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Sissejuhatus

Sekosteroidid on modifitseeritud steroidide klass, mille kéige iseloomulikum joon on ks vdi mitu
ykatki IGigatud” sidet steroidide omases tetratsiklilises sisinikskeletis. K&ik sekosteroolide
alamrihmad on saanud oma nime vastavalt selle katkestatud sideme asukohale ja 9,11-
sekosteroolid, millele kdesolev t66 keskendub, pole selles suhtes erandlikud.!

Sellesse riihma kuuluvad Ghendid on teadlaste huvi pakkunud alates esimese 9,11-sekosterooli
avastamisest 1972. aastal.2 Kantuna {iha uutest 9,11-sekosteroolide leidudest mereorganismides,
néiteks korallides®*, kdsnades® ja molluskites®”®, ja isegi mdningates maismaa organismides,
naiteks seentes®'®!, on huvi selle steroidide rithma vastu intensiivistunud eriti viimastel aastatel.
Kahtlemata mangivad nendele p66ratud tdhelepanus oma rolli ka avastatud 9,11-sekosteroidide
Uha keerukamad ja mitmekesisemad struktuurid ning neile omistatud bioloogiliste aktiivsuste aina
kasvav plejaad.1>13

Naiteks omavad enamik 9,11-sekosteroole tsitotoksilist vGi antiproliferatiivset mdéju erinevatele
vahirakutlivedele ja moéned neist kutsuvad isegi esile programmeeritud rakusurma ehk
apoptoosi.'*1>1¢ Peale selle on tiheldatud ka niiteks pdletiku-1181°, bakteri->%%!, ja seenevastast
toimet?? ja teatud 9,11-sekosteroolidest vdib abi olla ka luuhdrenemise ravis®2*, Seega ei paku
9,11-sekosteroolid mitte ainult valjakutset slnteetilisele keemiale, vaid omavad ka suurt
potentsiaali ravimitoostuses.

Tanaseks on teada kiimneid 9,11-sekosteroole ja nende siinteesimiseks on avaldatud mitmeid
meetode, mis kasutavad Gldjuhul kas poolsiinteetilist vGi totaalslinteetilist Idhenemisviisi (joonis 1).

Poolsiinteetiline ]Jdhenemine Totaalsiinteetiline lihenemine

- steroidid lahtelihendina - kommertsiaalselt katte-

saadavad lihtsad ldhtelihendid

- C-ringi I6ikamine ja sellele
eelnevad/jargnevad
modifikatsioonid HO

- sihtmérkihendi taiskeemiline
slintees

OH

- laialt uuritud 9,11-sekosterool 1 - vahe uuritud

Joonis 1. Kaks peamist Iahenemisviisi 9,11-sekosteroolide siinteesile.

Neist populaarseim on kahtlemata poolsiinteetiline Iihenemine 2>26:27:28,29,3031

, mis hdlmab ldjuhul
modne olemasoleva steroidi C-ringi ,18ikamist” 9. ja 11. siisiniku vahelt ning sellele eelnevaid ning
jargnevaid modifikatsioone. 9,11-sekosteroolide totaalsiintees seevastu kujutab endast tihendi
taiskeemilist slnteesi ldhtudes lihtsatest ja kommertsiaalselt kadttesaadavatest ldhteainetest.

Vorreldes poolsiinteetiline ldhenemisega on see suund palvinud oluliselt vahem tahelepanu.

Vaatamata laiapdhjalistele uuringutele on avaldatud vaid iiks totaalsiinteesi meetod*? ja ldist
meetodi 9,11-sekosteroolide siinteesiks pole tanini. Ometi on ka Tallinna Tehnikalilikoolis selle
suunas aastaid liigutud lahtudes strateegiast, mis kujutab endast A,B- ja D-ringi fragmentide eraldi
valmistamist ning nende liitmist (Joonis 1 totaalslinteetiline Idhenemine). Tanaseks on avaldatud
slinteesiskeem A,B-ringi siinteesimiseks®® ja teada on ka meetodid 9,11-sekosteroolide D-ringi



valmistamiseks®*. Puudu on vaid viis nende fragmentide liitmiseks. Vastava meetodi leidmine ning
katsetamine ongi kdesoleva t66 fookuseks, kusjuures pohirdhk on Michaeli liitumise reaktsioonil.



1. Kirjanduse lilevaade

1,4-liitumiseks ehk konjugeeritud liitumiseks nimetatakse mistahes nukleofiili liitumist a,B-
killastumata karbonudlihendi elektrofiilsele kaksiksidemele, mille tulemusena tekib uus stsinik-
slisinik side karbonuilihendi B-stsiniku juurde. Kui sellises reaktsioonis on nukleofiiliks
stabiliseeritud karbanioon, néaiteks enolaatanioon, siis nimetatakse seda reaktsiooni Michaeli
liitumiseks, kusjuures nukleofiili tuntakse sel juhul Michaeli doonori ja a,B-kiillastumata
karbonuiliihendit Michaeli aktseptorina.

Michaeli liitumise reaktsioon on (ks levinumaid viise uute slisinik-slisinik sidemete loomiseks ja
tanaseks eksisteerib mitmeid variatsioone, millest osad on muuhulgas kas diastereo- voi
enantioselektiivsed.?® Eesmérgiga luua side steroidide 8. ja 14. slsiniku vahele selliselt, et
moodustuks 9,11-sekosteroolidele iseloomuliku ruumilise struktuuriga Gihend, keskendub kaesolev
166 nimelt sellistele 1,4-liitumisreaktsioonidele (Joonis 2). Veelgi enam, kuna plaanitavas Michaeli
liitumise reaktsioonis hakkavad vastavalt doonori ja aktseptori rolli mangima A,B- ja D-ringid, on
réhuasetus tsiklilistel Ghenditel.

Michaeli liitumine L
r +
p—— ' R
L

A,B- ja D-ringi thendav side
9,11-sekosteroolides

Joonis 2. Kdesolevas t60s kasitletav lahenemine 9,11-sekosteroolide A,B- ja D-ringi fragmentide
Uhendamisele.

1.1 Asiimmeetriline Michaeli liitumine

Stereoselektiivne stintees, mida tuntakse ka enantioselektiivse vdi asimmeetrilise slinteesina, on
IUPAC definitsiooni jargi keemiline reaktsioon véi keemiliste reaktsioonide jada mille kdigus tekivad
lahteainele (ks vOi rohkem wuut kiraalsuse elementi kusjuures selle tulemusena tekib
stereoisomeerseid produkte ebavdrdsetes kogustes.® Lihtudes sellest definitsioonist on vdimalik
ka asimmeetrilisi konjugeeritud liitumisreaktsioone, sealhulgas Michaeli liitumist, defineerida kui
1,4-liitumisreaktsiooni, mille tulemusena tekivad uued stereoisomeersed lhendid ebavdordsetes
kogustes.

Mittekataltutilises Michaeli liitumise reaktsioonis on kiraalseid Michaeli produkte véimalik saada
kasutades kiraalseid ldahtelihendeid. Naiteks on kiralse Michaeli doonori liitumisel akiraalsele
Michaeli aktseptorile moodustuva Michaeli produkti kiraalsuse allikaks Michaeli doonor, mis thtlasi
kontrollib uue stereotsentri teket. Sama kehtib, kui akiraalne doonor liitub kiraalsele aktseptorile,
ainuke erinevus seisneb selles, et seekord kontrollib uue stereotsentri teket Michaeli aktseptor.?’

Uks kirkam n3ide asiimmeetrilistest liitumisreaktsioonidest, kus tekkiva produkti stereokeemiat

kontrollib kiraalne Michaeli aktseptor, on Posner et al. t66 a,B-kiillastumata sulfoksiididega.®

Nimelt naitasid nad, et organometallilise nukleofiili konjugeeritud liitumisel vastavatele ihenditele



on vGimalik saada atsuklilisi B-alkiillkarboksuiilestreid optilise puhtusega 59%-65% ja B-asendatud
tsiiklopentanoone optilise puhtusega 79%-98%. *°

Nagu eelnevalt mainitud tuleneb selle 1,4-liitumise stereoselektiivsus ennekdike sulfoksiidi
kiraalsusest. Idee poolest saab mistahes nukleofiil liituda sulfoksiidi (S)-3 B-stsinikule kahelt poolt,
kas p-tollitilrihma voi vaavli vaba elektronpaari poolt. Kuna nukleofiilil on kergem atakeerida poolt,
mille steeriline takistus on vaiksem, toimub konjugeeritud liitumine sulfoksiidi (§)-3 B-susinikule
suurema toendosusega vaavli elektronpaari poolt. Sellest voib jareldada, et 1,4-liitumise
tulemusena tekkiva stereotsentri konfiguratsiooni on mitte ainult voimalik ennustada vaid ka
kontrollida, kui leida viis sulfoksiidi konformatsiooni muutmiseks. Viimane on saavutatav labi
divalentsete metallide kasutamise vi mittekasutamise, nagu illustreerib joonis 3.

Konjugeeritud liitumine Konjugeeritud liitumine
divalentse metalli juuresolekul ilma divalentse metallita
(0] o]
Il 0 Il 0
p—ToI\\)S 'T°|A’ p—ToI\\)S
0 P -.
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Nu (5) (S) N

Joonis 3. Sulfoksiidi konformatsioon koos ja ilma kellaatkompleksi moodustava metallita.

Divalentse metalli, nditeks tsingi juuresolekul, moodustavad sulfoksiid hapnik ja karboniilrihma
hapnik sellega kelaatkompleksi ja kuna nukleofiilne liitumine sulfoksiidi B-sUsinikule toimub
eelistatult steeriliselt vdahem takistatud suunast moodustub selle tulemusena (R)-
konfiguratsiooniga stereotsenter. Divalentse metalli puudumisel vastavat kelaatkompleksi ei
moodustu ja 1,4-litumise tulemusena tekib hoopis (S)-konfiguratsiooniga stereotsenter.*
Seejuures naib, et vaavli kiraalsusest tuleneva stereoinduktsiooni méju on seda suurem, mida
suurem on B-susinikule liituv nukleofiil. Nii saadakse naiteks metlililmagneesiumjodiidi nukleofiilsel
liitumisel sulfoksiidile (S)-3 produkt (S)-(-)-4 saagisega 76% ja optilise puhtusega 79% (Joonis 4)
samas kui Grignardi reagendi 5 liitumisel samale sulfoksiidile on tulemuseks produkt 6, mille in situ
metileerimisel saadud produkti 7 ee on >98% (Joonis 5).

0
w.g 0 1) MeMgl DNP
p-ToI.\{ 2) H*
3)AHE
(s)-3 4) DNPH (5)-(-)-4
76%
ee 72%

Joonis 4. Metiiilmagneesiumjodiidi 1,4-liitumine sulfoksiidile (S)-3.



MgBr
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p-Tollg \[é 2) Mel / HMPA

Joonis 5. Grignardi reagendi 5 konjugeeritud liitumine sulfoksiidile (S)-3 ja jargnev in situ

dr >98%

metileerimine.

Viimane naide on tdhelepanuvdarne ka selle poolest, et produkti 7 p-toltilsulfintilriihma
eemaldamisel Me,Culi-ga ja saadud enolaadi jargneval alkileerimisel metiiiilbromoatsetaadiga
saadi eranditult vaid lihte 9,11-sekosterool 8 diastereomeeri saagisega 89% (Joonis 6). Seejuures
ndidati, et slnteetiliselt saadud produkti 8 analiisid kattusid loodusliku 6stradiooli
modifitseerimisel saadud 9,11-sekosterooli 8 anallilisi tulemustega viidates sellele, et mdélemad

3939

pidid olema 135, 14S-konkonfiguratsiooniga.

CH,00C™ %,
1) Me,Culi, (S

0
s )
2) BrCH,COOCH;, HMPA z
H

>
MeO

89%

Joonis 6. Metiileeritud produkti 7 p-tolGilsulfintGilriihma asendamine metudlatsetiilriihmaga.

Kaesolev to0 pShineb Posner et al. 1986. aastal avaldatud artikli ,Total Synthesis of Natural Estrone
and Estradiol Methyl Ethers in Extremely High Enantiomeric Purity via an Asymmetric Michael
Addition to an Unsaturated Sulfoxide®, milles on kirjeldatud asimmeetrilist Michaeli liitumist kui
vOtmereaktsiooni nais- ja meessuguhormoonide, éstrogeeni ja 6stradiooli, totaalsiinteesis (Joonis
7). Vastav reaktsioon voimaldab nimelt liita tulevaste steroolide A,B- ja D-ringid, kusjuures
reaktsioon on stereoselektiivne. Naiteks, kui slinteesida Michaeli produkti 11a ldhtudes Li-
enolaadist 9a saadakse produkt diastereomeese liilaga 54%. Produkti diastereomeerse liiaga 91-
94% saavutatakse, kui produkti 11a siinteesida labi enolaadi 9b ja Michaeli produkti 11b.
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Joonis 7. 1-tetralooni 9 Michaeli liitumine kiillastumata sulfoksiidile 3.

Posner, et al. on neid tulemusi selgitanud sulfoksiidi kelaatvormi ja mittekelaatvormi Gheaegse
esinemisega reaktsioonisegus ning nende erineva reaktiivsusega. Nende hinnangul domineerib
reaktsioonisegus tdendoliselt sulfoksiidi 3 mittekelaatvorm, mis reageerib oma viaiksema
elektrofiilsuse tottu paremini steeriliselt vdhem takistatud Li-enolaadiga 9a. Sulfoksiidi 3
kelaatvormi esineb reaktsioonisegus vahem, aga tdnu oma suuremale reaktiivsusele on see
suuteline reageerima ka steeriliselt rohkem takistatud Li-enolaadiga 9b. Sellest tulenevalt on
jareldatud, et a-monoasendatud enolaat 9a reageerib sulfoksiidiga (R)-(-)-3 labi mittekelaatvormi
samas kui a,a-diasendatud enolaat 9b reageerib selektiivselt sulfoksiidi (§)-(+)-3 kelaatvormiga. Kui
viia Michaeli liitumine ldbi vastavate Uhendite vahel, ongi vGimalik reaktsiooni tulemusena
moodustuva 10 m-CPBA-ga oksiideerimise tulemusena saada produkte 11a ja 11b soovitud S-
konfiguratsiooniga steroidi 14. stsiniku juures.

Stereoselektiivne Michaeli liitumine pole antud artikli ainuke voorus, sest jargides Posner, et al.
vélja pakutud siinteesiskeemi on Gheks moodustuvaks vaheihendiks 9,11-sekosterool 15 (Joonis
8).

(0]
0.0 0
t-BuOH
t-BuOK 1. NaH
%
2. Mel
MeO MeO MeO 13
95% 85% 57%
1. Me,Culi
2.
/Kei:CHCHZBr
6]
\ //’
0 ,
H
1. 03, MeOH
2. Me,S
MeO” yetradiool 16 MeO 15 MeO 14
68% 71%

Joonis 8. Posneri slinteesiskeem 9,11- sekosterooli iseloomuliku siisinikskeleti valmistamiseks

9,11-sekosteroolini joudmiseks viiakse esmalt produktiga 11 t-BuOK ja t-BuOH manusel jarjestikku
labi deprotoneerimine ja protoneerimine, millega fikseeritakse moodustunud stereotsentrid
soovitud asendisse. Saadud produkt 12 enoliseeritakse kasutades NaH ja metiileeritakse Mel
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juuresolekul. Jargnevalt eemaldatakse Me,Culi toimel toslillrihm ja asendatakse see
isoprenldlrihmaga, saades nii produkti 14. Kaksiksideme osonolilisi tulemusena joutaksegi 9,11-
sekosteroolini 15.4

1.2 Organokataliiiitiline Michaeli liitumine

Michaeli reaktsioon vdib olla stereoselektiivne ka siis, kui omavahel reageerivad akiraalne Michaeli
doonor ja aktseptor tingimusel, et reaktsiooni aitab ldbi viia kiraalne katallisaator. Vastav
[ahenemine on palvinud palju tahelepanu eriti viimastel aastatel, kuna tal on mitmeid eeliseid
eelpoolkirjeldatud asimmetrilise Michaeli liitumisega vorreldes. Naiteks voimaldab katallisaatori
kasutamine kasutada reaktsiooni labiviimiseks akiraalseid ja isegi ratseemilisi Iahteaineid, mida on
vorreldes kiraalsete lahteainetega sageli oliliselt kergem katte saada. Samuti piisab kataltitsiks
enamasti vaga vaikese ehk kataltitilise koguse katallisaatori kasutamisest ja parimatel juhtudel on
katallisaatorit peale kasutamist véimalik reaktsioonisegust tagasi saada, et seda iha uuesti ja uuesti
kasutada.?’

Tanaseks on katalldtilist Michaeli liitumise reaktsiooni laialdaselt uuritud ja teada on mitmeid
meetode erinevate nukleofiilide 1,4-liitumise katalltsimiseks ka o,B-killastumata tstklilistele
ketoonidele. Paraku napib kirjanduses naiteid reaktsioonidest, kus katallisitud oleks kahe tsiklilise
Uhendi omavahelist liitumisreaktsiooni ja meetodist, mis voimaldaks luua sideme steroidide A,B- ja
D-ringi fragmentide vahele vdib vaid unistada.*? Samas ei tihenda see sugugi, et steroidide ja paljud
teiste looduslikku paritolu GUhendite slintees pole katallisaatorite ja eriti orgaaniliste katallsaatorite
vOidukaigust kasu IGiganud, sest kirjanduses leidub hulgaliselt néaiteid steroidide ja nende
vaheiihendite slinteesimisest |4bi erinevate intramolekulaarsete liitumisreaktsioonide.***

Uks naide organokataliiiitilise Michaeli liitumise rakendustest steroidide siinteesil on Koshino et al.

poolt 2018. aastal avaldatud &stradioolmetiiiileetri totaalsiintees®>®

, mille vétmeetapiks on
difenidlprolinoolsiliileetri 19 vahendatud Michael/aldoolreaktsioon nitroalkaan 17 ja o,B-
killastumata aldehiilidi 18 vahel, mis on toodud joonisel 9. Vastav reaktsioon vGimaldab tadielikult
kontrollida tervelt 5 stereotsentrit nii, et produktina saadakse vaid ks isomeer enantiomeerse

puhtusega kuni 97% ja saagisega 47%.
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10 mol%

Ph
0
N
H 190TMS
17
(e} 10 mol% PhCOOh
" H20 (3 ekv)

cho FPrOH, tt, 11h -

MeO 18

L —J 91%
ee 97%

Joonis 9. Difenullprolinoolsililleetri 19 katallusitud Michael/aldoolreaktsioon nitroalkaan 17 ja
o,B-killastumata aldehiitidi 18 vahel.

Ka Jhuo ja kolleegid on rakendanud organokataliiitilist Michaeli liitumist steroidide siinteesis.
Nende 2014 aastal avaldatud artikkel ,One-Pot Organocatalytic Enantioselective
Michael-Michael-Aldol-Henry Reaction Cascade. A Facile Entry to the Steroid System with Six
Contiguous Stereogenic Centers” kirjeldab tervet organokatalliltilist kaskaadi (Joonis 10), mille
I8puks saadi soovitud produkt 26 kitte saagisega 47% ja enantiomeerse puhtusega 99%.%

OHC 0 0

= Ph
22 Z Ph

0 H 19 OTMS 0,2 ekv
+
DIPEA (0,2 ekv)

NG 0
OZN/\/\/\/\f CHl,, 10°C, 48 h
23 NO, 24
75% O
TsOH (1,8 ekv)
CHCl;, rt, 24 h

WCHO

TBAF (0,5 ekv)
THF, -10°C, 1,5 h

52
|

63%
47 % le kolme etapi
ee 99%

Joonis 10. enantioselektiivne Michael-Michael-Aldol-Henry reaktsiooni kaskaad steroidide
siinteesiks.

Siintees algab nitroalkaan 22 ja nitroeen 23 kahe jarjestikuse Michaeli liitumisega
Jgrgensen—Hayashi katallisaatori 19 ja DIPEA katalidsil, mille tulemusena tekib hend 24 saagisega
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75%. Viimasega viiakse seejdrel labi sisemolekulaarne aldoolreaktsioon, ja seejdrel Henry
reaktsioon, mille tulemusena saadakse tekib tle 25 katte tetratstkliline thend 26.

1.3 Mukaiyama-Michaeli liitumine

Mukaiyama aldoolreaktsioon on 1973. aastal Mukaiyama et al poolt avaldatud Lewise happe
(algselt TiCl,) katallisitud aldoolreaktsioon siltililenooleetri ja mone karbonilihendi, ketooni voi
aldehiiiidi, vahel.®® Lewise happe rolliks Mukaiyama reaktsioonis on atakeeritava karboniiiiliihendi
aktiveerimine labi vastava aldehidi voi ketooni hapniku koordineerumise Lewise happele. Seelabi
muutub karbonilihendi karboniiilne sisinik elektrofiilsemaks ja seega vastuvdtlikumaks norga
nukleofiili, siliiilenooleetri nukleofiilsele atakile.

Seejuures vdimaldab siliiilenooleetri  kasutamine lahendada v&6i mitu  klassikalise
aldoolreaktsiooniga seonduvat probleemi, millest (ks on regioselektiivsus. Nimelt on
silitlenooleetreid vdimalik genereerida regioselektiivselt, mis voimaldab seega paremini
kontrollida, kuhu reaktiivne nukleofiili tekib. Seejuures sillililenooleetrid ka oluliselt stabiilsemad
kui vastavad metallenolaadid ja nende kasutamine aitab viltida ka enesekondensatsiooni-
produktide teket, mis on (iks klassikalise aldoolreaktsiooni suuremaid puudusi. Tanu sellele on
Mukaiyama reaktsioon aastate jooksul palvinud palju tdhelepanu ja ajapikku on esile kerkinud selle
klassikalise reaktsiooni mitmeid huvitavaid variatsioone.*

Uks laialdasemalt tuntud Mukaiyama reaktsiooni versioonidest on 1974. aastal Narasaka ja
kolleegide poolt avaldatud sillililenooleetri liitumine a,B-killastumata karboniilihenditele Lewise
happe kataliiUsil, mida tuntakse tdna Mukaiyama-Michaeli reaktsioonina.’® Sarnaselt klassikalisele
Mukaiyama reaktsioonile kulgeb ka see reaktsioon labi karboniiilihendite koordineerumise Lewise
happele, kuid lisadetailina toimub selle kaigus sillililrihma lekandmine teisele karbontilrihmale
(Joonis 11). Samuti, ei teki Mukaiyama-Michaeli reaktsiooni kdigus Mukaiyama reaktsioonile
tuupilist B-hidroksikarbontiliihendit. Selle asemel moodustub hoopis vastav dikarboniilihend.

R, TMS Ry . TMS
Rl/\/OTMS 0 _//—Q _//—o\
+\)J\ > Ry a,Ti--0 > Ry Cl.Ti--0
R2 R3 4 f | K» 4 ,
U Sl
S Rs X R;
Ticl,
R, R,
RzMRs __ Happeline jareltédtlus RZMR3
© O 0 oTMS

Joonis 11. Mukaiyama-Michaeli reaktsiooni arvatav mehhanism TiCl; manusel. 3!

Sarnaselt klassikalisele Mukaiyama aldoolreaktsioonile on ka Mukaiyama-Michaeli reaktsioon
aastate jooksul palvinud palju tdhelepanu ja leidnud muuhulgas rakendust ka politsikliliste
looduslikku paritolu produktide, sealhulgas steroidide, siinteesis.* Nimelt on niidatud, et sarnaselt
Posneri asiimmeetrilisele Michaeli liitumisele, pakub ka Mukaiyama-Michaeli reaktsioon véimalust
sideme loomiseks steroidide 8. ja 14. slsiniku vahele.
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Esimene marge sellest parineb Dratch et al. 2003. aasta artiklist ,,A new approach toward the
synthesis of C,D-cis coupled steroid and C,D-cis coupled D-homosteroid skeletons” kus 6-
metoksitetraloonist 27 genereeritud sillililenooleetri Mukaiyama-Michaeli liitumine R-karvoonile
31 (Joonis 12) oli vétmereaktsiooniks C,D-cis seotud D-homosteroidi skeleti siinteesil. Seejuures
leiti, et kasutatav silGllrihm mdjutab markimisvaarselt saadud tulemusi. Nii saadi naiteks
trimetldlsilitilenolaati 28 kasutades produkt 32 katte kahe diastereomeeri 3:2 seguna saagisega
56%. Tert-buttlldimetudlsilitlenooleetri 29 kasutamine andis produkti 33 diastereomeerse
suhtega (4:1) ja kvantitatiivse saagisega, kuid kokkuvGttes parim tulemus saadi
trietldlsiliiilenooleetriga 30, millega saadi produkt 34 katte saagisega 88% ja diastereomeeride

suhtega 7:1.
0
0] OR ,
I//
O‘ 31 |(
- >
H,CO 27 H5CO H;CO
28; R=TMS R=TMS 3256%dr 3:2
29; R =TBDMS R =TBDMS 33 100% dr 4:1
30; R=TES R =TES 34 88% dr 7:1

Joonis 12. 6-metoksitetraloonist 27 genereeritud silliilenooleetri Mukaiyama-Michaeli liitumine
R-karvoonile 31.

Sarnane reaktsioon viidi 1dbi ka metultsiiklopentenoon 35 manusel (Joonis 13), mille tulemuseks
oli produkt 37 diastereomeeride suhtega 3:2 ja kvantitatiivse saagisega.”? Sama reakstsiooni on l4bi
viidud ka trimetiilsiliGlenooleetriga 28 saades tulemuseks 36 2:1 diastereomeeride segu
saagisega 90%.

OR
O —
H,CO
28;R=TMS R=TMS  3690% dr2:1
30; R = TES R = TES 37 100% dr 3:2

Joonis 13. 6-metoksitetralooni 27 siliiilenooleetri Mukaiyama-Michaeli liitumine tsiiklopente-
noonile 35.

Eelpool kirjeldatud Mukaiyama-Michaeli produkte on tdiendavalt uuritud eesmargiga naha, kas
nendega oleks potentsaalselt voimalik Iabi viia veel liks Mukaiyama-Michaeli liitumisreaktsiooni
metidlviniilketooni 40 manusel ja sellele jargnev intramolekulaarne 1,6-aldoolreaktsiooni. Paraku
selgus, et doomino-reaktsiooni, mis toimis hasti mudelihenditega, polnud steerilise takistuse ja/voi
1,6-liitumisel esinevate elektroonsete efektide tottu voimalik suuremate siliitilenooleetrite osalusel
(Joonis 14).5%>*

15



[ otms ]
o)
0TMS \ 0 0
L )J\/ I "
TerCI
—
38 35 CH C|2, -78°C 41 42

OTMS

CH,Cl,, -78°C
27 H;CO

Joonis 14 Silidlenooleetrite 38 ja 28 rakendamine kahes jarjestikuses Mukaiyama-Michaeli
reaktsioonis ja jargnevas 1,6-aldoolreaktsioonis.

1.4 Kirjanduse lilevaate kokkuvote

Michaeli liitumine ja selle erinevad variatsioonid on (ihed enamlevinud viise susinik-sisinik
sidemete loomiseks. Samas on nende rakendatavust tsikliliste Ghendite liitumisreaktsioonides
suhteliselt vdhe uuritud.

Posner et al. asimmeetriline Michaeli litumine a,B-kiillastumata sulfoksiididele on ks parimaid
teadaolevaid viise steroidide A,B- ja D-ringi fragmentide liitmiseks vGimaldades vastavat reaktsiooni
labi viia mitte ainult kdrge saagise, aga ka suurepdrase stereoselektiivsusega. Samas on sellel
lahenemisel ka omad puudused, millest ks teravamaid on piisava enantiomeerse puhtusega
sulfoksiidide stinteesimine.

Katalldtiline ja eriti organokataliilitiline Michaeli liitumine on laialdaselt tdahelepanu pélvinud
lahenemine erinevate steroidide siinteesile. Samas pole vastavat |lahenemist tanini rakendatud
9,11-sekosteroolide tsikliliste A,B- ja D-ringi fragmentide Gihendamiseks.

Sarnaselt Posneri Michaeli liitumisele on ka Mukaiyama-Michaeli liitumist demonstreeritud
vBimalusena steroidide A,B- ja D-ringide vahele soovitud sideme loomiseks, kuid vastav reaktsioon
pole stereoselektiivne.
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2. Too eesmark

9,11-sekosteroolide totaalslintees on siinteetilisele keemiale pdnev viljakutse, mida on Tallinna
Tehnikallikoolis juba aastaid uuritud. Tanaseks on terviklikust slinteesiskeemist puudu vaid viis
9,11-sekosteroolide A,B-ringi ja D-ringi fragmentide ihendamiseks. Uks v&imalus selle probleemi
lahendamiseks on grupi poolt varem silinteesitud A,B-ringi fragmendi Michaeli liitumisreaktsioon
sulfinddl-  voi  sulfonddlriihma poolt aktiveeritud o,B-killastumata tsiklopentenoonile.
Huvipakkuvad on ka jargnevad siinteesietapid, mille tulemusena on vdimalik konstrueerida 9,11-
sekosteroolidele iseloomulik sisinikskelett. Sellest tulenevalt seati kdesolevale tééle jargmised
eesmargid:

1. Viia 13abi Michaeli liitumine A,B-ringi fragmendiga kasutades erinevaid Michaeli
aktseptoreid: sulfoksiidi rac-3 ja ($)-3 ja sulfooni 45.

2. Uurida Michaeli liitumise stereoselektiivsust, eraldada pShidiastereomeer ja maarata selle
ruumiline struktuur.

3. Uurida edasisi slinteesietappe 9,11-sekosteroolidele iseloomulike asendajatega
stereotsentrite konstrueerimiseks |abi vastavate alkileerimis- ja asendusreaktsioonide.
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3. Tulemused ja arutelu

Kaesolev t66 raames uuriti Michaeli liittumise reaktsiooni kui voimalust 9,11-sekosteroolide A,B- ja
D-ringi fragmentide Uhendamiseks ning rakendati mdningate muudatustega Posner et al
slinteesiskeemi 9,11-sekosteroolidele iseloomuliku siisinikskeleti ehitamiseks.

Planeeritav silinteesiskeem, mida kujutab joonis 15 koosneb laias laastus neljast etapist. A,B-ringi ja
tulevase D-ringi fragmentide Ghendamiseks viiakse labi Michaeli liitumise reaktsioon. Seejarel
saadud produkt metiileeritakse, millele jargneb tosillrihma asendamine isoprentilrihmaga.
Lopuks I6hustatakse osonoliiisi kdigus isopreniilriihma kaksikside, mille tulemusena saadaksegi
katte 9,11-sekosteroolidele iseloomulik stisinikskelett.

TBDMSO =
H

H =
47 OTBDMS

1. Me,Culi
2. Me,C=CHCH,Br

1. 05, MeOH
2. Me,S

TBDMSO TBDMSO

H =
49 OTBDMS

Joonis 15. Kdesolevas t606s jargitav siinteesiskeem.
3.1 Michaeli liitumine

Posner et al. on kirjeldanud Michaeli liitumist kui vGtmeetappi nais- ja meessuguhormoonide
dstrogeeni ja dstradiooli totaalsiinteesis.** Error! Bookmark not defined. Vastav reaktsioon mangib
keskset rolli ka kdesolevas t60s, sest labi selle on vGimalik A,B-ringi ja D-ringi fragmentide
Uhendamine ja seega ka 9,11-sekosteroolide iseloomuliku stsinikskeleti ehitamine (Joonis 16).
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o 0
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TBDMSO oI TBDMSO =Y .

46 = OTBDMS a4 "' OTBDMS Vel

9,11-sekosterooli skelett A,B-ringi fragment

\W.O O

p-Tol—S

45

D-ringi eellased
Joonis 16. A,B-ringi ja D-ringi sidumine labi Michaeli liitumise.

Michaeli doonorina kasutati grupi poolt varem siinteesitud A,B-ringi fragmenti,® mille kaitsvad
atsetokslirihmad on vilja vahetatud tertbutilldimettdlsilidl kaitsvate riihmade vastu vastavalt
kirjanduses avaldatud protseduurile.>

Kuna Posneri t66d on veenvalt tGestanud, et enantiomeerselt rikastatud a,B-killastumata
tsiklopentanooni sulfoksiidid on suureparased Michaeli aktseptorid, otsustati erinevate Michaeli
aktseptorite uurimist alustada sulfoksiidist (S)-3. Vordlusmomendi saamiseks testiti ka ratseemilist
sulfoksiidi  rac-3. Idee poolest on sulfoksiidid head Michaeli aktseptorid tanu
elektronaktseptoorsele sulfiinGilriihmale, mis kaksiksidet aktiveerib. Samas on sulfonttlrihm veel
tugevamalt elektronaktseptoorne, mis tdhendab, et a,B-killastumata tsiiklopentanoon sulfoonid
vOiksid olla potentsiaalselt veel paremad Michaeli aktseptorid kui sulfoksiidid. Selle teooria
testimiseks viidi Michaeli liitumisreaktsioonid labi ka sulfooniga 45.

3.1.1 Michaeli aktseptorite siinteesimine

Enantiomeerselt rikastatud sulfoksiidi (S)-3 sinteesimiseks on tdnaseks teada kaks meetodi (Joonis
17). Neist esimene ja (ihtlasi meetod, mida Posner et al. oma t66s kasutasid, pohineb Anderseni
meetodil, mis kujutab endast diastereomeerselt puhta sulfinaatestri Sy2 tutpi nukleofiilset
asendusreaktsiooni.”®>”*® Vastav siinteesiskeem koosneb kuuest jarjestikusest reaktsioonist
ndudes kohati keeruliste aparatuuride konstrueerimist ning toimetulemist ebastabiilsete
vaheiihenditega.’>®° Seetdttu otsustati see variant kérvale jatta.

Anderseni meetod o Asimmeetriline okstidatsioon
é’ o p-Tol—S o
Tol\W -
_ , rlg [0]
—_— ~—
2 — (s)-3 50

Joonis 17. Meetodid enantiomeerselt rikastatud sulfoksiidi (S)-3 stinteesiks.
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Teine meetod sulfoksiidi (§)-3 siinteesiks pohineb sulfiidi 50 asiimmeetrilisel okstidatsioonil ja
sellega paralleelselt toimuval kineetilisel lahutamisel. Kuna vastav meetod on meie laboris vilja
todtatud, otsustati selle kasuks. ©*

Vajaminev sulfiid (S)-3 siinteesiti l[ahtudes kirjanduses toodud protseduurist, mis kujutab endast
tsiiklopentanoonist 2 ja p-toliitldisulfiidist 51 lahtuvat joodkatallitilist asendusreaktsiooni (Joonis
18). Reaktsioon viidi 1abi DMSQOs 80°C juures 4 paeva valtel, mille jarel eraldati sulfiid 50 saagisega
44%, kusjuures mdddetud spektrid kattusid kirjanduses leiduvatega.®? Lihteainet 50 saadi tagasi
52%. Seejuures leiti, et regeerimata jaanud disulfiidi on vdimalik uuesti kasutada, kui seda eelnevalt
metanoolist imber kristallida.®

I

0] _ 0]
pTOl\ /S\ p-Tol—S
S p-Tol
51
2 DMSO - 50
80 °C 44%

Joonis 18. Meetod sulfiidi 50 slinteesimiseks.

Enantiomeerselt rikastatud sulfoksiid (S)-3 slinteesiti vastavalt kirjanduses toodud sulfiidi 50
asimmeetrilise oksldatsiooni protseduurile (Joonis 19).61 Selleks koostati Ti(i-PrO)/(+)-
DET/TBHP/50 kompleks (1:4:1:1) -20 °C juures ja jatkati 30 min moédudes reaktsiooni 4°C juures 96
h vialtel. Reaktsioonisegu puhastamisel saadi sulfiidi (S)-3 saagisega 28% ja enantiomeerse
puhtusega ee 78%, mida oli imberkristallimisega vdimalik tdsta kuni ee >99%.°*

Ti(i-PrO), (1 ekv)

0
p-Tol—s DET (4 ekv) é’ 0
TBHP (1 ekv) p-Tol'g
50 DCM (s)-3
-20°C / 30 min 28%
40C / 94 h ee 78%

ee 99% peale liberkristallimist

Joonis 19. Sulfiidi 50 asiimmeetriline oksidatsioon enantiomeerselt rikastatud sulfoksiidiks (S)-3.

Ratseemiline sulfoksiid rac-3 siinteesiti vastavalt kirjanduses toodud protseduurile, mis kujutas
endast sulfiidi 50 oksiideerimist kuni 1 ekv m-CPBAga 0°C juures.®* Selle tulemusena saadi
ratseemilist sulfoksiidi saagisega 69%.

Sarnaselt ratseemilisele sulfoksiidile rac-3, kasutati ka sulfooni 45 siinteesimiseks esmalt sulfiidi
okstideerimist m-CPBAga, kuna see oli varasemalt ~300 mg andnud haid tulemusi (saagis 91%).
Pealtndha onnestus reaktsioon hasti ka 1,5 g ldhteainega, millest saadud toorsegu TMR naitas
potentsiaalsetest produktidest peamiselt sulfooni olemasolu. Paraku osutus suure koguse toorsegu
kolonnkromatograafiline puhastamine nii tekkinud kd&rvalproduktide kui sulfooni enda halva
lahustuvuse tottu keeruliseks. Saadud fraktsioonid sisaldasid peale sulfooni 45 ka sulfoksiidi 3 ja
isegi viahesel maaral epoksiidi 51 (TMR spektrid kattusid kirjanduses leiduvatega®). Need
tulemused olid kirjanduses leiduvaga kooskdlas®®, kuid epoksiidi valtimiseks valja pakutud sulfiidi
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50 jark-jarguline okstideerimine Ule sulfoksiidi 3 ndis veel tiilikamana kui m-CPBA-ga oksiideerimine
ongi. SeetGttu otsustati sulfooni 45 saamiseks uurida teisi meetode.

Jargnevalt otsustati proovida Kupwade et al. avaldatud iheetapilist meetodi®” mis kasutas
okslideerijana kaaliumperoksomonosulfaadi kolmiksoola (2KHSOs-KHSQ4-K,SO4), mida tuntakse
kommertsiaalselt Oxone nime all, ja katallsaatorina diettitilamiini (Tabel 1).

Tabel 1. Sulfiidi 50 okstdeerimine sulfooniks 45 kasutades okslideerijana kaaliumperokso-
monosulfaadi kolmiksoola Oxone.

(0]
p-Tol—S o Oxone® p_To|—\\s//o o ?\ Py o
\d dietudlamiin (0,2 ekv) \d . p'T°'_Sﬁi/§
50 MeCN/H,0 o as 51 ©
Oxone kogus Aeg Produktid* Sulfooni 45
(ekv) Sulfoksiid 3 | Sulfoon 45 | Epoksiid 51 saagis**

1 1,5 20 min 9% 81 % 10 % 52%
2 1,5+0,25+0,25 2h - 93 % 7% 70%
3 1,75+0,25 1,5h - 94 % 6 % 80%
4 2 1,5h - 95 % 5% 83%

* Ainete protsentuaalsed sisaldused toorsegus NMR jargi.
** Saagis arvutati lahtudes 45 sisaldusest toorsegus.

Esimene katse (Tabel 1, katse nr 1) viidi ldbi vastavalt Kupwade et al. kirjeldatud meetodile
kasutades sulfiidi 50 okstideerimiseks 1,5 ekvivalenti Oxone. Reaktsioon |6petati 20 min moéédudes
ja kuna moodustunud produkt osutus antud tingimustel tahkeks, piisas selle puhastamiseks aine
valjafiltrimisest ja kuivatamisest. Selliselt eraldati toorsegu, mis sisaldas TMR analiilsi jargi see
peale sulfooni (81%) ka vahesel maaral sulfoksiidi (9%) ja epoksiidi (10%). Seega saadi sulfooni 45
saagisega 52%. Sulfoksiidi 3 olemasolu produktis naitab, et reaktsioon polnud I8puni kulgenud.
Seda kinnitas ka filtraadist jargmisel pdeval eraldatud tahke valkjas aine, mis TMR analiisi jargi
sulfooni 45 ja epoksiidi 51 seguks osutus. See saab véimalik olla vaid juhul, kui reaktsiooni
I6petamisel leidus reaktsioonisegus veel reageerimata sulfiidi 50 vdi sulfoksiidi 3, mis Oxone
juuresolekul vesifaasis edasi okslideerusid. Seega on tdendoline, et reaktsioon vajanuks 18puni
kulgemiseks vaid rohkem aega ja protsessi kiirendamiseks potentsiaalselt ka veidi rohkem
okslideerijat.

Jargmine reaktsioon viidi labi sarnaselt eelmisele, kuid seekord monitooriti reaktsiooni edenemist
OKK analiiiisidega (Tabel 1, katse nr 2). Kuna esimese 30 min jooksul niis reaktsioonisegu sisaldavat
rohkem sulfoksiidi 3 kui sulfooni 45 otsustati lisada 0,25 ekv tahket Oxone. Peale seda voetud
proovid sisaldasid juba oluliselt rohkem sulfooni, aga kuna 30 min jooksul taaskord olulist muutust
ei tidheldatud lisati reaktsioonisegule veel 0,25 ekv Oxone. Seejirel naitasid OKK analiiisid, et
reaktsioon on IGppenud. Seekord sisaldas eraldatud toorsegu lisaks sulfoonile 45 vaid epoksiidi 51,
vastavalt 93% ja 7%. Seega on kokku 2 ekv Oxone kasutamine vétmetdhtsusega sulfoksiidi 3
valtimisel produktis.

Et uurida, millist m&ju omab reaktsiooni kulule suurem okstideerija kogus, alustati kolmandat katset
1,75 ekvivalendi Oxone-ga (Table 1, katse nr 3) kusjuures reaktsioon viidi labi ~1 g Iahteainega 50.
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Esimene proov, mis vdeti OKK analiiiisi jaoks 30 min peale reaktsiooni algust, niitas, et segus
sisaldas valdavalt sulfooni 45, aga ka sulfoksiidi 3 ja erinevalt varasemast oli ndha ka epoksiidi 51.
Peale tiiendava 0,25 ekv Oxone lisamist tehtud OKK-i kohaselt (1,25 h peale reaktsiooni algust) olid
reaktsioonisegus vaid sulfoon 45 ja epoksiid 51, seega loeti reaktsioon I6ppenuks. Eraldatud
toorsegu sisaldas 94% sulfooni (saagis 80%) ja 6% epoksiidi. Sulfooni 45 saadi saagisega 80%,
epoksiidi eraldati filtraadist saagsega 12%.

Neljandat ja viimast katset (Tabel 1 katse nr 4) alustati kohe 2 ekv Oxone-ga ja sarnaselt eelmisele
korrale vdeti esimene proov 30 min jirel. Sellest tehtud OKK sarnanes eelmisele katsele, aga
seekord puudus epoksiid 51. Jargmises proovis, mis vOeti 1h peale reaktsiooni algust, enam
sulfoksiidi 3 ei ndhtud ja reaktsioon IGpetati saades toorsegu, mis sisaldas 95% sulfooni ja 5%
epoksiidi. Arvutuslikult saadi sulfooni 45 saagiseks 83%. Epoksiidi 51 eraldati filtraadist saagisega
vaid 2%. Kolmanda ja neljanda katse tulemuste pdhjal nadib, et reaktsiooni vdib rahulikult alustada
suurema koguse Oxonega, aga see voib tingida suurema epoksiidi 51 saagise.

3.1.2 Michaeli liitumisreaktsioon

Michaeli liitumise reaktsioonide labiviimisel erinevate Michaeli aktseptoritega (Tabel 2) lahtuti
Posner et al. publitseeritud meetoditest.* Sellest tulenevalt kasutati A,B-fragmendi
enoliseerimiseks LiIHMDSi, mida on vdimalik genereerida in situ HDMS-ist ja n-Buli-st. LIHMDS on
tugev alus aga trimetiilsilitlrihmde suure steerilise takistuse tottu ka nork nukleofiil, mis véalistab
1,2-liitumise kui potentsiaalse kdrvalreaktsiooni toimumise.

Tabel 2. Michaeli liitumised erinevate aktseptoritega.

O
1) LIHMDS (in situ)
2) Michaeli aktseptor'
TBDMSO = 0
H = ( \ ),/O 0] H =
a4  OTBDMS p-Tol—S OTBDMS
rac-52, (S)-52 vGi 46
rac-3, (5)-3 voi 45
Nr Michaeli aktseptor Produkt Saagis Diastereomeerne koostis
Ratseemiline sulfoksiid . . .
1 . ! " rac-52 51% 5 diastereomeeri segu
rac-3
Enantiomeerselt
2 rikastatud sulfoksiid (S)-52 Info puudub™ 3 diasteromeeri segu”
(s)-3
2 diastereomeeri suhtega
0,
3 Sulfoon 45 46 63 % 1:3/1:2"
2 diastereomeeri suhtega
0,
4 Sulfoon 45 46 66 % 12 /11"

" HPLC-HRMS analiiiisi tulemuste jargi.
“Vastavalt HPLC-HRMS analiiisile sisaldas toorsegu A,B-fragmenti 44, sulfoksiidi 3 ja Michaeli
produkti (S)-52 vastavalt 53%, 5% ja 46%.

*okok

TMR analtitsi tulemuste jérgi: enne kolonni / peale kolonni
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Michaeli liitumise katseid erinevate Michaeli aktseptoritega alustati sulfoksiididest, ja esimesena
otsustati 1,4-konjugeeritud liittumise reaktsioon labi viia ratseemilise sulfoksiidiga rac-3 (Tabel 2
katse nr 1). Selleks genereeriti A,B-fragmendist 44 LiIHMDS-i kasutades vastav enolaat ja lisati
seejarel rac-3. Reaktsioon l0petati 18 h jarel ning peale toorsegu kolonnkromatograafilist
puhastamist saadi Michaeli produkti rac-52 katte saagisega 51%. Kuna eraldatud aine TMR spektrid
olid vaga keerulised, teostati produkti diastereomeerse koostise madramiseks HPLC-HRMS analiiis.
Kattuvate piikide tdttu polnud produkti koostist vdimalik tapselt maarata, kuid leitu pohjal nais
produkt sisaldavat kokku vahemalt 5 erinevat diastereomeeri 8-st véimalikust.

Jargnevalt viidi Michaeli liitumine labi enantiomeerselt rikastatud sulfoksiidiga (S)-3 (Tabel 2 katse
nr 2). Saadud toorsegust tehtud OKK analiiiisid olid igati lootustandvad, kuna niitasid Michaeli
produkti (S)-52 olemasolu. Viikese ainekoguse tottu segu kolonnkromatograafilise puhastamisega
ei riskitud ning toorsegu viidi otse HPLC-HRMS analiiisi, millest selgus, et see sisaldas A,B-fragmenti
44, sulfoksiidi 3 ja Michaeli produkti (5)-52 vastavalt 53%, 5% ja 46%. Seejuures margati olenevalt
eluendist kas 2 voi 3 diastereomeeri, mille vahekordi paraku kattuvate piikide tottu maarata ei
onnestunud.

Viimasena viidi 1,4-liitumine |abi sulfooniga 45 (Tabel 2 katse nr 3). Toorsegust tehtud TMR naitas
selgelt produkti olemasolu segus, kusjuures tdheldati vaid 2 diastereomeeri suhtega 1:3. Peale
kolonnkromatograafilist puhastamist eraldati Michaeli produkt 46 saagisega 63% ja
distereomeeride suhtega 1:2. Teisel katsel (Tabel 2 katse nr 4) nahti toorsegu TMR spektril 2
diastereomeeri suhtega 1:2. Kolonni jarel saadi 46 saagisega 66% ja distereomeeride suhtega 1:1.

KokkuvGttes on enantiomeerselt rikastatud sulfoksiid (S)-3 kiill suurepéarase stereoselektiivsusega
Michaeli aktseptor, kuid vorreldes sulfooniga 45 on tal mitmeid puudusi. Naiteks on
enantiomeerselt rikastatud sulfoksiidi (S)-3, erinevalt sulfoonist 45, vaga tilikas siinteesida. Ta
annab 1,4-liitumisreaktsioonis A,B-fragmendiga 44 Michaeli produkti (S)-52 kiillaltki madala
saagisega ja sellest sulfoonprodukti 46 saamiseks on vajalik taiendav okslideerimise etapp. Sulfooni
45 kasutamisel on see etapp valditav kuna sulfontilriihm on aines juba olemas. Seega on viahemalt
A,B-ringi fragmendi 44 puhul sulfoon 45 Michaeli aktseptorina parem valik.

3.1.3 Michaeli produkti 46 diastereomeeride eraldamine

A,B-fragmendi 44 Michaeli liitumisel sulfoonile 45 saadud UGhendite nédol on tegu uute ainega, mida
pole varem siinteesitud. Sellega seoses on oluline nende ammendav iseloomustamine l3bi
erinevate uuringute, kuid see on voimalik vaid peale saadud diastereomeeride lahutamist. Viimane
on oluline ka edasise t606 seisukohalt kuna t66d vastavalt plaanitud slinteesiskeemile on mdétet
jatkata vaid sellise diastereomeeriga, millel on 9,11-sekosteroolidele omane ruumiline struktuur.
Sellest tulenevalt kaaluti erinevaid viise saadud segu lahutamiseks.

Uks vdimalik meetod diastereomeeride lahutamiseks on kolonnkromatograafia, kuid sellel
lahenemisega seotud omad riskid. Nimelt muudab kolonnkromatograafiaks kasutatav kergelt
happeline silikageel aine diastereomeerset koostist nagu nahtub tabel 2 katsetest nr 3 ja 4, mille
puhul oli muutused vastavalt 1:3 - 1:2 ja 1:2 - 1:1 (diastereomeer 1 (D1):diastereomeer 2 (D2)).
Kuna mdlemal juhul oli kolonnist puhastamise jarel tagasi saadud aine diastereomeerne suhe
vorreldes toorseguga ldahemal 1:1 pole valistatud, et uus kolonn v&ib olukorda veelgi halvendada.
Sellest tulenevalt jaeti kolonnkromatograafia diastereomeeride lahutusmeetodina kérvale.
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Teine voimalik meetod diastereomeeride lahutamiseks on nende Umberkristallimine sobivast
lahustite segust. Selleks katsetati Et,0/DCM 1:1 segu, petrooleetrit ja EtOAc/n-Hex 1:1 segu, millega
saadud tulemusi kirjeldab tabel 3.

Tabel 3. Michaeli produkti 46 diastereomeeride lahutamine Umberkristallimise teel.

. Tulemused
Lahteaine . . X
Tingimused Kristallide Emalahuse
dr Puhtus* Puhtus*
dr dr
Et,0/DCM 1:1 segu
3 jarjestikust kristallimist 72 h
1:2 . ) 1:3 74% 1:1 50%
jooksul -20°C juures
1:3 2 h-20°Cjuures 1:4 79% 1:1 59%
1:1 24 h -20°C juures Kristalle ei moodustunud
Petrooleeter **
1:1 2 h +4°C juures 1:4 80% 1:1 41%
1:4 2 h +4°C juures 1:6 85% - -
EtOAc/PE 1:1 segu**
24 h rt, siis Uks
1:1 2h -20°C juures, siis diastereo- >99% 1:2 61%
6 paeva +4°C juures *** meer D2
1:2 1h rt, siis 3 Op +4°C**** 1:8 88% 2:1 67%
1.8 2-3h rt, siis 1p +4°C**** 1:10 91% 2:1 66%
Lisati seemnekristall dr-ga 1:6%***
. . 0, . (o)
71 Kristallimissegu kuivaks auranud > 10:1 91% 31 75%
lisati n-Hex, segati ja lasti seista

* Diastereomeerne puhtus on arvutatud pdhidiastereomeeri jargi.

**Emalahus ja loputused, kui neid tehti, filtriti |abi vatiga Pasteuri pipeti, millele jadnud kristallid
loputati atsetooniga tagasi kolbi.

*** Kristalle loputati korduvalt kiilma n-Hex.

**%*Aine lahustati minimaalses koguses EtOAc soojendades kolbi kuni 45°C vesivannil

Esimesena prooviti Michaeli produkti 46 Umberkristallida Et,0/DCM 1:1 segust. Selles lahtuti
Michaeli produktist 46 diastereomeeride suhtega 1:2, millest esimese Umberkristallimise jarel
saadud kristalle kristalliti samas eluendis Umber veel kahel korral. Selle tulemusena saadi katte
kristallid dr-iga 1:3, milles D2 diastereomeerne puhtus on 74%. Taiendav Umberkristallimine ei
parandanud tulemust oluliselt. Samuti polnud selle kaigus saadud emalahust dr-iga 1:1 enam
vOimalik Gmber kristallida, millest jareldati, et diastereomeerid on antud segus lahutatavad vaid
vahesel m3aral. Seejuures on Et,O/DCM seguga ka tilikas to6tada, kuna kristallid moodustuvad
hasti vaid -20°C juures ja lahustuvad temperatuuri tdustes kiiresti.

Eraldatud emalahust diastereomeeride suhtega 1:1 puti jargnevalt Umber kristallida PE-st ja juba
esimesel katsel dnnestus eraldada kristallid dr-ga 1:4 ja diastereomeerse puhtusega 80%. Jargnev
rekristallimine tulemusi oluliselt ei parandanud, tstes kristallide diastereomeerset puhtust vaid 5%
vorra. Seega on diastereomeerid petroleetris kill mdnevdrra paremini lahutuvad, kuid saadud
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kristalide diastereomeerne puhtus jaab endiselt kesiseks. Samuti on lahustiga tema Kkiire
aurustumise tottu keeruline to6tada.

Jargnevalt katsetati diastereomeeride lahutamiseks mberkristallimist EtOAc/n-Hex 1:1 segust
lahtudes diastereomeeride 1:1 segust. Seekord saadi esimesel katsel katte vdike kogus kristalle,
mille diastereomeerne puhtus oli >99%. Lahtudes sama katse emalahusest, mille dr oli 1:2, saadi
uue kristallimisega produkt diastereomeerse puhtusega 88%, mis tousis jargneva rekristallimisega
91%. Selle korvalt saadud emalahusest dr-ga 2:1 enam hea puhtusega kristalle eraldada ei
dnnestunud. Uheks vdimaluseks kristallide puhtuse parandamisel on seemnekristalli kasutamine.
Seda otsustati katsetada lisades seemnekristalli dr-ga 1:6 emalahusele dr-ga 7:1, kuid ootuspéarase
D2 asemel kristallus segust valja hoopis D1, kusjuures eraldatud diastereomeeri puhtus oli koguni
91%.

Umberkristallimise kiigus saadud teise diastereomeeri kristallidest mdddeti aine eripdérang,
samuti H TMR, 3C TMR, IR, HRMS spektrid. Aine ruumilise struktuuri masramiseks puuti D2
kristallidega labi viia rontgenkristallograafilist uuringut, kuid selle kaigus selgus, et uuritav aine on
amorfne, mis tahendab, et rontgenkristallograafia abil on véimatu tema ruumilist struktuuri
maarata. See avastus selgitab ka, miks Michaeli produkti 46 diastereomeeride lahutamine nii
vaevaliseks osutus, kuigi steroidsed tihendid on tldjuhul viaga hasti Gmber kristallitavad. PGhjus,
miks Michaeli produkt 46 seda pole, voib seisneda A,B-fragmendi tert-butiilldimetidlsilGil-
rihmades. Kui see on nii, voiks nende eemaldamine diastereomeeride lahutamist lihtsustada
parandades nii omandatavate kristallide diastereomeerset puhtust kui nende saagist. Paraku selle
hiipoteesi uurimisele tdiendavalt aega ei piihendatud.

Kuna aine amorfne iseloom valistas tema ruumilise struktuuri maaramise rontgenkristallograafia
abil p66rduti jargmisena pohjaliku TMR anallilsi poole, mille teostas 800 Mhz TMR spektromeetril
Tonis Pehk. Selle kdigus maarati Uhendi 46 D2 konfiguratsioon ldhtudes Michaeli liitumise
reaktsiooni kdigus moodustunud stereotsentrite asendajate sidestuskonstantidest ning suhtelistest
konfiguratsioonidest teineteise suhtes. Kusjuures selgus, et D2 omab 9,11-sekosteroolidele
iseloomulikku ruumilist struktuuri, mis on toodud joonisel 20.>° TMR uuringute kdigus méddeti ka
spektrid, mille pdhjal sai voimalikuks D2 spektrite tdielik lahendamine.

0]
ZW_O, 0
p-ToI—S,/f H

46  OTBDMS

Joonis 20. Teise diastereomeeri (D2) konfiguratsioon.

Vaatamata kdrge diastereomeerse puhtusega (91%) diastereomeeri D1 eraldamisele ei uuritud
tema TMR spektreid Iahemalt. Seda peamiselt pdhjusel, et aine struktuuri lahendamiseks vajalikke
hea lahutuvusega spektreid pole voimalik saada Loodusteaduste majas olemasoleva 400 Mhz TMR
spektromeetril. Selleks on vajalikud mé6tmised 800 Mhz aparatuuriga, millele ligipdaas on killaltki
piiratud.
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Uurimustest A,B-ringi fragmendi 44 Michaeli liitumisest sulfoonile 45 ning eraldatud
diastereomeeri TMR-struktuurianaltiisist avaldati teadusartikkel. *®

3.2 Metilleerimine

Peale Michaeli liitumise reaktsiooni on jargmiseks etapiks saadud produkti 46 metileerimine, mis
otsustati 13bi viia jargides Posner et al. vilja pakutud meetodi.*! Kuna vastavat reaktsiooni pole
varasemalt kdesolevate Uhenditega labi viidud, ei juletud selleks kohe 91% puhtusega
diastereomeeri kasutada. Selle asemel |ahtuti esimeses reaktsioonis 127 mg Michaeli produktist 46,
mille dr oli 1:5.

Metileerimist alustati ldhteaine 46 selektiivsest enoliseerimisest NaH toimel (Joonis 21). Vastav
reaktsioonietapp on selektiivne, kuna Michaeli produkti 46 karbonuilsed a-vesinikud pole k&ik
vordselt happelised. Neist kdige happelisem ja seega ka esmajarjekorras deprotoneeritav on 13.
susiniku kiiljes olev vesinik. Peale ldhteaine 46 deprotoneerimist alkileeriti moodustunud enolaat
Mel-ga, kuid Mel tulnuks Posneri protseduuri kohaselt lisada reaktsioonisegule HMPA-s
lahustatuna. Viimane pole tanapdeval enam soovitav, sest HMPA on tugev kartsinogeen. Selle
lahusti asendamiseks on mitmeid alternatiive, nditeks DMPU ja DMI®, viimast kasutatigi kdesolevas
t606s.

1. NaH, DME
2. Mel, DMI

rt

Y

H = H =
46 OTBDMS 47 OTBDMS
Joonis 21. Michaeli produkti 46 metileerimine NaH ja Mel-ga.

Reaktsioon kestis 2 paeva. Toorsegust tehtud OKK ja TMR analiiiisides olid selgesti dratuntavad
Iahteaine 46 signaalid, kuid keerulise segu téttu ei suudetud esialgu maarata, kas see ka produkti
47 sisaldab. Toorsegu kolonnkromatograafilise puhastamise tulemusena saadi fraktsioonid katte
segudena. Ainete segude tdiendava puhastamise ja moddetud TMR spektrite ldhemal uurimisel
moisteti, et peale ootusparase C-alkiileerimise leidis aset ka O-alkiileerimine (Joonis 22). Vastavad
produktid 47a ja 47b olid moodustunud suhtega peaaegu 1:1 (saagised vastavalt 22% ja 26%) ja
molemal juhul oli need katte saadud diastereomeeride segudena, mis oli ootusparane, kuid
raskendas oluliselt tulemuste analiisi. O-alkiileerimise tdheldamine seevastu tuli Gllatusena, sest
Posner et al. olid oma artiklis maininud vaid C-alkileeritud produkti 47a teket saagisega 57%.
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O - metlleerimine C - metileerimine

0

H = H =
47b  OTBDMS 46 OTBDMS

Joonis 22. Michaeli produkti 46 O- ja C-alkileerimine.

Karboniilihendite enoolvormil on kaks nukleofiilset tsentrit, tks enooli hapnikul ja teine
kaksiksideme a-stisinikul. See, kumb neist reageerib aktiivsemalt, oleneb reaktsiooni tingimustest.
Uldjuhul on stisinikul asuv nukleofiilne tsenter tugevam ja seega on eelistatud C-alkiileerimine, kuid
teatud tingimustel vOib soosituks osutuda ka O-alkiileerimine. Naieks toetasid kdesolevas
reaktsioonis O-metileeritud produkti 47b teket NaH kasutamisel tekkinud Na-enolaat ja
sulfoniilrihmast tingitud suur steeriline takistus sisinikul paikneval nukleofiilsel tsentril. Steerilise
takistuse vastu ei saa antud olukorras midagi ette votta, kuid teoorias peaks olema vGimalik
vahendada 47b teket Iabi mdne sobivama aluse kasutamise.

Selleks et uurida, kuivord erinevate aluste kasutamine reaktsiooni méjutab, viidi jargmine katse labi
lahtudes Michaeli produktist 46 dr-ga 1:3 ja kasutades ldhteaine deprotoneerimiseks t-BuOK-d.
Seekord |Gpetati reaktsioon 1 66pdeva mooddudes. Taaskord moodustusid O- ja C-metileeritud
produktid 47a ja 47b peaaegu vordsetes kogustes kuigi varasemaga vorreldes ménevdrra paremate
saagisega (vastavalt 34% ja 44%). Sellest katsest jareldub, et Michaeli produkti 46 ko&ige
happelisemat vesinikku on vdimalik deprotoneerida ka NaH-st nGrgema alusega nagu t-BuOK,
kusjuures norgem alus naib koguni paremini toimivat. Samas ei nai teistsuguse aluse kasutamine
omavat olulist moju O- ja C-alklleerimise maarale.

See on monevorra ootamatu kuna aluse valik mangib kirjanduse pdhjal olulist rolli C- ja O-
alkiileerimise vahelise tasakaalu maaramisel |abi oma katiooni. Viimane on nimelt vdimeline
interakteeruma hapnikul asuva nukleofiilse tsentriga ja seda blokeerima. Mida tugevamini katioon
hapnikul asuva negatiivse laenguga interakteerub, seda tugevamalt on see nukleofiilne tsenter
blokeeritud ja seda enam on O-alkiileerimine takistatud ja C-alkiileerimine soositud. Selle, kui
tugevalt katioon hapniku nukleofiilse tsentriga seondub, madrab tema aatomraadius, millest
[ahtuvalt peaks parim olema Li*- ja halvim K*-katioon.

KokkuvGttes on selge, et Posner et al. viljapakutud meetod toimib ja sellest Idhtudes dnnestus
eraldada piisavalt C-alkileeritud produkti 47a jargmise etapi jaoks. Samas on tegu kdllaltki halvasti
tootava reaktsiooniga, mille suurimaks puuduseks on suur O-alkiileerimise osakaal, mille tottu ei
sobi pool kattesaadavast ainest enam edasiseks to6ks. Sellest tulenevalt on selge, et to6ga edasi
lilkumise huvides oleks edaspidi vajalik kas Posneri meetodi tdiendav optimeerimine véi mdne
sootuks muu ldhenemise leidmine.

Uuringuid metileerimise reaktsiooni optimeerimiseks on paraku motet labi viia vaid puhta
diastereomeeriga, kuna vastasel juhul hakkab t66 edenemist sarnaselt selles peatiikis kirjeldatud
katsetele takistama keerulisest reaktsioonisegust tulenevad probleemid ainete puhastamisel ning
analidsil. Samas on Michaeli produkti 46 slinteesimine ja puhta diastereomeeri eraldamine kdillaltki
vaevarikas ning seega on tema kasutamine reaktsioonides, kust ldhteaine ei pruugi esialgsel kujul
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tagasi tulla, vahemalt esialgu, ebamdistlik. Sellest tulenevalt tasuks edaspidi kaaluda vahemalt
esmaste uuringute teostamiseks sobiva mudelihendi kasutamist.

3.3 Sulfoniiiilriihma asendamine isopreniiilriihmaga.

Jargmiseks etapiks silinteesiskeemis on tulevasele 9,11-sekosteroolile jargmise asendaja,
isoprenddlrihma, lisamine. Et uurida, kas reaktsioon toimib ootusparaselt, viidi vastav reaktsioon
labi eelmises etapis eraldatud 75 mg C-metileeritud produktiga 47a (Joonis 23). See on oluline,
kuna metileerimise reaktsiooni edasisel uurimisel ja optimeerimisel kui viaga aja ja toomahukal
protsessil on moéte vaid juhul, kui jargneva etapiga on véimalik jduda soovitud Ghendini.

O\\ O O

p-ToI—Sé
1. Me,Culi
2. Me,C=CHCH,Br o

o THF o

TBDMSO =Y =Y
H = -20°C H =
47a  QOTBDMS 48 OTBDMS

Joonis 23. Reaktsioon tosiilriihma asendamiseks isopreniilrihmaga.

C-metileeritud produktilt 47a tostllrihma eemaldamiseks valmistati esmalt Cul ja MeLi manusel
Gilmani reagent (Me,Culi), millele lisati seejarel vahehaaval C-metileeritud produkt Selle
tulemusena moodustunud enolaadile lisati isopreniilbromiid, mille jarel toimunud
asendusreaktsiooni tulemusena pidanuks moodustuma produkt 48 (joonis 24). Paraku osutus
saadud toorsegu vaga keeruliseks ning selle kolonnkromatograafilise puhastamise jarel saadi
fraktsioonid katte segudena. Seejuures olid ainekogused nii vdikesed (fraktsioonid, mis sisaldasid
nii produkti 48 kui lahteainet 47a kaalusid kokku vaid 13,4 mg), et nii produkti kui ldhteaine
olemasolu proovis oli madaratav vaid HPLC-HRMS analiiisi abil. Edasised katsed proovi puhastada
nurjusid.

0 . M ° o /L
P-Tol—\\S// Cj Cer O) . - LiBr \ P
— _— >
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Joonis 24. Sulfonlillrihma eemaldamise ja jargneva alkileerimisreaktsiooni reaktsiooni-
mehhanism.
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Uheks katse ebadnnestumise pdhjuseks on tdendoliselt tdik, et reaktsioon viidi l4bi viga viikeste
ainekogustega (Iahteaine mass 75 mg) ja sellest tulenevalt kujunes reagentide Gige doseerimine
véljakutseks. Toendoliselt ebadnnestus ka Gilmani reagendi valmistamine. Kupraatreagent on
Gldjuhul varvitu kuni kollane aine, kuid Meli lisamisel Cul-le varvus reaktsioonisegu Ule kollase
hoopis tume- ja seejirel heleroheliseks. Sellise varvimuutuse sai tingida vaid sinise Cu?* iooni
olemasolu lahuses, mis omakorda vdib viidata mitmetele probleemidele.

Cu®* iooni esinemise reaktsioonisegus vdis tingida niiskus ja viise kuidas see, vaatamata
reaktsioonikolvi hoolikale kuivatamisele, reaktsioonisegusse tee leidis, on mitmeid. Neist
téendoliseim on seotud Gilmani reagendi valmistamiseks kasutatud Cul-ga. Nimelt oli reagent
killaltki vana ja vOis seetStu sisaldada (iksjagu niiskust, kuid probleem vdis seisneda ka Cul
puhtuses. Vaskjodiid peaks puhtal kujul olema valge pulber, aga kasutatud reagent oli varvilt veidi
kollakas. See viitab Cul disproportsioneerumisele, mille tulemusena moodustuvad I, ja Cu?.
Viimane ongi vaskjodiidi peamine kontaminant, mis reaktsiooni nurjata vdis.®® Probleemi
véltimiseks edaspidi tuleks Cul enne kasutamist puhastada vastavalt publitseeritud meetodile.”
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4. Kokkuvote

Kaesoleva t66 eesmargiks oli ldhemalt uurida Michaeli liitumise reaktsiooni kui potentsiaalset
meetodi 9,11-sekosteroolide A,B- ja D-ringi Gihendamiseks. Selleks viidi 1,4-liitumise reaktsioonid
kasutades doonorina meie grupi poolt varem siinteesitud A,B-ringi fragmenti 44 ja aktseptoritena
kas ratseemilist sulfoksiidi rac-3, enantiomeerselt rikastatud sulfoksiidi (S)-3 voi sulfooni 45.

Michaeli aktseptorid valmistati sulfiidi 50 okslideerimise teel ldhtudes sobivast protseduurist.
Sulfoksiid rac-3 saadi okstideerides sulfiidi 50 m-CPBA-ga. Enantiomeerselt rikastatud sulfoksiid (S)-
3 valmistati kasutades meie laboris vilja tootatud Ti-katalllsi meetodit. Sulfoon 45 siinteesiti
kasutades oksiideerijana kaaliumperoksomonosulfaadi kolmiksoola Oxone, millega saavutati parim
tulemus 2 ekv Oxone kasutamisel. Selle korral eraldatud produkt sisaldas TMR analiilisi jargi 95%
sulfooni, andes arvutuslikult sulfooni saagiseks 83%.

Labiviidud Michaeli liitumise katsete tulemusena saadi Michaeli produkti rac-52 viie diastereomeeri
seguna kogusaagisega 51%, sulfoksiidprodukti (S)-52, kolme diastereomeeri seguna kogusaagisega
46% ja sulfoonprodukti 46 kahe diastereomeeri seguna kogusaagisega 63% kuni 66%. Nendest
tulemustest jareldati, et sulfoon 45 on uuritud aktseptoritest parim Michaeli liitumisreaktsioonis
A,B-ringi fragmendiga 44.

Michaeli produkti 46 diastereomeerid lahutati teineteisest imberkristallimise teel EtOAc/n-Hex 1:1
segust, kusjuures parimal juhul 6nnestus valja kristallunud diastereomeeri (D2) eraldada puhtusega
kuni >99%. Saadud diastereomeeri ruumilne struktuur maarati kasutades TMR anallisi, millest
nahtus, et reaktsioonisegust eraldati 9,11-sekosteroolidele iseloomuliku ruumilise struktuuriga
diastereomeer.

Sulfooni 45 rakendatavust Michaeli liitumisreaktsioonis 9,11-sekosterooli A,B-ringi fragmendiga 44,
moodustunud produkti 46 diasteromeeri eraldamist ning selle struktuuri maaramiseks tehtud
péhjalikku TMR-analiilisi kajastati meie teadusartiklis.>®

Uurides 46 metlleerimisreaktsiooni avastati, et koos oodatud C-metiileeritud produktiga 47a,
moodustub kasutatud reaktsioonitingimustes ootusparase produktiga peaaegu vordsel maaral ka
O-metileeritud produkti 47b saagistega vastavalt 22% ja 26%. Reaktsiooni tulemusi on dnnestus
monevorra parandada asendades NaH norgema alusega t-BuOK, millega saadi 47a ja 47b saagistega
vastavalt 34% ja 44%. Saadud tulemustest jareldati, et reaktsioon vajab edasise t66 huvides
optimeerimist, ning vastavaid uuringud oleks mdistlik alustada sobiva mudeliihendi otsimisest.

Metulleeritud produkti 47a toslllrihma asendamine isoprentilrGhmaga andis keerulise
reaktsioonisegu, millest dnnestus produkti 48 olemasolu HRMS pd&hjal Uksnes detekteerida.
Paremate tulemuste saavutamiseks tuleks edaspidi reaktsioon labi viia suurema ainekoguse ja
puhtama lahteainega.
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5. Eksperimentaalne osa

Niiskusetundlikud reaktsioonid viidi labi argooni atmosfdaris eelnevalt kuivatatud kolbides.
Kasutatud solventidest DCM, Ats, EtOAc ja MeCN destilleeriti P,Os-It, Et,O LiAlH4-It v&i P,Os-It, THF
naatriumi ja bensofenooni segult ja MeOH naatriumilt. K&iki teisi solvente kasutati tdiendava
puhastamiseta. DCM-i hoiti kasutamiseni aktiveeritud 4A molekulaarsdelal. Ohukese kihi
kromatograafia analtiiisiks kasutati Mercki OKK silikageeli plaati 60 F2s4. Kolonnkromatograafiliseks
puhastamiseks kasutati ThoMar silikageeli Kieselgel 60 extra fine (0,04-0,063mm). TMR spektrid
moddeti kas Bruker Avance Il 400 Mhz spektromeetril vGi Bruker Avance 111 800 Mhz spektromeetril
CDCls3 lahuses. HPLC-HRMS spektrid mdddeti Agilent 6540 UHD ACCURAT MASS Q-TOF LC/MS ja
Agilent Infinity 1290 HPLC spektromeetrilt.Optilised p66rded méaarati Anton Paar GWB Polarimeetril MCP
500.

2-(p-toluilltio)tsiiklopent-2-een-1-oon 50

I
o 2

p_TO|\ /S\ p-Tol—S
S p-Tol
51
2 DMSO - 50

80 °C 44%

Sulfiidi 50 siinteesiks Ihtuti kirjanduses toodud protseduurist.5?

Jood (264 mg, 1,0 mmol, 0,05 ekv) ja disulfiid 51 (5,142 g, 20,9 mmol, 1 ekv) lahustati DMSOs (83
ml). Seejarel lisati tsiklopentanoon 2 (4,213g, 50,1 mmol, 2,4 ekv) ja jaeti reaktsioonisegu 80 °C
juurde 4 paevaks segama. Reaktsiooni |[6petamiseks lahjendati segu 170 ml EtOAc-ga. Seejarel pesti
orgaanilist faasi 3x 170 ml destilleeritud veega. Saadud orgaaniline faas kuivatati MgSQ,, filtriti ja
konsentreeriti. Toorsegu puhastati kolonnkromatograafiliselt (silikageel, 5% Ats/PE). Sulfiid 50
eraldati merevaiguoranzi &lina massiga 3,764 g saagisega 44%. Disulfiidi 51 saadi oranzika
kristallilise ainena tagasi 2,685 g (52%). Disulfiidi on vdimalik MeOH-s imber kristallida.®® Selleks
tuleb aine lahustada minimaalses koguses MeOHs ja jatta ta seisma kuni valkjate kristallide
moodustumiseni. Peale emalahuse eemaldamist saab saadud puhast disulfiidi 51 uuesti kasutada.

Sulfiidi 50 analliiisid:

1H-TMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) = 7.45- 7.33 (m, 2H), 7.19 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 6.85 (t, J = 3.0 Hz,
1H), 2.63-2.56 (m, 2H), 2.56-2.47 (m, 2H), 2.35 (s, 3H).

13C-TMR (101 MHz, CDCI3) & (ppm) 205.0, 154.3, 143.9, 139.0, 134.0, 130.4, 127.2, 34.8,27.4,21.3.
OKK: R¢= 0,45 (20% Ats/PE; UV 254, p-aniisaldehiiiid).

Anallsi tulemused kattuvad kirjanduses leiduvatega.5?
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2-(p-toluilsulfiniiiil)tsiiklopent-2-een-1-oon (S)-3

Ti(i-Pro), o o
0 DET I 0 _%0 0
p_TOI_Sw TBHP p-Tol“is\d p-Tol S\@
> ‘ +
50 DCM (s)-3 45
-20°C / 30 min
4°C /94 h

Enantiomeerselt rikastatud sulfoksiidi (S)-3 siinteesis lahtuti kirjanduses toodud protseduurist. ¢

Kuiva argooniga taidetud timarkolbi viidi 4A ms (200 mg) ja DCM (3 ml). Seejarel jahutati segu -20
°C-nija lisati tilkhaaval Ti(i-PrO)4 (0,29 ml, 1,0 mmol, 1 ekv), (+)-DET (0,67 ml, 3,9 mmol, 4 ekv), TBHP
5,5 M lahus dekaanis (0,18 ml, 1,0 mmol, 1 ekv) ja sulfiid 50 (200 mg, 1,0 mmol, 1 ekv). Peale 30
min segamist viidi reaktsioonisegu lle kilmkappi +4 °C juurde ja jaeti see 94 h. Reaktsiooni
IGpetatamiseks lisati 5% Na,;SOs; vesilahust (1,5 ml), mille jarle jatkati segu segamist
toatemperatuuril veel 30 min valtel. Reaktsioonisegu konsntreeriti rotatsiooniaurustil ja lisati EtOAc
(10 ml). Faasid eraldati ja orgaanilist faasi pesti 2x1,5 ml Na,SOs; 5% vesilahusega ja 3x1,5 ml
killastunud NaCl vesilahusega. Saadud orgaaniline faas kuivatati MgSQOa-|, filtriti ja kontsentreeriti
rotatsiooniaurustil. Peale kolonnkromatograafilist puhastamist (silikageel, gradient 20-35% Ats/PE)
saadi 90 mg sulfoksiidi (S)-3 kollaka kristallilise ainena (28%, ee 78%) ja 43 mg sulfooni 45 kollaka
kristallilise ainena (19%). Lahteainet 50 saadi tagasi 72 mg (36%).

Sulfoksiidi (S)-3 enantiomeerset puhtust on vOimalik tdiendavalt tésta Umberkristallimisega
EtOAc/Et,0 (1:1) segust. Selleks tuleb aine lahustada minimaalses koguses EtOAc, lisada Et,0 ja
tosta segu kilmkappi +4°C juurde kuni kristallide moodustumiseni.

Sulfoksiidi (S)-3 analusid:
OKK: R¢= 0,11 (20% Ats/PE; UV 254, p-aniisaldehiitid)

14-TMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) = 8.14 (t, J = 2.8 Hz, 1H), 7.71- 7.60 (m, 2H), 7.30 (d, J = 7.9 Hz,
2H), 2.91-2.79 (m, 1H), 2.79-2.66 (m, 1H), 2.65-2.56 (m, 1H), 2.55-2.44 (m, 1H), 2.39 (s, 3H).

13C-TMR (101 MHz, CDCI3) & (ppm) 202.2, 163.4, 152.0, 142.3, 139.3, 130.1, 125.1, 36.5, 27.6, 21.6.
Anallitsi tulemused kattuvad kirjanduses leiduvatega.®!

HPLC: Lux 3u Amylose-2, 85% Hex 15% i-PrOH, 1 ml/min, 230 nm, R-enantiomeer 42.8 min. S-
enantiomeer 57.3 min. Parast imberkristallimist on piikide pindalad vastavalt 1% ja 99%.

[a]o® +134° (c 0,368, CHCl5)

Sulfooni 45 analiiisid:

OKK: R¢= 0,57 (40% Ats/PE; UV 254, p-aniisaldehiiiid)

'H-TMR (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm) = 8.46 (t, ) = 2.7 Hz, 1H), 7.94 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.34 (d, ) = 8.1

Hz, 2H), 2.80 (dt, J = 5.5, 2.7 Hz, 2H), 2.56-2.52 (m, 2H), 2.43 (s, 3H).
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3C-TMR (101 MHz, CDCI3) & (ppm) 199.1, 170.5, 147.3, 145.3, 136.1, 129.8, 128.8, 36.0, 26.8, 21.8.
Analuilsi tulemused kattuvad kirjanduses leiduvatega.®®
2-(p-tolutilsulfiniiiil)tsiiklopent-2-een-1-oon rac-3

o]

p-Tol—S 0 p-Tol —él P
m-CPBA _
50\@ DCM o (S)-Ig
o°cC
17 h

Ratseemiline rac-3 sulfoksiid siinteesiti lahtudes kirjanduses toodud protseduurist.®*

Sulfiid 50 (1,200 g mg, 5,9 mmol, 1 ekv) lahustati DCM-is (26 ml) ning saadud segu jahutati 0°C
juurde. Seejarel lisati tilkhaaval m-CPBA 70-77% (1,379 g, 5,9 mmol, 1 ekv) lahus DCM-is (18 ml) ja
jaeti segu 30 min segama. Seejarel lasti segul toatemperatuurini soojeneda ning jatkati segamist
17h véltel. Reaktsiooni Idpetamiseks lisati segule 10% NaHCO; vesilahus (18 ml). Faasid eraldati ja
orgaanilist faasi pesti killastunud NaCl vesilahusega (18 ml). Toorsegu kuivatati MgSQ,, filtriti,
kontsentreeriti rotatsiooniaurustil ja puhastati kolonnkromatograafiliselt (silikageel, gradient 20%
Ats/PE), mille tulemusena saadi 893 mg ratseemilist sulfoksiidi rac-3 helepruuni tahke ainena (69%).
Lahteainet 50 saadi tagasi 122 mg (10%).

Ratseemilise sulfoksiidi rac-3 HPLC-analliiiis:

HPLC: Lux 3u Amylose-2, Hex:iPrOH 85:15, 1 ml/min, 230 nm, R-enantiomeer 43.7 min. S-
enantiomeer 60,2 min. Piikide pindalad vastavalt 49% ja 51%.

2-(p-toluilsulfoniiiil)tsiiklopent-2-een-1-oon 45

o] 20
_ — —_ — \\/
p-Tol—S - p-Tol s p-Tol S p- ToI—S/
m- [ IS
50 DCM (s)-3

0°C
17 h

Sulfooni 45 siinteesil |dhtuti samast protseduurist,millest ldhtuti ka ratseemiline sulfoksiid
|64

sunteesil.
Sulfiid 50 (1,500 g mg, 7,3 mmol, 1 ekv) lahustati DCM-is (33 ml) ning saadud segu jahutati 0°C
juurde. Seejarel lisati tilkhaaval m-CPBA 70-77% (3,446 g, 14,7 mmol, 2 ekv) lahus DCM-is (18 ml) ja
jaeti segu 30 min segama. Seejarel lasti segul toatemperatuurini soojeneda ning jatkati segamist
monitoorides reaktsiooni kulgu OKK analiilisiga. Reaktsiooni |8petamiseks lisati segule NaHCOs;
killastunud vesilahust (22 ml) ja Na,SO3; 5% vesilahust (22 ml). Faasid eraldati ja orgaanilist faasi
pesti kallastunud NaCl vesilahusega (22 ml). Toorsegu kuivatati MgSQ., filtriti, kontsentreeriti
rotatsiooniaurustil ja puhastati kolonnkromatograafiliselt (silikageel, gradient 25% Ats/PE).
Fraktsioonid saadi ainete seguna, mis sisaldasid peale sulfooni 45 ka sulfoksiidi 3 ja epoksiidi 51.
Ainet taiendavalt ei puhastatud.
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Epoksiidi 51 analiiiisid:
OKK: R¢= 0,66 (40 Ats/PE; UV 254, p-aniisaldehiiiid)

IH-TMR (CDCI3, 400 MHz) & (ppm) 7.96 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.39 (d, J=7.9 Hz, 2H), 4.58 (d, J=1.8 Hz,
1H), 2.46 (s, 3H), 2.41 — 2.35 (m, 2H), 2.35 — 2.31 (m, 1H), 2.29 — 2.16 (m, 2H)

13C-TMR (101 MHz, CDCI3) 6 (ppm) 200.3, 146.2, 133.9, 129.9, 129.7, 70.9, 65.4, 33.4, 21.9, 21.4.
Analiilsi tulemused kattuvad kirjanduses leiduvatega.®®

2-(p-tolilsulfoniiiil)tsiiklopent-2-een-1-oon 45

0 ?\ 0O o 0
p-Tol—S Oxone® p-Tol—S?Z T I_\\S/,O o
dietaiilamiin (0,2 ekv) . p-to
50 MeCN/H,0 o 45 51°

Sulfooni 45 siinteesil I3htuti kirjanduses toodud protseduurist.®’

Sulfiid 50 (1,126 g, 5,5 mmol, 1 ekv) lahustati MeCNis (11 ml). Saadud segule lisati jargemooda
dietGidlamiin (0,11 ml, 1,1 mmol, 0,2 ekv) ja Oxone® (6,778 g, 9,6 mmol, 2 ekv) vesilahus (26 ml).
Reaktsiooni edemenist jalgiti OKK analiilisiga. Reaktsiooni I8ppedes lahjendati segu kiilma veega
(40 ml), filtriti ja kuivatati. Selle tulemusena saadi 1,107 g toorsegu valkja tahke ainena, mis sisaldas
TMR anallilsi jargi 94% sulfooni 45 (saagis arvutuslikult 80%) ja 6% epoksiidi 51, mida kasutati
jargmises reaktsioonis ilma tdiendava puhastamiseta.

Filtraadist eraldati seismise jarel 172 mg valkjat helbelist epoksiidi 51 (12%).
(4S,4a5,6S,8aS)-4,6-bis((tert-bututldimetililsiliiiil) oksii)-8 a-metuiiil-2-(3-okso-2-(p-

tolulsulfiniiiil)tsiiklopentiiiil)oktahiidronaftaleen-1(2H)-oon rac-52

1) HMDS, n-Buli

0 2) A,B-ringi fragment 44
3) Sulfoksiid rac-3 _
THF g
TBDMSO ﬁ Y -78°C TBDMSO ﬁ Y
44 OTBDMS rac-52 OTBDMS

Michaeli produkti rac-52 siinteesil ldhtuti kirjanduses toodud protseduurist. 4

Kuiva argooniga taidetud kolbi viidi THF (0,6 ml) ja HMDS (0,11 ml, 0,5 mmol, 1,1 ekv) ning jahutati
saadud segu -78°C-ni. Seejarel lisati tilkhaaval n-Buli 2,5 M lahus heksaanis (0,21 ml, 0,5 mmol, 1,1
ekv) ja jatkati segamist. 30 min moéodudes soojendati reaktsioonisegu korraks toatemperatuurile
ning jahutati siis taas -78°C juurde. Seejarel lisati segule tilkhaaval A,B-ringi fragmendi 44 (195 mg,
0,5 mmol, 1 ekv) lahus THFis (0,4 ml + 0,8 ml loputamiseks) ja jatkati segamist. Peale 1,5 h lisati
sulfoksiidi rac-3 (113 mg, 0,5 mmol, 1,1 ekv) lahus THFis (0,4 ml + 1,2 ml loputamiseks), lasti
reaktsioonisegul toatemperatuurile soojeneda ja jadeti see Uled6d segama (~18 h). Reaktsioon
IGpetati killastunud NH4Cl lahuse (4 ml) lisamisega. Seejarel faasid eraldati ja vesifaasi pesti 3x4 ml
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DCM. Toorsegu kuivatati MgSQ,, filtriti ja konsentreeriti. Peale kolonnkromatograafilist
puhastamist (silikageel, gradient 5-40% Ats/PE) saadi 155 mg Michaeli produkti 46, kollakat tahket
ainet, (saagis 51%) katte 5 diastereomeeri seguna. A,B-fragmenti 44 saadi tagasi 37 mg (19%).

Michaeli produkti rac-52 analiiiisid:
OKK: R¢= 0,46 (20% Ats/PE; UV 254, p-aniisaldehiiiid)

13C NMR (101 MHz, CDCI3) § (ppm) 214.6, 214.3, 2,13.8, 213.0, 211.6, 211.4, 210.8, 210.5, 210.3,
209.6, 209.3.

HPLC: Agilent C18, gradient 10 min 10-0% H,0 (0,1% HCOOH) 90-100% ACN (1% H,0), 0,3 ml/min,
A= 230 nm, tg (diastereomeer 1) = 4,6 min, tr (diastereomeer 2) = 4,9 min, tr (diastereomeer 3) =
5,6 min, tg (diastereomeer 4) = 5,9 min, ( diastereomeer 5) = 6,9 min.

HRMS: for C3sHssOsSSin, [M+H]* arvutatud 647.3896, leitud 647.3616.
(4S5,4a,6S,8aS)-4,6-bis((tert-butiitildimetuidilsiliiiil) oksii)-8 a-metiiiil-2-(3-okso-2-(S)-(p-

toliiiilsulfintil)tsiiklopentiiiil)oktahiidronaftaleen-1(2H)-oon (S)-52

1) HMDS, n-Buli

0] 2) A,B-ringi fragment 44
3) Sulfoksiid (S)-3
THF
TBDMSO ﬁ - -78°C =
= H =
44 = OTBDMS (5)-52 OTBDMS

Michaeli produkti (S)-52 siinteesil l3htuti kirjanduses toodud protseduurist. 4

Kuiva argoonatmosfaariga kolbi viidi THF (0,5 ml) ja HMDS (27 pl, 0,1 mmol, 1,1 ekv) ning jahutati
saadud segu -78°C-ni. Seejarel lisati tilkhaaval n-BulLi 2,5 M lahus heksaanis (51 pl, 0,1 mmol, 1,1
ekv) ja jatkati segamist. 30 min jarel soojendati reaktsioonisegu korraks toatemperatuurile ning
jahutati siis taas -78°C juurde. Seejarel lisati segule tilkhaaval A,B-ringi fragmendi 44 (50 mg, 0,1
mmol, 1 ekv) lahus THF-is (0,5 ml + 0,5 ml loputamiseks) ja jatkati segamist. Peale 1,5 h lisati
sulfoksiidi (S)-3 (28 mg, 0,1 mmol, 1,1 ekv) lahus THF-is (0,5 ml + 0,5 ml loputamiseks), lasti
reaktsioonisegul toatemperatuurile soojeneda ja jdeti see ~20 h segama. Reaktsioon |Gpetati
killastunud NH4Cl lahuse (1 ml) lisamisega. Seejarel faasid eraldati ja vesifaasi pesti 3x1 ml DCM.
Toorsegu kuivatati MgSO4-|, filtriti, konsentreeriti ning teostati HPLC-HRMS analiils, mille jargi
sisaldas toorsegu A,B-fragmenti 44, sulfoksiidi (5)-3 ja Michaeli produkti 46 vastavalt 53%, 5% ja
46%.

Michaeli produkti (S)-52 HPLC-analils

HPLC: Zorbax Ecipse Plus C18 Rapid Resolution HD, 85% MeOH, 15% H20 (0,05% HCOOH), 0,2
ml/min, A= 210 nm: tr (diastereomeer 1) = 3,5 min, tz (diastereomeer 2) = 3,9 min, tr (diastereomeer
3) = 4,8 min.
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(4S,4a5,6S,8aS)-4,6-bis((tert-butiiiildimetiitlsiliiiil) oksii)-8a-metiiiil-2-(3-okso-2-tosiiiil-1A3,2A3-
tsiiklopentiiiil)oktahiidronaftaleen-1(2H)-oon 46

0
\
1) HMDS, n-Buli pTol—57° P
0 2) A,B-ringi fragment 44
3) Sulfoon 45
THF g
TBDMSO ﬁ : -78°C

44  OTBDMS

Michaeli produkti 46 siinteesil I3htuti kirjanduses toodud protseduurist. 4

Kuiva argooniga taidetud kolbi viidi THF (1,25 ml) ja HMDS (0,35 ml, 1,7 mmol, 1,1 ekv) ning jahutati
saadud segu -78°C-ni. Seejarel lisati tilkhaaval n-Buli 2,5 M lahus heksaanis (0,67 ml, 1,7 mmol, 1,1
ekv) ja jatkati segamist. 30 min moéédudes soojendati reaktsioonisegu korraks toatemperatuurile
ning jahutati siis taas -78°C juurde. Seejarel lisati segule tilkhaaval A,B-ringi fragmendi 44 (659 mg,
1,5 mmol, 1 ekv) lahus THFis (1,25 ml + 0,5 ml loputamiseks) ja jatkati segamist. Peale 1,5 h lisati
sulfooni 45 (395 mg, 1,7 mmol, 1,1 ekv) lahus THFis (1,84 ml + 2,5 ml loputamiseks), lasti
reaktsioonisegul toatemperatuurile soojeneda ja jaeti see lledd segama (~16 h). Reaktsioon
IGpetati killastunud NH4Cl lahuse (6 ml) lisamisega. Seejarel faasid eraldati ja vesifaasi pesti 3x5 ml
DCM. Toorsegu kuivatati MgSQ,, filtriti ja konsentreeriti. Peale kolonnkromatograafilist
puhastamist (silikageel, gradient 5-40% Ats/PE) saadi 664 mg Michaeli produkti 46, valget tahket
ainet, (saagis 66%) katte kahe diastereomeeri ~ 1:1 seguna. A,B-fragmenti 44 saadi tagasi 158 mg
(24%).

Diastereomeere on vdimalik Uimberkristallimise teel teineteisest mingil maaral lahutada. Selleks
lahustati Michaeli produkt minimaalses koguses etiililatsetaadis segu seejuures kuni 45°C-ni
soojendades. Seejdrel lisati EEOAc sama kogus n-Hex ja viidi segu 24 h +4 °C juurde.

Michaeli produkti 46 D2 analiiiisid.
OKK: R¢= 0,51(20% Ats/PE; UV 254, p-aniisaldehiiiid)

IH NMR (800 MHz, CDCls & (ppm) 7.75-7.67 (m, 2H), 7.39-7.33 (m, 2H), 3.87 (td, J = 10.3, 10.3, 4.6
Hz, 1H), 3.50-3.43 (m, 2H), 3.27 (ddd, J = 14.0, 5.8, 3.2 Hz, 1H), 3.20 (dtd, J = 8.7, 7.0, 6.4, 3.2 Hz,
1H), 2.45 (s, 3H), 2.44-2.40 (m, 2H), 2.37-2.30 (m, 1H), 2.14 (ddd, J = 12.9, 5.8, 3.2 Hz, 1H), 2.11 (ddt,
J=12.4,4.8,2.5 Hz, 1H), 1.78-1.71 (m, 1H), 1.57 (dd, J = 10.1, 2.8 Hz, 1H), 1.55-1.45 (m, 2H), 1.44-
1.36 (m, 3H), 1.31-1.25 (m, 1H), 1.13 (s, 3H), 0.91 (s, 9H), 0.87 (s, 9H), 0.10 (d, J = 4.3 Hz, 6H), 0.04
(d, J = 3.3 Hz, 6H)

13C NMR (201 MHz, CDCls): & (ppm) 213.9, 206.4, 145.5, 134.6, 130.0, 129.4, 72.4, 71.4, 68.7, 50.3,
46.8 (2x), 39.4, 38.2,37.1,33.2, 31.5, 31.1, 26.0 (2x), 23.8, 21.9, 18.4, 18.2, 17.5, 4.0, 4.5, 4.6, 4.7.

HRMS: for CssHssO6SSiz, [M+H]* arvutatud 663.3565, leitud 663.3551.

IR (cm™): 2954.48, 2857.03, 1749.85, 1706.13, 1472.08, 1255.90, 1142.99, 1085.08, 873.69, 836.90,
775.11.
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[a]?5p = +37.7633 (c 0.424, CHCls).
Michaeli produkti 46 D1 analiiiisid.
OKK: R¢= 0,57 (20% Ats/PE; UV 254, p-aniisaldehiitid)

IH-TMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.68 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.35 (d, J=7.9 Hz, 2H), 3.95 — 1.18 (m, 18H),
2.45 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 0.91 (s, 9H), 0.87 (s, 9H), 0.11 (d, J=4.0 Hz, 6H), 0.04 (d, J=1.9 Hz, 6H)

13C-TMR (101 MHz, CDCI3) & (ppm) 214.8, 206.3, 145.4, 134.8, 129.9, 129.3

(25,4S,4a5,6S,8aS)-4,6-bis((tert-butiilildimetiiiilsiliiiil) oksii)-8 a-metiiiil-2-((1S5)-2-metiiiil-3-okso-
2-tosiiiiltsiiklopenteniiiil)oktahiidronaftaleen-1(2H)-oon 47a

?\ O o
p—ToI—S//
1. NaH, DME
2. Mel, DMI
TBDMSO

Kuiva argoonatmosfaariga kolbi kaaluti Michaeli produkt 46 (143 mg, 0,2 mmol, 1 ekv) t-BuOK (24
mg, 0,2 mmol, 1 ekv). Saadud segule lisati DME (3,54 ml) ja alustati selle segamist. 1 h jarel lisati
reaktsioonisegule paralleelselt DMI (0,71 ml) ja Mel (0,19 ml) ning jatkati segamist monitoorides
reaktsiooni kulgu OKK analiilisidega. Reaktsioon I8petati ~48 h jarel tdstes segu liigse DME ja Mel
eraldamiseks rotatsiooniaurustile. Seejarel lisati saadud segule destilleeritud vett (10 ml), faasid
lahutati ja orgaanilist faasi pesti taiendavalt 3x10 ml destilleeritud veega. Toorsegu kuivatati MgSO,,
filtriti ja puhastati kolonnkromatograafiliselt (silikageel, gradient 10-20% Ats/PE). Seguna saadud
fraktsioone puhastati tiiendavalt preparatiivse OKK-ga (silikageeli plaadid, eluent 20% Ats/PE).
Selle tulemusena saadi C-metileeritud produkti 47a valge tahke ainena katte 22% saagisega ja O-
alkiileeritud produkti 47b valge tahke ainena saagisega 26%. Lahteainet oli ndha vaid jalgedes.

C-alkiileeritud produkti 47a analiiiisid:
OKK: R¢= 0,71 (20% Ats/PE; UV 254, p-aniisaldehiiiid)

1H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7.52 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.30 (d, J=7.8 Hz, 2H), 4.17 — 4.07 (m, 1H),
3.98 (td, J=10.3, 4.4 Hz, 1H), 3.51 (tt, J=9.9, 4.9 Hz, 1H), 3.03 (dt, J=13.1, 6.8 Hz, 1H), 2.80 — 2.65 (m,
2H), 2.44 (s, 3H), 2.43 — 2.25 (m, 2H), 2.20 — 2.06 (m, 1H), 2.02 — 1.90 (m, 1H), 1.89 — 1.75 (m, 1H),
1.68 — 1.56 (m, 1H), 1.56 — 1.29 (m, 5H), 1.33 (s, 3H), 1.31 (s, 3H), 0.90 (s, 9H), 0.89 (s, 9H), 0.12 (d,
J=2.0 Hz, 6H), 0.06 (d, J=2.0 Hz, 6H)

13C NMR (201 MHz, CDCl5): 6 (ppm) 214.5,211.8, 145.4, 133.6, 130.5, 129.2, 74.2, 71.6, 69.2, 51.8,
46.8,46.6,42.5,41.1,37.2, 33.3,31.7, 31.2, 26.0, 26.00, 23.3, 21.9, 20.7, 18.5, 18.2, 16.8, 3.9, 4.5,
4.6,4.7

O-alkiileeritud produkti 47b analiiiisid:

OKK: R¢= 0,42 (20% Ats/PE; UV 254, p-aniisaldehiiiid)
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1H-TMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7.81 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.29 (d, J=7.9 Hz, 2H), 3.83 — 3.77 (m, 1H),
3.73 (s, 3H), 3.64 (dt, J=9.2, 2.7 Hz, 1H), 3.53 (ddd, J=14.4, 6.0, 3.0 Hz, 1H), 3.49 — 3.41 (m, 1H), 2.59
—2.36(m, 2H), 2.42 (s, 3H), 2.23 — 2.02 (m, 4H), 1.80 — 1.68 (m, 1H), 1.68 — 1.59 (m, 1H), 1.59 — 1.48
(m, 1H), 1.48 — 1.18 (m, 4H), 1.15 (s, 3H), 0.87 (s, 9H), 0.86 (s, 9H), 0.05 — -0.02 (m, 12H)

13C-TMR (101 MHz, CDCI3) 6 (ppm) 214.6, 167.5, 143.6, 140.2, 129.6, 127.3,112.7, 71.6, 68.8, 58.0,
50.2, 46.7,45.9, 41.9, 35.6, 33.2, 31.8, 31.1, 30.4, 26.0, 26.0, 22.7, 21.7, 18.4, 18.1, 17.7,4.0, 4.5,
4.7,4.8

(25,4S,4a5,6S,8a5)-4,6-bis((tert-butiilildimetiiiilsiliiiil) oksii)-8 a-metiiiil-2-((15,25)-2-metiiiil-2-(3-
metiiiilbut-2-een-1-iiiil)-3-oksotsiiklopentiiiil)oktahiidronaftaleen-1(2H)-oon 48

Q.0 o
p-Tol —sZ

1. Me,Culi
2. Me,C=CHCH,Br

THF

H = -20°C H =
47a QOTBDMS 48 OTBDMS

Y

Kuiva argoonikeskkonnaga kolbi viidi Cul (76 mg 0,4 mmol, 4 ekv) ja varskelt destilleeritud Et,0 (1,6
ml). Saadud suspensioon jahutati 0 °C juurde ja lisati seejarel tilkhaaval MeLi 1,6 M lahus Et,0-s
(0,46 ml, 0,7 mmol, 7 ekv). 15 min jarel lisati metileeritud produkti 47a (75 mg, 0,1 mmol, 1, ekv)
lahus THF-is (1,2 ml + 1 ml loputamiseks) ja jatkati segamist 1,25 h valtel. Seejarel jahutati
reaktsioonisegu -21°C juurde ja lisati isoprenttlbromiid (0,12 ml, 1,1 mmol, 10 eq). Peale 1,5 h
reaktsioon |Gpetati killastunud NH4Cl vesilahuse lisamisega (15 ml). Faasid lahutati ja vesifaasi
ekstraheeriti 5x25ml EtOAc-ga. Kombineeritud orgaanilised faasid kuivatati MgSQO,-l, filtriti ja
puhastati kolonnkromatograafiliselt (silikageel, gradient 5-25% Ats/PE). Kolonnist saadi produkti 48
fraktsioonid katte segus lahteainega 47a. HPLC-HRMS jargi rohkem produkti 48 sisaldanud
fraktsioone puhastati tdiendavalt preparatiivse OKK-iga (silikageeli plaadid, eluent 10% EtOAts/PE),
kuid selle jarel produkti 48 uuesti tuvastada ei dnnestunud.

OKK: R¢= 0,78 (20% Ats/PE; UV 254, p-aniisaldehiitid)

HRMS: C3sHe204Siz, [M+Na]* arvutatud 613,4079, leitud 613,4037.
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Abstract

The aim of the present work was to closely study the Michael addition reaction as a potential
method of connecting the A,B- and D-rings of 9,11-secosterols. To that end 1,4-addition reactions
were conducted using the previously prepared A,B-ring fragment 44 as the donor and either
racemic sulfoxide rac-3, enantiomerically enriched sulfoxide (S)-3 or sulfone 45 as the acceptor.

The Michael acceptors were prepared from sulfide 50 by oxidizing them according to an appropriate
procedure. Sulfoxide rac-3 was obtained by oxidizing sulfide 50 with m-CPBA. The enantioenriched
sulfoxide (S)-3 was acquired by following the Ti-catalyzed procedure first developed in our
laboratory. Sulfone 45 was prepared by utilizing potasium peroxymonosulfate triplesalt Oxone as
oxidant. The best results were obtained when 2 eq of Oxone were used, in which case the product
contained 95% of sulfone according to NMR analysis, which corresponds to the calculated yield of
83%.

The conducted Michael addition reactions gave Michael product rac-52 as a mixture of five
diastereomers with the yield of 51%, the sulfoxide product ($)-52 as a mixture of 3 diastereomers
with the yield of 46% and the sulfone product 46 as a mixture of two diastereomers with the yield
of 63% to 66%. From this it was concluded, that out of the acceptors studied sulfone 45 gives the
bests result in a Michael addition reactions with the A,B-ring fragment 44.

The diastereomers of Michael product 46 were separated by recrystallization from an EtOAc/n-Hex
1:1 mixture and in the best case the crystallizing diastereomer D2 was obtained with up to >99%
purity. The structure of the diastereomer was determined through NMR analysis, which showed
that the diastereomer obtained had the same structure characteristic to 9,11-secosterols.

The applicability of sulfone 45 in the Michael addition reaction with the A,B-ring fragment 44 of
9,11-secosterols, the separation of the diastereomer of Michael product 46 and the elucidation of
it’s structure through thorough NMR analysis were published in a science article.>®

By studiyng the methylation reaction of 46 it was discovered that aside from the expected C-
methylated product 47a the O-methylation producy 47b is also formed in nearly equal amounts
giving rise to yields of 22% and 26% respectively. The results of the reacton could be slightly
improved by exchanging NaH with t-BuOK, which gave 47a and 47b with the yields of 34% and 44%
respectively. From these results it was concluded, that the reaction would benefit from
optimization in the near future and that the studies should be conducted by using an appropriate
model compound.

The substitution reaction meant to replace the tosyl group of the starting compound 47a with an
isoprenyl group afforded such a complicated reaction mixture that the presence of product 48 could
only be detected by HRMS. For better results to be obtained in the future the reaction should be
conducted with a larger quantity of purer starting compound.
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Tanuavaldus

Soovin tdnada Margus Loppi mulle antud véimaluse eest 9,11-sekosteroolide siinteesi uurida ning
oma t66d ka vdlismaal tutvustada.

Tanan lvar jarvingut ja Tdnis Pehki HPLC-HRMS ja TMR anallitiside teostamise eest.

Soovin tdnada oma kolleege Katallilsi, Pideva voolu keemia ja Supramolekulaarse keemia
uurimisgruppidest, kes on mind sellel teekonnal oma ndu ja jduga aidanud ning loonud turvalise ja
sObraliku téokeskkonna.

Ennekdike soovin tdnada oma juhendajat Marek Kollot, kes on mind minu t66s igakilgselt aidanud
ja mind julgustanud ning toetanud siis, kui olin valmis alla andma.Tanan Ivar Jarvingut ja Tdnis Pehki
teostatud HPLC-HRMS ja TMR analiitiside eest
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