodostamisessa on ha-
ettu inspiraatiota sekd fastigiatiinin ettd himeradiini A:n biosynteeseistd.”’” Reaktion

toteuttamisen haasteet ilmenivét viisirenkaisen pakkautuneen ja jdnnittyneen rungon muodos-

tamisessa.

HCI

THF-H,O
92 %

CF3CH20H, 5 H
80 °C n .
85 % E
99 R=N ] 101 102
=Ns K,CO. Mel, DMF
_ 2 3, ’
100 R=Me PhSH. 87 %

1. p-TSAH,0, PhH
80 °C, 95 %
—>

2. Ac,0, EtgN
DCM, 85 %

103 (+)-17

Kaavio 10. Shairin ryhmén synteesi (+)-fastigiatiinille.”

Téssd kuvattua 1dhtdainetta edeltdd 7-vaiheinen synteesi, josta viimeisessd vaiheessa Staudin-
gerin pelkistykselld saadaan vinyylinen uretaani 95. Reaktio aloitetaan suolahappokasittelylld,
joka johtaa [3+3]-sykloadditioon. Reaktiossa tapahtuu ensin dioksalaanisuojaryhmén irroitus,

jonka seurauksena muodostuneeseen enoniin 96 tapahtuu intramolekulaarinen 1,4-
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konjugaattiadditio. Reaktion konformaatio suosii Baldwinin sdint6ja noudattavaa 7-endo-trig-
muotoista sidosten muodostumista. C6—C7-sidos muodostuu suotuisammin aksiaalisesti ja vas-
takkaiseen suuntaan verrattuna D-renkaan metyyliryhméén. Syn-muotoisessa reaktiossa
suhteessa kyseiseen metyyliryhméén ja muodostuvan C6—C7-sidoksen muodostuisi epasuotui-
sia vuorovaikutuksia, koska sidokset suuntautuisivat molemmat aksiaalisesti. Tdmén jélkeen
enolista 97 muodostuva ketoni ja vastaavasti toiselta puolelta yhdistettd tautoimerisoitunut
enamiini siis mahdollistavat transannulaarisen aldolireaktion, jolloin sidos muodostuu C13 ja

C4:n vilille valmistaen nelirenkaisen rungon 99.

Viidennen renkaan muodostaminen vaatii sivuketjussa olevan typen metyloinnin ja nosyylisuo-
jauksen poistamisen. Téastd trifluoroetanolin vaikutuksesta tapahtuva retroaldolireaktio
katkaisee ensin C4—C13-sidoksen muodostaessaan ketonin 101, ja tima mahdollistaa imiinin
102 muodostumisen. Vaihe on merkittdvéssi osassa reaktiopolkua, silld nyt synteesi voidaan
saattaa loppuun biosynteesin reittid vastaavalla transannulaarisella Mannich-reaktiolla. Typen
vapaasta elektroniparista alkunsa saava transannulaarinen Mannich-reaktio muodostaa C4—
C13-hiilten vilille sidoksen edellisessd vaiheessa katkenneen tilalle ja viisirenkainen rakenne
dominoreaktiolla valmistuu. Lopullisesti (+)-fastigiatiinin 17 synteesi viimeistelldédn Boc-suo-

jaryhmén poistolla seki asetyloinnilla.

Himeradiini A:n 18 kompleksisuudesta kerrottiin luvussa 2, ja sitd kuvaa hyvin my®ds se, ettei
kokonaissynteesejé ole julkaistu kuin kaksi. Ensimméinen néistd on Shairin ryhmaén julkaisussa
vuodelta 2014. Kokonaissynteesiin on haettu hyvin paljon vaikutteita edelld esitetysta (+)-fas-
tigiatiinin 17 synteesistd ja Mannich-vaihe on vastaavalla tavalla toteutettu. (—)-Himeradiini

A:n 18 synteesin avainvaiheet on toteutettu one-pot-prosessilla.
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Kaavio 11. Shairin ryhmin synteesi (—)-himeradiini A:lle.”

Shairin ryhmén tavoitteena oli rakentaa himeradiini A 18 kéyttien fastigiatiinin runkoa vilivai-

heena.” Fastigiatiinin synteesissd valmistettu iminiumioni 102 ei odotuksista huolimatta
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onnistunut sellaisenaan toimimaan pohjana himeradiini A:n synteesiin, silld vélituotetta ei on-
nistuttu eristimédn. Reaktiossa ei muodostettu uretaaniyhdistettd, kuten fastigiatiinilla, vaan
dioksalaanisuojaus poistettiin ensin. Eméksisissd olosuhteissa enolisoidun B-ketoesterin 106
muodostumisen jilkeen saatiin toteutettua 7-endo-trig-syklisaatio ja imiinin 108 muodostami-
nen fastigiatiinin tyyliin, kuitenkin ilman metylointia. Seuraavassa vaiheessa Staudingerin
pelkistys johti vinyylisen uretaanin 111 muodostumiseen ja mahdollisti biomimeettiselld
transannulaarisella Mannich-reaktiolla sidoksen muodostumisen hiilten C4 ja C13 vilille. Ver-
rattuna edelld esitettyyn (+)-fastigiatiinin synteesiin retroaldolireaktio jdi tdstd vaiheesta
kokonaan pois. Sekundididrisen amiinin asetyloinnin jilkeen viisirengasrakenne oli
onnistuneesti valmistettu. Himeradiini A:n 18 seitseméinnen renkaan ja samalla kinolitsidii-
nirengaskokonaisuuden valmistaminen toteutettiin 7-vaiheisella synteesilld. Himeradiinin

ensimdinen kokonaissynteesi oli 33-vaiheinen ja sen kokonaissaanto oli 1,9 %.
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Kaavio 12. Rychnovskyn ryhmin synteesi (-)-himeradiini A:lle.”*

(+)-Fastigiatiinin 17 Mannich-vaihetta on sovellettu myds toisessa (—)-himeradiini A:n 18, ko-

konaissynteesissi (kaavio 12).”* Kokonaisuudessaan synteesissid saadaan yhdessi vaiheessa
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one-pot-prosessilla aikaan viisi uutta sidosta ja yhdisteeseen nelja uutta rengasta. Tama hime-
radiini A:n synteesi pohjautuu ensimmdisen’” ja toisen’ sukupolven fastigiatiinin synteeseihin
ja niiden Mannich-reaktiosta on haettu vaikutteita my0s tdhin synteesiin. Piperidiinin 114 ja
bromoenonin 115 vilinen B-alkyyli-Suzuki-reaktio tuottaa prekursorin 116 himeradiinin ra-
kenteelle. C3-aseman aminometylointi toteutettiin fotokemiallisesti iridiumkatalyytilla ja tima
johti kahden diastereomeerin muodostumiseen suhteessa 2:1. Kamferisulfonihappo (CSA)
1,2-diklooribentseenissi poistaa Boc-suojaryhmaét. Reaktion oletetussa vélivaiheessa amiinien
reagoitua karbonyylien kanssa muodostuu imiinit kumpaankin asemaan. Imiinistd 120 muodos-
tuu enamiini todenndkodisesti kohti Cl14-asemaa, jolloin C6—C14-sidos pddsee muodostumaan
Mannich-reaktiolla, kuten edellisissékin synteeseissd. Vapaaksi jddnyt amiini korvasi tosyylin
viimeistellen sivuketjun kinolitsidiinirenkaan, kuitenkin vasta trietyyliamiinikésittelyn yhtey-

dessa.

Fastigiatiinin 17 ja himeradiini A:n 18 lisdksi samanlaista Mannich-vaihetta on sovellettu my0s
lykonadiinien D 128 ja E 129 synteeseissid. Kaaviossa 13 esitetyn synteesin ldhtéaine toimii
alkuperdisessd julkaisussa vélituotteena, josta voidaan syntetisoida divergentilla strategialla ly-
konadiinit A—C sekd lisdksi kaksi muuta alkaloidia, lykopekuriini ja dehydrolykopekuriini.
Tarkasteltaessa transannulaarista Mannich-vaihetta timi lykonadiinien synteesi poikkeaa fas-
tigiatiinin ja himeradiini A:n synteeseistd siind, ettd Mannich-vaiheessa kdytetddn syklistd
nitronia imiinivdlivaiheen sijaan. Ennen Mannich-vaihetta synteesin avainvaiheena on palla-
diumkatalysoitu Heck-tyyppinen reaktio (ei kuvattuna), josta johdetaan prekursori 122. Boc-
suojaryhmén poiston jdlkeen yhdiste 125 hapetetaan nitroniksi 126. PPTS:n ja L-proliinin l&s-
ndollessa Mannich-vaihe toteutui 71 % saannolla, mikd on hieman fastigiatiinin vastaavaa

vaihetta heikompi.”’
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Kaavio 13. Yangin ryhmin synteesi lykonadiineille D ja E.”’

Erds uusimmista julkaisuista, jossa kdytetddn transannulaarista Mannich-reaktiota on Jun ja
Beaudryn synteesi (—)-sefalotaksinonille 135, (-)-sefalotaksiinille 136 ja (—)-homoharringtonii-
nille 137 (kaavio 14).”® Reaktion yhteni avainvaiheena kiiytetéfin furaanin hapettavaa avausta,
joka etenee radikaalivélivaiheen kautta transannulaariseen Mannich-reaktioon. Radikaalikatio-
nin  muodostumisen ja tdstd seuranneen oksokarbeniumionin hapetuksen jilkeen
fragmentoinnin tuotteena on oiva iminiumioni 134 Mannich-vaihetta ajatellen. Mannich-sykli-
saation tuotteena on sefalotaksinoni 135, joka voidaan edelleen parin vaiheen kautta muuntaa

ensin sefalotaksiiniksi 136 ja sitten homoharringtoniiniksi 137.
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Kaavio 14. (-)-sefalotaksinonin ja sen johdannaisten synteesin transannulaarinen Mannich-

vaihe.”®

Evans ja Scheerer tarkastelivat klavoloniinin kokonaissynteesid sekéd lykopodiumalkaloidien
perusrungon synteesii lineaarisen prekursorin ja makrosyklin kautta (kaavio 15).”” makrosyk-
listd ei saatu muodostettua syklistd enamiinia 139. Avainreaktioiksi polysyklisen
lykopodiumrakenteeseen pyrittiin hyddyntdmiin transannulaarisia Michael- ja Mannich-reak-
tiota. 16-jdsenisen makrosyklin selektiivinen transannulaarinen Michael-reaktio onnistui
eméksisissd olosuhteissa hyvilld saannolla. Boc-suojauksen poisto ei kuitenkaan johtanut ha-
luttuun C—N-sidoksen muodostavaan reaktioon kohti Cl2-asemaa 140, vaan reagoi C6-
asemaan muodostaen yhdisteen 143. C6-aseman karbonyylihappea pyrittiin myos suojaamaan,
mutta reaktio ei siltikdén toteutut halutulla tavalla C12-asemaan yhdisteeksi 141. Syynd C—N-
sidoksen epdonnistumiseen oli tekijoiden mukaan todennédkoisesti joko epdsuotuisa entalpia tai
steerisyys. Renkaan transannulaarinen jénnitys on pienempi 12-jdsenisilld makrosykleilld kuin
keskikokoisilla renkailla, miké voisi osaltaan vaikuttaa reaktioon epédsuotuisasti. Koska tdma
vaihe ei onnistunut, my9skdin seuraavaksi vaiheeksi suunniteltua transannulaarista Mannich-

reaktiota ei pystytty toteuttamaan.
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Kaavion 15 toisella polulla makrosyklin 138 TFA-happokasittely ja karbamaatin lohkaisu johti
vélittdmésti saman enamiinin 142 muodostumiseen. Seuraavaksi proottisella liuottimella tai
Lewis-hapolla aktivoitu transannulaarinen Michael-additio johti iminiumionivélivaiheeseen ja
kolmirenkaisen enamiinin 143 muodostumiseen. Sama kolmirenkainen enamiini oli tuotteena
myo0s ensimmadisen polun viimeisessd vaiheessa. Yhdiste saatiin reagoimaan transannulaarisella
Mannich-reaktiolla, kun aseman C12 ketoni enolisoituu. Mannich-reaktiossa muodostuu neljis
rengas. Yhdiste 145 ei ole kuitenkaan haluttu lykopodiinirakenne eikd klavoloniini 15, vaan

muistuttaa ennemminkin lykopladiinin rakennetta.
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Kaavio 15. Evansin ja Scheererin yritetty synteesi klavoloniinille.”

Tutkimusryhmi onnistui syntetisoimaan klavoloniinin suoraketjuisesta prekursorista strategi-

9 Reaktiota ei kuitenkaan toteutettu

alla, jossa runko rakentuu rengas kerrallaan.’
transannulaarisella Mannich-reaktiolla, joten sité ei tissd tutkimuksessa tarkastella. Epdonnis-
tuminen makrosyklisen rakenteen syntetisoinnista polysykliseksi on kuitenkin oiva esimerkki
siitd, miten paljon makrosyklin rakenne vaikuttaa todellisuudessa polysyklisen rakenteen muo-

dostumiseen, eikd lyhyeksi suunniteltu reaktio onnistu. Lineaarinen prekursori ja siitd
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muodostettu makrosykli oli kuitenkin onnistuneesti valmistettu, miké puolestaan laskee aiem-

min ennakoidun makrosyklin muodostamisen haastellisuutta.

3.4. Makrosyklit ja keskikokoiset renkaat prekursoreina

Transannulaariset reaktiot tapahtuvat renkaan lipi, joten rengasrakenne ja sen ominaisuudet
ovat avainasemassa transannulaarisen reaktion toteutumisen kannalta. Transannulaarisissa re-
aktioissa toimivia makrosyklisid ldhtoaineita ei juurikaan ole tutkittu, mutta niiden
ominaisuuksiin todennikoisesti tullaan kiinnittimiin jatkossa enemmiin huomiota.’” Mak-
rosykleilld tarkoitetaan 12-jdsenisii tai sitd suurempia rengasrakenteita ja ne voivat toimia niin
synteesikohteina kuin lihtdaineina polysyklisille yhdisteille*’. Koska transannulaariset vuoro-
vaikutukset ovat suurimmillaan 8—12-jdsenisilld renkailla, on syytd vield tarkastella lyhyesti
ndiden keskikokoisten renkaiden ominaisuuksia ja valmistusta yhdessd makrosyklien kanssa.
Makrosyklien ominaisuuksia tarkasteltaessa transannulaaristen reaktioiden toteutumisen nako-
kulmasta reaktiiviset kohdat saadaan suuremmissa rengasrakenteissa tasaisesti ldhemmas
toisiaan verrattuna lineaarisiin yhdisteisiin. Lisdksi entropian nikdkulmasta makrosyklit ovat
aktiivisemmin reagoivia kuin vastaavat lineaariset yhdisteet. Makrosyklien reaktioissa konfor-
maatioihin liittyvien ominaisuuksien perusteella myos syntyvien tuotteiden konformaatiot ja
sidosten suunnat ovat ennustettavissa. Enantio- ja diastereoselektiivisyyden ohjaus lisdd syn-

teesin tehokkuutta ja tekee makrosyklien reaktioista myds paremmin ennustettavia.>”-

Keskikokoisilla renkailla syklisaatioihin liittyvit kineettiset ja termodynaamiset energiavallit
ovat korkeampia muihin rengaskokoihin verrattuna. Entropia vdhenee, kun lineaarisesta pre-
kursorista syklisoidaan rengas, mutta rengaskoon ja siten konformaatiomahdollisuuksien
kasvaessa my0s entropia kasvaa. Entalpiatekijoiden osalta keskikokoisten renkaiden muodos-
tuminen on epésuotuisaa, mikd johtuu péddasiassa transannulaarisista vuorovaikutuksista ja
rengasjinnityksesti.’’ Transannulaariset vuorovaikutukset ovat siis yksi keskikokoisten renkai-
den syntetisointia hankaloittava syy. Keskikokoisten renkaiden syntetisoinnin haastavuutta
osoittaa my0Os synteesien madrin vahyys. Muutamia keskikokoisia renkaita sisiltdvid indolial-
kaloideja on onnistuttu syntetisoimaan, joissa rakenteet ovat sellaisenaan valmiita alkaloideja,
eikd rengasrakenteen osalta synteesid jatketa siten, kuin tdssd tutkimuksessa olisi mielekédsté
analysoida.®! Tdmi kuitenkin kuvaa hyvin keskikokoisten renkaiden muodostamisen haasta-
vuutta ja sitd puoltaa my0s se, ettd ndmi rengasrakenteet on syntetisoitu pddosin viimeisissi

vaiheissa ennen valmista tuotetta.
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Makrosyklejd voidaan muodostaa lineaarisista prekursoreista esimerkiksi renkaansulkumeta-
teesilla, laktamisaatiolla tai laktonisaatiolla. FErds yksinkertaisimmista menetelmistd
makrosyklisaatioon on ikédn kuin kasvattaa rengasta katkaisemalla sidoksia olemassa olevien
rengasrakenteiden sisdltd. Esimerkiksi Tannerin ryhmén synteesissd sylindrisiinirungon pre-
kursoria valmistettaessa katkaistiin kaksirenkaisesta amiinista renkaat yhdistavi sidos (vrt.

kaavio 8).”! Menetelmi on suora ja suhteellisen tehokas makrosyklin muodostamiseen.®?

Idea lineaarisen prekursorin kaytostd makrosyklin muodostamisessa on potentiaalinen, joskin
vield vdhin hyddynnetty. Polysyklisten alkaloidien synteeseissd l1dhtdaineina on téhén asti pit-
kalti kaytetty syklisid yhdisteitd, joiden sivuketjuilla rakennetaan loput renkaat rakenteeseen.
Tama havaitaan esimerkiksi seuraavassa luvussa esitetyissé sylindrisiinisynteeseissd. Tétd voi-
daan selittdd silld, ettd syklisaatio makrosykliksi voi osoittautua haasteelliseksi epaedullisen
entropian takia ja tistd johtuen reaktio jdd toimimattomaksi. Lineaarinen yhdiste voi syklisaa-
tion sijaan muodostaa dimeerejd, eli reagoida toiseen vastaavan molekyyliin. On siis tirkedd
luoda sellaiset olosuhteet, ettd intramolekulaarinen syklisaatioreaktio on suotuisampi kuin in-
termolekulaarinen dimerisoituminen. Dimerisoitumista voi toki vélttdd esimerkiksi suurella
laimennoksella, jolloin dimerisoitumiseen johtavat torméykset viahenevit ja syklisaatioon joh-
tavat intramolekulaariset tormaykset ovat todenndkdisempid. Suuren mittakaavan synteeseissé
tillaisen reaktion kdytdnnollisyys kuitenkin heikentyy. Syklisoitumisreaktio on myds hyvin
substraattiriippuvainen.®* Lineaarisen prekursorin etu on kuitenkin se, ettii rakenne voidaan val-
mistaa tehokkaasti konvergenttia strategiaa suosien tdysin valmiiksi sivuryhmien ja muiden
funktionaalisuuksien osalta ennen varsinaista syklisaatioreaktiota. Joillain prekursoreilla line-
aarisen rakenteen luontainen taipuminen suotuisiin konformaatioihin on myds reagointia
edistivi tekija.3* Tissd tutkimuksessa kisitellyisti synteeseistid makrosyklien ja keskikokoisten
renkaiden muodostamiset toteutettiin kahden renkaan vélisen sidoksen katkaisulla, retroaldoli-
reaktiolla, endo-trig-syklisaatiolla, renkaansulkumetateesilla, nukleofiilisella substituutiolla ja
hydroksyyliryhmin aktivointia seuranneella alkyloinnilla. Tdysin lineaarista prekursoria poly-
syklisten alkaloidien synteeseissd kuitenkin kaytettiin ainoastaan klavoloniinin 15 yritetyssa
reaktiossa, joten kiyttd on tihin asti ollut vihiisti. Klavoloniinin 15 synteesi’® on mielenkiin-
toinen transannulaarisen reaktiostrategian osalta, silld Michael-vaihe ja siind syntyva
kuusirengas onnistuvat halutusti, mutta jiljelle jddvd 12-jdseninen makrosykli ei kuitenkaan
padse konformaatiotilaan, jossa Mannich-vaihe amiinista C12-hiileen olisi suotuisampi kuin

Cé6-hiileen. Makrosykleilld vapaammat konformaatiotilat kuitenkin pitéisi olla reaktiota
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edistdvd ominaisuus, mutta toki koon puolesta suuremmilla makrosykleilld timé vaikuttanee

edistdvisti enemman.

Funktionaalisuuden osalta makrosyklin reagoivien ryhmien tulisi olla joko vastakkaisilla puo-
lilla rengasta, tai vahintdinkin niin, ettd syklisaatioreaktiossa suotuisia 5—7-jdsenisid renkaita
padsee muodostumaan. Téssd tutkimuksessa késiteltyjen transannulaaristen Mannich-reaktioi-
den nukleofiilina toimiva enoli ja elektrofiilina toimiva imiini sijoittuvat sopivien vilimatkojen
pishin eri puolille rengasta. Tannerin tutkimuksessa’' typen ja karbonyylihiilen vilille jii
kolme hiiltd, joten reagointi ja imiinin muodostuminen tdhédn suuntaan viisirenkaaksi on suo-
tuisampaa kuin kahden hiilen pddssd olevaan karbonyylihiileen, jolloin tuloksena olisi
jannittynyt nelirengas. Fastigiatiinin 17 ja himeradiini A:n 18 synteeseissd Vastaavasti muilla
transannulaarisilla reaktioilla, kuten Diels—Alderilla dieenin ja dienofiilin cis-frans-isomeria ja
asettuminen transitiotilassa vaikuttavat muodostuvan polysyklin renkaiden suuntautumiseen
toisiinsa nihden. Suuntautuminen voi vaikuttaa myds reaktion toteutumiseen.®®> Diels—Alder-
reaktioita vastaavasti kaksoissidosten isomeria vaikuttaa myos transannulaaristen Michael-re-
aktioiden toteutumisessa. 1,7-bisenoneille toteutetussa synteesissd E,Z- ja E,E-1,7-bisenonit
saatiin syklisoitua transannulaarisesti, mutta vastaavissa olosuhteissa Z,Z- ja Z,E-1,7-bisenonit

eivat.°

4. Sylindrisiinien synteesit

Sylindrisiineille on julkaistu 18 kokonaissynteesid. Suurimman mielenkiinnon toteutettujen
synteesien méérdn perusteella on saanut timénkin tutkielman kokeellisen tyoskentelyn koh-
teena oleva sylindrisiini C 26. Sylindrisiinien A 24 ja B 25 kokonaissynteesejd on toteutettu
neljéssd eri julkaisussa, kun taas sylindrisiini C:n kokonaissynteesejé periti 12 julkaisussa. Sy-
lindrisiinien D ja E kokonaissynteesit on julkaistu pdéosin yhdessé sylindrisiini C:n kanssa pois
lukien ensimmaéinen Sniderin ja Liun julkaisu, jossa sylindrisiinit D ja E syntetisoitiin yhdessa
sylindrisiini A:n kanssa. Sylindrisiineille F-K ei ole julkaistu vield ollenkaan kokonaissyn-
teesejd. Tiettyihin sylindrisiineihin johtavien kokonaissynteesien liséksi synteesejd on
toteutettu eri menetelmilld myos pelkdstdan kolmirenkaiselle rungolle, mistd Tannerin ryhmén
synteesi on tdmin tutkimuksen kannalta merkittdvin (kaaviot 8 ja 9). Tdssd luvussa tarkastel-

laan erilaisia sylindrisiinien synteesistrategioita aiempien julkaisujen l&dhestymistapoihin



40

pohjautuen. Taulukkoon on koostettu vuosien 1997 ja 2019 vililld julkaistut sylindrisiinien ko-

konaissynteesit, niiden tekijit ja synteesien ldhestymistavat.

Taulukko 2. Sylindrisiinien kokonaissynteesit 1997-2019

Tekija Vuosi Yhdiste Lihestymistapa
Snider 1997 A,D,E Atsadekaliini
Heathcock 1999 A,B Atsadekaliini
Molander 1999 C Dominoreaktio
Trost 2003 C,D,E Dominoreaktio
Ciufolini 2004 C Atsaspirosykli
Hsung 2004 C,D,E Atsaspirosykli
Kibayashi 2004, 2005 C Atsaspirosykli
Hsung 2005, 2006 C Dominoreaktio
Shibasaki 2006, 2007 C Dominoreaktio
Padwa 2008, 2010 C Indolitsidiini
Donohoe 2010 A, C Atsadekaliini
Renaud 2011 C Dominoreaktio
Pandey 2015 C,D,E Dominoreaktio
Chida 2019 C Atsaspirosykli

Liun ja Sniderin®’ seki Liun ja Heathcockin®® synteesit noudattivat aluksi samaa ja mydhemmin
keskenddn samankaltaista strategiaa. Molemmissa synteeseissd hyoddynnettiin A-B-renkaan
fuusiossa tupla-Michael-additiota, jossa tuotteeksi saatiin atsadekaliinien seos 150 a-c. Liu ja
Snider yrittivét vihentda ei-halutun frans-atsadekaliinin 150 a méaaraa pH-muutoksilla siind on-
nistumatta. Synteesid jatkettiin antamalla halutun atsadekaliinin 150 b reagoida NCS:n kanssa
N-klooriamiiniksi 151 ja tdmén jilkeen Stella-olosuhteissa 5-exo-syklisaatiolla sylindrisiini

A:n 24 ja sen C2-epimeerin seokseksi.
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(0] (0]
1.Li—=—CgH13
(ICH(OMe)z 1. C4H,MgBr H 148 |
—_— ’
2.HCI, A 2. LiAlH,, C+H
0 60 % NaOMe 6713
45 % |
— =
NH,OH 0 0 0
—_— ™
MeOH HN i HNT *H \V\CSHB
73 °C H CgHy3 H CgHy3 H
150a 19 % 150 b 56 % 150 ¢ 6 %
NCS O  CuCl,CuC, ¢ 0 0
150b ——> X > +
DCM N7 THF, AcOH N~ N~
96 % Cl” H CgHis H,O H H GeHis H CgHys
Cl
151 24 42 % epi-24 41 %

Kaavio 16. Liun ja Sniderin synteesi sylindrisiini A:lle.%’

Liu ja Heathcock onnistuivat lisddmain stereoselektiivisyyttd atsadekaliinien seoksen muodos-
tumisvaiheeseen.®® Sen sijaan, etti dienonia olisi kasvatettu aldehydistid sivuketjulla jo
reaktiosarjan alkuvaiheessa, toteutettiinkin tupla-Michael-reaktio atsadekaliiniksi 154 jo ensin
ja suojattiin samalla typpi (kaavio 17). Vaikka tdmékin Michael-reaktiovaihe antoi mahdolli-
suuden cis-trans-atsadekaliinien seokselle, saatiin loppuvaiheessa heksyylisivuketjun
stereoselektiivisesti onnistuneen kupraattiaddition ja suojaryhméin poiston jilkeen tuotteeksi
stabiilimpaa cis-atsadekaliinia 150 b. C-renkaan sulkeminen tapahtui samoin kuin Liu ja Snider
olivat tehneet yhdisteestd 150 b alkaen (kaavio 16), ja tuotteeksi saatiin vastaava epimeerien
seos. Donohoen ym. mydhemmin toteutettu atsadekaliinipohjainen reaktio noudatti padosin
kahden edelld esitellyn reaktion viimeisten vaiheiden kulkua, mutta synteesin tuloksena oli

edelleen vastaava epimeerien seos.®
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1. NH4/EtOH o) o}

o]
3 vaihetta NH,OH H 1. LDA, TIPSOTf "
OEt _ | 105 °C THF |
—_— —_— —_—

OTf 2. Teoc-OSu N 2. CAN, DMF :°N

KoCO3, MeCN " Teoc 91 % Teoc
| 82 % )/ j
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0 CgH43MgBr o
H CuBr Me,S H
BF5 Et,0
| ————
: THF g 89 %
: N 87 % 2NT "CeHyg ©9 7
)/ Teoc Teoc
~ Z 0 24 45 %
155 a 156 a TBAF «
THF O > X )
o  CeHi3MgBr y © rt H CgHig epi-24 40 %
H CuBr Me,S 2 eon
(j\)j BF; Et,O 83 %
—_— |
N THF :N” “CeHia
-] 81 %
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155 b 156 b

Kaavio 17. Liun ja Heathcockin synteesi sylindrisiini A:lle.®

Molander ja Rénn toteuttivat ensimmiéisen synteesin sylindrisiini C:1le.”® Lihtdaineena oli kau-
pallisesti saatava S-(—)-1,2,4-butaanitriolin tosylaattijohdannainen 157. Avainreaktiona tdssd
synteesissd oli atsidin 162 pelkistys amiiniksi ja sitd seuraava molekyylinsisdinen tupla-
Michael-additio, kuten edelld esitetyissid synteeseissd. Michael-reaktion ensimmadinen vaihe
tuottaa spirosykliset diastereomeerit 163 ja 166. C-renkaan syklisoinnin toteutumisen seurauk-
sena OTBS-ryhmén suuntautuminen vaikuttaa seuraavan syklisaatiovaiheen onnistumiseen.
Mikaili ryhmé on eri puolella kuin enonin sivuketju (polku a), steerisyys ei estd seuraavan vai-
heen reagointia. Seuraava Michael-vaihe ohjaa heksyylisivuketjun haluttuun suuntaan.
Spirosyklin diastereomeerivaihe, johti viimeisessd vaiheessa keskinkertaiseen 45 % saantoon

yhdisteestd 162 sylindrisiinin 26 kokonaissaannon ollessa kuitenkin 12 %.
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N,NMez
' 1. (HPr),NMgBr, Et,0
E 1. 2. TMSCI, Etz;N, HMPA
t - 3. MeLi, THF
o 158 Tt,NPh, TMEDA
s o) LDA, THF 86 %
TsO” > PP ——

2. Cu(OAc), 4 MeaSn. -

157 THF/H,0 3 166/\C6H13
77 %
LiCl, Pd(PPhg), CO,
55 °C, 79 %
o)
1. PdCly(MeCN),
MeCN, H,0 |
83 %
> CeHis
2. TBSCI, EtzN N
Et  DMAP, DCM 8
Et 3. MsCl, Et;N
4. NaN; DMF 162 ©OTBS

86 %

< O O \:' .I/C6H13
CeHis CeHi3 \/S
164
CrCly, 163 TBSO
HgO* 165
162
THF TBAF
THF
H (@]
- 0
N
) ( O \: N /C6H13
TBSO
CeH13
166 HO
(-)-26
45 % yhdisteesta
162

Kaavio 18. Molanderin ja Rénnin synteesi (-)-sylindrisiini C:lle.”

Spirosyklisen C-renkaan muodostuminen etenkin stereokeskuksen selektiivisyyden osalta on
osoittautunut haastavaksi edelld esitettyjen synteesien perusteella. Trostin ja Ruddin synteesi
(+)-sylindrisiini C:1le pohjautui ruteniumkatalysoituun diyynin reaktioon, josta tuotteeksi muo-
dostunut dienoni 173 muistutti edellisen synteesin vilituotetta 162 (kaavio 19).°! Dienonin 173
syklisaation mekanismi on todennikoisesti verrattavissa edelld kuvattuun Molanderin ja Ron-

nin synteesin syklisaatioon. Tédmin synteesin syklisaatiovaihessa kaytettiin erilaisia
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olosuhteita, joilla mahdollistettiin tasapainon muodostuminen spirosyklien vélille (vrt. kaavio
18, yhdisteet 163 ja 166). Spirosyklin tasapainoreaktiolla voitiin taata, ettd C-rengas muodostui
halutuksi isomeeriksi stereoselektiivisesti. Timéa on havaittavissa my0s viimeisen vaiheen jopa

90 % saannolla verrattuna Molanderin ja Ronnin viimeisen vaiheen 45 % saantoon.

MeO,C~ “NHBoc 1. LiBH, THF
2 Lj 2. TBDPSCI
— 2 Cuﬁ)N%z Licl .“NHBoc imidatsoli, DMF
95 %
170 CO,Me
——Br 0
169
1. LDA, THF,
[CpRU(CHsCN)S]PFG CGH130HO _
H,0, Me,CO . NHBoc 2. MsCl, Et;N,
o DCM
90 %
83 %
172 OTBDPS
1. TFA, DCM
2. K,CO3 PhMe,
refluksointi _
3. TBAF
90 % ,
/
HO
(+)-26

Kaavio 19. Trostin ja Ruddin synteesi (+)-sylindrisiini C:lle.”!

Shibasakin ryhmén toteutti sylindrisiini C:n synteesin dominoreaktiolla, jota edelsi Michael-
reaktio tuotteenaan diastereomeerien seos (kaavio 20). Reaktiota onnistuttiin synteesivaiheessa
optimoimaan seké enantioselektiiviseksi ettd hyvédsaantoiseksi niin, ettd diastereomeerejd 178 b
ja 178 ¢ muodostui viihemmin.?> Michael-vilituotteen syklisoinnissa tapahtui ensin intramole-
kulaarinen Mannich-reaktio C-renkaan muodostamiseksi ja lisdaineena toimivan MgCly:n 1dsna
ollessa mahdollistettiin atsa-Michael-additiolla, jossa haluttua tuotetta 178 a saatiin
diastereomeerisuhteella 84:9:7. MgCla:n lisdyksen seurauksena muodostuva enoli 181 kelatoi-
tui ja siten stabiloitui magnesiumilla ja C5-aseman epimerisoitumisen seurauksena tuotteeksi
muodostuva atsadekaliini on sylindrisiinille haluttu cis-muotoinen. Syklisaation oletettu kulku

lisdaineen kanssa on esitetty kaaviossa 21. Lisdaineen kiyttdmatta jattimisen seurauksena
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tuotteena oli diastereomeerien ja epimeerien seos, 178 a-c suhteessa 33:63:4 piituotteena

trans-atsadekaliinia 178 b.

Ph.__N._CO,Bn

D 176 10 mol-% O I CeHis
Ph 174 Cs,C0O4
%
+
o) o) 3-fluorotolueeni
'40°C W
\)J\M)J\/\ 84 % BnOQC Ph
5 C6H13 177
175
CICH,CH,CI
(S,9)-TaDiAS 176 v 50 °C
Ehd 65 %
Ph
Me, /—Ar
0 N '/\
Ar -
2 BF X
o—, /A ‘ . 0O
/ N\
Ph/ Me Ar \ N ;
BnOQC CGH13
Ar=§—®7Me 178c
4 vaihetta //\ 0

Y

178 a—c

HO/\ CGH13 HO/\ 66H13
(+)-26 epi-(+)-26

Kaavio 20. Shibasakin ryhmén synteesi (+)-sylindrisiini C:lle.
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+ OH Y ilman
. HsO*  CgHis /HJN — CeHi3 /HN MgCl,:a
S 3 — — —> 178Db
0 BnOZC BnOZC
)J\ 179 180

Ph Ph

MgCl,:n kanssa

. CGH13 CeHi3
(Mg] N
| BnO,C
Bn02

BnOZC 178 a

181

Kaavio 21. Shibasakin ryhmén oletettu dominosyklisaatio ja paatuotteiden muodostuminen
lisdaineen kanssa ja ilman.”

Uudemmista dominoprosessilla toteutetuista synteeseistd esitellddn vield lyhyesti Pandeyn ja
Janakiramin synteesi sylindrisiineille C—E.** Avainreaktioina synteesissi toimi yhdisteen 183
hapetusta seurannut atsa-Michael-reaktio, jolla muodostui enoni 184. Suojaryhmén poisto johti
uuteen atsa-Michael-reaktioon ja epimerisaation tuloksena oli kolmirenkainen rakenne 187.
Pelkistimailld aldehydi hydroksyyliryhmiksi, saadaan sylindrisiini C 26, josta voidaan valmis-
taa yhdelld vaiheella sekd sylindrisiini D 27 etté sylindrisiini E 28.

Boc, HO
\N O
DMP Nl
Xx—CsH13 —o N —
OH DCM/TFA \\ . O
58 % Boc  “CyHiyg
183 - 184

hui NaBH(OAG);s |-

N —> RO NL o
AcOH
CeHu3 75 % CeH1z
187 Mel, ’: ACzo,
Ag,0 R= Me 27 DMAP
61 % R =Ac: ( ) -28 EtsN, 59 %

Kaavio 22. Pandeyn ja Janakirin synteesi (+)-sylindrisiineille C—E.**
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Renkaita on rakennettu myds C-A-B-jarjestyksessi, jolloin spirosykli muodostetaan vastakkai-
sesta suunnasta verrattuna Molanderin ja Trostin ryhmien synteeseihin. Kibayashin ryhmé
onnistui valmistamaan (+)-sylindrisiinid kahdella eri tavalla alkaen S-pyroglutamiinihaposta
johdetusta lihtdaineesta 188.°>°> Ensimmiisessd synteesissi (kaavio 23) hyddynnettiin BF;3-
vilitteistd Grignard-reagenssin additiota ja atsaspirosyklin 196 mudostamisen jalkeen syklisaa-
tio kolmirenkaaksi 200 onnistui Michael-additiolla. Atsaspirosyklin mudostusta yritettiin
tosyyliryhmin sijaan jodattuna, mutta oletettavasti epéstabiilin enolaatin takia sen kdyttdminen
syklisaatiossa ei onnistunut. Tosyyliryhmén lisdksi emiksisemmit olosuhteet mahdollistivat
spirosyklin muodostumisen. Jalkimmaisessd synteesisséd (kaavio 24) atsaspirosykli 205 sen si-
jaan  onnistuttiin  valmistamaan  onnistuneesti  hyodyntdmilld  m-kompleksiteoriaa
kaksoissidoksen ja typelld stabiloidun karbokationin vélilld. Syklisaatio saatiin aikaan mesyloi-
malla hydroksyyliryhmé ja Boc-suojaryhmén poiston jédlkeen syklisaatio onnistui halutusti
yhdisteeksi 208. Jilkimmaéisen synteesin avainvélituote 205 oli kdyttokelpoinen (+)-sylindrisii-
nin valmistuksen lisdksi my6s Clavelina-suvun alkaloidiperheen muille jésenille
(—)-fasikulariinille ja (—)-lepadiformiinille, mikd mahdollistaa kdyton divergenteissd syn-

teeseissa.
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Kaavio 23. Kibayashin ryhmiin ensimméinen synteesi (+)-sylindrisiini C:lle.”
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Kaavio 24. Kibayashin ryhmin toinen synteesi (+)-sylindrisiini C:lle.?*

Kibayashin ryhmén lisdksi on raportoitu pari muuta julkaisua, joissa ldhestyttiin rakennetta
muodostamalla renkaat yksitellen kyseisessd C-A-B-jirjestyksessi.”®?” Ishibashin ja Hunterin
ryhmat l&dhestyivit synteesid samalla rengasjérjestykselld, joskin synteesit kohdistuivat ainoas-
taan rengassysteemin valmistukseen. Ishibashin ryhmailld avainreaktiona kéytettiin radikaalien
dominoreaktiota ja Hunterin ryhmén tydssa spirosykli muodostettiin renkaansulkumetateesilla.
Selektiivisyyden puutteen vuoksi Hunterin ryhmén synteesi antaa mahdollisuuden kayttda re-
aktiota myos lepadiformiinirakenteen muodostamiseen. Uusimmassa sylindrisiini C:n
synteesissd hyddynnettiin nukleofiilistd syklisaatiota syklisiin nitroneihin ja tatd voitaisiin niin

ikd4n hyddyntidd myds muiden kompleksisten alkaloidien totaalisynteeseissd.”®

Polysyklisen yhdisteen valmistaminen makrosyklistéi transannulaarisella Mannich-reaktiolla on
uusi ja merkittdva askel sylindrisiinirunkojen kokonaissynteesien kannalta. Spirosyklin muo-
dostumisen haasteet sivuutettiin Tannerin synteesissd jossa makrosyklin reaktio
transannulaarisella Mannich-reaktiolla yhdisti C-renkaan jélkeen A- ja B-renkaiden samanai-
kaisen muodostamisen.”’ Synteesistd jddddin odottamaan mielenkiinnolla onnistuneita
jatkoreaktioita. Tannerin ryhmaén julkaisussa kiinnitettiin huomiota myos lepadiformiinirungon

valmistukseen samalla menetelmédlld, mutta transitiotila puolsi cis-fuusioituneen A-B-
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atsadekaliinirenkaan muodostumista, mikd on ominainen sylindrisiinirungolle (kuva 6). Lisdksi
talla reaktiolla pystyttdisiin mahdollisesti valmistamaan muitakin haastavampia polysyklisii al-

kaloidiyhdisteitd, mika lisdd strategian potentiaalia.

5. Kokeellisen tyon lihtokohta ja tarkoitus

Makrosyklin muodostamisen haasteisiin perehdyttiin kirjallisessa osassa, ja Tannerin ryhma
ennakoi timén ennustamalla sylindrisiinin makrosyklille myos vaihtoehtoisen prekursorin kak-
sirenkaisen amiinin 92 lisiksi.”! Tdmi lihtdaine 209 olisi suoraketjuinen dieeni ja
kaksoissidokset yhdistetddn renkaansulkumetateesilla suoraan edelld esitetyksi makrosykliksi

93, josta transannulaarisella Mannich-reaktiolla saadaan kolmirengasrakenne.

O(PGy)  PGs
N\/\/N\/Y\/\
O(PG,)
209

Kuva 13. Makrosyklin vaihtoehtoisen lihtdaineen perusrunko.’!

Tamin tutkielman kokeellisen tydskentelyn tarkoituksena oli 16ytdd synteesireitti (—)-sylindri-
siini C:n vaihtoehtoiselle ldhtdaineelle ja valmistaa sitd enantioselektiivisesti Jyvaskylan
yliopistossa aiemmin syntetisoidun, ja Mannich-reaktioon sopivaksi todetun foldameerikata-
lyytin avulla.**® Sylindrisiini C:lle kyseinen prekursori 211 sivuryhmineen on esitetty
retrosynteesin kanssa kaaviossa 25. Reaktion avainvaiheina on transannulaarinen Mannich-re-
aktio (TAM) ja renkaansulkumetateesi (RCM). Reaktiossa kéytetty katalyytti on esitetty

kuvassa 14.

210 21

Kaavio 25. (-)-Sylindrisiini C:n retrosynteesi prekursoriksi
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CF3 CF3

° 1
J\H CF

3

212 O

Kuva 14. Reaktiossa kdytetty foldameerikatalyytti.

Synteesireitti suunniteltiin konvergentiksi, eli reitti on haarautuva ja seuraavan vaiheen kohde-
molekyyli valmistetaan kahdesta, tai mahdollisesti useammasta fragmentista. Prekursori
jaettiin retrosynteesissd ensin oikeaan ja vasempaan puoliskoon. Avainvaiheena puolet oli tar-
koitus yhdistdd Mitsunobu-reaktiolla. Oikean puolen reaktiossa hyddynnettéisiin tdrkeimpéna
vaitheena Mannich-reaktiota B-ketoesterin ja suoraketjuisen Boc-suojatun imiinin vélisessd
enantioselektiivisessa foldameerikatalysoidussa reaktiossa. Vasemman puolen reaktiossa 14dh-
toaineena kéytettdisiin (S)-y-hydroksimetyyli-y-butyrolaktonia yhdessd Grignard-reagenssin
kanssa. Sekéd oikean ettd vasemman puolen synteesipolun ldhtéaineina toimisivat kaupallisesti
saatavilla olevat yhdisteet. (—)-Sylindrisiini C:n prekursorin 211 retrosynteesi on esitetty kaa-

viossa 26.
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O I?oc
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CeH130
HO 211
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reaktio
O
Boc..
= OH NH O
\/\/\/\)W
213 OH 214
Mannich-reaktio
ja dekarboksylointi
0]
{ : -Boc O O
(0] N
215 7 o ~
/ 217 218
HO
216
(|> O O
\/\/\) /\OM
219 220

Kaavio 26. (-)-Sylindrisiini C:n prekursorin retrosynteesi.

6. Tulokset

6.1. Oikean puolen synteesi

6.1.1. Mannich-reaktio ilman katalyyttia

Oikean puolen synteesireitti aloitettiin konvergentilla synteesilld kahta polkua pitkin (kaa-
vio 27). Mannich-tuotteen reaktiossa toinen polku aloitettiin heptanaalista 219. Téstd
valmistettiin Boc-amiinin ja bentseenisulfiinihapon natriumsuolan ldsné ollessa N-Boc-sulfonia

221 mukailemalla aiemmin julkaistuja menetelmid.'%'% Aikaisemmissa julkaisuissa, joissa N-



53

Boc-sulfonia oli valmistettu, kédytettiin pddasiassa aromaattisia tai rengasrakenteisia aldehydeja,
mutta vihemmain kéytettyjen alifaattisten ketjujen osalta oli onnistuttu samoilla reagenssisuh-
teilla. Aiempien synteesien reagenssisuhteita kiyttdmélld reaktio ei kuitenkaan jostain syysta
tdssd onnistunut, eikéd reaktio muodostanut vélituotteeksi odotettua sakkaa. Reagenssien suh-
teellisia ekvivalenttimairid muuttamalla tuotetta saatiin hyvélla saannolla (73 %), joka vastasi

aromaattisilla yhdisteilld tehtyjen vastaavien reaktioiden saantoja (75 %'°! — 80 %!%?).

Mannich-reaktion toiseksi reagenssiksi valmistettiin toista polkua pitkin B-ketoesterid 218.
TAmai reaktio toteutettiin tiysin aiemmin valmistetun synteesin mukaisesti.!%*!1% B-ketoesterien
dianionien alkylointi on todettu toimivaksi erilaisilla alkyloivilla yhdisteilld ja y-alkyloidut
tuotteet on syntetisoitu hyvilld saannoilla kaupallisesti saatavilla olevista ldhtdaineista. Téssa
tyOssd etyyliasetoasetaatista 220 muodostettiin dianioni antamalla sen reagoida ensimmaisessi
vaiheessa natriumhydridin ja toisessa vaiheessa butyylilitiumin kanssa. Dianionin Michael-ad-
ditioreaktio alkylointiagenttina toimineen vinyylibromidin kanssa antoi haluttua B-ketoesterid

218. Saannoksi saatiin 64 %, miki oli kirjallisuusarvoa 77 %'% hieman alhaisempi.

Mannich-reaktio toteutettiin Neuvosen tutkimusta mukaillen verrokiksi vastaavalle enan-
tioselektiiviselle vaiheelle, jotta enantioselektiivisen C—N-sidoksen suuntautuminen pystytaan
analysoimaan HPLC:1la.”® Ylimé#ra sulfonia 221 annettiin reagoida p-ketoesterin 218 kanssa
Mannich-tuotteeksi 223 kaliumkarbonaatin 14sné ollessa. Reaktion kokonaissaanto etyyliase-

toasetaatista Mannich-tuotteeksi oli 50 %.

NH,Boc
PhSO,Na
\/\/\)Ci HCOOH Hn-BO°
\/\/\)\
H MeOH, H,0 SO,Ph
219 221
o 1) NaH 22 o o
/U\/ﬁi 2) Buli, o O K2COs X o
0/\ WUL 3
3)_~_B NH,CI 0" MeCN, 60°C N-Boc
220 222 H
THF, 0°C 218 223

Kaavio 27. Mannich-tuotteen reaktio ilman katalyyttia.
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6.1.2. Enantioselektiivinen Mannich-reaktio Boc-imiinilla

Enantioselektiivistd reaktiota varten heptanaalista valmistettu N-Boc-sulfoni 221 jatkettiin
edelleen imiiniksi 217 cesiumkarbonaatin lisni ollessa (kaavio 28).>"!% Imiinin epistabiiliu-
den vuoksi valmistusvaiheessa kiinnitettiin huomiota hallittuun limmitykseen ja raakatuotteen
suodatukseen Na,COs-késitellyn Hyflo Super Cel -celiten ldpi, silld kisittelemiton celite oli
edesauttanut imiinin isomeroitumista. Isomeroitumisen vélttdmiseksi seuraavana vuorossa ollut
Mannich-reaktio toteutettiin mahdollisimman nopeasti imiinin valmistuksen jdlkeen, eikd imii-
nid siksi myOskddn erikseen puhdistettu. Imiinivélivaiheen massaprosenttinen saanto oli
jarjestddn yli 100 %, mika viittaa epdpuhtaaseen tuotteeseen, mutta titd pyrittiin kompensoi-
maan kiyttdmailld sitd seuraavassa vaiheessa reilu ylimadrd. Imiinin epédstabiilius on myos
todenndkdinen syy sille, ettd sulfonien synteesit oltiin toteutettu aiemmissa synteeseissi kayt-

tden aromaattisia yhdisteiti,'%%10?

jolloin estettiin enamiinimuodon esiintymistd ja siten
reaktion saantojen laskemista. Vaiheeseen liittyy epdvarmuutta verrokkien puutteesta, silld

imiinivélivaiheesta ei ole raportoituja tuloksia, saantoja tai NMR-spektreja.

.B Cs,CO Boc
HN- 20C 23 . |N
\/\/\)\SOZPh DCM, 40°C W
221 217
N32804
o 0O N-BOC 2123 mol%
M * \/\/\)
\ o™ DCM, 0°C
218 217

Kaavio 28. Enantioselektiivinen Mannich-reaktio.

Enantioselektiivinen Mannich-reaktio tehtiin niin ikéiin Neuvosen tutkimuksen mukaisesti.”’
Imiinin ja B-ketoesterin vilisessd reaktiossa kdytettiin kolme mooliprosenttia katalyyttia 212
suhteessa B-ketoesterin madrddn, mik4 oli todettu toimivaksi aiemmassa synteesissd. Kaaviossa
28 esitetyn Mannich-vaiheen saanto oli ainoastaan 56 %, kun taas aiemmin Neuvosen artikke-
lissa raportoitujen Mannich-vaiheen synteesitulosten saannot olivat yli 80 %. Raseemisen
tuotteen valmistusvaiheeseen verrattuna tdmén reaktion saanto oli matalampi. Toisaalta reak-
tiossa sekd P-ketoesterin 218 ettd imiinin 217 hiiliketjut poikkesivat aiemmin syntetisoiduista
tuotteista, joten reaktiot eivit ole tdysin vertailukelpoisia. Vaikka aiemmissa julkaisuissa imii-

niyhdiste oli usein aromaattinen, ndiden lisdksi yhdisteiden synteesit alifaattisilla sivuketjuilla
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tulisi onnistua. Neuvosen tutkimuksessa oli kdytetty suoraketjuista imiinié, joskin sivuketju oli
kaksi hiiltd lyhyempi. Reaktion saantoa pyrittiin parantamaan kayttdmalld ylimdarda imiinié,
mutta silld ei ollut huomattavaa merkitystd lopputuloksen kannalta. Reaktion edetessd imiinin
hajoamista enamiinimuotoon ei voida mydskain tdysin sulkea pois, mikd voisi osaltaan selittda
alhaista saantoa. Reaktio kuitenkin saatiin toimimaan hyvélld enantioselektiivisyydelld mie-

doissa olosuhteissa ja pienelld katalyyttimaaralla.

6.1.3. Dekarboksylointi

Mannich-tuotteet dekarboksyloitiin saippuointireaktiolla kdyttden ensimmaiisessd vaiheessa
natriumhydroksidia etanolin toimiessa liuottimena ja toisessa vaiheessa suolahappoa. Dekar-
boksylointi toimii téllaisille B-aminoketoneille 1dhtokohtaisesti hyvin, eikd reaktio vaikuta
enantiopuhtauteen.”® Vaihe toteutettiin tiysin samanlaisena seki raseemiselle 223 ettii enan-

tioselektiivisesti valmistetulle Mannich-tuotteelle 224.

o O 1) 5 M NaOH Boc
O/\ EtOH, 30°C e} HN’
AN
H pH 4
224 214

Kaavio 29. Mannich-tuotteen dekarboksylointi.

Téssd vaiheessa saanto jdi jatkuvasti keskinkertaiseksi, raakatuotteilla n. 45 %. Aiempien vas-
taavanlaisten reaktioiden saannot olivat yli 70 % ja reaktion mainittiin toimineen
nimenomaisille yhdisteille hyvin. Reaktion raakatuotteiden saannot olivat samaa luokkaa sekd
katalyytin kanssa ettd ilman valmistetun Mannich-tuotteen dekarboksyloinnin osalta. Tdémén
vaiheen saantoa voisi parantaa esimerkiksi kdyttdméalld B-ketoesterin esteriryhmissd metyy-
liryhméi etyyliryhmin sijaan. Huonoa saantoa voidaan selittdd myos silld, ettd sivureaktiona
todennikoisesti tapahtui retro-Mannich-reaktiota, jossa yhdiste hajosi B-ketoesteriksi ja Boc-
imiiniksi, seké niiden hydrolyysi- ja dekarboksylaatiotuotteiksi.”” Reaktion olosuhteet pyrittiin
lisdksi pitdméén suhteellisen mietoina: reaktioliuoksen happamuutta ei sdddetty kovin matalalle
eikd reaktiota ldmmitetty kuin hieman huoneenldmpétilan ylapuolelle, joten Boc-ryhmén irtoa-
minen ja siten mahdolliset ei-toivotut sivureaktiot olisi pitdnyt vilttdd. Enantioselektiivisesti

valmistetun tuotteen puhdistuksessa kuitenkin kohdattiin ongelmia ja puhdasta tuotetta saatiin
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eristettyd ainoastaan 5—6 %, vaikka raakatuotteen saanto oli samaa luokkaa raseemisen yhdis-
teen kanssa. Ongelmista olisi voitu selvitd esimerkiksi valmistamalla suurempi maéré yhdistetta
ja valitsemalla parempi eluenttisuhde flash-kromatografiaan. Tutkielman yhdisteiden puhdis-
tuksen parantamiseksi yleisestikin perinteisen flash-kromatografian kéyttdmisen sijaan
CombiFlash-laitteiston kdyttd puhdistuksessa UV-aktiivisille tuotteille olisi saattanut vihentda
puhdistusvaiheen hévioitid. Puhdistuksessa syntyneet haviot eivét tdlloin olisi olleet niin mer-

kittdvid ja mahdollisilta inhimillisiltd virheiltd olisi viltytty paremmin.

HPLC-analyysilla ja vertaamalla dekarboksyloituja raseemista ja enantioselektiivisesti valmis-
tettua tuotetta, Mannich-reaktion todettiin onnistuneen enantioselektiivisesti (er 92:8) ja
katalyytin voidaan todeta toimineen. Mannich-reaktiossa katalyytin vaikutuksesta syntyi kui-
tenkin (—)-sylindrisiinin rakenteeseen verrattuna vastakkainen enantiomeeri, silli HPLC-
kromatogrammit vastasivat aiemman tutkimuksen vastaavan kaltaisille yhdisteille toteutettuja
HPLC-mittausksia.”® Jatkossa tulisi siis kiyttdd katalyytin sellaista muotoa, joka tuottaisi ha-

luttua enantiomeeria.

6.1.4. Enantioselektiivinen Mannich-reaktio Ns-imiinilli

Vaikka Mannich-reaktiot onnistuivat seki katalyytilla ettd ilman, Boc-suojauksen kayttoon liit-
tyy epdvarmuutta seuraavaan vaiheeseen suunnitellun Mitsunobu-reaktion osalta. Boc-ryhma
tekee typpeen kiinnittyneen protonin vahemmaén happamaksi, mika puolestaan vaikuttaa nega-
tiivisesti siithen, ettd reaktiossa kéytettdva atsoyhdiste, esimerkiksi DEAD, protonoituisi
nukleofiilina toimivan yhdisteen protonista. Mikéli protonoituminen ei tapahdu odotetusti, re-
aktiovaihe voi jdddd kokonaan tapahtumatta tai reaktiosta syntyy tuotetta huomattavasti

pienempi maara.

H OH DEAD, PPhs H Nu
“ + Nu—H - X
R/<R’ THF R™ R

225 226 297

Kaavio 30. Mitsunobu-reaktion perusperiaate.

Mitsunobu-reaktiossa voitaisiin kuitenkin hyodyntid nosyylisuojattuja yhdisteitd, jolloin typ-

peen kiinnittynyt protoni pysyisi happamana ja helpommin reaoivana. Tamé lisdisi varmuutta
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Mitsunobu-reaktion onnistumiseen.!®1% Tistd syysti Mannich-reaktiota kokeiltiin myds
nosyylisuojatulla imiinilli. Valmiista dekarboksyloidusta yhdisteestd 214 Boc-suojauksen
vaihto nosyyliryhmaksi voisi onnistua, mutta riskind téssé on ei-toivottujen sivutuotteiden tai

mahdollisen syklisaation muodostuminen ennen kuin nosyyliryhmi saadaan paikoilleen.

Mannich-reaktiota varten kokeiltiin valmistaa ensin heptanaalista 219 nosyylisuojattua imiinid
edelld esitettydi Boc-suojausta muistuttavalla ja aiempaa vastaavaa synteesiid'’’ mukailevalla
reaktiolla (kaavio 31). Synteesissd hyddynnettiin natrium-p-tolueenisulfinaattia 228 ja nosyy-
likloridista ammoniakin avulla valmistettua 4-nitrobentseenisulfonamidia 229. Reaktio tuotti
NMR:n mukaan pidasiassa haluttua imiinid 230, mutta saannot jdivit heikoiksi aikaoptimoin-

nista (taulukko 3) huolimatta.

o 0
I
0 S.__Na* No} N-Ns
\/\/\) * /©/ o_ * O\ /©/ HCOOH \/\/\)
HQN/S\\O Hz0
219 228 230

229

Kaavio 31. Nosyyli-imiini heptanaalista.

Taulukko 3. Nosyyli-imiini heptanaalista, aikaoptimointi

Rivi Aika Saanto-%
1 5h 6 %
2 29h 11 %
3 73 h 15 %

Koska aikaoptimointi ei tuottanut tulosta, reaktiota péétettiin tutkia muuttamalla aldehydin hii-
liketjun pituutta. Mallireaktio toteutettiin heptanaalin sijaan propanaalilla 231, jolla oli aiemmin
vastaavassa nosyyliryhmin kiinnityksessi onnistuttu.'”” Reaktio tehtiin tdysin samalla tavalla
kuin kaaviossa 31 on kuvattu, mutta se onnistui lyhyemmalla hiiliketjulla huomattavasti parem-
malla saannolla (66 %). Imiini 232 kiytettiin vilittdmisti seuraavaan vaiheeseen, jotta

mahdollinen hajoaminen enamiinimuotoon véltettdisiin.
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Kaavio 32. Mannich-reaktio nosyyli-imiinilla.

Katalyytin 212 kanssa kokeiltu reaktio enantioselektiivisen sidoksen muodostamiseksi tehtiin
tdysin samalla tavalla kuin Boc-suojatullakin aiemmin (kaavio 32, vrt kaavio 28). Tamai onnis-
tui keskiverrolla saannolla (35 %). HPLC-mittaus antoi kuitenkin neljd suunnilleen sama-
alaista signaalia (28:26:30:16), miki viittaa neljdn diastereomeerin seokseen. Diastereomeerit
muodostuvat kahden vierekkdisen stereokeskuksen osalta, joskin seuraavan vaiheen dekar-
boksyloinnin seurauksena yhden stereokeskuksen vdhentdminen olisi voinut antaa tarkempaa
dataa C—N-sidoksen suuntautumisesta ja eri diastereomeerien suhteista. Reaktiokokonaisuus
siis voisi toimia myos nosyylisuojattuna, mutta kyseinen katalyytti ei tuota enantiopuhdasta

tuotetta.

Reaktiota kokeiltiin myds ilman katalyyttia, tavoitteena saada raseemista Mannich-tuotetta,
mahdollisesti jopa suuremmalla saannolla. Tama reaktio kuitenkaan tuottanut lainkaan haluttua
tuotetta oletettavasti imiinin hajoamisen seurauksena. Téhdn reaktioon ei néilld olosuhteilla
kaytetty aikaa enempaid, silld kaavion 32 mukaan toteutettu reaktio tuotti jo diastereomeerien
seoksen. Olosuhteet, joita kéytettiin enantioselektiivisen reaktion yrityksessd, toimivat siis
raseemisessa reaktiossa ja tistd syystd enantioselektiiviseen reaktioon tulisi seuraavaksi ko-

keilla uutta katalyyttia ja mahdollisesti erilaisia reaktio-olosuhteita.

6.2. Vasemman puolen synteesi

Vasemman puolen synteesi ajateltiin tehdd aluksi S-y-hydroksi-y-abutyrolaktonilla. Sivuket-
jussa oleva hydroksyyliryhmé vaatisi kuitenkin suojauksen jo téssd vaiheessa, jotta
myO6hemmin tapahtuva puolet yhdistavd Mitsunobu-reaktio tapahtuisi oikeaan hydroksyyliryh-
méén (vrt. retrosynteesi, kaavio 26). Reaktiota pdadyttiin kokeilemaan malliaineena toimivalla
kaupallisesti saatavissa olevalla y-butyrolaktonilla 234, jotta Mitsunobu-reaktion toimivuutta
padstiisiin testaamaan nopeammin. Laktonin avaus oli tarkoitus toteuttaa Grignard-reagens-

silla, mutta mikéli Grignard-reagenssi reagoi kahdesti karbonyylihiileen, muodostuu ei-toivottu
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tertiddrinen alkoholi. Jotta laktoni saataisiin avattua hallitusti, eikd mainittua alkoholia muo-
dostu, reaktioon valittiin kéytettavdksi Weinrebin amiini 236 ennen Grignard-reagenssia.
Amiini muodostaa laktonin kanssa Weinrebin amidin 237, jonka on todettu reagoivan Grig-
nard- ja organolitiumreagenssien kanssa THF:ssa muodostaen ketonin, ja téssid tyOssd

vasemman puolen tavoiteyhdiste vaatisi nimenomaan tillaisen reaktion.

0 O

| 0. DCM
iﬁ + —Al + NH - HCI - /O\NJ\/\/OH
O

| | -78 °C, sitten rt |
234 235 236 237

Kaavio 33. Laktonin reaktio Weinrebin amidiksi

Reaktio tehtiin kahdessa vaiheessa, joista ensimmdiisessd N,O-dimetyylihydroksyyliamiini-
hydrokloridi 236, eli Weinrebin amiini, ja organoalumiiniyhdiste, tdssé trimetyylialumiini 235
muodostavat kompleksin. Toisessa vaiheessa kompleksin annettiin reagoida y-butyrolaktonin
234 kanssa avaten rengasrakenteen. ja muodostaen Weinrebin amidin 237. Reaktio onnistui
kuitenkin vain keskiverrolla saannolla (raakatuote 34 %), vaikka reaktio oli alemmin onnistunut
erittdin hyvilld saannoilla.'® NMR:n mukaan tuote oli kuitenkin niin puhdasta, etti se voitaisiin
kayttdd sellaisenaan jatkoreaktioon. Tatd reaktiota kokeiltiin trimetyylialumiinin lisdksi myos
DIBAL:lla korkeamman saannon toivossa. Saanto jdi kuitenkin keskiméérin samalle tasolle,
vaikka reaktio oli todettu toimivaksi jopa erittiin hyvilld saannoilla tillidkin tavalla.'® Jalkim-
maisend mainittu reaktiotuote sisdlsi NMR:n mukaan pienid méérid epdpuhtauksia. Reaktioajan
vaikutusta tutkittiin DIBAL:n avulla toteutettuun reaktioon. Kummankin vaiheen reaktioaiko-
jen pidennys ei kuitenkaan lisdnnyt saantoa, vaikka alkuperdisessd julkaisussa
organoalumiinireagenssin ja Weinrebin amiinin HCI-suolan muodostaman kompleksin kaytto
nopeutti laktonin aminolyysia ja paransi saantoa verrattuna primééristen ja sekundiristen amii-
nien kiyttoon.!” Trimetyylialumiinilla reaktio olisi vield myds optimoitavissa mm. ajan ja
ekvivalenttisuhteiden osalta. Kokonaisuuden kannalta toimivan ja jatkoreaktiossa hyddynnet-
tdvian reaktion 10ytdminen oli kuitenkin tdrkedd ja koska raakatuote oli puhtaampaa,

trimetyylialumiinin avulla toteutettu reaktio osoittautui tissi vaiheessa kayttokelpoisemmaksi.
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6.3. Jatkoreaktiot ja tulevaisuuden nikymia

Téssd tutkimuksessa katalyytin 212 kdyttd Mannich-reaktiossa johti tuotteeseen 214, joka on
(—)-sylindrisiini C:n tarvittavan tuotteen enantiomeeri. Tdmén voisi korjata kdyttdmalla yksin-
kertaisesti katalyytin toista enantiomeeria tai diastereomeeria.’”!'° T#hén tarvittava katalyytti
olisi pitdnyt valmistaa erikseen, eiké sithen kdytetty timén tutkimuksen puitteissa aikaa. Toi-
saalta tdssd tutkimuksessa kdytetylld katalyytilla syntetisoidulla Mannich-tuotteen muodolla
voitaisiin mahdollisesti rakentaa tavoiteltu prekursori (+)-sylindrisiinille, eli tavoitellun (-)-sy-
lindrisiinin enantiomeerille. Mikéli synteesid jatkettaisiin tdlla strategialla, on kuitenkin
selvitettdvd transannulaarisen Mannich-reaktion toimivuus ja synteesin mahdolliset steeriset

haasteet etukiteen.

Oikean puolen synteeseisti mm. Mannich-vaihe tarvitsee optimointia erityisesti imiinin mah-
dollisen hajoamisen osalta. Dekarboksylaation saantoa voitaisiin parantaa (-ketoesterin 218
esteriosan hiiliketjun pituutta lyhentdmalld, jolloin Idhtdaineena toimisi metyyliasetoasetaatti
ja muuten reaktio toteutettaisiin samoin, kuin téssd tydssd. Saman reaktion puhdistusvaihe voi-
taisiin toteuttaa eluentin suhteita muuttamalla, jotta tuotteen eristys onnistuisi paremmin.
Mikaili dekarboksylaatiovaiheesta eteenpdin tarkasteltaessa Mitsunobu-reaktio Boc-suojatulla
Mannich-tuotteella 214 ei toimi halutusti tai saannot jadvét mataliksi, nosyylisuojattu Mannich-
tuote 233 on yrittdmisen arvoinen Mitsunobu-reaktioon. Jotta Mitsunobu-reaktio olisi mahdol-
linen, tdméd nosyylisuojattu Mannich-tuote 233 vaatii vield dekarboksylaation, jota tdmdn
tutkimuksen puitteissa ei kuitenkaan ehditty toteuttamaan. Nosyylisuojaus kuitenkin pysyy sta-
biilina dekarboksylointireaktion (kaavio 29) emdiksisissd sekd happamissa olosuhteissa ja
suojauksen poistoon vaaditaan tioyhdiste, joten néilld perusteilla tdssd tutkimuksessa toteutettu

dekarboksylaatio todenniikdisesti onnistuu myds nosyylisuojatulle Mannich-tuotteelle.!!!

Vasemman puolen polulla aloitettu Weinrebin amidin reaktio onnistui, mutta reaktion ensim-
méiisen ja toisen vaiheen reaktioaikojen muuttaminen voisi parantaa saantoja kummankin
alumiiniyhdisteen osalta. DIBAL-avusteiselle reaktiolle reaktioaikojen muuttamista voisi yrit-
tdd vield siten, ettd toisen vaiheen, eli laktonin avauksen, aikaa pidennettiisiin. Vastaavasti
trimetyylialumiiniavusteista reaktiota tulisi kokeilla kummankin reaktiovaiheen aikaa muutta-
malla. Mikéli Mitsunobu-reaktio onnistuu y-butyrolaktonista syntetisoidun malliyhdisteen
kautta, avaa se mahdollisuuden osan laajentamiselle kohti haluttua yhdistetta (vrt. kaavio 26,
216). S-y-hydroksi-y-butyrolaktonin OH-ryhmé vaatinee suojauksen Mitsunobu-reaktioon, ku-

ten aiemmin todettiin, mutta mikéali l&htdaineen laktonissa kdytettdisiinkin hydroksyyliryhmén
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sijasta hiiliketjun sisdltdvdd OR-muotoista sivuketjua, voitaisiin saada aikaan sylindrisiini E

tai D.

Weinrebin amidin 233 jatkaminen Grignard-reagenssilla viimeisteltyyn muotoon jii tdssa tut-
kimuksessa toteuttamatta. Reaktio olisi tehtdvissd allyylisen Grignard-reagenssin lisdyksen ja
sen jalkeisen happohydrolyysin kautta. Tapahtuva reaktio on kuvattu kaaviossa 34. Metallike-
latoituneen vélivaiheen on oletettu olevan syy siihen, ettd Grignard- tai organometalliyhdiste
reagoi vain kerran.!'? Tédmin ja dekarboksyloidun Mannich-tuotteen vilinen jatkoreaktio toteu-

tettaisiin Mitsunobu-olosuhteissa (vrt. kaavio 30).

Do L [ FN] el g
O, ——> |R 0~ —>

N THF RN R™ R’
238 239 240

Kaavio 34. Weinrebin amidin reagointi ketoniksi.''?

Prekursorin valmistusreaktion onnistuminen ei kuitenkaan vield riitd sylindrisiinirakenteen ko-
konaisreaktion kannalta. Mikéli prekursori onnistuu, on seuraavana tavoitteena l0ytaa
optimaaliset olosuhteet renkaansulkumetateesille ja vasta timén jdlkeen padstdén toteuttamaan
Tannerin tutkimuksen mukaista transannulaarista Mannich-reaktiota kohti sylindrisiinin kolmi-
rengasrakennetta. Nosyylisuojauksen poistoon kéytetdédn yleensd tioyhdisteitd emiksisissa
olosuhteissa, joten tiytyy varmistaa, ettd suojaryhmén poisto johtaa makrosyklin polysyklisaa-
tioon. Luvussa 3.4 pohdittiin makrosyklien syntetisoinnin haastavuutta ja mahdollista
dimerisoitumista makrosyklisaation sijaan, mutta renkaansulkumetateesi on yleensi onnistunut
syklisaatiomenetelmé tdmin kokoisille makrosykleille. Kokeellisessa tutkimuksessa ei padsty
loppuun, joten téssd vaiheessa on vield epédselvdd, kummalla tavalla makrosyklin synteesi koi-
tuu todellisuudessa suoraviivaisemmaksi ja tehokkaammaksi, suoraketjuisen yhdisteen 211 vai
kaksirenkaisen aminiin 92 valmistaminen, joista kummastakin seuraava vaihe olisi makrosykli

93.
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7. Yhteenveto

Mannich-reaktiot ovat merkittavid C—N- ja C—C-sidoksen muodostavia reaktioita orgaanisessa
kemiassa. Intermolekulaarisen reaktion lisdksi sitd on hyddynnetty monissa intramolekulaari-
sissa syklisaatioissa. Intramolekulaarisen Mannich-reaktion erikoistyyppi transannulaarinen
Mannich-reaktio tapahtuu renkaan l4pi ja timé on osoittautunut potentiaaliseksi, joskin vield
vahan kiytetyksi strategiaksi polysyklisten alkaloidien synteeseissd. Verrattuna intramoleku-
laarisiin suoraketjuisten yhdisteiden reaktioihin transannulaariset reaktiot johtavat yleensd
korkeampaan reaktioaktiivisuuteen etenkin keskikokoisilla 8—12-jédsenisilld renkailla johtuen
renkaan poikki tapahtuvasta vuorovaikutuksesta. Rengasrakenteessa reagoivat kohdat saadaan
lahemmaksi toisiaan, mika tekee reaktioista todenndkdisempid kuin suoraketjuisten rakenteiden
intramolekulaariset versiot. Strategian ja sen tutkimuksen kehittyessd synteesien kulkua pystyt-
tdneen ennustamaan myos entistd paremmin, jolloin transannulaarisuuden kayttd sovelluksissa

laajenee ja tehostuu.

Transannulaaristen Mannich-reaktioiden synteesin onnistuminen riippuu pitkélti kiytettdvissa
olevasta makrosyklisti tai keskikokoisesta renkaasta. Reaktioihin vaadittavien keskikokoisten
renkaiden syntetisointi on osoittautunut haastavaksi niin entalpian kuin entropiankin osalta.
Reagoiva rengasrakenne on siis syytd valmistaa makrosyklin kautta joko katkaisemalla esimer-
kiksi kaksirenkaisissa vilituotteissa yhdistdva sidos tai muodostaa makrosykli lineaarisesta
prekursorista, jolloin funktionaalisuus ja sivuryhmét voidaan valmistaa loppuun asti ennen ren-
kaan sulkemista. Makrosyklin transannulaariset reaktiot suosivat entropian ja entalpian osalta
stabiilimpia viisi- ja kuusijdsenisid renkaita, mika tulee huomioida prekursorin syntetisointivai-
heessa. Evansin ja Scheererin epdonnistunut synteesi suoraketjuisesta prekursorista
klavoloniiniksi oli oiva esimerkki siitd, ettei paperilla hyvéksi todettu suunnitelma aina onnistu
kiytdnnossd renkaan ominaisuuksien vuoksi. Reagoinnin osalta amiinin sijainti olisi ollut opti-
maalinen kummankin karbonyylin suhteen. Vaikka lineaarisia prekursoreita ei ole vield kovin
onnistuneesti kiytetty polysyklisten alkaloidien synteeseissd, makrosyklisaation ja sitd seuraa-
van transannulaarisen reaktion kdyton potentiaali voisi mahdollisesti mullistaa orgaanisen
synteesikemian strategiasuunnittelun ja synteesien toteutuksen. Tdmai johtaisi siihen, ettd en-
tistd useampia ja haastavampia, alkaloideja ja muita luonnonaineita voitaisiin syntetisoida

suoraviivaisemmin ja tehokkaammin paremmilla saannoilla ja ennustettavuudella.

Aiemmat sylindrisiinien rakenteet on syntetisoitu pddosin rengas kerrallaan ja useimmat totaa-

lisynteesit pitivdt sisdllddn spirosyklisen vaiheen A- ja C-renkaiden syklisaatiovaiheissa.
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Suurimmassa osassa edelld mainituista synteeseistd haasteeksi koitui tiettyjen yksittdisten si-
dosten osalta epimeerien muodostuminen. Osassa reaktioista haasteeksi osoittautui
atsadekaliinin cis-trans-fuusioituminen, miké laskee saantoa sylindrisiinirungon osalta, mutta
toisaalta johtaa kayttokelpoisuuteen esimerkiksi lepadiformiinien synteeseissd, mikali strate-
giaa kehitetddn divergenttiin muotoon. Sylindrisiinien rengas kerrallaan -tyyppiseen
rakentumiseen saatiin poikkeus, kun perusrungon kolmirengasrakenne syntetisoitiin hyddynta-
milld transannulaarista syklisaatiota. Tannerin ryhméin sylindrisiinirakenteeseen johtavaa
reaktiota tarkasteltiin yksityiskohtaisesti luvussa 3.3.2. ja silld pystyttiin ohittamaan aiemmissa
synteeseissd haasteeksi osoittautunut spirosyklivilivaihe. Reaktio toimi innoittajana tutkielman

kokeelliseen tyoskentelyyn.

Pro gradu -tutkielman kokeellisessa osassa onnistuttiin syntetisoimaan sylindrisiini C:n prekur-
sorina kaytettdvin suoraketjuisen yhdisteen oikea puoli enantioselektiivisesti Boc-suojattuna.
Vasemman puolen synteesid aloitettiin malliaineella ja reaktio toimi kahdella eri tekniikalla
kohtalaisilla saannoilla. Kokeellisen tydskentelyn merkittivimpana tuloksena oli uusien Man-

nich-tuotteiden 223 ja 224 seké dekarboksyloidun yhdisteen 214 onnistuneet synteesit.

Tyossd keskityttiin enimmaékseen oikean puolen synteesiin. B-ketoesterin synteesi onnistui hy-
vin, ldhes samoilla saannoilla, kuin aiemmassa tutkimuksessa, eikd synteesissd havaittu
ongelmia. Boc-suojatut Mannich-reaktiot onnistuivat seki katalyytilla ettd ilman vahintdénkin
kohtalaisesti. Raseeminen menetelma tuotti puhdasta tuotetta hyvin, eikd synteesissd sindnsi
havaittu ongelmia. Katalyytin avulla Mannich-tuotteen C—N-sidos saatiin enantioselektiivisesti
(er 92:8) muodostettua, joskin alkuperdiseen suunnitelmaan ja tavoitteeseen verrattuna vastak-
kaiseen suuntaan. Seuraavassa vaiheessa toteutettu dekarboksylointi onnistui odotettua
heikommin. Dekarboksyloinnin saanto jii heikoksi sekd raseemisella ettd enantioselektiiviselld
polulla, joten jatkossa dekarboksyloinnin saantoa voisi parantaa kayttimaélld p-ketoesterind
etyyliesterin sijasta metyyliesterid. Heikosta saannosta huolimatta tuotteet saatiin eristettyd ja

karakterisoitua.

Lopuksi kokeiltu Ns-suojattu menetelmi Mannich-reaktion osalta onnistui kohtalaisella saan-
nolla malliaineella syntetisoituna ja on siten potentiaalinen vaihtoehto jatkon kannalta Boc-
suojatun Mannich-tuotteen rinnalla kohti Mitsunobu-reaktiota. Malliaine on kokeilemisen ar-
voinen seuraavaan vaiheeseen ja onnistuneen reaktion jilkeen nosyylisuojatun Mannich-

tuotteen synteesin kehitystyotd sivuketjun pituuden osalta kannattaa jatkaa.
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Kokeellisessa tyOskentelyssd saadut tulokset viittaavat potentiaaliseen synteesistrategiaan sy-
lindrisiinien suoraketjuisen prekursorin synteesissd. Vaikka prekursoria ei saatu toteutettua
valmiiksi asti, kokeellisen osan lopussa pohdittiin jatkoreaktioita synteesille, miké helpottaa
tutkimuksen jatkoa. Tutkimuksen jatkuessa on mielenkiintoista selvittdd renkaansulkumetatee-
sin jalkeisen transannulaarisen Mannich-reaktion toimivuus. Lineaaristen prekursorien kaytto
polysyklisten alkaloidien transannulaarisella tavalla toteutetuissa synteeseissd on vield vé-
héistd, mutta mikéli synteesi onnistuu, voi se toimia suunnannéyttdjind Mannich-reaktioiden

osalta.

8. Synteesiohjeet

Reaktiot tehtiin argonatmosfaarissd, mikéli toisin ei ole mainittu, ja astioina kdytettiin uunissa
kuivattuja lasiastioita. Kuivat liuottimet, DCM, THF ja MeCN, olivat MBraun SPS-800 -liu-
otinkuivausjirjestelméstd, muut kaytetyt reagenssit ja HPLC-laatuiset liuottimet kéytettiin
sellaisenaan, kuin ne oli toimittajilta saatu, ellei toisin ole mainittu. TLC-seuranta suoritettiin
Merck silica gel F254 (200—400 mesh) -levyill4, ja varjdykseen kdytettiin vanilliinia, ninhyd-
riinia sekd kaliumpermanganaattia. Tuotteiden puhdistukseen kéytettiin flash-kromatografiaa

Merck silica gel 60 (230—400 mesh) -silikalla.

NMR -spektrit mitattiin Bruker Avance III 300 MHz sekd Bruker Avance II1 500 MHz -spekt-
rometreilla. Spektrien kemialliset siirtymédt on ilmoitettu ppm-asteikolla suhteessa
jaannosliuottimeen, joka oli kalibroitu sisdisen standardin suhteen (‘"H NMR CDCl;: & = 7,26
ppm ja *C NMR CDCl; § =77,16 ppm; 'H NMR Cg¢Ds: & = 7,16 ppm ja '3C NMR CgDe:
& = 128,39 ppm; 'H NMR DMSO § = 2,50 ja 3*C NMR DMSO & = 39,51 ppm). Yhdisteiden
tarkat massat mitattiin Agilent 6560 Ion Mobility Q-TOF -massaspektrometrilla.
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Etyyli-3-oksohept-6-enoaatti

Natriumhydridi (60 % mineraalidljyssd, 330 mg, 8,3 mmol, 1,1 ekv) suspensoitiin THF:iin
(25 ml) jadhauteessa. Tdhén suspensioon liséttiin argonin alla THF:iin (1 ml) liuotettua etyy-
liasetoasetaattia 220 (980 mg, 7,5 mmol, 1,0 ekv) tipoittain n. 10 minuutin aikana ja sekoitettiin
20 minuuttia edelleen jadhauteessa. Seokseen lisdttiiin »-BuLi:a (3,5 ml, 8,3 mmol, 1,1 ekv,
2,4 M) tipoittain ja tdimén seurauksena viri muuttui keltaisesta ruskeaksi. Lisdyksen alusta mi-
tattuna reaktiota sekoitettiin yhteensd 30 minuuttia jadhauteessa. Allyylibromidi 222 (0,72 ml,
8,3 mmol, 1,1 ekv) liséttiin reaktioseokseen jddhauteessa, jonka seurauksena seos muuttui kel-
taiseksi ja sakeaksi. Lampdtila nostettiin huoneenldmpdon ja sekoittamista jatkettiin 1,5 h.
Reaktio sammutettiin kylldiselldi NH4Cl:n vesiliuoksella. Reaktioseos uutettiin EtOAc:lla
(3 x 10 ml), yhdistetyt orgaaniset faasit pestiin vield kylldiselld suolaliuoksella (15 ml), kuivat-
tiin kidevedettomélld Na>SOs:lla ja liuottimet haihdutettiin alipaineessa. Raakatuote (1,3 g)
tislattiin vakuumitislauksella Kiigelrohr-laitteella, josta kirkasta 6ljymaistd yhdistettd 218 saa-

tiin 820 mg (64 %). Spektridata vastasi kirjallisuusarvoja.'®

Rt (n-heksaani/EtOAc 9:1): 0,35

'"HNMR (300 MHz, CDCl5): § 5,80 (ddt, 1 H, J=21,7 Hz, 10,3 Hz, 6,5 Hz), 5,08-4,97 (m, 2 H),
4,19 (q, 2 H, J=7,1 Hz), 3,43 (s, 2H), 2,65 (t, 2 H, J= 7,3 Hz), 2,39-2,32 (m, 2 H), 1,28 (t, 3 H,
J=7,1 Hz)

BC NMR (75 MHz, CDCl3): 8 202,1, 167,3, 136,7, 115,7 61,5, 49,5, 42,2, 27,6, 14,2

Etyyli-3-((tert-butoksikarbonyyli)amino)-2-(pent-4-enoyyli)nonanoaatti

O O
w(ﬁ
N/BOC
H

223
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Reaktion ldhtdaineena toimiva a-sulfonyyliamiini 221 valmistettiin liuottamalla bentsee-
nisulfiinihapon natriumsuolaa (3,7 g, 23 mmol, 1,5 ekv) ja tert-butyylikarbamaattia (2,6 g,
23 mmol, 1,5 ekv) 1:2 metanoli-vesiseokseen (45 ml) huoneenldmmdssi. Reaktioseokseen li-
sattiin tislauksella puhdistettua heptanaalia 219 (2,1 ml, 15 mmol, 1,0 ekv) ja muurahaishappoa

(1,1 ml). Reaktiota seurattiin TLC:1la ja sekoitettiin 24 h.

Reaktioseos uutettiin DCM:1la (2 x 20 ml), yhdistetyt orgaaniset faasit pestiin vield kyllaisella
suolaliuoksella (15 ml) ja kuivattiin kidevedettomalld Na,SOs:1la. Raakatuotteen annettiin ki-
teytyd huoneenldammossd. Kiteytyneeseen raakatuotteeseen liséttiin vettd (20 ml), sitd
sekoitettiin ensin huoneenldmmdssid 20 min ja sitten jadhauteessa 20 min. Lopuksi raakatuote
suodatettiin sintterin ldpi. Tdmaén jdlkeen se pestiin vield pienelld maarélld 10 % dietyylieetteri-

heksaaniliuosta ja liuottimet haihdutettiin alipaineessa.

a-sulfonyyliamiinia 221 (840 mg, 2,4 mmol, 2,0 ekv) ja kaliumkarbonaattia (340 mg, 2,4 mmol,
2,0 ekv) livotettiin asetonitriiliin (10 ml) ja sekoitettiin 60 °C:ssa 10 min. Téhén lisdttiin argonin
alla asetonitriiliin (1 ml) liuotettu B-ketoesteri 218 (200 mg, 1,2 mmol, 1,0 ekv). Reaktiota se-
koitettiin pallojddhdyttdjin alla 60°C:ssa ensin 6 h ja yon yli huoneenlimmaossa.
Kokonaisuudessaan sekoitusaika oli 22 h. Vaaleaan sakeahkoon seokseen lisittiin vettd (15 ml)
ja seos uutettiin DCM:lla (2 x 15 ml). Yhdistetyt orgaaniset faasit pestiin kylldiselld suolaliu-
oksella (20 ml) ja kuivattiin kidevedettomélla Na>SOa:lla. Liuotin haihdutettiin alipaineessa.
Raakatuote puhdistettiin flash-kromatografialla kayttdmalla eluenttina 9:1 heksaani-etyyliase-

taattiliuosta. Kirkasta 6ljymadisté tuotetta 223 saatiin 360 mg (78 %).

Rt (n-heksaani/EtOAc 9:1): 0,31

'"H NMR (300 MHz, CDCls): 5,79 (ddt, 1 H, J=21,7 Hz, 10,4 Hz, 6,6 Hz), 5,44-4,96 (m, 3 H),
4,24-4,16 (m, 3 H), 3,72-3,66 (m, 1 H), 2,81-2,47 (m, 2 H), 2,32 (ndenn. q, 2 H), 1,4 (m, 11 H),
1,30-1,24 (m, 11 H), 0,87 (ndenn. t, 3 H)

3C NMR (125 MHz, CDCls): 203,9, 169,3, 155,7, 136,9, 115,6, 79,5, 62,1, 61,4, 50,1, 40,9,
34,4,31,8, 29,0, 28,4 (3 C), 27,6, 26,5, 22,7, 14,2 (2 C)

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]" laskettu [C21H37NOs]" 383,2666; mitattu 383,2668; A = —0,2 mDa
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Tert-butyyli-(5-oksotridek-1-en-7-yyli)karbamaatti

241

Mannich-tuotetta 223 (340 mg, 0,87 mmol, 1,0 ekv) liuotettiin etanoliin (3,5 ml) ilman argon-
virtausta. Tahén lisattiin natriumhydroksidin vesiliuos (0,87 ml, 5 M). Reaktiota sekoitettiin
30 °C:ssa 6 h ja etenemisti seurattiin TLC:lla. Reaktion paityttyd kolviin liséttiin 1 M HCl:a
niin, ettd seoksen pH laski neljdén. Seoksen sekoitusta jatkettiin vield tunnin verran. Seos uu-
tettiin dietyylieetterilld (15 ml) ja pestiin kylldiselld NaHCO3:n vesiliuoksella (2 x 10 ml),
vedelld (1 x 10 ml) ja kylldiselld suolaliuoksella (1 x 10 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin kide-
vedettomélld Na,SOas:lla ja liuotin haihdutettiin alipaineessa. Raakatuote puhdistettiin flash-
kromatografialla kayttamailla eluenttina 9:1 heksaani-etyyliasetaattiliuosta. Kirkasta 6ljymaista

tuotetta 241 saatiin eristettyd ainoastaan 16 mg (5,9 %).

Rt (n-heksaani/EtOAc 9:1) 0,32

"H NMR (300 MHz, CDCls): 5,79 (ddt, 1 H J=21,7 Hz, 10,4 Hz, 6,6 Hz), 5,05-4,95 (m, 2 H),
3,92-3,80 (m, 1 H) 2,62-2,48 (m, 2 H) 2,5 (q, 2 H, J=6,7 Hz), 2,3 (q, 2 H, J=7,2 Hz), 1,4,
(m, 12 H), 1,26 (m 8 H), 0,87 (ndenn. t, 3 H)

3C NMR (125 MHz, CDCls): 209,5, 155,6, 137,1, 115,5, 79,3, 47,8, 47,4, 42,4, 34,9, 31,9,
29,2,28,53 C), 27,7, 26,4, 22,7, 14,2

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]" laskettu [C1sH33NO3]" 311,2455; mitattu 311,2444; A = 1,1 mDa

Etyyli-(3 R)-3-((tert-butoksikarbonyyli)amino)-2-(pent-4-enoyyli)nonanoaatti

0] (0]
o
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Reaktio aloitettiin imiinin 217 valmistuksella. Ennalta valmistettua a-sulfonyyliamiinia 221

(600 mg, 1,7 mmol, 1,0 ekv), ja Cs2CO3:a (1,7 g, 5,1 mmol, 3,0 ekv) kuivattiin vakuumissa 1 h.
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Téhén lisattiin kuivaa DCM:a (8,5 ml) ja sekoitettiin 40 °C:ssa pystyjddhdyttdjan alla tunnin
ajan. Reaktioseos jddhdytettiin takaisin huoneenldmpo6dn ja sithen liséttiin kylméa heksaania
(6 ml). Tuote suodatettiin Hyflo Super Cel -celiten ldpi ja pestiin heksaanilla (3 x 2 ml). Liuot-
timet haihdutettiin alipaineessa. Tuotteeksi saatu imiini kiytettiin vélittomasti seuraavaan

vaiheeseen.

Kolviin liséttiin imiiniylimdardn (145 mg, 0,68 mmol, 2,3 ekv) lisdksi katalyyttia 212 (7,4 mg,
3 mol-%) ja Na>SOs4:a (60,3 mg). Kolvi huuhdeltiin argonilla. Tdmén jédlkeen kolviin lisdttiin
0,5 ml DCM:a ja sekoitettiin jddhauteessa 15 minuuttia. B-ketoesterid 218 (51 mg, 0,30 mmol,
1,0 ekv) liuotettiin viallissa 0,5 ml:aan DCM:a ja siirrettiin argonin alla reaktiokolviin. Reak-
tioseosta sekoitettiin jidhauteessa ensin 5 h ja yon yli huoneenlammaossd. Reaktiota seurattiin
TLC:lla. Reaktion loputtua liuotin haihdutettiin alipaineessa ja tuote puhdistettiin flash-kroma-
tografialla. Eluenttina kéytettiin 9:1 heksaani-etyyliasetaattiliuosta. Kirkasta 6ljymaista tuotetta

224 saatiin 65 mg (57 %).

Rt (n-heksaani/EtOAc 9:1): 0,30

"H NMR (300 MHz, CDCls): 5,79 (ddt, 1 H J=21,4 Hz, 10,1 Hz, 6,6 Hz) 5,42-4,96 (m, 3 H),
4,24-4,16 (m, 3 H), 3,72-3,67 (m, 1 H), 2,83-2,47 (m, 2 H), 2,3 (ndenn. q, 2 H), 1,44 (m, 8 H),
1,27 (m, 14 H), 0,89 (ndenn. t, 4 H)

3C NMR (125 MHz, CDCls): 203.9, 169,3, 155,7, 136,9, 115,6, 79,5, 62,1, 61,4, 50,1, 40,9,
34,4, 31,8, 29,0, 28,4, (3 C) 27,6, 26,5, 22,7, 14,2 (2 C)

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]" laskettu [C21H37NOs]" 383,2666; mitattu 383,2656; A = 1,0 mDa.

Tert-butyyli-(R)-(5-oksotridek-1-en-7-yyli)karbamaatti

214

Mannich-tuotetta 224 (140 mg, 0,37 mmol, 1,0 ekv) liuotettiin etanoliin (1,5 ml) ja tdhéin lisét-
tiin natriumhydroksidin vesiliuosta (0,37 ml, 5 M). Reaktiota sekoitettiin ilman argonvirtausta
30 °C:ssa 6 h. Tdmén jilkeen kolviin liséttiin 1 M HCl:a niin, ettd pH laski neljdén, ja reaktiota

sekoitettiin vield 30 min. Lopuksi reaktioseos uutettiin dietyylieetterilld (8 ml), pestiin
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NaHCOs:1la (8 ml), vedelld (8 ml) ja kylldiselld suolaliuoksella (2 x 8 ml). Orgaaninen faasi
kuivattiin kidevedettomilld Na;SOs:lla ja liuotin haihdutettiin alipaineessa. Tuote puhdistettiin
flash-kromatografialla, jossa eluenttina oli 9:1 heksaani-etyyliasetaattiliuos. Kirkasta 6ljy-
miistd tuotetta 214 saatiin eristettyd vain 6,2 mg (5 %). Tuotteen kiertokulmaa ei voitu

madrittdd alhaisen saannon takia.

Rt (n-heksaani/EtOAc 9:1): 0,29

"H NMR (300 MHz CDCls): 5,79 (ddt, 1 H, J=21,8 Hz, 10,1 Hz, 6,5 Hz), 5,05-4,95 (m, 2 H),
3,92-3,81 (m, 1 H), 2,62-2,60 (m, 2 H), 2,5 (q, 2 H, J= 6,8 Hz) 2,3 (q, 2 H, J=7,2 Hz), 1,42
(m, 10 H), 1,26 (m, 10 H), 0,87 (nédenn. t, 4 H)

BC NMR (125 MHz CDCls): 209,5, 155,8, 137,1, 115,4, 79,3, 47,8, 47,4, 42,4, 34,9, 31,9, 29,2
28,5 (3 C), 27,726,4,22,7, 14,2

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]" laskettu [CisH33NOs]" 311,2455; mitattu 383,2460; A =—0,5 mDa

Enantiopuhtaus maééritettiin HPLC:lla (Chiralpack IC-kolonni, n-heksaani:i-PrOH=90:10,
1 ml/min, A=210/254 nm, rt) retentioajoiksi saatiin pddenantiomeerille #/=5,2 min ja sivuenan-

tiomeerille £,=6,2 min, er 92:8.

4-nitrobentseenisulfonamidi

4-nitrobentseenisulfonyylikloridia (440 mg, 2 mmol, 1,0 ekv) liuotettiin 22 ml:aan kuivaa
THF:a. Téhén liséttiin tipoittain 25 % ammoniakkia (0,62 ml, 4,0 ekv). Reaktioseosta sekoitet-
tiin jddhauteessa ilman argonvirtausta 1 h ja reaktiota seurattiin TLC:lla. Léhtdaineen kuluttua
loppuun kolviin liséttiin HCl:n vesiliuosta (15 ml, 1 M) ja uutettiin etyyliasetaatilla (4 x 15 ml).
Yhdistetyt orgaaniset faasit pestiin kylldiselld suolaliuoksella (25 ml), kuivattiin Na;SOs4:lla ja
liuottimet haihdutettiin alipaineessa. Tuotteeksi saatiin vaaleankeltaista sakkaa 405 mg

(kvant.). Saatu NMR-data vastasi kirjallisuusarvoja.''?
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Ry (n-heksaani/EtOAc 9:1): 0,35
"H NMR (300MHz, DMSO-dy): 8,41 (d, 2 H), 8,07 (d, 2 H), 7,71 (s, 1 H)
3C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 149,4, 149,2, 127,2 (2 C), 124,4 (2 C)

4-nitro-N-propylideenibentseenisulfonamidi

N.
INo Ns

Kolvissa sekoitettiin 4-nitrobentseenisulfonamidia 229 (200 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv) ja natrium-
p-tolueenisulfinaattia 228 (180 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv). Téhén liséttiin propanaalia 231
(0,07 ml, 1,0 mmol, 1,0 ekv), 1,5 ml vettd ja 1,5 ml muurahaishappoa. Reaktioseosta sekoitet-

tiin huoneenldammaosséd 27 h, jonka aikana kiinteda tuotetta muodostui.

Reaktioseos suodatettiin sintterin 1dpi, jolloin reaktiossa kulumattoman 4-nitrobentseenisulfo-
namidin ja muodostuneen tuotteen muodostama kiinted seos jéi sintteriin. Tama pestiin vedelld
(5 ml) ja heksaanilla (5 ml). Tuote liuotettiin DCM:iin ja kerittiin omaan kolviin, jolloin liuke-
nematon ldhtdaine jéi sintteriin. Orgaaninen faasi pestiin kylldiselld NaHCOs:1la (3 x 20 ml) ja
vesifaasi vield DCM:lla (20 ml). Yhdistetyt orgaaniset faasit kuivattiin kidevedettomalla
NaxSOg:lla ja liuottimet haihdutettiin alipaineessa. Raakatuotteeksi saatiin valkoista sakkaa
160 mg (66 %) ja se kéytettiin puhdistamattomana seuraavassa vaiheessa. NMR-data oli ver-

rattavissa kirjallisuuteen.!°7114

'H NMR (300 MHz, CsDs): 8,27 (t, 1 H, J=3,6 Hz) 7,60 (d, 2 H, J= 8,9 Hz), 7,47 (d, 2 H, 8,9

Hz), 1,67-1,58 (m, 2 H), 0,58 (t, 3 H, J= 7,2 Hz)
13C NMR (75 MHz, CDs): 180,6, 168,6, 144,0, 129,1, 124,0, 29,1, 8,0

Etyyli-2-(1-((4-nitrofenyyli)sulfonamido)propyyli)-3-oksohept-6-enoaatti
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233
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Kolviin punnittiin Na;SO4:a (49 mg) katalyyttia 212 (5 mg, 3 mol-%) ja imiinid 232 (96 mg,
0,4 mmol, 2,0 ekv) ja huuhdottiin argonilla. Kolviin liséttiin kuivaa DCM:aa (0,5 ml) ja sekoi-
tettiin 15 min huoneenlimmossd, jonka jidlkeen se jddhdytettiin jddhauteella 0 °C:een.
B-ketoesteri 218 (34,9 mg, 0,2 mmol, 1,0 ekv) liuotettiin argonin alla 0,5 ml:aan DCM:a vial-
lissa ja siirrettiin reaktiokolviin. Reaktiota sekoitettiin jddhauteessa 5 h, jonka jilkeen jitettiin

sekoittumaan huoneenldmpoon yon yli.

Reaktioseosta sekoitettiin seuraavana aamuna jadhauteessa vield 3 h, jotta reaktio eteni lop-
puun. Kokonaisuutena reaktioseosta sekoitettiin 24 h, josta 8 h jidhauteessa. Reaktion paityttya
liuotin haihdutettiin alipaineessa. Raakatuote puhdistettiin flash-kromatografialla, eluenttina
ensin 9:1 ja lopuksi 4:1 n-heksaani/etyyliasetaatti. Oljymaiisti vaaleaa tuotetta 233 saatiin

29 mg (35 %).

Rt (n-heksaani/EtOAc 4:1): 0,28

"H NMR (500 MHz, CDCl3): 8,33 (dd, 2 H J = 8,5, 2,0 Hz), 8,03 (dd, 2 H, J=9,0, 3,5 Hz),
5,79-5,65 (m, 1 H), 5,04—4,95 (m, 2 H), 4,20 (q, 1 H, J=7,2 Hz), 4,02, (ndenn. q, 1 H), 3,87 (m,
1 H), 3,68 (dd, 1 H, J=41,3, 3,8 Hz), 2,72-2,45 (m, 2 H) 2,30 (q, 1 H, J=6,8 Hz) 2,17 (q, 1 H,
J=7,0 Hz), 1,57-1,50 (m, 1 H), 1,24 (dt, 3 HJ=28,3, 7,1 Hz), 0,77 (dt, 3 H J= 20,0, 7,5 Hz)
BC NMR (125 MHz, CDCl3): 205,1, 169,1, 150,0, 147,4, 136,3, 128,3 (2 C) 124,3 (2 C), 115,9,
62,2, 59,7, 55,53,43,2, 41,4, 27,3, 14,1, 10,9

HRMS (ESI+): m/z [M+Na]" laskettu [C1sH24N207S]" 412,1299; mitattu 412,1288; A = 1,1

mDa

4-hydroksi-N-metoksi-N-metyylibutanamidi

O

/O\NJ\/\/OH
|
237

2-kaulakolviin punnittiin N,O-dimetyylihydroksyyliamiini-hydrokloridia 236 (240 mg,
2,4 mmol, 2,4 ekv) ja se liuotettiin 0,86 ml:aan DCM:a. Reaktioseos jadhdytettiin nestetyppi-

etanoliseoksessa —78 °C:een. Tahédn lisdttiin pisaroittain trimetyylialumiinia 235 (2 M
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tolueenissa 1,2 ml, 2,3 mmol, 2,3 ekv) ja sekoitettiin —78 °C:ssa, kunnes reagoi loppuun. Rea-

goinnin jalkeen ldmpdtila nostettiin hitaasti huoneenldmpdon ja sekoitettiin 5 h.

Ruiskussa punnittiin y-butyrolaktonia 234 (86 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv), joka liséttiin reaktiokol-
viin =5 °C:ssa ja sekoitusta jatkettiin 0 °C:ssa 2 h. Reaktio sammutettiin 3 ml:lla
natriumkaliumtartraattiliuosta (8 g/ 10 ml vettd) ja jétettiin yon yli sekoittumaan huoneenldm-

pOoOn ja tuloksena oli valkoinen sakeahko seos.

Tuote suodatettiin Hyflo Super Cel:n lépi ja pestiin vedelld (2 x 3 ml). Seos uutettiin DCM:1la
(3 x 15 ml) ja yhdistetyt orgaaniset faasit pestiin vield kyllédiselld suolaliuoksella (15 ml). Or-
gaaninen faasi kuivattiin NaxSOs:lla ja liuotin haihdutettiin alipaineessa. Raakatuotteeksi

saatiin kirkasta 6ljyd 49 mg (34 %). NMR-data oli verrattavissa kirjallisuuteen.!*®

Rt (n-heksaani/EtOAc 9:1): 0,51

"H NMR (300 MHz, CDCl3): 3,69 (néenn, tjas, 5 H), 3,19 (s, 3 H), 2,59 (t, 3H, J=6,8 Hz) 1,90
(kvintetti, 2 H, J=6,4 Hz)

BC NMR (125 MHz, CDCl3): 174,9, 62,3, 61,3, 32,2, 29,1, 27,3
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Nitrobentseenisulfonamidin 229 'H-NMR-spektri
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Nitrobentseenisulfonamidin 229'3C-NMR-spektri
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Nosyyli-imiinin 232 '"H-NMR-spektri
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Nosyyli-imiinin 232 3*C-NMR-spektri
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Mannich-tuotteen 233 '*C-NMR-spektri
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Weinrebin amidin 237 "H-NMR-spektri
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Weinrebin amidin 237 "H-NMR-spektri
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LIITE 19

Yhdisteiden 241 ja 214 HPLC-kromatogrammit

241
] 4
B un
0,060 ¥
] up
0,050-]
] (%]
7 ™
] ~
0,040 ©
< 0,030
0,020
0,010
0,000
200 400 6,00 800 10100 12100 1400 1600
Minutes
RT Area | %YArea | Height
5,454 | 535317 | 52,73 | 65682
26,733 (479908 | 47,27 | 37919
.Boc
O HN
\/\)]\/\/\/\/
214
0,040 &
4 D
] qu
0,035 1P
0,030
0,025
5 0,020
< 1
0,015
0,010
] ©
0,005 S
] ©
0,000
200 " 400 ' 6,00 800 10,00 12,00 1400
Minutes
RT Area | %}Area | Height
5,206 | 294672 | 92,41 | 41542
26,228 | 24201 7,59 | 2459




	Tiivistelmä
	Esipuhe
	Sisällysluettelo
	Käytetyt lyhenteet
	1. Johdanto
	2. Polysykliset alkaloidit synteesikohteina
	2.1. Lycopodium-alkaloidiperhe
	2.2. Clavelina-suvun alkaloidiperhe
	2.2.1.  Lepadiformiinit
	2.2.2. Sylindrisiinit


	3. Transannulaarinen Mannich-strategia polysyklisten alkaloidien synteeseissä
	3.1.  Mannich-reaktio
	3.2. Intramolekulaariset Mannich-reaktiot
	3.3. Transannulaariset reaktiot
	3.3.1. Transannulaarisuus konseptina
	3.3.2. Transannulaarinen Mannich-reaktio

	3.4. Makrosyklit ja keskikokoiset renkaat prekursoreina

	4. Sylindrisiinien synteesit
	5. Kokeellisen työn lähtökohta ja tarkoitus
	6. Tulokset
	6.1. Oikean puolen synteesi
	6.1.1. Mannich-reaktio ilman katalyyttia
	6.1.2. Enantioselektiivinen Mannich-reaktio Boc-imiinillä
	6.1.3. Dekarboksylointi
	6.1.4. Enantioselektiivinen Mannich-reaktio Ns-imiinillä

	6.2. Vasemman puolen synteesi
	6.3. Jatkoreaktiot ja tulevaisuuden näkymiä

	7. Yhteenveto
	8.  Synteesiohjeet
	Kirjallisuusluettelo
	Liitteet

