
 

 

COPYRIGHT AND CITATION CONSIDERATIONS FOR THIS THESIS/ DISSERTATION 

 

 

o Attribution — You must give appropriate credit, provide a link to the license, and indicate if 
changes were made. You may do so in any reasonable manner, but not in any way that 
suggests the licensor endorses you or your use. 
 

o NonCommercial — You may not use the material for commercial purposes. 
 
 

o ShareAlike — If you remix, transform, or build upon the material, you must distribute your 
contributions under the same license as the original. 

 

How to cite this thesis 

Surname, Initial(s). (2012) Title of the thesis or dissertation. PhD. (Chemistry)/ M.Sc. (Physics)/ 
M.A. (Philosophy)/M.Com. (Finance) etc. [Unpublished]: University of Johannesburg. Retrieved 
from: https://ujdigispace.uj.ac.za (Accessed: Date).  

http://www.uj.ac.za/
https://ujdigispace.uj.ac.za/


DIE STRUKTUURBEPALING EN TOTAALSINTESE VAN DIE

ANTIKANKERVERBINDING DOLASTATIEN 3

deur

WYNAND JACOBUS VAN ZYL

PROEFSKRIF

voorgele ter vervulling van die vereistes vir

die graad

DOKTOR IN DIE NATUURWETENSKAPPE

in

CHEMIE

in die

FAKULTEIT NATUURWETENSKAPPE

aan die

RANDSE AFRIKAANSE UNIVERSITEIT

PROMOTOR: PROF. C.W. HOLZAPFEL

MEl 1989

II III II II III
3 0051.5 037?RAU BIB

WC\O
z:jl-J



Opgedra aan Piet en Kato Prins

Mag ons die liefde en ideale wat hulle vir ons so daadwerklik nagestreef het,

met dieselfde ywer vir die am ons, en later van ons, nastreef.



BEDANKINGS

Graag wil ek net die volgende persone en instansies bedank :

Die Almagtige Skepper vir die wonderlike natuur wat Hy geskep het, en die voorreg om

dit te kon bestudeer

Prof. Cedric Holzapfel vir die mees entoesiastiese en leersame akademiese leiding wat

enige student kan verwag; nie net het dit vir my menige chemiese probleme laat opklaar

nie, maar ook 'n liefde vir die vak chemie laat ontwikkel

Marita Roos vir haar onmisbare bydrae met die konformasionele studies

Gerhard Engelbrecht, Dewald Ras en Gerhard Pretorius wat as Honneursstudente ook in

die projek betrokke was

Johan Kruger vir die opneem van m.s.- en k.m.r.e-spektra

Susan Vermaakt vir die uitstekende tikwerk

Die tegniese personeel vir gunsies deur die jare gelewer, veral Hannes Bezuidenhout wat

ook met die teken van sommige sketse behulpsaam was

Die WNNR en RAU vir ruim finansiele bystand

My mede chemie studente vir die vriendskappe en aangename atmosfeer deur die jare

Jeanne, my ouers, Pietie en Carla vir hulle liefde, ondersteuning, vriendskap en hulp wat

my studenteloopbaan soveel meer vervullend gemaak het.



i

SYNOPSIS

In 1981 Pettit isolated the most active antineoplastic agent then known to man, namely

dolastatinB, .from the Indian Ocean sea hare Dollabella auricularia. A unique cyclic

pentapeptide . structure, deduced from mass spectrometric fragmentation data, was

designated by Pettit to dolastatin 3. The compound contains two hithero unknown

thiazole amino acids, namely the chiral (Gln)Thz and the achiral (Gly)Thz. However,

this proposed structure for the natural product was proved to be incorrect by indepen

dant syntheses carried out by 3 groups. The aim of the study discussed in this thesis

embraces the structural elucidation of dolastatin 3, i.e. its amino acid sequence, deduced

from the electron impact mass spectrometric fragmentation data of dolastatin 3 isomers,

and the synthesis of the proposed compound.

The first part of the thesis involves the development of a modified Hantzsch-reaction

for the synthesis of optically pure 2-(N-protected-1'-aminoalkyl)thiazole-4-earboxylic

acids. The achiral (Gly)Thz was synthesized by means of the Hantzsch-reaction, which

involves the cyclo addition of ethyl bromopyruvate to aN-protected thioamide amino

acid derivative. One approach to the chiral synthesis of R-eonfigurated thiazole amino

acid derivatives was the development of a diastereoselective Strecker-synthesis by

incorporating 2,3,4,6-tetra-Q-pivaloyl-,B-D-galactopyranosylamine as a chiral auxil

lary. Unfortunately, the direct 1,2-nucleophilic addition of a suitably activated thiazole

derivative on the imine carbon of the Schiff-base, which was synthesized either by an

amine-aldehyde condensation reaction or by application of the less frequently used

asa-Wittig-reaction, proved to be unsuccesful. This problem could be circumvented by

converting the chiral N-glycosyl-Q-aminonitrile to the corresponding N-trifluoroacetyl

derivative and constructing the thiazole component in a stepwise manner via a thio

amide derivative. Hydrolysis of the chiral auxillary could not be effected under condi

tions essential for the optical stability of the thiazole moiety. The second approach,

which proved to be more succesful, was the development of a modified Hantzsch-reac-
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tion. Mechanistic studies showed that racemisation occurs only after the formation of

an intermediate hydroxy-thiazoline derivative. This intermediate was prepared under

basic conditions with full retention of optical purity. After suitable activation of the

hydroxyl group with trifluoroacetic acid anhydride in pyridine, optically pure thiazole

amino acid derivatives were obtained in excellent yields.

The second part of the thesis deals with the synthesis of a structural isomer of dolastatin

3, as well as the interpretation of the electron impact mass spectrometric fragmentation

data of this class of compounds. This resulted in the identification of an unique allylic

fragmentation pattern associated with the presence of the two thiazole amino acid

components, and which led to the formulation of a revised structure of dolastatin 3, vz.

cyclo[8-Pro-8-Leu-s-(Gln)Thz-(Gly)Thz-8-Val], which was subsequently verified by

total synthesis. Two special features of this synthesis involves the application of diethyl

phosphoryl cyanide as coupling reagent, and the efficient cyclisation of a pentafluoro

phenol activated linear pentapeptide. This method does not require the traditional

high-dilution associated with these types of reactions.

The third part of this thesis encompasses the determination of the conformations of

dolastatin 3 and a closely related isomer of dolastatin 3 in solution, by means of direct

experimental techniques (including IH_ and 13C-n.m.r. spectroscopy, n.m.r--tempera

ture dependance studies, two-dimensional n.rn.r.-studies, infra red studies etc.). From

this it was possible to propose a saddle shaped conformation in solution for dolastatin 3,

which contributes to an understanding of the very potent physiological activity of this

unique compound.

Parts of this work have already been published in the Journal of the American Chemical

Society (C.W. Holzapfel, W. van Zyl et. al., J. Am. Chern. Soc., 1987, 109, 7581) and

presented at international conferences.
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HOOFSTUK 1

DIE ONTDEKKING EN STRUKTUUROPKLARING VAN TIASOOLBEVATTENDE

SIKLIESE PEPTIEDE

1.1 INLEIDING

Tiasoolbevattende verbindings vorm 'n groat groep van belangrike medisina~

en biologies aktiewe verbindi~gs. Die belangrikste, en mees bekende, natuurlike tiasool

derivaat is tiamlen', of vitamien B1 (1), 'n noodsaaklike komponent van die menslike

dieet. 'n Tekort aan tiarnien in die dieet gee aanleiding tot die siektetoestand wat as

beri-beri bekend staan. Ryk bronne van tiamien is egter beskikbaar in die vorrn van

1 : R = H

OH OH

I I
2 : R = -P-O-P-OH

" "o 0

eiers, gis en sekere plante. As die ooreenkomstige pirofosfaatderivaat (2.) neem die

verbinding aan heelwat biologiese reaksies deel, onder meer die ensimatiese omskakeling

van piruvaat na asetiel koensiem A en asetoien, die ensimatiese dekarboksilering van

o-ketoglutaraat asook die transformasies wat deur gis karboksilase en transketolase

gekataliseer word.

Tiasoolaminosuurbevattende natuurlike produkte word hoofsaaklik biogesintetiseer deu7\
\

mikro- en marineorganismes. Hierdie groep van natuurprodukte toon sterk antibiotiese

asook 'n bree spektrurn van ander fisiologiese aktiwiteite. Tot dusver is tiasoolarnino

suurbevattende sikliese peptiede slegs uit laer marineorganismes geisoleer. Die tiasool-
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komponente kom hoofsaaklik voor as chirale 2-(1 '-aminoalkiel)tiasool-4-karboksielsure

of derivate daarvan (Skema 1.1).

o
II

R a C\ Nj "OH
HC ,2// ~ 15
11~S

NE
2

1

3 : R = CHzCH(CHe)2 : (Leu)Thz

4- : R = CH(CHs)CH2CHs : (ne)Thz

5 : R = CH2Ph : (Phe)Thz

6 : R = CH(~)2 : (Val)Thz

7 : R = CHs : (Ala)Thz

8 : R = H : (Gly)Thz

9 : R = CIt.!CH2C0NHa : (Gln)Thz

Skema 1.1

1.2 MIKRO-GRGANISMES AS BRON VAN TIASOOLBEVATTENDE METABOLIETE

'n Verskeidenheid van mikro-organismes produseer tiasoolbevattende metabo

liete. 2-Amin0-4-(4'-karboksitiasool-2'-iel)bottersuur (10) is uit die swam Xero

comus subtomentosus geisoleer2, terwyl aeruginoesuur, 2-(2'-hidroksifeniel)tiasool-4

karboksielsuur (11), in die kultuurmedium van Pseudomonas aeruginosa voorkom.f

Die politiasoolbevattende antibiotika mikrokokkien P (12) kom in kulture van 'n spore

draende kultuur van Bacillus pumilus voor.4 Die totaalstruktuur van mikrokokkien P

(12) is op grond van 'n volledige vergelykende 13C-k.m.r.-studie5 van die verbinding en

die hidrolise afbouprodukte, waarvan die strukture van sommige deur sintese4 bevestig

is, afgelei. In Probleem wat die struktuurbepaling van mikrokokkien P, en ander tiasool

bevattende peptiede, bemoeilik is dat vrystelling van die tiasoolaminosure d.m.v. hidro

litiese splyting ook volledige rasernisasie tot gevolg het. Byvoorbeeld, suurgekataliseerde

hidrolise van 12 het onder meer rasemiese (Val) Thz (Q) gelewer.4b Die gevolg hiervan
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o
o II

" jC,,-RO-C . % ~ OR
-'\.-C~-CH2~

Haw' S

10

o
OH ~

.-....--t7) "OH

11

12

was dat die absolute konfigurasie van mikrokokkien P nie eenduidig bepaal kon word

me.

Die Streptomyces spesies is een van die rykste bronne van verbindings wat tiasoolringe

en peptiedresidue bevat. Die hoofkenmerk van hierdie groep van antibiotika is die baie I

lae giftigheid daarvan, wat egter ongelukkig geassosieer word met 'n lae wateroplosbaar

heid. Tiostrepton6,7 (13), geisoleer uit S. azureus, word gebruik vir die behandeling van

mastitis by beeste.8 "Veer eens het chemiese degradasie tot die isolasie van rasemiese

vorms van die natuurlike tiasoolkomponente gelei. In die struktuuropklaring van tio

strepton (13) is die onnatuurlike R absolute konfigurasle aanvanklik aan die tiasole op

grond van spektroskopiese gegewens toegeken.8 Vollerlige X-straalanalise het egter

bewys dat die tiasole die S absolute konfigurasie besit.9



struktuur 14 bevestig.

4

H+
O

o N
Y I NH%

~~ CH,

H ~ 1 s1 .H

~ Sh Ny 'tr 'fNXO~

~N 0 ~1 N
!? N H\-..7-' S-.!( /. HO NH

{H )== 0 ~O \

N-yN S
o OH

/"'-...OH

13

14

Die stofwisselingsprodukte van S. verticil/us is 'n familie van glikopeptiedtipe antibiotika

wat oak antineoplastiese eienskappe besit en reeds gebruik word vir die behandeling van

sekere kankers. Bleomisien A2 10 (14) is die hoofkomponent van die mengsel van

bleomisiene wat klinies gebruik word.l1 Sintetiese studies12 van hidrolise komponente

van die natuurlike produk saam met spektroskopiese gegewens het die voorgestelde .

_J

Die struktuur van die antibiotikum nosieheptied (1.5), 'n metaboliet van S. aciuosus, is

d.m.v. X-straalanalise bepaal.8 Die S absolute konfigurasie is aan die chirale tiasool-
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komponente toegeken.

o

k ll

j
HN NH2

=0
N_

~ ~
S

OH

C:C
~Sh

HO d N
V N

~ 0 S~HN 0
I

~~ vN)"t~~
"y-'<:} ~
o Y'---0~CH2

OH

15

'n Voorlopige struktuur van bottromisien A2, 'n peptiedagtige antibiotikum van S.

bottropensis, is voorgestel op grond van chemiese degradasiestudies en sintese van sekere

van die afbouprodukte.13 Deur gebruik te maak van 'n gemodifiseerde hidrolitiese

metode het Umezawa et al.
14a daarin geslaag om die chirale tiasoolkomponent in opties

aktiewe vorm te isoleer. Die S konfigurasie is aan hierdie verbinding toegeken14b op

grond van 'n vergelyking van die ORD-spektrum daarvan met die van ander chirale

~arninosure, byvoorbeeld die van S-~feniel-~alanien. Dit is egter sonder enige

bewyse aanvaar dat feniel- en tiasoolsubstituente die ORD-spektra op vergelykbare

wyse beinvloed. Die struktuur is deur Schipper1.) d.m.v. 'n IH_ en 15N-k.m.r._

spektroskopiese ondersoek hersien en 'n unieke vertakte amidienbevattende sikliese

peptied 16 is voorgestel as verteenwoordigend van natuurlike bottromisien A2.

Altiomisien (17) is 'n tiasoolbevattende antibiotikum wat in 1957 geisoleer16 is uit S.

althioiicus. Die sintese en X-straalanalise van bisanhidroaltiomisienr ", 'n derivaat van

17, het die korrektheid van die struktuur van altiomisien, wat op grond van chemiese en

spektroskopiese metodes voorgestel is,17 bevestig.
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18

17

1.3 MARINESPONSE

METABOLIETE

AS BRON VAN TIASOOLBEVATTENDE

Marinesponse (Filum Porifera) word beskou as primitiewe organismes met

reIatief eenvoudige interne organisasie. Sponse, veraI die sonder steekseIs, produseer

dikweIs groot hoeveelhede sekondere metaboliete wat moontlik potensiele roofvyande

afskrik en ook moontlik die groei van aanpakseIorganismes inhibeer. Aangesien baie

sponse simbiotiese mikro-organismes bevat, is daar gewoonlik onsekerheid betreffende

die ware oorsprong van sponsmetaboliete. Dit word egter nou aanvaar dat die meeste

metaboliete deur die sponse self geproduseer word, moontlik in gespesialiseerde klein

sferiese selle. In 'n paar uitsonderlike gevalle egter, soos byvoorbeeld by Dysidea

herbacea, is daar onafhanklike getuienis dat hierdie metaboliete weI deur simbiotiese

. d d 18orgamsmes gepro useer wor .
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Die spons Dysidea herbacea, wat hoofsaaklik in die Westelike Stille Oseaan aangetref

word, produseer 'n ongewone klas van poligechlorineerde metaboliete. Die eerste meta

boliet van hierdie tipe, die heksachloorverbinding dysidenien (18, Skema 1.2), is gerap

porteer deur Wells et al. wat dan ook die struktuur voorgestel het sonder die toekenning

van beide relatiewe of absolute sterecchemle.t ' Kortliks daarna het 'n ander groep die

isolasie van 18 tesame met 'n giftige diastereomeer ill, genaamd isodysidenien20, be

skryf. Beide relatiewe en absolute stereochemie van 19 volg uit die X-straaldiffraksie

analise van 'n derivaat van 19.20 Die vergelyking van k.m.r.-spektra en chemiese

korrelasiestudies tussen dysidenien (18) en isodysidenien (19) het tot die gevolgtrekking

gelei dat die twee verbindings C-5 epimere is.20,21 Die absolute stereochemie van die

ander drie asimmetriese sentra van 18 en 19 is dus identies in beide van hierdie natuur-

produkte: R vir C-2, C-7 en C-13 soos aangetoon in Skema 1.2. Ireland het die X

straaltoekenning van absolute konfigurasie vir beide 18 en 19 bevraagteken op grond van

chemiese degradasiestudies wat aangedui het dat C-13 van beide 18 en 19 die S absolute

konfigurasie besit.22 Aangesien dit bekend is dat die chirale sentrum (}' tot 'n tiasool, nl.

C-13, geredelik epimeriseer23, was die absolute stereochemie van beide 18 en 19 dus

onseker. Intussen het 'n versameling van D. herbacea van Bowen, Australis drie nuwe

isodysidenienderivate (20, 21 en 22) asook 'n nuwe dysidenienderivaat (23) gelewer.24

Die strukturele verwantskap tussen die dysidenien- en isodysidenienderivate is met

hierdie studie herbevestig. Die enigste verbinding in die groep van terapeutiese belang is

13-demetielisodysidenien (20) wat antihipertensiewe aktiwiteit toon met binne-aarse

toediening.25 'n Chirale totaalsintese van (+)-2R,4 R-.5,5,5-trichloor-4-metiel-2-[R

metiel (4,4,4-trichloor-3-metielbutanoiel)-amino]-N-[1-(tiasool-2-iel)-metiel[-pen

tanamied (23) tesame met die diastereorneer (-)-demetielisodysidenien (20) is uitge

voer.26 Die sleutelstap in die chirale sintese is 'n Ugi 'vier komponent peptiedsintese'.

Die optiese rotasies van die gesintetiseerde produkte 23 en 20 is gelyk in grootte, maar

teenoorgesteld in teken, as die van die ooreenkomstige natuurprodukte. Hiermee is

Ireland22 se gevolgtrekking ten opsigte van die absolute stereochemie bevestig en is die

S konfigurasie aan C-2, C-7 en C-13 van die natuurprodukte (18 - 23) toegeken26,
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d.w.s. teenoorgesteld as aangetoon in Skema 1.2. Die absolute stereochemie op C-5 van

die natuurlike produkte is egter nog nie eenduidig bepaal nie.

18 : R = CHa (Dysidenien)

23 : R = H (Demetieldysidenien)

Skema 1.2

19 : R = CHao X = Y = CI

(Isodysidenien)

20 : R = H. X = Y = Cl

(Demetielisodysidenien)

21 : R = Y = H. X = CI

22 : R = X = H. Y = Cl

1.4 MARINEORGANISMES AS BRON VAN TIASOOLBEVATTENDE

SIKLIESE PEPTIEDE

1.4.1 Biosintese van Tiasoolbevattende Sikliese Peptiede

In die natuur word sikliese peptiede en In groot aantal lineere peptiede wat

ook nie-proteogeniese aminosure bevat, nie op ribosome volgens die normale roete vir

proteiene biogesintetiseer nie, maar eerder deur multi-ensiemkomplekse wat die indivi

duele aminosure as tiolesters aktiveer.27 Dit vind veral plaas in die metabolisme van

laer organismes. Aangesien die biosintese sonder die direkte betrokkenheid van RNA en

DNA plaasvind, word nie-essensiele aminosure gewoonlik ingesluit. Prominente kornpo

nente van sikliese peptiede van plante, bakterie, swamme en laer seediere is aminosure

met 'eksotiese' strukture byvoorbeeld R-aminosure (die S absolute konfigurasie kom

oorwegend in die natuur voor en is 'n vereiste vir proteienbiosintese)29, dehidroamino

sure, aminoalkieloksasolienkarboksielsure en aminoalkiel tiasoolkarboksielsure.28
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Die biosintese7a,lO,29,30 van die tiasoolaminosure in natuurlike peptiede vind moontlik

plaas deur die biochemiese kondensasie van sisteienbevattende peptiede (24) na tiaso

liene (25) gevolg deur oksidasie na tiasole (26) soos in Skema 1.3 aangetoon word. Die

voorgestelde biosintese van tiasoolaminosure is in lyn met die teenwoordigheid van 'n

tiasolienkomponent van tiostrepton (13) wat moontlik 'n tussenproduk van tiasoolsin

tese verteenwoordig. Die biosintese van oksasoliene as komponente van sikliese peptiede

vind op 'n soortgelyke wyse plaas vanaf treonienbevattende peptiede.28

24

26

-

Skema 1.3

25

-2H.,

'n Nomenklatuur29 wat onlangs voorgestel is voorveronderstel hierdie biosintetiese

vormingsmeganisme. Byvoorbeeld, (Gly)Thz (~) sou die tiasoolkondensasieproduk van

glisien en sisteien wees, terwyl (Gln)Thz (Q) uit glutamien en sisteien ontstaan. Hierdie

internasionaal aanvaarde afkortings vir die tiasoolaminosure sal deurgaans in hierdie

bespreking gebruik word. Dit kan verwag word dat die hele reeks tiasoolaminosure

ooreenkomstig die verskillende proteienaminosure uiteindelik in die natuurlike pepticd

produkte aangetref sal word.29
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1.4.2 Marinemanteldiere

Manteldiere, of askidiane, is In klas van subfilum Urochordata. Die herhaal

delike ontdekking van antineoplastiese verbindings as komponente van manteldiere het

die studie van hierdie seediertjies besonder gestimuleer. 18 Die ~eerderheid van die

metaboliete van manteldiere word vanuit aminosure gevorm. Ekstrakte van marine

manteldiere het onlangs 'n aantal sikliese peptiede, wat tiasoolaminosure bevat, gelewer.

Ulisiklamied (27) en ulitiasiklamied (28) was die eerste van 'n reeks sikliese peptiede

wat uit die bekerdierspesies Lissoclinum patella, wat by Palau in die Westerlike

Karoliene Eilande voorkom, gelsoleer is.31 Buiten oksasolienresidue bevat ulisiklamied

(Ala)Thz (1) en (Ile)Thz (1:) residue en ulitiasiklamied twee (Leu)Thz (;1) residue. Die

strukture van 27 en 28 is voorgestel op grand van uitgebreide spektroskopiese en degra

dasiestudies.31 Ulitiasiklamied (28) verskil van die normale sikliese peptiede daarin dat

27 28

dit oor In unieke dimeriese struktuur met 'n karakteristieke simmetriese disulfiedbrug

besit. Drie addisionele sikliese peptiede, naamlik patellamied A (29), patellamied B (30)

en patellamied C (31) vanuit L. patella is ook beskryr32, asook die sitotoksiese gegewens

t.o.v. verbindings 27-31. Van die hele kIas van verwante sikliese peptiede is ulitia

sikIamied die mees aktiewe sitotoksiese agent met 'n IC.50 van 0.35 J.lgjml ten opsigte

van in vitro gekultiveerde L-1210 muriene Ieukemieselle.32 Al die aminosure van hier

die klas van sikliese peptiede, afgesien van die tiasoolaminosure, besit die S konfigurasie.
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29

)-

30 . R= (CH3)2CHCH2
31 . R: (CH3)2CH

Die chiraliteit is afgelei deur middel van 'n gaschromatografieretensiekorrelasie van die

trifluoorasetielderivate van die aminosure op 'n kolom wat met 'n opties aktiewe vloei

stoffase (SP-300, Supelco) bedek is.32

In die struktuur van ulisiklamied (27), soos oorspronklik geformuleer, is C-4 van die

(lle)Thz komponent met die C-2 van die oksasolienresidu verbind. Hierdie formulering

was gegrond op die feit dat die C-4 proton van oksasoliene normaalweg homoalliliese

(5-binding) IH-koppeling ondergaan met o-protone van alkielsubstituente op

C_2.32,33 Die koppeling word waargeneem in die IH-k.m.r.-spektrum van natuurlike

ulitiasiklamied (0 4.05, dd, J = 8 en 2 Hz) waar 'n sisteieneenhcid verbind is aan die

C-2 van 'n oksasolienresidu. Die C-4 proton van die oksasolienresidu van natuurlike

ulisiklamied ondergaan slegs koppeling (5 4.26, d, J = 4 Hz) met die proton op die

naasliggende C-5 atoom. Die afwesigheid van die langafstandkoppeling het gelei tot die

gevolgtrekking dat die C-4 van 'n tiasoolring verbind is met die C-2 van die oksasolien

residu van ulisiklamied.32 Met hierdie beperking was die voorgestelde struktuur van

ulisiklamied (27) in ooreenstemming met die EI ('Iektronimpak)-massaspektroskopiese

data van natuurlike ulisiklamied. Soortgelyke argumente is ook gebruik in die opklaring

van die strukture van patellamiede A-e.32 Die voorgestelde struktuur van ulisiklamied

(27) is later hersien na 32 op grond van die EI-geinduseerde fragmentasie van 'n selek

tief gehidroliseerde produk van natuurlike ulisiklamied en die beskikbaarheid van addi-
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sionele FAB ('fast atom bombardment ') fragmentasiedata.33 Dit is derhalwe duidelik

dat met die oorspronklike interpretasie van die k.m.r.-gegewens nie rekening gehou is

met die dihedrale hoekafhanklikheid van langafstandkoppeling nie.

o
HN

=<.~W ".
o

32

'n Gerieflike fotochemiese metode vir die bepaling van die absolute stereochemie van

tiasoolaminosure in sikliese peptiede is deur Ireland et al.23 ontwikkel. Voorheen was

die enigste betroubare metode vir die bepaling van absolute stereochemie van tiasool

aminosure in peptiede enkelkristal Xe-straalstruktuurbcpaling. Die milde fotochemiese

metode behels die behandeling van 'n tiasoolbevattende peptied met singuletsuurstof

(102) wat 'n [4+2] addisie met die tiasoolring ondergaan (kyk Skema 1.4). Suurge

kataliseerde hidrolise van die gevormde tio-osonied stel die C-2 syketting van die

oorspronklike verbinding vry as 'n o-aminosuur. Geen rasemisasie vind in hierdie

reaksie plaas nie. Met hierdie metode kon aangetoon word dat ulitiasiklamied en patell

amiede A-e uitsluitlik tiasoolaminosure met die R absolute konfigurasie besit.23 Vir

ulisiklamied is (Ala)Thz die R absolute konfigurasie en (Ile)Thz die S absolute konfigu

rasie op grond van 'n GC (gaschromatografiese)-analise van die metielestertrifluoor

asetielderivate, soos reeds beskryf,32 toegeken.33

Die chirale sinteses van patellamied A,34 patellamied B35,36 en patellamied C,35 oor

eenkomstig die voorgestelde strukture, is uitgevoer. Nie een van die sintetiese produkte
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Skema 1.4 : Die reaksie van trifenieltiasool met 102 23

was egter identies met die ooreenkomstige natuurprodukte nie. Byvoorbeeld, die proton

resonansies van beide die tiasool- en oksasolienringe van al drie die gesintetiseerde

produkte kom by laer veld voor as die van die natuurprodukte.34-36 Dit het gedui op

die afwesigheid van die direk gekoppelde tiasool-oksasollenkomponente in die natuurlike

patellamiede. Nuwe spektroskopiese inligting wat verkry is deur die vergelyking van die

spektroskopiese data van 'n tripeptied hidrolise produk van patellamied B met die van

ooreenkomstige sintetiese tripeptiede'[", het tot die herinterpretasie van die oorspronk

like analitiese data van die natuurprodukte gelei. Alternatiewe strukture met 2-(1 '

aminoalkiel)oksasolienkomponente en 'n omgekeerde aminosuurvolgorde is derhalwe vir

patellamied A34 (33), patellamied B37,38 (34) en patellamied C37 (3.5) voorgestel. Die

korrektheid van hierdie strukture is bevestig deur totaalsintese.34,37,38 In van hierdie

sinteses is die onstabiele oksasoliendeelstrukture as laaste stap voltooi deur die behan

deling van serien- en/of allotreonienbevattende peptiede met tionielchloried en silwertri

fluoormetaansulfonaat (kyk Skema 1.5).34,37

Drie verskillende sikliseringsmetodes is vir die sintese van ulitiasiklarnied (28) gebruik

nl.

(i) die siklodimerisasie van die S-asetamidometiel (S-Asm)tripeptied (36)39
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33

(ii) die dubbele siklisering van die heksapeptied (37) wat 'n disulfiedbinding

bevat39 en

(iii) met ringsluiting van 'n bifunksionele pentafluoorfenielester.Y'

In al drie gevalle was die sintetiese produkte identies met natuurlike ulitiasiklamied.

36 : X = Asm

37 : (dimeer)

Die chirale sintese van natuurlike ulisiklamied (32) is suksesvol met beide die standaard

metode van peptiedsintese41 en die soliede-fase metode42 met dietielfosforielsianied as

koppelingsreagens, ui tgevoer.

Askidiasiklamied (38) en ulitiasiklamied (28) is uit 'n ongeidentifisecrde spesie van

bekerdiertjies, wat in die Rhodda Rif, Queensland, Australia aangetref word, geisoleer.43

Die IH-k.m.r.-spektrum van askidiasiklamied het 'n homoalliliese koppeling (0 4.27,
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38

_. dd, J = 6.3 en 1.2 Hz) tussen H-4 van die oksasolienring en 'n ander proton aangetoon.

Die karakteristieke verskynsel bet op die teenwoordigheid van 'n metiengroep op C-2

van die oksasolienring gedui. Op grond van hierdie afleiding, tesame met ander spektro

skopiese en degradasiestudies, is die simmetriese sikliese peptiedstruktuur 38 as verteen

woordigend van natuurlike askidiasiklamied voorgestel.43 Aangesien ulitiasiklamied ook

'n produk van dieselfde bekerdiertjie as askidiasiklamied (38) is, is aanvaar dat die

aminosure van 38 dieselfde absolute konfigurasie besit as die van ulitiasiklamied (~8),

naamlik 5-isoleusien, 5-treonien en -R-{Val)Thz.44 Twee kenmerke van die sintese44

van 38 is die vorrning van die 4S,5R-trans-oksasolienring-bevattende peptied 39 en die

siklodimerisasie van 39 met difenielfosforielasied (DPPA) om die sikliese produk 38 in 'n

opbrengs van 27% vanaf 39 te lewer. Die reaksie van 40 met 'n oormaat tionielchloried

om die cis-oksasolienpeptied (41) te lewer ~ind sonder enige waarneembare epimerisasie

van die chirale sentrum (op posisie 1') van isoleusien plaas. Epimerisasie van C--4 van

die oksasolien is deur behandeling met natriumetoksied in ~9kende etanol bewerkstellig

om die trans-aksasolien (42) te lewer. Chemoselektiewe ontskerming van. die

karbamaatstikstof van 42, wat die suursensitiewe trans-oksasolien bevat, is onder milde

kondisies met trimetielsilieltrifluoormetaansulfonaat in droe dichloormetaan uitgevoer.

Die sintese het die korrektheid van die voorgeste1de struktuur en absolute konfigurasie

van 38 bevestig.



16

SOCIa-
40
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42 : R = CHs. X = NH-t-Boc

39 : R = H. X = NHz

Skema 1.5

.. 38

Askidiasiklamied is 'n hoogs aktiewe antineoplastiese verbinding. Dit is waarskynlik dat

die spesifieke ringstruktuur en topologie noodsaaklik is vir die biologiese aktiwiteit van

die verbinding. 45 Dit word vandag algemeen aanvaar dat 'n volledige kennis van die

driedimensionele struktuur van 'n molekuul noodsaaklik is vir 'n insig in die biologiese

reaksies daarvan op molekulere vlak. Dit was dan ook die beweegrede vir die volledige
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struktuurbepaling van natuurlike askidiasiklamied met behulp van X-straalkristallo

grafie.45 Die resultaat wat verkry is het nie aIleen die struktuur 38 van die verbinding

bevestig nie, maar ook waardevolle topologiese inligting verskaf. Die sikliese peptied

neem 'n saalvormige konformasie (Figuur 1.1, 43) aan en is sllindries gedraai langs 'n lyn

wat twee stikstofatome [N(l) en N(l')] van 38 verbind. Die tiasool- en oksasolienringe

is alternatiewelik geplaas in die vier hoeke van die reghoekige ring. Geen intramoleku-

43

Figuur 1.1: 'n ORTEP perspektiewe tekening van askidiasiklamied (43)

beskou langs 'n tweevoudige as wat deur die middel van die

molekule gelee is. Die donker atome verteenwoordig stikstof

atome.45

lere waterstofbindings is waargeneem nie, alhoewel intermolekulere bindings tussen

naasliggende molekules die kristalvorm stabiliseer. 'n Belangrike kenmerk van die

molekulere konformasie is dat al die C-N bindings na die sentrum van die ring gerig is.

DieN-H bindings van die amiedgroepe en N-atome van tiasool- en oksasolienringe kom

afwisselend om die ring met gelyke intervalle voor. Die N-H bindings en die alleenpare

van die N-atome is almal na die middelpunt van die molekule gerig. Dit kan verwag

word dat sekere verwante sikliese peptiede moontlik dieselfde karakteristieke konfor-
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masie, wat sekerlik met biologiese aktiwiteit verband hou, sal aanneem.

1.4.3 Marineweekdiere

Die filum Mollusca sluit die koppotiges (pylinkvis, seekat), die tweekleppiges

(mossels, gapermossels, oesters en kammossels) en die buikpotiges (seehase, nudibrange

en pulmonate) in. Heelwat chemiese navorsing18 is gedoen op skulplose weekdiere, soos

byvoorbeeld seehase en nudibrange, vanwee die feit da.t hulle evolusionere sukses aan die

ontwikkeling van chemiese verdedigingsmeganismes toegeskryf kan word. Die met abo

liet wat deur die seehase gebruik word, is gewoonlik derivate van hul alge-dieet. Som

mige nudibrange bevat bekende sponsmetaboliete, terwyl andere verbindings bevat wat

slegs sekere strukturele verwantskappe aan sponsmetaboliete toone Daar is egter bewyse

dat sommige opistobrange hul eie verdedigingsagente produseer.18 Daar is 'n verkeer

delike neiging in die literatuur om gewoonlik te aanvaar dat aIle metaboliete van skulp

lose weekdiere in chemiese verdedigingsmeganismes betrokke is, terwyl in werklikheid

slegs net 'n geringe aantal suiwer verbindings vir hul eienskappe in hierdie verband

getoets is. 'n Aantal nudibrangmetaboliete, wat moontlik met sponsmetaboliete mag

ooreenkom, is ook nog nie in die dieetbronne van die organismes geldentiflseer nie.

. Gedurende 1981 het Pettit et al.29,46 nege antineoplastiese en/of sitotoksiese verbin

dings uit die Indiese Oseaan seehaas Dolabella auricularia in 1 mg kwantiteite elk vanuit

100 kg van die nat seehaas gelsoleer. Een van hierdie verbindings, nl. dolastatien 3, is

een van die mees aktiewe antineoplastiese verbindings wat in die afgelope paar jaar

ontdek is. Dolastatien 3 toon veral sterk selgroei-inhiberende werking teen P-388

limfositiese leukemieselle [EDSO = lx10-4 tot 1xlO-7 Jlg/m~.

Die marineorganisme wat dolastatien 3 produseer het 'n interessante geskiedenis. 'n ,

Fisiologiesaktiewe Indiese Oseaan seehaas van die genus Dolabella is vir die eerste keer

ontdek tydens 'n omvattende studie47 in 60 A.D. deur die Romeinse natuurwetenskap-'

like Gaius Plinius Secundus. Ekstrakte van hierdie diertjie was in die tyd van Nero ali

\



eersgenoemde geweldig bemoeilik het. Die strukturele opklaring van dolastatien 3 in

19

reeds vir hul toksiese eienskappe bekend. 47,48 Die moontlikheid om sulke ekstrakte vir

die behandeling van sekere siektetoestande te gebruik is reeds in 150 A.D. deur Nieander

48 Dit gter mi P "t • 29 46 . 1 ti . h dgenoem. 1 was e er me voor e tit ' antmeop as lese In ou stowwe soos

dolastatien 3 van 'n Indiese Oseaan Dolabella gelsoleer het dat die mediese potensiaal ten

volle besef is nie.

Die lae geisoleerde opbrengste van die seehaaspeptiede is in teenstelling met die hoe

geisoleerde opbrengste van die manteldierpeptiede wat die strukturele opklaring van

~..
-II.

besonder, was dus 'n uitdagende probleem aangesien slegs 1 mg van die amorfe verbin- _ /,~

ding beskikbaar was. Die primere struktuur is hoofsaaklik op grond van k~m.r.- en/~;<
massaspektra voorgestel as siklo[Pro-Leu-Val-(Gln)Thz-(Gly)Thz], (44), 'n sikliese (I
peptied wat die twee voorheen onbekende tiasoolaminosure (Gln)Thz (~) en (Gly)Thz

(~) insluit. Dit is interessant om daarop te let dat die voorgestelde struktuur van

dolastatien 3 nader verwant is aan die sikliese peptiede van die marinemanteldiere as

aan die algemetaboliete wat normaalweg in seehase voorkom. Die absolute stereoehemie

van elke aminosuureenheid is tentatief, sonder enige addisionele getuienis afgesien van

aanvegbare statistiese oorwegings, as S voorgestel. Dit is dus duidelik dat daar onseker

heid bestaan oor beide die absolute konfigurasie en aminosuurvolgorde van dolastatien 3.
I

Daar is egter sekerheid oor die feit dat die verbinding uit vyf aminosuurkomponente in

'n 1:1:1:1:1 verhouding bestaan. Die aminosure is prolien, valien, leusien en twee

tiasoolaminosure (Gly)Thz en (Gln)Thz. Direkte getuienis vir die aminosuurvolgorde,

wat tot die krakingspatroon van die verbinding in die massaspektrometer beperk was,

het op struktuur 44 of 45 gedui, alhoewel struktuur 4.5 (omgekeerde volgorde van bin

ding in vergelyking met 44) as rninder waarskynlik beskou is a.g.v. weer eens aanvegbare

biogenetiese argumente.

As gevolg van die sterk antineoplastiese aktiwiteit van dolastatien 3 is groot belangstel

ling getoon in die gedetaileerde fisiologiese toetsing daarvan. Dit is egter verhinder deur
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die klein hoeveelheid daarvan beskikbaar uit die natuur.

Die sintese van die voorgestelde struktuur van dolastatien 3 (44) is gelyktydig deur drie

onafhanklike groepe onderneem.49-52 So intens was die belangstelling dat Schmidt et

aI.49,51 en Shioiri ei aZ.50 elk 8 diastereomere van 44 gesintetiseer het. Geeneen van die

sintetiese verbindings het egter met die natuurlike dolastatien 3 ooreengestem nie. Ook

was geeneen van die 8 diastereomere met die omgekeerde aminosuursekwens, naamlik

siklo[Pro-(Gly)Thz-(Gln)Thz-Val-Leu] (4.5), identies met die natuurlike sikliese

peptied nie.49-51,53 'n Nuwe pentafluoorfenielesterringsluitingsreaksie, wat deur

Schmidt et al. ontwikkel is,49,51 het die dolastatien 3 isomere in opbrengste van >90%

gelewer. Hierdie metode is 'n verbetering op die ander bekende metodes wat onlangs

ontwikkel is, naamlik siklisering deur middel van die difenielfosforielasied- (23%)50 of

trichloorfenielestermetode (24%)52,53. Die volgende karakteristieke verskille49 tussen

die k.m.r.-spektra van die genoemde 16 isornere van dolastatien 3 en die natuurproduk

is gevind:

(i) verskillende chemiese verskuiwings en koppelingskonstantes van die arnied-

protone,

(ii) verskillende chemiese verskuiwings en koppelingskonstantes van die twee

rnetileenprotone van die (Gly)Thz komponente,

(iii) verskillende chemiese verskuiwings van al die metielprotone en

(iv) konsekwente groot verskille in die chemiese verskuiwings van die twee C-5

- \

Die belangrike verband tussen spesifieke struktuur en konformasie aan die een kant en

biologiese aktiwiteit aan die ander kant, is weer eens bevestig deur die feit dat nie een

van die 16 isornere van dolastatien 3 enige selgroei-inhiberende aktiwiteit teen in vitro

gekultiveerde L-121O muriene leukemieselle toon nie.50

Pettit54 het In merkbare verskil by die Leu- en (Gln)Thz eenhede in die IH-k.m.r.

spektra van natuurlike dolastatien 3 en die isomere opgemerk. Dit is voorgestel dat die
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verskynsel moontlik op die onnatuurlike R a.bsolute stereochemie, i.p.v. die S reeks, vir

beide Leu en (Gln)Thz dui. Andersins kan dit dui op 'n alternatiewe rangskikking van

die Pro-Leu-Val segment in die voorgestelde struktuur 44. Met behulp van 'n nuwe

rekenaartegniek vir die analise van peptiedmassaspektroskopiese data is die volgende

mees waarskynlike strukturele sekwens54 vir natuurlike dolastatien 3 as 46 afgelei.

Sintese54 het egter getoon dat nie een van die twee diastereomere van siklo[S-Val-S

Leu-S-Pro-R/s-(Gln)Thz-(Gly)Thz], (46), identies is aan die natuurlike sikliese

peptied nie.

Die struktuuropklaring en sintese van dolastatien 3 is die onderwerp van die navorsing

. wat in hierdie proefskrif beskryf word.

'n Nuwe tiasoolaminosuurbevattende lineere pentapeptied, dolastatien 10 (47), is

onlangs deur Pettit et al.55 geisoleer uit Dolabella auricularia. Dolastatien 10 is die

mees aktiewe (laagste doses) antineoplastiese verbinding bekend. Dit toon byvoorbeeld

'n 69-102% lewensverlenging met slegs 1-4 Jlg/kg teen die PS leukemie [ED50 =

4.6xl0-5 Jlg/m~! Uniek aan die peptied is die gemaskeerde fenielalanienaminosuur

residu genaamd dolafenien. Pettit is tans besig met 'n ondersoek na die relatiewe en

absolute stereochemie van 47 sowel as 'n totaalsintese van die verbinding ooreenkomstig

die voorgestelde struktuur.55
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HOOFSTUK 2

DIE SINTESE VAN CHIRALE TIASOOLAMINOSURE

2.1 INLEIDING

Die uiteindelike doelwit met die navorsingswerk wat in hierdie tesis beskryf

word, was die struktuurbepaling sowel as die sintese van die antikanker verbinding

dolastatien 3. Die benadering wat gevolg is ten opsigte van die struktuurbepaling van

dolastatien 3 het die sintese van 'n aantal strukturele isomere van dolastatien 3 en die

herinterpretasie van die spektroskopiese gegewens, in terme van die sintetiese verbin

dings, behels. Op grond hiervan is die struktuur wat aan dolastatien 3 toegeken is,

hersien en is die verbinding dan ook finaal gesintetiseer.

'n Voorvereiste vir die hele studie was die daarstelling van roetes vir die sintese van die

twee tiasoolaminosuurkomponente van dolastatien 3, naamlik die achirale (Gly)Thz (~)

en die chirale (Gln)Thz (~). In hierdie studie is baie gebruik gemaak van 13C_ en

1H-k.m.r.-spektroskopie vir die strukturele bevestiging van die verbindings wat berei

is. Die sintese van tiasoolaminosure en die gebruik daarvan vir die sintese van sikliese

peptiede word dus bespreek teen die agtergrond van gepubliseerde gegewens ten opsigte

van die spektroskopiese eienskappe en sintese van tiasole en tiasoolaminosure.

2.2 SPEKTROSKOPIESE EIENSKAPPE VAN TIASOLE EN TIASOOL

AMINOSURE : 'N LITERATUUROORSIG

2.2.1 1H-k.m.r.-spektroskopie

Die IH-k.m.r.-spektra van 2- of 4-monogesubstitueerde en 2,4-digesubsti

tueerde tiasole (48, kyk Tabel 2.1) is opmerklik eenvoudig. Die chemiese verskuiwings

van protone op die tiasoolring (sp2-koolstofatome) kom by relatief lae veld voor. Die

ontskerming is te wyte aan 'n ringstroom wat aan die 'pseudo aromatiese' karakter van
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TABEL 2.1 5-Posisie proton chemiese verskuiwings van tiasoolderivate

~
N 4

H1 I ~ 5
2 H

1

48

R a
1 o(H-5)

(dpm)

Oplosmiddel Verwysing

CH3 H 7.17 CDC13 57

CH2CH3 H 7.18 CC14 57

H CH3 7.14 (CD3)2CO 57

H COOH 8.60 (CD3)2CO 57

CH3 CH3 6.50 CC14 57

CH2CH3 C(CH3)3 6.55 CC14 57

CH( CH3)NH-t-Boc COOCH3 8.17 CDC13 58

CH( CH(CH3)2)NH-t-Boc COOCH3 8.18 CDC13 58

CH( CH2CH(CH3)2)NH-t-Boc COOCH3 8.20 CDC13 58

CH( CH(CH3)CH2CH3)NH-

t-Boc COOCH3 8.23 CDC13 58

CH( CH2C6H5)NH-t-Boc COOCH3 8.06 CDC13 58

CH( CH2CH2CONH2)NH-ebz COOCH3 8.13 CDC13 58

CH( CH2CH2CONH2)NH-ebz COOCH2CH3 8.52 CDC13 59

CH( CH2CH2CONH2)NH-ebz COOH 8.46 (CD3)2S0 59

CH2NH-ebz COOCH3 8.12 CDC13 58

CH2NH3Cl COOH 8.60 (CD3)2S0 60

a : t-Boc = tersiere-Butoksikarboniel

Cbz = Bensieloksikarboniel
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tiasool sowel as aan die anisotropie van beide swael- en stikstofheteroatome toegeskryf

kan word.56 Die chemiese verskuiwing van die 5-proton is van belang ten opsigte van

die navorsingswerk wat in hierdie tesis beskryf word aangesien die 2- en 4-posisies

gesubstitueerd is in tiasoolaminosure. Proton chemiese verskuiwings van die 5-posisie

vir verskeie tiasoolderivate word in Tabel 2.1 aangetoon.57-60

Dit is duidelik dat die chemiese verskuiwings weens die aard van die substituente

heelwat varieer (6.5-8.6 dpm). Die C-5 protone van 2-gesubstitueerde tiasoolkarbok

sielsure en die metielesterderivate daarvan, resoneer in die klein gebied van 8.05-8.60

dpm. Dit is egter interessant om op te merk dat H-5 van die etielester van (Gln)Thz (0

8.52 ) by heelwat laer veld as die ooreenkomstige metielester (0 8.13 ) resoneer. Die

~atuurlike tiasoolbevattende sikliese peptiede ulisiklamied31 (32), ulitiasiklamied31

(28), dolastatien 329 en die patellamiede A-e32 (33, 34, 35) toon almal H-5 resonansies

tussen 7.39 en 8.08 dpm. Die proton op C-5 van die dolafenienkomponent van dola

statien 1055 (47) resoneer as In doeblet (J = 3.3 Hz) by 7.25 dpm en die C-4 proton as

In doeblet by 7.72 dpm.

2.2.2 13C-k.m.r.-spektroskopie

Die koolstof-13 chemiese verskuiwings van baie tiasoolderivate is sterk af

hanklik van die aard van die substituente.56 In Table 2.2 word die C-13 chemiese

verskuiwings van verskeie 2,4-digesubstitueerde tiasoolderivate, insluitende die natuur

like sikliese peptiede dolastatien 3,29 ulisiklamied31 (32), ulitiasiklamied31 (28) en die

patellamiede A-e32 (33, 34, 35) opgesom. Op grond hiervan kan die korrektheid van

Ireland et al.32 se C-13 toekennings aan die drie patellamiede A-e dus bevraagteken

word. Indien die toekennings van die C-2 en C-4 tiasoolkoolstowwe egter omgeruil

word is daar In goeie korrelasie met die ooreenkomstige waardes in Table 2.2, 'n ooreen

korns waaraan al die peptiede 28, 32-35 en dolastatien 3 voldoen. Indien bogenoemde in

ag geneem word, is die uiters goeie ooreenkoms in die C-13 chemiese verskuiwings vir

die tiasoolkomponente van die reeks sikliese peptiede heel opmerklik.
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TABEL 2.2 13C Chemiese verskuiwings van 2,4-digesubstitueerde

tiasoolderivate

~
N 4

Rl I ~5 48
2 H

1

Tiasoolderivate ~C-2

(dpm)

«5C-4
(dpm)

«5C-5
(dpm)

Verwysing

. 2,4-dimetiel 164.5 152.7 113.1 61

2-metiel-4-t-butiel 164.1 166.4 103.8 61

dolastatien 3 149.1 161.0 124.4 29

148.6 160.2 123.8

ulisiklamied (32) 151.4 161.1 124.3 31

148.9 160.5 123.8

ulitiasiklamied (28) 149.2 160.1 124.1 31

patellamied A (33) (2x) 160.5 149.1 123.0 32

patellamied B (34) 161.8 147.6 123.6 32

161.6 147.2 123.6

patellamied C (35) 161.8 147.5 123.7 32

161.8 147.2 123.7

2.2.3 Ultravioletspektroskopie

Die ultravioletspektra van tiasoolderivate vertoon twee bande, naamlik A en
*B. Band A kom ooreen met In 1\ -+ 'ii oorgang en word in die omgewing van 230-250

nm gevind.56 Hierdie karakteristieke absorpsie is van primere belang in tiasoolamino

sure en is gewoonlik die enigste wat in die literatuur gerapporteer word.7b Tiasool

aminosure .a en Q-.Q (kyk Skema 1.1) toon alma! absorpsiemaksima tussen 234-237
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nm.7b Die absorpsies en hul ooreenkomstige uitdowingskoeffisiente is in Tabel 2.3

getabuleer.

TABEL 2.3 Ultravioletspektra van tiasoolaminosure

Verbindlng'' Oplosmiddel Verwysing

. (Leu)Thz (~) 236-238 7200 2N HCI 7b

(Phe)Thz (£2) 235-237 6430 2N HCI 7b

(VaI)Thz (ft)b 235 5740 EtOH 7b

(Ala)Thz (1) 234 5510 H2O 7b

(Gly)Thz (~) 234 5460 H2O 7b

(Gln)Thz One 235 6570 60

waar a Sien Skema 1.1 vir strukture

b Hidrochloried

c : Ne-Cbz-derivaat.

Die tiasoolbevattende sikliese peptiede dolastatien 329, ulisiklamied31 (32) en ulitia

sikiamied31 (28) toon karakteristieke absorpsies by 238 nm (€ = 8960, MeOH), 248 nm

[e = 7900, MeOH) en 247 nm (e = 7000, MeOH) onderskeidelik.

2.2.4 Infrarooisoektroskopie

In die algemeen is die infrarooispektra van tiasole onvolledig in die literatuur

gerapporteer aangesien die tiasoolabsorpsiebande seIde volledig toegeken word. 56 In die

geval van 2,4-digesubstitueerde tiasooiderivate het 'n paar insiggewende infrarooistudies

in die literatuur verskyn.4f,56,62 Gemiddelde vibrasionele frekwensies van die C-H
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binding op die 5-posisie van tiasole kom by 3121 ± 11, 1083 ± 55 en 707 ± 32 em-1

voor. Die bande kom met in die vlak verlenging (v CH), in die vlak buiging (0 CH) en

uit die vlak buiging ('Y CH) modusse respektiewelik ooreen.56 Frekwensies van die

verskeie ringvibrasies van 2,4-digesubstitueerde tiasoolderivate is ook beskryf.56 In die

vlak simmetriese ringvibrasies kom by 1541, 1517, 1324, 1280,959, 861, 690 en 588 em-1

voor en uit die vlak vibrasies is by 638 en 543 em-1 waargeneem. Ongelukkig is die

infrarooispektra van die gesintetiseerde tiasoolaminosure .a en Q-1! (Skema 1.1) nie

aangeteken nie.7b Vir dolastatien 3 is drie absorpsiebande naamlik 1445, 1240 en 1065

em-1 spesifiek aan die tiasoolkomponente toegeken.29

2.2.5 Massaspektroskopie

Vanwee die aromatiese karakter van tiasoolringe word, in die algemeen, In

relatiewe intense molekulere ioonpiek in die massaspektra van tiasole aangetref.63

Elektronimpak op tiasole gee aanleiding tot die begunstigde klowing van die S-e(2) en

N-e(4) bindings. Fragmentasie gee onder andere In tiireniumioon. 63a In die geval van

2-gesubstitueerde tiasole lei bogenoemde tipe fragmentasie tot R(2)CN eliminasie.

2-Alkielgesubstitueerde tiasole ondergaan ,LJ-slyting relatief tot die ring, terwyl In

MeLafferty-herrangskikking voorkom in gevalle waar die 2-substituent ten minste drie

koolstofatome bevat.63c,63d,64 Substituente op die 4- of 5-posisies van die tiasoolring

kan ook tot alliliese tipe klowing aanleiding gee. Die belangrikste

elektronimpakgeinduseerde klowingstipes van tiasole word in Skema 2.1 opgesom.
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m/z 99

tliCLaffertY

..

McLafferty-

H

b\
m/z 59

I
+
S=C~R

m/z 99

+.

L\

(:) J:),. HaC ~ m/z 58

+
+

m/z 98
m/z 98

Skema 2.156 : Massaspektroskopiese fragmentasie van

2-gesubstitueerde tiasole.
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2.3 DIE SINTESE VAN TIASOLE EN TIASOOLAMINOSURE: 'N
-

LITERATUUROORSIG

'n Sintetiese taksonomie wat die baie groot hoeveelheid sintetiese metodes van

tiasole klassifiseer, het deur die jare ontwikkel. Die indeling is op die aard van die raam

werk van die komponente wat verbind word om die tiasoolringsisteem te vorm, gebaseer

(kyk Skema 2.2).65 Hierdie benadering sal in die bespreking gevolg word. Etlike

honderde voorbeelde van toepaslike sinteses is reeds bekend,66 en slegs tipiese voor-

beelde sal genoem word.

N C
/ \

C C
......... S

Tipe A

N-C
\

C C
'S

Tipe B

N-C
/ \

C C
S

Tipe C

N C
/ \

C /C
S

Tipe D

N-C N-C N C N-C
\ / / \ / \

C C C C C C C /CS/ 'S .........S/ S

Tipe E Tipe F Tipe G Tipe H

N-C N-C N-C N-C
I / \ \ I \

C C C......... C C C C C
'S/ S .........S/ S/

Tipe J Tipe K Tipe N Tipe 0

Skema 2.2
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2.3.1 Die Tipe A Hantzsch-tiasoolsintese/

Die tipe A sintese, wat deur Hantzsch vir die eerste keer in 1887 beskryf is,67

is by verre die belangrikste en veelsydigste van al die tipes tiasoolsinteses.66 In die

algemeen behels die Hantzsch-sintese die siklisering van o-halokarbonlelverbindings

met 'n groot verskeidenheid van tioamiede en verwante verbindings.

a. Reaksie met tioamiede:

Deur die oordeelkundige keuse van halogeenbevattende karbonielreaktante en

tioamiedsubstrate kan alkiel-, ariel-, hetero- en heteroarielsubstituente in enige van die

2-, 4- of 5-posisies van die tiasoolring geplaas word, soos vir 'n algemene geval in

Skema 2.3 aangetoon word. In Tabel 2.4 word sommige van die variasies wat sodoende

. verkry kan word, geillustreer.68

s
II

RI-C-NH2

49 50

Skema 2.3

51

Die kondensasie van tioformamied met o-halokarbonielverbindlngs lei tot die vorming

van 2-ongesubstitueerde tiasole (Tabel 2.4). Byvoorbeeld, tioformamied (49, R1 = H)

reageer met chloorasetaldehied (50, X = Cl, R2 = R3 = H) om ongesubstitueerde tiasool

(51, R1 = R2 = R3 = H) te lewer.69 Die sikliseringsreaksie van o-haloalkielketone (50,

R3 = H) met alkieltioamiede (49, R1 = alkiel), of derivate daarvan, vorm 2,4-dialkiel

tiasole (51, R3 = H). 2,4-Dimetieltiasool (51, R1 = R2 = CH3, R3 = H) en 2-etiel

4-metieltiasool (51, R1 = CH2CH3, R2 = CH3, R3 = H) is vir die eerste keer in 1890

deur Hubache/O en Roublef71 vanuit chloorasetoon en tioasetamied, en chloorasetoon

en tiopropionamied onderskeidelik, berei. As gevolg van die onstabiliteit van die tio-
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TABEL 2.4 Sintese van tiasool 5168

Tiasoolsubstituente Tioamied Halogeenverbinding

2 4 5 . (X = CI, Br)

H H H HCSNH2 XCH2CHO en derivate

H R2 H HCSNH2 R2COCH
2X

H H R3 HCSNH2 R3CHXCHO

H R2 R3 HCSNH2 R2COCHXR3

R1 H H R1CSNH
2 XCH2CHO en derivate

R1 H R3 R1CSNH
2 R3CHXCHO

R1 R2 H R1CSNH
2 R2COCH

2X

R1 R2 R3 R1CSNH
2 R2COCHXR3

amiede in In suurmedium, was die opbrengste in beide gevalle egter laag. Opbrengste

van tiasoolvormende reaksies is aansienlik verhoog deur die direkte bereiding van die

tioamiede in die reaksiemengsel.72 Deur die meer reaktiewe G'-broomketone te gebruik

is die opbrengste van bogenoemde kondensasiereaksies verder verbeter tot 70-76%.73

Dit word nou algemeen aanvaar dat broomketone, in die sintese van 2,4-digesub

stitueerde tiasole, beter opbrengste lewer as die ooreenkomstige chloorderivate.

2-Arielvinieltiasole (54) is vanaf 52 en broommetielketone (53), met R1 = ariel of

heteroariel en R2
= Ph (90% opbrengs) of CH3 (55% opbrengs), berei74 (Skema 2.4).

Mettertyd het baie variasies van die Hantzsch-sintese ontstaan.75 In Interessante

voorbeeld is waar die o-haloketoon deur die 2~hlooroksiraan (55) vervang word om, na

reaksie met tioasetamied (56), 57 in In opbrengs van 77% te lewer (kyk Skema 2.5).76
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RlHC=HC-C-NH2 +

52

1
C1 0

C1-HC~3 +
2 ..

55
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o
II

R2-C-CH2Br

53

Skema 2.4

56

Skema 2.5

-

-
R2

RIHC=HC-Jj

54

57

Heelwat gefunksionaliseerde tiasoolverbindings is d.m.v. die Hantzsch-metode gesinteti

seer.77 Van die eerste voorbeelde hiervan is die sintese van tiasoolaminosure wat as

afbouprodukte van tiostrepton (13) gefdentifiseer is (kyk Skema 2.6).7 As gevolg van

die stabiliteit van beide reagens en substraat is tiasoolkarboksielsure van die maklikste

bereibare tiasoolderivate. 'n Reeks rasemiese esters van 2-(1'-aminoalkiel)tiasool-4

karboksielsure (60a f) is deur die reaksies van etiel broompiruvaat (59) met geskikte

gesubstitueerde tioamiede (58) gesintetiseer.f Ontskerming van verbindings 60a-f het

die ooreenkomstige aminosuurderivate 61a f gelewer;" Die probleem van rasemisasie en

pogings om dit te bekamp, sal later in die hoofstuk breedvoerig bespreek word.

Die meganisme van die Hantzsch-reaksie is eenduidig vasgestel78 en word in Skema 2.7

aangetoon. In die eerste stap vind 'n SN2-substitusie, met die tioamied as nukleofiel,
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\ II
HC-C-NH2 +
I
NHCOPh

58

35

o Br

Eto2C~
59

..

o
II
CR,-l() "OEt

NHCOPh

60

-
61

a: R = H

b:R=CHs

c : R = CH2CHs

d : R = CH(CHs)2

e : R = CH2CH(CHs)2

f : R = CH2Ph

Skema 2.6 : Hantzsch-sintese van Tiasoolaminosuurderivate.7

plaas. Aanval vind via die meer reaktiewe swaelatoom plaas. In 'n aantal gevaIIe,

byvoorbeeld met die substituente R1 = CH3 en R2 = CH2C02C2H5, en R1 = CH3 of

Ph en R2 = CH2CI, is die oopketting o-tloketoontussenprcduk (62) by lae temperature

geisoleer.79 In die volgende stap ondergaan die o-tioketcon (62) transprotonering en

siklisering om die 4-hidroksi-~2-tiasolien (63) te lewer. Die onstabiele tiasolientussen

produk is in heelwat gevalle by Iae temperatuur geisoleer.80,81 Die hidroksitiasolien

tussenproduk (63) word deur suurgekataliseerde dehidrasie na die ooreenkomstige

tiasoolderivaat (51) omgesit. Dit is interessant om daarop te let dat in aIle gevaIle slogs

een van die tussenprodukte, d.w.s. of die o-tioketoon (62) of die hidroksitiasolien (63),

nit die reaksiemengsels geisoleer is. Dit dui daarop dat die o-ttoketoon (62) in ewewig
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s CH-~
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Rt -C-NH2 + C-R2 -
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o

49 50, (X = CI.Br)
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62

• -

+ 
pOH X
~II

~c-:ear I
C CH-H3

Rl/ "S/
-

OH

-!--R2
H

63

.. -
x

-
51

+ ~O + HX

Skema 2.7: Meganisme van die Hantzsch-sintese

met die hidroksitiasolien (63) verkeer81 en dat die ewewigskonstante deur die aard van

die substituente bepaal word.

b. Reaksie met N-gesuhstitueerde tioamiede : die hereiding van tiasoliumsoute

N-gesubstitueerde tiasolieliumsoute word vanaf die ooreenkomstige

monogesubstitueerde tioamiede deur toepassing van die Hantzsch-sintese verkry. Die

metode is vera! handig vir die bereiding van tiasolieliumverbindings waar die substituent
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op die rlngstikstof nie direk deur N-alkilering ingevoer kan word nie, byvoorbeeld met

die sintese van ariel- of heterieltiasoliumsoute. In beide gevalle kan die ~tioketoon

tussenproduk (64) getsoleer word82 (Skema 2.8). Omsetting van 64 na die tiasoliumsout

(65) word deur verhitting bewerkstellig.
82

+ ...

64

act

...

65

Skema 2.8

c. Reaksie met tiourea : die bereiding van 2-aminotiasole

Die mees doeltreffende sintese van tiasoolderivate, in die algemeen,

behels die kondensasie van tiourea met o-haloketone of -aldehiede om 2-aminotiasole
I

te lewer.83 Die siklisering van N-gesubstitueerde tiourea met o-halokarbonlelverbin-

dings lewer 2-monogesubstitueerde aminotiasole.84 Deur o-haloketone met o-dtaso

ketone in die Hantzsch-sintese te vervang, word 2-aminotiasole op 'n baie elegante

wyse gesintetiseer82 (Skema 2.9). 2-Aminotiasole is via diasotisering en daaropvolgende

reduksie met H3P02, 'n belangrike tussenproduk vir die bereiding van 2-ongesubsti

tueerde tiasole. Die ooreenkomstige 2-halogeen- en 2-sianotiasole kan deur toepassing
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van die Sandmeyer-reaksie verkry word.82

+Na +N2

S I NH I
II -CH II CH2

H2N-C-NHa + I - C + I
C-RS H2~ 'S- C-RS

II II
0 0

- ..

Skema 2.9

d. Reaksie met soute en esters van tiokarbamiensuur die bereiding van

2-hidroksitiasole

Hierdie metode, wat oorspronklik deur Marchesini in 1893 ontwikkel

is,85 behels die kondensasie van In o-halokarbonlelverbinding met ammoniumtiokarba-

s
II

R10-C-NHa

66

+

Skema 2.10

..
67
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maat (66, R1 = NH4, Skema 2.10) of die ooreenkomstige esters (66, R1 = alkiel). Die

gevormde 2-hidroksitiasool (67, R1 = H) kan kwantitatief na die ooreenkomstige 2

chloortiasool omgesit word deur die reaksie met POC13. In gevalle waar die omsetting

van 2-amino- na 2-ehloortiasool nie suksesvol is nie, kan bogenoemde metode as 'n

aantreklike alternatief dien.82

e. Reaksie met soute of esters van ditiokarbamiensuur die bereiding van

2-merkaptotiasole

Die sintese van 2-merkaptotiasoolderivate (69) vanaf o-halokarbonielverbin

dings en ammoniumditiokarbamaat (68) is deur Mirolati in 1893 ontwikkel (Skema

2.11).86 Hierdie klas van verbindings word as versnellers in die vulkanisering van

rubber gebruik. Die kondensasie van o-broomalkyne (70) met ammoniumditiokarba

maat (68) in alkoholiese oplossing lewer ook 2-merkaptotiasole (71, Skema 2.12).82,87

Die merkaptotiasoolderivate word nie in die vry vorm (71) geisoleer nie, maar die reak

siemengsel word onmiddellik met metieljodied behandel om die ooreenkomstige S

metielderivate te verkry.

s
+ - II

~N S-C-NH2

68

+

Skema 2.11

..

69
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R1_C=C-CHBr

I
~

70

-
C-R1
III

NH2 C

I I
C CH-R2

S~ "'-S/

., -

Skema 2.12

j

71

2.3.2 Die tiDe A Tcherniac-tiasoolsintese

'n Groot verskeidenheid van 2-gesubstitueerde tiasole kan vanaf o-tioslano

ketone gesintetiseer word volgens die metode wat Tcherniac in 1892 ontwikkel het.88

Die a-tiosianoketone kan maklik vanaf a-halokarbonielverbindings en 'n metaaltio

sianaat berei word, alhoewel hierdie verbindings uiters labiel is en geredelik isomeri

seer.82

Siklisering van fr-tiosianoketone kan onder 'n verskeidenheid van kondisies bewerkstellig

word. Byvoorbeeld, die siklisering van o-tiosianoasetofenoon (72, Skema 2.13) in

waterige suuroplossing vind via 73 plaas om na verdunning met water, 4-ariel-2

hidroksitiasool (74) in hoe opbrengs te lewer.82,89

2-ehloortiasoolderivate (76, Skema 2.14) word deur die behandeling van o-tioslano-
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76

ketone (7.5) met droe Hel in eteroplossing by lae temperatuur bcrei.82 Onder dieselfde

kondisies lewer waterstofbromied die ooreenkomstige 2-broomtiasole.

Die siklisering kan ook deur behandeling van tiosure bewerkstellig word. Byvoorbeeld,

tioasynsuur (78) reageer met o-tiosianoasetofencon (77) om 2-mcrkapto-4-fenieltiasool

(79) te vorm82 (Skema 2.15).

2-Aminotiasole en die N-gesubstitueerde derivate daarvan word deur die reaksie van

o-tlosianoketone met ammoniumchloried of alkielammoniumchloriede gevorrn (Skema

2.16). Byvoorbeeld, metielammoniumchloried (80) reageer met o-tiosianoketoon by

OoC in eter om die tussenproduk 81 in In ophrengs van 80% te lewer. Die siklisering van
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81 vind onder verhitting of behandeling met verdunde HCI plaas om 4-metieI-2-metieI

aminotiasool (82) te Iewer.82

2.3.3 Die tiDe B Cook-Heilbron-tiasoolsintese

Hierdie sintese, wat oorspronklik deur Cook en Heilbron in 1947 voorgestel

is,90 Iewer deur die reaksie van In fr-aminonitriel met soute en esters van ditiosure,
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koolstofdisulfied, koolstofoksisulfied of isotiosianate onder milde kondisies, 5-amino

tiasole met 'n verskeidenheid van substituente op die 2-posisie.

Die soute of esters van beide ditiomieresuur (83) of ditiofenasynsuur kondenseer met

o-aminonltriele (84) om 5-aminotiasole (86) met R1 = H, bensiel en R2 = feniel,

etoksikarboniel of fenoksikarboniel in redelike hoe opbrengste te lewer (Skema 2.17).S2

Die asikliese tioamiedtussenproduk (S5) is in sommige gevalle geisoleer.82

N
S III HN-CH-R"l

"
C I I

Rl-C-SH + I - Rl_C C
R2-CH-NH2 II 11\

s N

83 54 85

•

a6

Skema 2.17

'n Alternatiewe metode vir die sintese van 2-Dngesubstitueerde 5-aminotiasole (89)

vanaf etielformiaat word in Skema 2.18 aangetoon.S2 Die ~aminonitriel reageer met

etielformiaat om die e-amldonltrieltussenprcduk (S7) te lewer, wat op sy beurt met H2S

na die ooreenkomstige tioamied (88) omgeskakel word. 5-Aminotiasool (S9) word

tydens refluks van 88 in asynsuuranhidried gevorm. Die ooreenkomstige reaksies van

koolstofdisulfied,S2 koolstofoksisulfiedS2 en isotiosianate82 met o-arnlnonltriele word in

Skemas 2.19, 2.20 en 2.21 onderskeidelik geillustreer.
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-
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R1HN / ~ II

NH-C-NHRl

Skema 2.21

2.3.4 Die tiRe C Gabriel-tiasoolsintese

Die reaksie, wat deur Gabriel in 1910 ontwikkel is,91 behels die reaksie van 'n

asielaminoketoon (90) met 'n stoigiometriese hoeveelheid van fosforpentasulfied om

tiasoolderivate (91) te Iewer. Die reaksie (Skema 2.22) kan vergelyk word met die

vorming van ander 5-lid suurstof- en swaelbevattende ringe vanaf 1,4-uikarboniel

verbindings. Die metode word egter seIde gebruik en is tot die sintese van 2- of 5-ge

substitueerde of 2,5-digesubstitueerde alkiel-, arieI- of aIkoksitiasoIe beperk.82

HN-CH-R2

I I
Rl_C C-R3

II IIo 0

90

•

Skema 2.22

91
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2.3.5 Die tiDe D tiasoolsintese

Hierdie benadering word in Skema 2.23 geillustreer. Buiten o-halokarbonlel

verbindings, word 2-merkaptoketone (92) ook vir die sintese van tiasoolderivate (li.)

vanaf nitriele gebruik.82 In In variasie van die reaksie word aldoksieme (93) met fr-

N
III
C

I
Rl

+

o

"C-R2

I
CH-W

HS/

92

HCl -

51

Skema 2.23

HO-N=CH-Rl

93

merkaptoketone onder terugvloei by 100°C verhit om 2,4-di- of 2,4,5-trigesubstitu

eerde tiasole (51) in hoe opbrengs te lewer.82 Ander variasies van hierdie metode behels

die gebruik van a-merkaptokarboksielsure82 (Skema 2.24) of a-aminotioketone92

(Skema 2.25) as substrate.

0

N

"III C-OH
HClIC + -I CH-R2

Rl HS/

o
II

NH C-OH

" IC CH-R2

Rl/ "s/

Skema 2.24

A -
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Skema 2.25

2.3.6 Die tipe F tiasoolsintese

In hierdie tipe van tiasoolsintese verskaf een van die reaktante slegs die C-5

koolstofatoom van die tiasool, byvoorbeeld soos in die reaksie van ditioesters met sian

amied93 (Skema 2.26). In ander variasies van hierdie metode word sianoimidoditiokar-

N
III
c
I
~

+

S

II
Rl-C-SEt

CRa°K
•

N-C=N
II
C

Rl/ "SK

Skema 2.26

bonate94 (Skema 2.27) of N-asieItiourea95 (Skema 2.28) as reaktante gebruik.
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o s
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Rl_C-HN-C-NM~ + R2-CH2 - CI

Skema 2.28

..

2.3.7 Die tiDe G tiasoolsintese

In hierdie benadering word N-(5-ariel-l,3-oksatiol-2-ielideen) tersiere

imminiumsout (94, Skema 2.29) deur reaksie met ammoniak oopgemaak om 'n tussen-

0

Ax

"M..;Jj NH3 NH C-Ar- II I ....
C CH2

M~N/ "s/

94 95

OH

M..NJ:!Jj-M
Me2N I -

97
96

Skema 2.29



49

produk (95), wat in ewewig met 'n 4-hidroksi-.6.2-tiasolien (96) verkeer, te vorm wat

op sy beurt dehidrasie ondergaan om 'n 2-dialkielamin0-4-arieltiasoal (97) te lewer.96

2.3.8 Die tiRe H tiasoolsintese

Hierdie benadering behels die 1,3-dipolere sikloaddisie van nitrielyliede met

tioesters (kyk Skema 2.30 en Skema 2.31). Byvoarbeeld, bensonitril0-4-nitrofenielme

tied (98, Skema 2.30) reageer met 'n oormaat metiel-mono- of -ditiobensoaat (99a.b)

+
Ar-CH-N=CPh

98

+

s
II

Ph-C-OMe

99a

s
II

Ph-C-SMe

99b

Skema 2.30

-
Ar

Ph ~-(
~Ph

100

+
AT -CH-N=CPh +

s
II

MeS-C-SMe

Skema 2.3197

- Ar ~-lPh
~SMe

in trietielamien om 100 in hoe opbrengs te lewer.82,97 Tiasole is oak deur middel van

ander 1,3-dipolere sikloaddisiereaksies verkry. Byvoorbeeld, die reaksie van a-gemetal

leerde isosianiede (101, Skema 2.32) met koolstofdisulfied lewer die metaalsoute van die
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:C=N-CH-R1

101

+ CSa

Skema 2.32

..
102

ooreenkomstige 4-gesubstitueerde tiasool-5-tiols (102).98 'n Ander voorbeeld is die

ornsetting van rnesoioniese oksasole na mesoioniese tiasole99 (kyk Skema 2.33).

R3

~'~i CSa
oY1fs

- CO2

R'---i(o ~ 0-
... .,

y
R1

Skema 2.33

2.3.9 Die tipe .J tiasoolsintese

1,3-oksatiasoliurnsoute (103, Skerna 2.34) reageer in die teenwoordigheid van

natriummetoksied met sianamied om gesubstitueerde 4-aminotiasole (10.5) as eind

produk te lewer.1° 0 Die tiasoolvorming vind moontlik ria die oopkettingtussenproduk

(104) piaas.1°1
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105

2.3.10 Die tiRe K tiasoolsintese

'n Voorbeeld van die tipe reaksie (kyk Skema 2.35) is die siklisering, onder

milde kondisies, van tiobensamidoasetaal (106) am 2-fenieltiasool (107) te lewer.102

HN-CH2

I I -2EtOH
Ph-C CH-OEt •

II I A
S OEt

106

Skema 2.3.5

NPh--o
107
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2.4 DIE SINTESE VAN N-t-Boe=(Glv)Thz (112)

In die lig van voorafgaande bespreking van die verskeie metodes wat vir tia

soolsintese ontwikkel is, was dit baie duidelik dat die mees direkte sintese van die tia

soolaminosure van dolastatien 3 op die toepassing van die Hantzseh-sintese sal berus,

Soos reeds genoem (Afdeling 2.3.l.a) het Cross et al.7 reeds in 1963 'n reeks tiasool

arninosure, onder meer (Gly)Thz, met behulp van hierdie metode gesintetiseer. Deur

aanpassing van die sintese is twee alternatiewe roetes vir die sintese van (Gly)Thz

ontwikkel wat 'n verbetering op die vorige metodes verteenwoordig.

Die eerste roete behels die bereiding van N-benskarbonielglisinonitriel (108) en word

volledig in Skema 2.36 geillustreer. Onder die standaard Hantzseh-reaksiekondisies7,

naamlik verhitting van die reaktante in alkoholiese oplossing onder terugvloei, onder

gaan die tioamied (109) kondensasie met etiel broompiruvaat om etiel 2-(hensamido

metiel)tiasool-4-karboksielsuur (110) in 'n opbrengs van 50% te lewer. Die beskermde

tiasoolderivaat (110) is met 3N HCI onder terugvloei volledig gehidroliseer om die

(Gly)Thz hidroehloriedsout (111) in hoe opbrengs te vorm. Die hidroehloriedsout (111)

is in heelwat beter opbrengs verkry as deur die metode van Cross et al.,7 wat die ooreen

komstige bensamido- en ftaloielestertiasoolderivate deur opeenvolgende hidrolise met

NaOH en HCI ontskerm het. Aangesien die tiasoolaminosuurderivaat met die oog op

peptiedsintese berei is, was dit noodsaaklik dat die amienbeskermingsgroep selektief en

onder milde kondisies verwyder kon word, 'n vereiste waaraan die bensoielgroep (5.5N

HCI, onder terugvloei, 16h) nie voldoen nie. Die N-t-butoksikarbonielgroep (t-Boe) is

ideaal vir die doel geskik, vera! vanwee die milde hidrolitiese kondisies (CF3COOH/

CH2CI2, 0 °c, 2h) wat vir die verwydering daarvan benodig word. Behandeling van

(Gly)Thz hidroehloried (111) met di-t-butieldikarbonaat in teenwoordigheid van IN

NaOH het N-t-Boc-(Gly)Thz (112) in 'n teleurstellende lae opbrengs van 35% gelewer.

'n Verbeterde strategie vir die sintese van N-t-Boc-( Gly)Thz word in Skema 2.37

opgesom. Die reaksie van glisinonitriel met die t-butoksikarboksileringsreagens, onder
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die aprotiese kondisies wat deur Ponnusamy et al. 103 ontwikkel is, het N-t-Boc

glisinonitriel (113) in feitlik kwantitatiewe opbrengs gelewer. Die metode behels die

behandeling van glisinonitrielhidrochloried met In 10% oplossing van trietielamien in

droe dimetielformamied, gevolg deur verhitting van die reaksiemengsel met di-t-buticl

dikarbonaat. Die nitriel (113) is na die ooreenkomstige tioamied (114) deur die reaksie

met NH4HS in etanol omgesit en deur kristallisasie gesuiwer. Soos in die geval van
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tioamiede in die algemeen,104 resoneer C-1 van 114 as 'n singulet by 'n karakteristieke

lae veld (6 210.24). Onder standaard Hantzsch-reaksiekondisies is N-t-Boc-glisino

tioamied (114) na die tiasoolester (11.5) orngesit. Die cherniese verskuiwing van H-5 van

die tiasoolderivaat (115) (6 8.11) is feitlik identies met die H-5 resonansies van die

verwante tiasole (kyk Tabel 2.1)58 soos in die literatuur aangegee. Dit wil dus voorkom

dat die aard van die amino- of karboksielsuurbeskermingsgroepe slegs 'n geringe invloed

op die chemiese verskuiwing van die C-.5 tiasoolproton uitoefcn. Selektiewe ont

skerming van die estergroep van 1V) is deur hidrolise onder basiese kondisies uitgevoer

en het N-t-Boc-(Gly)Thz (112) in 'n opbrengs van 86% gelewer.

Die elektronimpakgeinduseerde fragmentasie van eenvoudige tiasoolaminosuurderivate

het deurgaans in hierdie ondersoek aandag geniet omdat die karakteristieke fragmen

tasiepatrone wat waargeneem is van direkte waarde was by die herinterpretasie van die
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(115). (Relatiewe intensiteite van die fragmente word in hakkies aangedui)
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massaspektrum van dolastatien 3. Die moontlike oorsprong van 'n aantal van die ver-

naamste elektronimpakgeinduseerde fragmentasies van 115 word in Skema 2.38 opgesom.

Kenmerkend van N-t-butoksikarbonielaminosuurderivate vind afklowing van die be

skermingsgroep via 'n McLafferty-herrangskikking en ,B-splyting plaas. Die fragmen

tasiepatroon van 115 toon belangrike ooreenkomste met die van N-asetiel-(Gly)Thz

OMe.29

2.5 DIE SINTESE VAN RASEMIESE N-t-Boc-(Gln)Thz (129b)

Vanuit die staanspoor is daar besef dat die chirale sintese van R- en

s-(Gln)Thz moontlik problematies kan wees aangesien ander groepe wat van die

Hantzsch-bereidingsmetode gebruik gemaak het,4d,4g,7 rasemiese eindprodukte verkry

het. Dit is egter aanvaar4d,4g,7 dat die Hantzsch-reaksie weI die derivate van opties

suiwer tiasoolaminosure gelewer het, maar dat rasemisasie tydens hidrolitiese verwy

dering (5N Hfll, verhit onder terugvloei) van die N'-bcnsolelgroep, wat as beskermings

groep gebruik is, plaasvind. Die isolasie van rasemiese tiasoolaminosuurafbouprodukte

uit die hidrolisaat van tiasoolbevattende natuurprodukte het, volgens die outeurs, hier

die aanname bevestig (sien ook Afdelings 1.2 en 1.4.3).

Dean et al.4g het 'n meganistiese verklaring, wat in Skema 2.39 geIllustreer word, vir

rasemisasie onder hidrolitiese kondisies voorgestel. Volgens die voorgestelde meganisme

vind daar 'n konserte oordragingsproses (116-+ 117--.118) vanaf 'n eksosikliese

ammoniumgroep na 'n karboksilaatgroep via die ringstikstofatoom, wat as 'n

intermediere oordragstasie (117) funksioneer, plaas. Die proses gaan dus met die

gevolglike uitruiling van die o-waterstof op die chirale sentrum gepaard. Hierdie

uitruiling vind via 'n achirale tussenproduk plaas met 'n nie-stereospesifieke heraanval

van waterstofione, en gepaardgaande rasemisasie. Dean et al. het ook gepostuleer dat

die aminosuur (118) relatief stabiel in suurmedium is, maar dat die dipolere ioon (119),

waarmee dit in ewewig verkeer, as die stereochemies labiele komponent optree. 'n

Soortgelyke verklaring is ook voorgestel VIr
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die stereochemiese labiliteit van die antibiotikum bakitrasien A, wat 'n chirale 2-(1'

amino-2'-metielbutiel)tiasoiiniel-4-karbonielresidu besit.4g,105

Bostaande uiteensetting verteenwoordig die stand van kennis ten opsigte van

tiasoolaminosuursintese toe daar met die sintese van (Gln)Thz in hierdie ondersoek in

aanvang geneem is. In terme van die aanname dat rasemisasie eers tydens die

hidrolitiese verwydering van die N-bensoielbeskermingsgroep plaasvind, sou die

probleem dan opgelos kan word deur van 'n beskermingsgroep wat onder milde kondisies

verwyderbaar is, gebruik te maak. Die eerste totaalsintese van (Gln)Thz is dus

uitgevoer met hierdie gevolgtrekking in gedagte. Die sekwens van reaksies wat uitgevoer
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is word in Skema 2.40 opgesom.

N-bensieloksikarboniel-B-glutamiensuur (120) is as uitgangstof vir die sintese van

(Gln)Thz gebruik. In ooreenstemming met gepubliseerde resultate106 is gevind dat die

omsetting van N-bensieloksikarboniel-B-glutamiensuur na die ooreenstemmende

anhidried (121) deur middel van reaksie met asynsuuranhidried gedeeltelike rasemisasie

van die produk tot gevolg het, tensy spesiale voorsorg getref word. Die gebruik van

disikloheksielkarbodiimied (DSKI) as dehidreringsreagens het egter die verlangde opties

suiwer anhidried in goeie opbrengs gelewer. Shealy et al.106 het In modifikasie van die

metode van Bergmann en Zervas107 vir die bereiding van N-bensieloksikarboniel-S

isoglutamien (122) beskryf waarvolgens hierdie verbinding in 50% opbrengs berei is deur

die reaksie van NH3-gas met N-bensieloksikarboniel-B-glutamiensuuranhidried (121)

by 0 °c. Ons het egter gevind dat die reaksie ook groot hoeveelhede van die isomeriese

N-bensieloksikarboniel-B-glutamien lewer, wat slegs van die hoofproduk verwyder kan

word deur twee kristallisasies uit water. Dit het egter In groot verlies aan die verlangde

amied tot gevolg gehad. Die suiwer materiaal is in In opbrengs van slegs 25% verkry.

Hierdie resultate stem ooreen met die van Ressler et al.108 wat die gemengde anhidried

metode vir die omsetting van N-bensieloksikarboniel-B-glutamiensuur na N-bensiel

oksikarboniel-S-isoglutamien gebruik het. Hierdie metode is egter nie geskik vir groot

skaalse bereiding nie.109 Die reaksie van NH3 met N-bensieloksikarboniel-S

glutamiensuuranhidried is dus herondersoek. Die selektiwiteit van NH3 vir die ll'

karbonielgroep van die anhidried kon aansienlik verbeter word deur die reaksie by -60

°c uit te voer. Suiwer N-bensieloksikarboniel-S-isoglutamien (122) is in In opbrengs

van 69% verkry. Die ooreenstemmende metielester (123)110 is deur die reaksie van 122

met In oormaat diasometaan berei, Dit is later bewys dat die ester (123) in goeie op

brengs (± 60%) berei kan word van N-bensieloksikarboniel-B-glutamiensuur sonder

enige isolering en suiwering van die anhidried (121) of amied (122).

In Effektiewe metode vir die omsetting van die amiedester (123) na die metielester
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van N-bensieloksikarboniel-S-'}'-amino-,-sianobottersuur (124) is vervolgens ontwik

kel. Verskeie metodes vir die dehidrering van primere amiede is ondersoek, insluitend

reaksie met DSKI, beide in die teenwoordigheid en afwesigheid van suurkatalisatore,

POCI3- DM F en SOCI2-DMF. Die beste resultate is verkry met 'n modifikasie van die

metode van Ressler et a/. lOS, 111 wat reaksie met SOCI2- DMF in die teenwoordigheid

van N-metielmorfolien onder streng temperatuurkontrole behels het, Die nitrielester

(124) is deur chromatografie gesuiwer en na die suur (125) gehidroliseer. Hierdie suur is

na N-bensieloksikarboniel-S-'j'-amino-{'-5ianobutiramied (126) omgesit deur middel

van die gemengde anhidriedmetode. Die nitriel (126) is met etanol (0 °C), wat eers met

NH3 en daarna met H 2S by 0 °c versadig is, behandel om die verlangde tioamied (127)

te lewer.

Die tioamied (127) het 'n skerp afname in spesifieke optiese rotasie relatief tot die nitriel

(126) getoon. Ten einde te bepaal of vorming van die tioamied met rasemisasie gepaard

gegaan het, is die produk na die nitriel omgesit deur reaksie met dietielkarbonaat in die

teenwoordigheid van N-metielmorfolien, soos in Skema 2.41 aangetoon is. Die nitriel

s
II

R-C-NHa
EtOCOaEt-Basis

I?\
N-H B'
II~ aSIS

R-C-S-C-OEt
V II

°
Skema 2.41

- R-C=N

wat sodoende verkry is het dieselfde spesifieke optiese rotasie as die oorspronklike aan

vangsmateriaal126 gehad. Die vorming van die tioamied (127) uit die nitriel (126) het

dus sonder rasemisasie plaasgevind.

Die standaard Hantzsch-sintese,7b wat die verhitting van die aminosuurderivaat en
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etiel broompiruvaat in etanol onder terugvloei behels, het die verlangde tiasool (128) in

uitstekende opbrengs gelewer. Die verbinding was egter opties onaktief. Volledige

rasemisasie het dus onder die reaksiekondisies plaasgevind. Soos reeds genoem, is voor

heen aanvaar dat rasemisasie eers tydens die hidrolitiese verwydering van die N

beskermingsgroep, eerder as in die Hantzsch-sintese self, plaasvind. In die reaksie wat

die tiasool (128) lewer, word een molekwivalent HBr gevorm en die moontlikheid is

ondersoek dat die rasemisasie suurgekataliseerd is. Onder reaksiekondisies wat neutra

lisasie van die HBr (reaksie in dioksaan of etanol in teenwoordigheid van anhidriese

Na2C03, reaksie in dioksaan of etanol in teenwoordigheid van een molekwivalent N

metielmorfolien, voorafgaande reaksie van die tioamied met een molekwivalent n-BuLi

by -23 °0 om die ooreenstemmende litiumsout te lewer) verseker het, is egter baie min

van die tiasool (128) gevorm. Dit is later bewys dat die lae opbrengs van die tiasool

onder hierdie kondisies toe te skryf is aan:

(i) Vinnige basisgekataliseerde ontbinding van die etiel broompiruvaat

(ii) Die feit dat tiasoolvorming 'n suurgekataliseerde reaksie is.

Addisionele veranderings in die reaksiekondisies is dus ondersoek. Daar is onder andere

bevind dat die reaksietyd in kokende etanol of metanol na 15 minute verminder kan

word. Onder hierdie kondisies het die reaksie in deuterometanol (CH30 D) die rasemiese

produk gelewer wat ten volle op die 1'-posisie (chirale sentrum) gedeutereer was.

Hierdie gevolgtrekking is gebaseer op die 1H-k.m.r.-spektrum van die gedeutereerde

produk wat die afwesigheid van 'n eenproton multiplet by b 4.95 en die vervanging van

'n doeblet (NH-eH) by b 8.35 met In singulet getoon het. Behandeling van die onge

deutereerde tiasool (128) met kokende deuterometanol in die teenwoordigheid van 1 tot

5 molekwivalente HBr vir tot 30 minute het egter nie die inkorporering van In betekenis

volle hoeveelheid deuterium tot gevolg gehad nie. Dit is dus duidelik dat 'n tussen

produk in die Hantzsch-sintese, eerder as die finale produk, in die rasemisasiestap

betrokke is. In Verdere bevinding was dat die tiasool (128) onder milde toe-
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stande berei kon word, nl. reaksie van die tioamied (12i) met etiel broompiruvaat in

metanol by kamertemperatuur in die teenwoordigheid van een moIekwivaIent AgI3F4 of

reaksie in droe DMF by kamertemperatuur. Die reaksie in DMF is in 'n poIarimeterbuis

uitgevoer ten einde die verandering in spesifieke optiese rotasie gedurende die reaksie te

voIg. Die resultate wat verkry is het ook bewys dat rasemisasie voor die isolering van

die tiasool plaasgevind het.

Alkaliese hidrolise van 128 gevoIg deur aansuring het N-bensieloksikarboniel-RjS

(Gln)Thz (129a) gelewer (Skema 2.42). Die Cbz-beskermingsgroep van 129a is deur

behandeling met waterstofbromied in asynsuur, kondisies wat die primere amiedgroep

nie geaffekteer het nie, verwyder om na basisgekataliseerde reaksie met di-t-butieldi

karbonaat, N-t-butieloksikarboniel-Rjs-{Gln)Thz (129b) te Iewer.

Cbz-HN

o
II
Cij "OEt

S

CO~

- RI-HN

CON:Et.!

128

Skema 2.42

129a : Rl = Cbz

129b : Rl = t-Boc

Die resultate wat hierbo beskryf is het daarop gedui dat die omsetting van opties

aktiewe a-aminosure na tiasole met die Hantzsch-reaksie as sIeuteIstap noodwendig

gedeeIteIike of totale rasemisasie van die chirale sentrum tot gevoIg sal he. Ten einde

die geldigheid van hierdie gevolgtrekking te toets is N-bensieloksikarboniel-(VaI)Thz

uit N-bensieloksikarboniel-S-valien gesintetiseer. Die reeks reaksies wat gebruik is

word in Skema 2.43 opgesom. Die N-bensieIoksikarbonieI-(Val)Thz ester (134) wat
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I S
NH: "ci

135

Skema 2.43

sodoende verkry is, was opties onaktief.

Die ondersoek het weer eens getoon dat rasemisasie gedurende die reaksie van die tio

amied met etiel broompiruvaat plaasgevind het. Uitvoering van die kondensasiereaksie

in deuterometanol het die volledige uitruiling van die waterstof op die chirale sent rum

tot gevolg gehad, soos afgelei kon word uit die verdwyning van In eenproton doeblet van

doeblette by 05.03 en die vervanging van 'n eenproton doeblet by 05.72 (NH-eH) deur
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In singulet in die 1H-k.m.r.-spektrum van die produk. Die N-bensieloksikarboniel

(Val)Thz etielester (134) is na (Val)Thz hidrochloried (135) omgesit deur behandeling

met soutsuur.

Die resultate wat hierbo beskryf is kan met die van Dean et al.4g vergelyk word, wat

(Val)Thz hidrochloried en (Ala)Thz hidrochloried van N-bensoiel-S-valien en N

bensoiel-S-alanien met behulp van die Hantzsch-sintese berei het. Die produkte was

essensieel rasemies, maar die outeurs het die gevolgtrekking gemaak dat rasemisasie

tydens hidrolise van die ooreenkomstige N-bensoiel etielesters plaasgevind het (kyk

Skema 2.39). In ons hande het kondensasie van S-a-bensamido-,B-metielbutiroti,o

amied met etiel broompiruvaat in etanol, onder die kondisies wat deur Dean et al.4g

beskryf is, die vorming van In swak opties aktiewe N-bensoiel-(Val)Thz ester tot gevolg

gehad. Indien die reaksie in deuterometanol uitgevoer is, is minstens 80% van die

waterstof op die chirale sentrum van die tiasoolproduk met deuterium uitgeruil (m.s.

en 1H-k.m.r.-spektra). Dit volg dus dat rasemisasie in die Hantzsch-sintese nie tot

gevalle waar Cbz die N-beskermende groep is beperk is nie, en dat die rasemisasie wat

deur Dean et al.4g waargeneem is hoofsaaklik gedurende die Hantzsch-sintese plaasvind.

Dit sluit nie die moontlikheid uit dat rasemisasie van (Val)Thz ook onder drastiese

hidrolitiese kondisies kan plaasvind nie. Omsetting van die bogenoemde

deuteriumbevattende N-bensoiel(Val)Thz etielester na (Val)Thz hidrochloried het die

geleidelike verlies van deuterium uit die produk tot gevolg gehad. Volledige verlies van

deuterium het egter verhitting onder terugvloei van die verbinding in 20% soutsuur vir 6

uur vereis.

2.6 BENADERINGS TOT DIE SINTESE VAN CHIRALE TIASOOLAMINO

SURE MET BEHULP VAN 'N CHIRALE HULPREAGENS

2.6.1 Inleidende Ondersoek tot Metaalgeindnseerde Asimmetriese Strecker-sintese

Uit die voorafgaande bespreking (Afdeling 2.5) is dit duidelik dat die

Hantzsch-reaksie tot die vorming van In rasemiese mengsel aanleiding gee. Hierdie
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gevolgtrekking is egter teenstrydig met die van Houssin et al.1l2 wat in 'n onlangse

publikasie beweer het dat ses 'ehirale' 2-(N-t-Boc-11-aminoalkiel)tiasool-4

karboksielsuuresters vanaf die ooreenkomstige N-t-Boe-a-aminokarbokstioamiede

onder standaard Hantzseh-reaksiekondisies berei is. Die optiese suiwerheid van die

tiasoolesters is, volgens die outeurs, deur 13C_ en 1H-k.m.r.-analise bewys, maar geen

stawende optiese rotasie metings is uitgevoer nie. Die sintese van die ses tiasoolesters,

nl. N-t-Boe-(Gly)Thz-QEt, N-t-Boc-(Ala)Thz-OEt, N-t-Boc-(Val)Thz-QEt,

N-t-Boc-(Leu)Thz-QEt, N-t-Boc(Ile)Thz-QEt en N-t-Boe-(Phe)Thz-QEt, is onder

identiese kondisies deur ons herhaal en die gevolgtrekking, wat deur In onafhanklike

ondersoek deur Schmidt et al. 1l3 bevestig is, was dat die verbindings volledig of feitlik

volledig rasemies was. Die tiasoolesters toon almal lae spesifieke optiese rotasies en

verder kon die enantiomere deur hoedrukvloeistofchromatografle op In chirale Pirkle

kolom geskei word. Die sintese en enantiomeriese skeiding sal volledig in Afdeling 2.9

bespreek word. Op hierdie stadium van die ondersoek was dit dus duidelik dat geen

eenduidige oplossing vir die probleem van rasemisasie tydens die Hantzsch-sintese

bestaan het rue.

Op grond van onlangse vordering op die gebied van asimmetriese sintesel 14 het die

vraag egter ontstaan of dit moontlik sou wees om die kritiese Hantzsch-reaksie met In

tioamied wat aan 'n verwyderbare chirale hulpreagens gekoppel is, uit te voer. Indien

epimerisasie tydens die reaksie wel sou plaasvind, behoort daar egter 'n begunstigde

vorming van een diastereomeer (R of S) te wees. So 'n diastereomeriese mengsel behoort

in elk geval geredelik skeibaar te wees. Sodanige benadering sal slegs lewensvatbaar

wees indien die chirale hulpreagens, sonder om die chiraliteit van die gesogte sentrum te

vernietig, verwyder kan word.

In die afgelope paar jaar is heelwat reagense wat tot uitstekende asimmetriese induksie

aanleiding gegee het ontwikkel, maar slegs In geringe aantal het aan die hoofdoel van

asimmetriese sintese, nl. die vorming van suiwer enantiomere, voldoen.114 Die asim-
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metriese sintese van chirale aminosure is In veld wat heelwat belangstelling in die ver

band geniet en verskeie elegante roetes om die probleem te oorkom is reeds gerapporteer.

Byvoorbeeld, een metode vir die diastereoselektiewe sintese van aminosure1l5 behels die

reaksie van gemetalleerde bislaktiemeters van sikliese dipeptiede. 116 Die asimmetriese

Strecker,intese1l 7 word egter al vir die afgelope twee dekades as die verkose metode

vir die bereiding van chirale aminosure toegepas. Diastereoselektiewe Strecker-sinteses

(vir In algemene geval kyk Skema 2.44) is reeds met In verskeidenheid van chiraliteits-

...
Rl-CH=O + R2-CH-NH2

I
W

-
R3

I
Rl-CH=N-CH-~

...
Lewis-suur-
M~SiCN

-
w

... I
Rl_CH-NH-CH -Rl

I *
CN

gekons. HCl-

R3
... I

Rl_CH-NH-cH -R2
I ...
C02H

Hz/Pd-(~ = Ph)

...
Rl_CH-NH2

I
C02H

+ Ph-CH2 - R3

waar: ... = chirale sentrum.

Skema 2.44118b : Algemene Asimmetriese Strecker-sintese.

induserende reagense, onder meer opties suiwer 1-fenieletielamien1l8 en (48,55')-5

amino-2,2-dimetiel-4-feniel-1,3--dioksaan,119 uitgevoer. Gewoonlik word d.o. (dia

stereomeriese oormaat) waardes van 50-75% verkry. In een uitsonderlike geval is In

d.o. van 98% gerapporteer,120 maar dit is egter later aan fraksionering toegeskryf.llSa
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Hoogs verrykte en selfs suiwer diastereomere is slegs verkry indien een van die diasterio

mere, soos in die geval van N-4-feniel-1,3-dioksaan-5-iel-gesubstitueerde a-metiel-

. itri I 119·t init 121 S d .. Sk 2 44 k dl h· Ia-ammom fIe e, til presipi eer. oos aange Ul m rerna . , "an Ie c Ira e

hulpreagense normaalweg geredelik d.m.v. hidrogenering in die teenwoordigheid van

aktiewe platinum verwyder word om sodoende die vry aminosure te lewer.

Tydens 'n ondersoek na die sintese van glikopeptiede het Kunz et al.122 die interessante

waarneming gemaak dat suikers buitengewone komplekserende eienskappe teenoor

katione toon. Dit het aanleiding gegee tot die gedagte om die kompleksering tesame met

die hoe chiraliteit van suikers, vir die stereochemiese kontrole van reaksies te benut. Dit

is interessant om op te merk dat, afgesien van chirale-poelsinteses en in die bereiding

van sommige chirale hidriedreagense, suikers slegs in geisoleerde gevalle in asimmetriese

. t bruik i 123sm ese ge rui IS.

Op grond van bogenoemde oorwegings het Kunz et al.124 'n diastereoselektiewe

Strecker-sintese van a-aminonitriele met glikosielamiene as chirale hulpreagense ont

wikkel (Skema 2.45). Die geskikste chirale hulpreagens vir die Strecker-sintese,

2,3,4,6-tetra-Q-pivaloiel-.B-D-galaktopiranosielamien (138), is volgens die outeurs

geredelik vanaf penta-Q-pivaloiel-,LJ-D-galaktose (136) deur reaksie daarvan met

trimetielsilielasiedjtintetrachloried en daaropvolgende hidrogenering van die gevormde

galaktosielasied (137), gesintetiseer. Die (aR)-diastereomere van N-glikosiel-a-amino

nitriele word in die begunstigde verhouding van 5:1 deur die reaksie van glikosielamien

(138) met aldehiede, natriumsianied en ysasynsuur in 2-propanol gevorm. Die RjS

(d.w.s. DjL) verhouding het betrekking op die konfigurasie van die a-koolstofatoom van

die aminonitrielkomponent. Die lang reaksietyd van 2 weke het egter aanleiding tot

gedeeltelike anomerisasie gegee en tot 20% van die o--gekonflgureerde glikosielamino

nitriele is geisoleer. Die anomerisasie, wat moontlik tydens vorming van 'n Schiff-basis-

tussenproduk plaasvind, kon grootliks onderdruk word deur die Schiff-basis (139) vanaf

die amien (138) en die ooreenkomstige aldehied in 2-propanol of heptaan in die teen

woordigheid van ysasynsuur te berei. Reaksie van die aldimien (139) met trimetielsiliel-
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Skema 2.4.5124

sianied in die teenwoordigheid van sinkchloricd in 2-propanol of tintetrachloried in

tetrahidrofuraan (THF) by lae temperatuur het die ooreenkomstige N-glikosiel-fr

aminonitriel (140) in hoe opbrengs gelewer. In die spesifieke gevalle van die isopropiel

o-amlnonttrielgalaktosederivaat (140, R = CH(CH3)2) en isohutiel-fr-aminonitriel

galaktosederivaat (140, R = C(CH3)3) is diastereoselcktiwiteit van 8:1 en 13:1 onder

skeidelik ten opsigte van die R-diastereomeer verkry. In beide gevalle is slegs spore van

die ongewenste o-anomere produkte gevind. Suurhidrolise (HCf/HCOOH) het die
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ooreenkomstige vry R- (d.W.s. D) aminosure (141) gelewer.

Die suksesvolle hidrolitiese verwydering van die chirale huipreagens om die hidro

chloriedsout van die aminosuur sonder enige merkbare verlies aan optiese suiwerheid te

lewer, het die moontlike gebruik van die klas van suikerderivate as chirale hulpreagense

vir die diastereoselektiewe sintese van tiasoolaminosuurderivate heel aantreklik gemaak.

Hiervolgens het ons twee sintetiese roetes vir die sintese van chirale tiasoolaminosure

ondersoek nl.

(i) via direkte nukleofiliese addisie van 'n tiasoolkarbanioon op die Schiff-basis

(139) en

(ii) via omskakeling van die nitrielfunksionaliteit van die N-glikosiel-a-amino

nitriel (140) na die ooreenkomstige tioamied.

'n Voorvereiste vir die uitvoerbaarheid van beide roetes is die beskikbaarheid van die

Schiff-basis (139).

2.6.2 Die Sintese van die Schiff-basis (43)

2.6.2.a Toepassing van 'n amien-aldehiedkondensasiereaksie vir die bereiding van 143

Dit is nodig om daarop te let dat die beskrywi ng van die diastereoselektiewe

Strecker-sintese deur Kunz et al.124 in notavorm, sonder enige eksperimentele gege

wens, gepubliseer is. Dit was dus nodig om al die reaksiekondisies van meet af te ont-

wikkel.

Penta-o-pivaloiel-fi-D-galaktose (136, Skema 2.46) is vanaf D-galaktose op 'n soort

gelyke wyse as die gerapporteerde penta-o-pivaloiel-/3-D-glukose125 gesintetiseer. Na

'n reaksietyd van 5 dae by kamertemperatuur is penta-G-pivaloiel-/3-D-galaktose

(136) in 'n opbrengs van slegs 60% verkry. Die hoofhyproduk is as die oorecnkomstige

galaktofuranosiedderivaat geidentifiseer. Aldoses, wat normaalweg in oplossing as

sikliese hemiasetale voorkom,126 reageer, SODS in die geval van Fischer-glikosidasie

(H+, MeOH),127 met asielchloriede om onder kondisies van termodinamiese kontrole
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hoofsaaklik die ooreenkomstige piranosiedes te vorrn. Tydcns Fischer-glikosidasie word

die kineties begunstigde furanosied baie vinnig gevorm waarna die konsentrasie daarvan

d t d· f die niranosi d d· doml . d 128 Vanwee dian s a ig a neern soos ie piranosie ie orninante spesie wor . anwee Ie groot

aksiale pivalolelsubstituent op C-! van penta-o-pivaloiel-fJ-D-galaktopiranosiro
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(136) word die piranosiedvorm in hierdie geval gedestabiliseer deur ongunstige 1,3-di

aksiale interaksies. Die gevolg hiervan is dat onder ewewigskondisies heelwat van die

ooreenkomstige furanosiedvorm behoue bly. Dit is in teenstelling met die waarneming

dat slegs < 1% van galaktose as die furanose- en die res in die piranosevorm in oplos

sing voorkom.126 Die asileringsreaksie is derhalwe uitgevoer onder kondisies wat ewe

wigsinstelling sal bevorder.

Drupsgewyse byvoeging van pivaloielchloried by 'n oplossing van droe D-galaktose in

anhidriese piridien by 75°C, gevolg deur verhitting van die reaksiemengsel by 75°C vir 2

dae, het penta-o-pivaloiel-,B-D-galaktose (136) in 'n verhoogde opbrengs van 72%

gelewer. In die 1H-k.m.r.-spektrum van 136 resoneer H-1 (8 5.69) as 'n doeblet met

J1,2 = 8.2 Hz in ooreenstemming met koppeling tussen aksiale protone. Dit is bekend

dat a- en ,B-piranosevorms van D-galaktose in 'n verhouding van 73:27, as gevolg van

die anomere effek, in oplossing voorkom.126 Die uitsluitlike vorming van die ,B-anomeer

van die gepivaloieleerde derivaat (136) kan aan die steries groot pivaloielsubstituent op

C-1 toegeskryf word, aangesien in die geval van die a-anomeer die substituent sterk

1,3-destabiliserende steriese interaksies met die waterstowwe op C-3 en C-5 sal onder-

vind. H-2 van 136 resoneer as 'n doeblet van doeblette by 05.33 (J2 3 = 10.3 en J1 2 =, ,
8.2 Hz), terwyl H-3 ooreenkomstig as 'n doeblet van doeblette by 05.14 (J2 3 = 10.3 en,
J3 4 = 3.3 Hz) resoneer. H--4 resoneer as 'n doeblet met J3 4 = 3.3 Hz by a5.40. Die, ,
doeblet van doeblette by 8 4.07 kan aan H-5 toegeskryf word en dit vorm die X-ge-

deelte van 'n ABX-sisteem. Die AB-sisteem, n1. H-6a en H-6b, resoneer by a4.14 en 8

3.95, respektiewelik, as twee doeblette van doeblette. Bogenoemde toekennings is m.b.v.

ontkoppelingseksperimente bevestig. Met bestraling van H-1 verval H-2 na 'n doeblet

terwyl bestraling van H-2, H-l na 'n singulet en H-3 na 'n doeblet laat verval. Bestra

ling van H-3 laat H-2 na 'n doeblet en die doeblet van H--4 na 'n singulet verva1. Die

1H-k.m.r. gegewens is volledig vereenselwigbaar met 'n verbinding 136 in die stabiele

stoelkonformasie en met die C-4 substituent aksiaa1. Die afwesigheid van enige kop

peling tussen H--4 en H-5 dui egter op 'n visinale hoek van ongeveer 90° wat moontlik
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die gevolg is van 'n klein distorsie ten einde die afstotende interaksies tussen die groot

substituente op C-2, C-3 en C-4 te minimiseer.

2,3,4,6-Tetra-o-pivaloiel-p-D-galaktopiranosielasied (137) is m.b.v. twee roetes

vanaf penta-0-pivaloiel-p-D-galaktose (136) berei, naamlik ''Via die oareenkomstige

C-l-halogeenderiv¥-t en tweedens op 'n direkte wyse. Die bereiding van

2,3,4,6-tetra-0-pivaloiel-a-D-galaktopiranosielchloried (142a) het aanvanklik

probleme opgelewer. Die pentapivaloielderivaat (136) was onveranderd na langdurige

blootstelling aan IN waterstofchloried (HCi) in dioksaan of 6N HCf in ysasynsuur by

kamertemperatuur. Deur 'n kontinue stroom van HCi deur 'n oplossing van 136 in

ysasynsuur onder streng anhidriese kondisies te borrel is 142a egter in 'n opbrengs van

68% gevorm. Die koppelingskonstante (J1 2 = 3.9 Hz) van H-1 (15 6.36) met H-2,
bevestig die aksiaal-ekwatoriale verwantskap tussen hierdie waterstowwe. Hierdie

afleiding is in ooreenstemming met waarnemings in die literatuur waarvolgens die

o-anomeer van glikosielhaliede, a.g.v. die groot anomere effek, die meer stabiele isomeer

verteenwoordig. 129 Die rn.s.e-spektrum van 142a het die teenwoardigheid van die

chloorsubstituent bevestig en twee M+-pieke by m/z 536 en m/z 534 in 'n 1:3

verhouding respektiewelik vertoan. Die meer reaktiewe

2,3,4,6-tetra-o-pivaloiel-a-D-galaktopiranosielbromied (142b) is deur die reaksie van

136 met waterstofbromied, opgelos in ysasynsuur,125 verkry.

. Alhoewel dit bekend is dat sekonder gesubstitueerde halogeenderivate normaalweg slegs

substitusie met asiede. onder redelik drastiese kondisies of met behulp van katalisatore

onderg~an,130 is beide halogeensuikerderivate (142a.b) sender probleme deur die reaksie

met natriumasied in droe dimetielformamied by 120°C vir 2 uur. in hoe opbrengs na

2,3,4,6-tetra-D-pivaloiel-,B-D-galaktopiranosielasied (137) omgesit. Die verhoogde

reaktiwiteit wat in die substitusiereaksies waargeneerri is kan aan die reaktiewe aard van

die anomere posisie toegeskryf word. Die asied (137) is oak met behulp van 'n ver

beterde metode, wat die reaksie van 136 met trimetielsilielasied in die teenwoordigheid

van titaantetrachloried by -70°C behels het, berei. Beide van die twee metodes het die
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.B-anomeer (137) as eindproduk, SODS bevestlg deur IH-k.m.r.-analise, gelewer. By

voorbeeld, H-l (04.59) is betrokke in 'n aksiaal-eaksiaalkoppeling met H-2 (Jl,2 = 8.6

Hz). Die omsetting van 142a en 142b kan in terme van 'n SN2-reaksie (Roete A) ge

rasionaliseer word, maar die omsetting van 136 na.. 1~7 dui op buurgroepdeelname (Roete

B) SODS in Skema 2.47 uiteengesit. Die asiedfunkeionaliteit vertoon in die i.r.e-spektrum

(CHCf3) van 137 'n swak absorpsie by 2121 em-l~

H
o =
I X
co
I
R

142a : X = CI

142b : X = Br

Roete A-

137

Roate B... H-OCOR
o
I
CO

I
R

136

R = MeaC

Skema 2.47

Die reduksie van 2,3,5-tri-o-bensoiel-.B-D-ribofuranosielasied deur Baddiley ei a/.131

met Adam se katalis het tot 'n anomere mengsel van die ooreenkomstige amien gelei.

Die vermoede het ontstaan dat die polariteit van (Lie oplosmiddel 'n merkbare invloed op

die anomere verhouding van die produk uitoefen , Die anomere konfigurasie van N

tosiel-2,3-Q-isopropilideen-D-ribofuranosielaJl1ien in verskeie oplosmiddels is m.b.v.

IH-k.m.r.-analise en optiese rotasies deur Cusak et a/.132 ondersoek. Dit is gevind dat

min van die o-anomeer in chloroform teenwoordig is, maar dat in die meer polere
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dimetielsulfoksied tot 37% van die verbinding as die a-anomeer voorkom. In deu

teriumoksied kom tot 40% in die a-anorneervorm voor. Dit was dus duidelik dat die

kondisies waaronder hidrogenering van die asied (137) uitgevoer word In merkbare

invloed op die anomere verhouding sou uitoefen.

Verskeie reduksiemetodes waaronder NaBH4/fase-oordragkatalis/H20 /tolueen,130b

Lindlar-katalis/H2,133 propaan-1,3-ditiol-trietielamien/metanol,134 H2S/piridien/

H20 135 en PPh3/tetrahidrofuraan/H20136 is dus ondersoek om die optimale reduksie

kondisies te identifiseer wat slegs tot die vorming van In enkele anomeer sou lei. Die

beste resultaat is met katalitiese hidrogenering van die asied (137) in die teenwoordig

heid van platinumdioksied in etiel asetaat behaal, waardeur suiwer 2,3,4,6-tetra--Q

pivaloiel-,B-D-galaktopiranosielamien (138) in In opbrengs van 74% verkry is. Die

1H-k.m.r.-spektrum van 138 het bevestig dat H-1 (c 4.11) duidelik in In aksiaal

aksiaalkoppeling met H-2 (J1 2 = 8.7 Hz) betrokke is. Geen spore van die ooreenkom-,
stige o-anomeer, met In aksiaal-ekwatoriaalkoppeling tussen H-1 en H-2, is waarge-

neem nie. In die 1H-k.m.r.-spektrum van die amien (138) resoneer die twee amien

protone as In bree multiplet by 0 1.86, terwyl die amienfunksionaliteit verantwoordelik

is vir twee swak absorpsiebande by 3431 en 3350 em-1 in die Lr.-spektrum van die

verbinding.

Die bereiding van die Schiff-basis (143) vanaf die glikosielamien (138) was van meet af

problematies. Kondensasie van die gli kosielamien (138) met isovaleraldehied

((CH3)2CHCH2CHO) in heptaan of in 2-propanol in die teenwoordigheid van 1 mol

ekwivalent ysasynsuur het nie die verwagte aldimien (143) in hoe opbrengs gelewer nie.

Selfs na verlengde reaksietye by kamertemperatuur het dunlaagchromatografie van die

reaksiemengsels op die teenwoordigheid van In groot hoeveelheid uitgangsmateriaal (Rf

= 0.31, heksaan:etiel asetaat 4:1) en die vorming van In reeks ongeidentifiseerde minder

polere produkte gedui. Die uitvoering van die reaksie by verskillende temperature,137

die gebruik van ander oplosmiddels soos byvoorbeeld benseen, diehloormetaan of
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heksaan en met trifluoormetaansulfoonsuur as alternatiewe protonbron het geensins tot

verbeterde resultate gelei nie.

Die kondensasie van 'n amien met 'n aldehied om 'n Schiff-basis te vorm, gaan met die

vrystelling van water gepaard en gevolglik is bogenoemde reaksies in die teenwoordig

heid van disikloheksielkarbodiimied (DSKI, wat gevormde water d.m.v. 'n chemiese

reaksie uit 'n ewewigsreaksie onttrek) of anhidriese natriumsulfaat uitgevoer. Die

produksamestelling is egter nie hierdeur noemenswaardig beinvloed nie. Aseotropiese

verwydering van water met benseen of uitvoering van die reaksie met die aldehied self as

oplosmiddel,138 het volgens dunlaagchromatografie slegs die vorming van 'n wye reeks

reaksieprodukte tot gevolg gehad. Molekulere sif, wat beide as katalisator en dehidre

ringsreagens kan funksioneer, vind heelwat toepassing in die bereiding van ketimiene en

enamiene vanuit steries gehinderde ketone.1 39 Volgens dunlaagchromatografie het

uitvoering van die kondensasiereaksie in die teenwoordigheid van molekulere sif onder 'n

verskeidenheid van reaksiekondisies, egter in ons gevaI, nie tot bruikbare produkvorming

gelei nie.

Corey et al.140 het die steries gehinderde isobornielamien met (+)-kamfer in die teen

woordigheid van titaantetrachloried gekondenseer om die ooreenkomstige imien in hoe

opbrengs te lewer. Uit 'n stoigiometriese oogpunt (kyk Vergelyking 2.1) sou die reaksie

in ons geval nie ekonomies wees nie, aangesien 'n drievoudige oormaat van die duur

gesintetiseerde amien t.o.v. die aldehied gebruik sou word. Nietemin, die gebruik van

+ 6R-NH2 + TiC4 -
Vergelyking 2.1

+ 4R-NHa.HC1 + TiOa
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titaantetrachloried, wat analoog aan molekulere sif as beide katalis en dehidrerings

reagens kan optree, het slegs tot die omsetting van 138 na die ooreenkomstige hidro

chloriedsout gelei. Die teenwoordigheid van bygevoegde basis (trietielamien of kalium

waterstofkarbonaat) het geen wesenlike uitwerking op die genoemde soutvorming gehad

nie. Die gebruik van twee ander Lewis-sure vir die bereiding van Schiff-basisse , nl.

di-n-butieltindichloried142 (wat as 'n good gekontroleerde bron van Rei kan dien) en

BF3-Et20 in tolueen,143 het egter ook nie die vorming van die Schiff-basis (143)

bevorder nie. In hierdie sowel as al die ander gevalle wat voorheen genoem is, het

Schiff-basisvorming volgens dunlaagchromatografie baie onvolledig verloop. Die ver-
.;

moede het dus ontstaan dat die resultate toegeskryf kan word aan (i) 'n ongunstige

ewewigsposisie ten opsigte van Schiff-basisvorming of (ii) 'n foutiewelike afleiding ten

opsigte van die mate van produkvorming as gevolg van hidrolise van die Schiff-basis

tydens dunlaagchromatografie. Beide van hierdie moontlikhede is ondersoek in die lig

van die bestaande kennis ten opsigte van die vorming en reaktiwiteit van Schiff-basisse.

Soos die status van die koolstof-stikstofdubbelbinding as funksionele groep in organiese

chemie tot so 'n mate toegeneem het dat dit huidiglik self met die van die koolstof

suurstofdubbelbinding vergelyk kan word, het verskeie metodes vir die bereiding van

asometiene (Schiff-basisse, oksieme en hidrasone) in die literatuur verskyn.144-146 'n

Opsomming van die algemeenste bereidingsmetodes van Schiff-basisse word in Skemas

2.48-2.53 gei1lustreer. Die klassieke metode egter vir die daarstelling van 'n koolstof

stikstofdubbelbinding behels die kondensasie van aldehiede of ketone (144, Skema 2.54)

met 'n verskeidenheid van aminoverbindings (145), byvoorbeeld ammoniak, amiene,

-

Skema 2.48 : Bereiding van Schiff-basisse deur Imien-uitruilreaksies.144,146
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x
/xI basis /X -HaO

ArN=O + CHz ... ArN-CH - ArN=C

I I "y "-y
y OR

Skema 2.49 : Bereiding van Schiff-baslsse deur Kondensasiereaksies met Metileengroepe

(X en Y is elektrontrekkende groepe).144-146

Rl" ? Ni,Pt.Cr
N-CH •

Rl/ 'R4

w, /~

N=C
,,~

Skema 2.50 : Bereiding van Schiff-basisse deur Dehidrogenering (oksidasie) van

Aminogroepe.144

basis of

bitte

-lIX

Skema 2.51 : Bereiding van Schiff-basisse deur Eliminasiereaksies.144,145

hidroksielamiene en hidrasiene, om na eliminasie van water die ooreenkomstige aso

metien (147) te lewer.144-146,148 Uitgebreide kinetiese studies het aanleiding gegee tot

die formulering van In tweestapmeganisrne vir asometienvorming (en omgekeerd aso

metienhidrolise) via In tetrahedrale karbinolamientussenproduk(146).148,149 Aso

metienvorming in die algemeen is suurgekataliseerd. Die tempo van kondensasie, onder

optimale kondisies by pH 4, is ongeveer direk eweredig aan die nukleofilisiteit van die
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-

-
COMe

I
CH2

I
COMe

Skema 2.52 : Bereiding van Schiff-basisse vanaf Substrate met Meervoudige

Bindings.144-146

+
H - -

+
+ -H

~C=NHR - ~C=NR

Skema 2.53 : Bereiding van Schiff-basisse deur [1,2] C __ N Migrasies.147

aminokomponent. In neutrale medium is dehidrasie van die karbinolamlen (146) die

tempobepalende stap waarteenoor in suurmedium karbinolamienvorrning die tempobe

palende stap is. In die geval van ammoniak- en amien-karbonieikondensasies (Skema

2.54) Ie die ewewig sterk na links, met die gevoig dat aseotropiese verwydering van

water noodsaaklik vir imien- en Schiff-basisvorming is. Die karbinolamien (146) is baie

onstabiel en ondergaan geredelik polimerisasie. Schiff-basisse (147) wat vanaf formalde

hied en alifatiese aldehiede gevorm word, ondergaan by wyse van 'n aldoitipe konden

sasie oak geredelik polimerisasie. Schiff-basisse van aromatiese aldehiede is egter

heelwat stabieler.
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0

Ri" - Ri", + /H -C=O + ~~ - C-N ..
Rl/ Rl/ I"~

H

144 145

OH
Ri", /H - Ri"

C-N .. C=NRS + HaD
R2/ ,,~ ~/

146 147

waar : Ri ,R2 = H,alkiel,ariel

~ = alkiel,ariel,OH,OR,NHR,Hal

Skema 2.54

In die lig van bostaande gegewens ten opsigte van Schiff-basisse is geoordeel dat die

oenskynlike mislukking van alle pogings om verbinding 143 te berei eintlik toe te skrywe

was aan 'n onvermoe om die reaktiewe verbinding m.b.v. dunlaagchromatografie (silika)

waar te neem. Die besluit is dus geneem om die verloop van die kondensasiereaksie met

behulp van fisiese tegnieke, naamlik Lr.- en k.m.r.-spektroskopie, te volg. Alhoewel in

hierdie ondersoek nie gepoog is om die pH van die reaksiemengsels te bepaal nie, kon

aanvaar word dat die byvoeging van 1 molekwivalent ysasynsuur by die reaksiemengsels

wel 'n nadelige uitwerking op die ewewigskondisies van die kondensasiereaksies uitge

oefen het. Aangesien pH 4 optimaal vir Schiff-basisvorming is, is besluit om slegs 0.25

molekwivalent ysasynsuur as katalisator te gebruik. Die reaksies is uitgevoer in heksaan

of deuterochloroform in teenwoordigheid van anhidriese natriumsulfaat.
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Die kondensasie van glikosielamien (138, Skema 2.46) met isovaleraldehied onder boge

noemde reaksiekondisies in heksaan is eerstens met behulp van Lr.-spektroskopie gevolg.

Na 'n reaksietyd van 4.5 uur by kamertemperatuur het die Lr.-spektrum (CHCl3) van

die reaksiemengsel 'n mediumsterkte C=N absorpsieband by 1670 em-1 vertoon, terwyl

die amienabsorpsiebande by 3500-3350 cm-1 nie meer waargeneem is nie. Langer

reaksietye het tot 'n verlaging in die intensiteit van die imienabsorpsieband gelei,

moontlik as gevolg van ontbinding van die Schiff-basis. Aangesien kwantitatiewe analise

met behulp van Lr.-spektroskopie moeilik was, is analise met behulp van 1H-k.m.r.

spektroskopie vervolgens ondersoek.

Die verloop van die kondensasie van die amien (138) met isovaleraldehied in deutero

chloroform in die teenwoordigheid van 0.25 molekwivalent ysasynsuur en anhidriese

natriumsulfaat is met behulp van IH-k.m.r.-spektroskopie gevolg. Na 'n reaksietyd

van 5 minute by kamertemperatuur het die IH-k.m.r.-sppktrum van die reaksiemengsel

twee tripletresonansies by 07.82 (J = 5.1 Hz) en 87.67 (J = 4.5 Hz) in 'n verhouding

van 3:1 onderskeidelik getoon. Dit is bekend dat imienprotonresonansies norrnaalweg

tussen 8 8.02-8.28 voorkom,150 met die gevolg dat die genoemde resonansies aan die

imienproton van die Schiff-basis (143) in twee isomeriese vorms toegeken is. Na 14 uur

het die verhouding van die twee triplette na 2:3 verander. Herhaling van die reaksie in

die afwesigheid van ysasynsuur en/of anhidriese natriumsulfaat het soortgelyke resultate

gelewer. Die vraag het dus ontstaan of die produk as 'n anomere mengsel van Schiff

basisse of as 'n enkele anomeer in ander moontlike isomeriese vorms bestaan. Ongeluk

kig kon die 1H-k.m.r.-resonansies van die anomere protone van die twee isomere nie

met sekerheid toegeken word nie vanwee die kompleksiteit van die spektrum.

As gevolg van die relatiewe starheid van die koolstof-stikstofdubbelbinding en die

nie-lineeriteit van die strukture wat dit bevat is dit vir N-gesubstitueerde asometiene,

d.w.s. Schiff-basisse, potensieel moontlik om in twee diskrete geometriese isomeriese

vorms (148 en 149, Skema 2.55) te bestaan.146,151 In die geval van N-gesubstitueerde
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--

anti(meer stablel)

(RZ is kleiner as Rl)

148

syn(minder stabiel)

(RZ is kleiner as HI)

149

Skema 2.55

aldimiene is die sogenaamde anti-struktuur 148 (R2 = H, X = alkiel of ariel), met die

waterstofatoom aan dieselfde kant van die dubbelbinding as die N-substituent, die

termodinamies meer stabiele vorm. Die ander konfigurasie (149; R2 = H, X = alkiel of

ariel) is die minder stabiele syn-isomeer. Twee meganistiese verklarings152 vir die syn

.::; anti-isomerie bestaan huidiglik, naamlik 'n uit die vlak rotasionele proses via 'n

dipolere oorgangsproduk en 'n in die vlak laterale skuifmeganisme via 'n lineere oor

gangsproduk. Alhoewel Schiff-basisse by kamerternperatuur in die algemeen eksklusief

as die meer stabiele anti-isomeer voorkom,153 is in die geval van C-ariel-N-alkiel

aldimiene m.b.v. 1H-k.m.r.-analise vasgestel dat die minder stabiele syn-isomeer in 'n

redelike konsentrasie by die temperatuur voorkom.154

In die lig hiervan is die moontIikheid oorweeg dat verbinding 143 as 'n mengsel van syn

en anti-isomere bestaan. Die moontlike invloed hiervan op sianiedaddisie is oorweeg in

die lig van 'n diastereoselektiewe reduksie van 'n ongeveer 1:1 mengsel van syn- en

anti-O-bensieloksieme van ,L1-hidroksiketone (Skerna 2.56) om byna uitsluitlik die

cis-amien te lewer.155 Die resultaat kan geredelik gerasionaliseer word in terme van

verskille in die tempo van reduksie van twee isomere wat in dinamiese ewewig met

mekaar verkeer. Op analoe wyse sou verwag kan word dat die reaksie van die syn- en

anti-isomere van 143 met sianiedione hoofsaaklik een diastereomeer sal lewer. Die
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syn : anti

52 : 48

Li[AlI4]-

82

OH NH2

BuMBU

96

Skema 2.56

OH NH2

+ BUMBU

4

moontlikheid dat die twee tripletresonansies by 0 7.82 en 07.67 weI aan die voorkoms

van syn-anti--isomerie toe te skryf is, is vervolgens m.b.v. ternperatuurveranderlike

IH-k.m.r.-spektroskopie ondersoek. Temperatuurveranderlike IH-k.m.r.-studies in

deuterochioroforrn (lOoC intervalle, 200C
-+ 60°C) en deuteropiridien uo?c intervalle,

20°C -+ lOOoe) op monsters van bogenoernde reaksiemengsels het geen verandering in

die verhouding in integrasieopperviaktes van die twee triplette relatief tot mekaar

getoon nie. Aangesien die aktiveringsenergie van soortgeIyke syn-anti--omsettings l 54

laag is, het die genoemde eksperiment dus die teenwoordigheid van sulke isomere as

verklaring van die twee tipes resonansies in die spektrum van 143 uitgeskakel. Die

moontlikheid van ander isomeriese vorms is ook oorweeg.

Dit is bekend dat Schiff-basisse prototropiese toutomerie (1.10~151, Skema 2.57), wat

'n [1,3]-protonoordrag behels, ondergaan. 146 Die asornetien-asornetientoutomerie vind

op In stapsgewyse manier (gewoonlik onder drastiese basisgekataliseerde kondisiesl50)

via die stereospesifieke oordrag156 van 'n proton oar die 'gesig' van 'n asa-allielanioon

tussenproduk157 plaas. Die ooreenkomstige situasie in die geval van verbinding 143 kan

uitgeskakel word op grond van die I H-k.m.r.-spektrum van die verbinding. In gevalle

waar 'n mobiele waterstofatoom ll' tot die asometienkooistof teenwoordig is, soos in die

geval van 143, kan asometien-enamienprctotropla'Y' (1.50~152, Skema 2.57) onder
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P=N-i-CHZ-R
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H H
I IN-C=C-R

I
H

152

Skema 2.57

milde kondisies, byvoorbeeld in 'n polere oplosmiddel soos dimetielsulfoksied,158 ingestel

word. Die voorkoms van die enamientoutomeer (152) in beduidende hoeveelhede vereis

egter addisionele stabiliserende faktore, byvoorbeeld konjugasie, wat nie in die geval van

143 (Skema 2.46) teenwoordig is nie. Indien die Schiff-basis van die glikosielamien

(138) met fenieIasetaldehied (C6H5CH2CHO) egter gevorm word, sou beduidende

hoeveelhede van die enamientoutomeer weI kon bestaan vanwee die stabiliteit van die

gekonjugeerde sisteem. Op grond van bogenoemde oorwegings, tesame met die feit dat

die resonansies van die viniliese protone van enamiene normaalweg by hoer veld (D

6.5-5.5)158 voorkom as die tripIetresonansies (D 7.82 en D7.67) van 143, is die moontlik-

heid van enamien-imientoutomerie in hierdie gevaI uitgesluit as 'n verklaring van die

bestaan van hierdie isomere.

Die oorkoepelende resultaat van bogenoemde studies was dat die vorming van die

Schiff-basis (143) met epimerisasie van die anomere posisie gepaard gaan en dat die

produk dus as 'n mengsel van 143 en 153 (Skema 2.58) bestaan. Die veranderende
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produksamestelling met verloop van tyd kon nou verklaar word in terme van die aan

vanklike ell uitsluitlike vorming van die ,8-Schiff-basis (143) wat deur middel van

epimerisasie van die anomere posisie binne enkele minute in ewewig met die ll'-Schiff

basis (153) tree. Die twee tripletresonansies wat by 67.82 en 67.67 in die 1H-k.m.r.-

_L_---r~......... N~H2CH(C~)2
PivO -- l

H

[)-anomeer

143

.. -
OPiv

PivO -...l_-'"""T"-.....ll--H

N~HzCH(CHo).

H

a-anomeer

153

Skema 2.58

spektrum van die reaksieproduk waargeneem word kon aan die imienprotone van die

,8-Schiff-basis en die o-Schiff-basis onderskeidelik, toegeken word. Die uiteindelike

produksamestelling word deur die anomere effek (wat die o-Isomeer bevoordeel) en

1,3-diaksiale interaksies. (wat die o-Isomeer destabiliseer) bepaal. Glikosielamiene

ondergaan geredelik epimerisasie sowel as hidrolise onder suurkondisies.159 Aanvanklik

is vermoed dat onder die kondisies die ringsuurstof geprotoneer word (Skema 1.59)

waardeur 'n ewewig met die asikliese Schiff-basis (154) ingestel word om sodoende 'n

159anomere mengsel te lewer. In teenwoordigheid van water sal die intermediere

asikliese Schiff-basis (154) vinnig gehidroliseer word. Uit kinetiese data wat oor 'n wye

pH gebied vir verskeie N-nukleosiede verkry is, is egter 'n alternatiewe meganisme vir

glikosielbindingshidrolise voorgestel (Skema 2.60).160,161 Dit behels die voor-ewewigs

protonering van die heterosikliese basis van die nukleosied gevolg deur die tempobe

palende ionisasie van die glikosielbinding. 'n Soortgelyke meganisme sou ook die suurge

kataliseerde epimerisasie van Schiff-basisse kon verklaar. Die implikasie hiervan was

dat epimerisasie verhoed sou kon word deur Schiff-basisvorming onder neutrale kondi-
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sies uit te voer.

Die kondensasie van glikosielamien (138) is dus met isovaleraldehied in deutero

chloroform in die teenwoordigheid van anhidriese natriumsulfaat onder neutrale

kondisies uitgevoer. Die 1H-k.m.r.-spektrum van die reaksiemengsel na 'n reaksietyd

van 3 minute by kamertemperatuur was egter feitlik identies met die wat in teenwoor

digheid van suur verkry is. In die afwesigheid van suur moos 'n ander meganisme vir

epimerisasie verantwoordelik wees, terwyl die dryfkrag daarvoor die sogenaamde

anomere effek mag wees. Stereo-elektroniese faktore wat die dipolere interaksies tussen

die ringsuurstof aan die een kant en die aksiale heteroatoom op C-1 aan die ander kant

van 'n piranosesuikerring bevoordeel, gee aanleiding tot die sogenaamde anomere

effek.161 Die Newman-projeksie langs die C-1 - 0-5 binding van die fJ-anomeer van

'n piranosesuiker (Skema 2.61) toon dat die diPOOI van die C-1 - X binding parallel en

C-2

C-5

x

a- anomeer

(X is aksiaal)

Skema 2.61161

C-2

C-5

H

f3 - anomeer

(X is ekwatoriaal)

teenoorgesteld aan die dipool van die ringsuurstof is. In die geval van die o-anomeer is

hierdie dipole nie meer opponerend van aard nie. Die grootte van die anomere effek is

afhanklik van die aard van beide die X-substituent en die oplosmiddel. Solvering ver

swak die anomere effek met die gevolg dat die effek veral in min-polere oplosmiddcls

betekenisvol is. Onder invloed van die anomere effek ondergaan die elektronryke imien-
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substituent op C-1 van die ,8-Schiff-basis (143) in heksaan geredelik epimerisasie om

uiteindelik die ooreenkomstige o-Schiff-basis as hoofproduk te lewer. Terwyl dit etlike

minute neem om In ewewigsmengsel van anomere te vcrkry, is die kondensasiereaksie

self vinnig en kwantitatief. Schiff-basisvorming is egter deurentyd in die nie-polere

heksaan as oplosmiddel uitgevoer aangesien die invloed van polariteit van die oplosmid

del op die anomere effek eers na afhandeling van hierdie ondersoek ten volle besef is.

Ten einde die ongewenste epimerisasie te verhoed, is die reaksiemengsel van glikosiel

amien (138) in heksaan in die teenwoordigheid van 0.25 molekwivalent ysasynsuur en

anhidriese natriumsulfaat onmiddellik na die byvoeging van isovaleraldehied, deur selliet

gefiltreer en in vacuo drooggedarnp. Die Schiff-basis (143) is daarna onmiddellik, en

sonder enige suiwering, in die volgende reaksie gebruik. Onder die optimale reaksie

kondisies word die epimerisasie tot In maksimum van 5% beperk en die Schiff-basis

(143) word in hoe opbrengs gevorm.

Toepassing van In asa-Wittig-reaksie vir die bereiding van 143

In Meer direkte metode vir die bereiding van die Schiff-basis (143) is

gelyktydig met bostaande metode (Afdeling 2.6.2.a) ontwikkel. Die roete behels die

bereiding van In iminofosforaanderivaat van 2,3,4,6-tetra-0-pivaloiel-,8-D-galakto

piranosielasied wat via In asa-Wittig-reaksie met In aldehied die ooreenkomstige Schiff

basis lewer. Soortgelyke asa-Wittig-reaksies vind wye toepassing in die sintese van

asiridiene,162 isokinoliene,163 3,5-digesubstitueerde 1,2,4-oksadia.sole,164 vinilloe

uretane en amiede,165 kinoliene,166 oksa.sole167 en pirasiene.168. Carrie et al.169 het

sikliese imiene via In intramolekulere a.sa-YVittig-reaksie vanaf w-a.sidoketone berei

(Skema 2.62). Die reaksie het egter min toepassing in die sintese van isoleerbare Schiff

basisse self gevind.170 In Moontlike verklaring hiervoor Ie onder meer in die geredelike

beskikbaarheid van die ooreenkomstige amiene as uitgangsmateriaal vir die sintese van

Schiff-basisse. Indien die gesogte Schiff-basis, soos in die geval van 143, nie onder die
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-P~PO-

n = 1 • 2 of 3

(5- • 6- of 7-lidring)

Skema 2.62169

reaksiekondisies stabiel is nie, dien die asa-Wittig-reaksie as 'n aantreklike alternatief.

'n Verdere voordeel t.o.v. die bereiding van 143 langs hierdie weg is die uitskakeling van

'n addisionele stap, nl. die reduksie van die asied (137) na die ooreenkomstige amien

(138). Die voorgestelde sintese van die Schiff-basis (143) word in Skema 2.63 geillu-

streer.

Die reaksie van 2,3,4,6-tetra-Q-pivaloiel-,B-D-galaktopiranosielasied (137) met

trifenielfosfien in tetrahidrofuraan (THF) gaan met die onmiddellike en hewige

vrystelling van N2(g) gepaard. Na 'n reaksietyd van 30 minute by kamertemperatunr,

waartydens vorming van die iminofosforaan (V5.5) volledig plaasgevind het, is die

reaksiemengsel in vacuo drooggedamp en die residu op silikajel (heksaan:etiel

asetaat.trietielamien 100:15:2) gechromatografeer. Die iminofosforaan (15.5) is

onverwags stabiel onder hierdie kondisies en is in 'n suiwer toestand en in hoe opbrengs

van die kolom geelueer. Die ongewone stabiliteit van 15.5 kan aan steriese hindering van

die normaalweg reaktiewe N=P funksionaliteit deur die groot C-2 pivaloielsubstituent

toegeskryf word. In die IH-k.m.r.-spektrum van 15.5 resoneer H-l (b 4.33) as 'n

doeblet van doeblette (J 1 P = 18.8 en J 1 2 = 8.2 Hz). Hieruit is afgelei dat uitsluitlik, ,
die l1-iminofosforaan (155) vanuit die ,B-glikosielasied (137) gevorm is. In gevalle waar

31p (I = 1/2) as substituent op 'n alkeen voorkom word groot 1,3J H p-waardes in die,
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orde van 10-30 Hz (cis) en 30-60 Hz (trans) in die IH-k.m.r.---Bpektra van die

verbindings waargeneem.171 Alhoewel 31p in die geval van 155 as deel van die

dubbelbinding funksioneer, ondervind dit In koppeling met H-l in die orde van 18.8 Hz.

Die vorming van die Schiff-basis (143) nit die iminofosforaan (155) is ook m.b.v. IH_

k.m.r.-spektroskopie ondersoek. Een molekwivalent isovaleraldehied is by In oplossing

van die iminofosforaan (155) in deuterochloroform gevoeg en die reaksiemengsel is

vervolgens by kamertemperatuur geroer. Met verloop van tyd het die IH-k.m.r.

spektrum In intensiteitsvermindering van die doeblet van doeblette van H-l (b 4.33)

van die iminofosforaan (155) en die verskyning van In bree doeblet by b 4.51 (J1 2 = 7.2, .
Hz) getoon. Die addisiereaksie het na 25 uur volledig verloop, maar die uitsplitsing van

Ph3PO uit die tussenproduk (156) is eers na 96 uur voltooi, waarna die relatiewe inten

siteit van die imienprotontriplet by b 7.81 nie meer toegeneem het nie. Die IH-k.m.r.

spektrum van die totale reaksiemengsel kon egter geen uitsluitsel verskaf oor die vraag

of die ,B-Schiff-basis (143) by voorkeur gevorm is nie, aangesien die imienproton

resonansie van die o--Schiff-basis (153, b 7.67), indien teenwoordig, deur die multiplette

van die aromatiese protone (b 7.15-7.75) verberg is.

In In ondersoek na die meganisme van die reaksie van soortgelyke iminofosforane as 1.55

met karbonielverbindings, het Wong et al.172 vasgestel dat die snelheidskonstante vir

die asa-Wittig-reaksie deur twee onafhanklike snelheidskonstantes, nl. k1 en k2, bepaal

word. Soos aangetoon in Skema 2.63, dui k1 die tempo van betaienvorming en k2 die

tempo van betaienontbinding aan. Elektrondonerende substituente op die imien verhoog

die elektrondigtheid en gevolglik ook die nukleofilisiteit van die stikstofatoom, maar

terselfdertyd verhoog dit ook die elektrondigtheid op die fosforatoom. Die fosforatoom

word dus minder elektrofilies met die gevolg dat k1 toeneem en k2 afneem. Elektron

trekkende substituente op die imien verlaag die nukleofilisiteit van die stikstofatoom,

maar verhoog terselfdertyd die elektrofiliese karakter van die fosforatoom met die gevolg

dat k1 afneem en k2 toeneem. Hieruit kan afgelei word dat enige substituent op die
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imien 'n teenwerkende effek op die twee snelheidskonstantes kan uitoefen. 'Wong et

al. l 72 het verder gevind dat steriese interaksie om die iminofosforaanbinding slegs 'n

nadelige invloed op k1 uitoefen en dat k2 onveranderd bIy.

Uit die resultate is dit duidelik dat in die geval van die vorming van 143 k2 die tempo

bepalende stap is. Die ringsuurstof verhoog die eJektrondigtheid op die stikstofatoom

met die gevolg dat die nukleofiliese karakter daarvan en dus ook k1 toeneem. Die resul

terende hoer elektrondigtheid op die fosforatoom verlaag die elektrofiliese karakter

daarvan met die gevolg dat k2 afneem. Aangesien steriese hindering slegs 'n invloed op

betaienvorming (k1) uitoefen en die addlsiereaksie reeds volledig na 25 uur by kamer

temperatuur verloop het, strook dit met die gevolgtrekking dat betaienontbinding (k2)

die tempobepalende stap is, d.w.s. k1 > k2. In 'n poging om betaienontbinding te

versnel en dus die reaksietyd te verkort is 'n soortgeIyke reaksiemengsel as bogenoemde

in deuterochloroform onder terugvloei verhit. Onder hierdie kondisies egter het groot

skaalse ontbinding van beide die produk (143) en ongereageerde iminofosforaan (1.5.5)

plaasgevind. Die invloed van reaksiekondisies is egter nie verder ondersoek nie. Ten

einde te bepaal of epimerisasie tydens bereiding van die Schiff-basis (143) via die asa

Wittig-reaksie plaasgevind het, is die produk (] 4:3) na die ooreenkomstige N-glikosiel

o-amlnonitrtel omgesit. Die bereiding, wat later volledig bespreek sal word, het wel op

die teenwoordigheid van 'n ongeveer gelyke hoeveelheid van die o-Schiff-basis (153) ten

opsigte van die gewenste ,L}-Schiff-basis (143) gedui.

Onder neutrale kondisies kan die anomere effek as 'n redeJike verklaring vir die vorming

van die o-epimeer (153) dien. In hierdie verband kan verwys word na 'n ondersoek deur

Paulsen et aZ.173 na die konformasionele ewewigte van N-gesubstitueerde N-penta

piranosiede. Dit is byvoorbeeld gevind dat in die geval van N-gesubstitueerde N-penta

piranosiede die anomere effek van C-l substituente toeneem in die orde:

NH+P(C6H5)3Cl'=' NHAc .=. NH2 < NHCOC6H4N02-(p) .=. NHCOC6H40CH3-(p)

< NHCOCF
3

< N3 < OAc < N--P+(C6H5)3' Geen anomere effek of omgekeerde
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anomere effek is vir die NH2-groep waargeneem nie. Soos reeds genoem (kyk Skema

2.61) speel die C-1 - N-1 dipool 'n dominerende rol t.o.v. grootte van die anomere

effek.161 Gevolglik toon die substituent op C-1 met 'n negatief gelaaide stikstof, d.w.s.

die fosfoniumylied, die grootste anomere effek. Protonering van die ylied om

NH+P(C6H5)3Cl te vorm laat die anomere effek heeltemal verval.

Die afleiding is dus gemaak dat die ,8--iminofosforaan (l.55) weI vanuit 2,3,4,6-tetra-D

pivalolel-jJ--D-galaktopiranosielasied (137) gevorm word, maar dat dit tydens die lang

reaksietyd onder invloed van die anomere effek epimerisasie ondergaan. Aangesien

epimerisasie in die geval, en analoog aan die ooreenkomstige amlen-aldehiedkonden

sasiereaksie, in die afwesigheid van suur plaasvind kan 'n meganisme via 'n asikliese

Schiff-basis daarvoor voorgestel word (Skema 2.64). In die Iig van bogenoemde bespre-

PivO -....L_--""'I--.l./ N=PPhs

PivO

155
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king kan ook verwag word dat die imiensubstituent van die Schiff-basis (143) by wyse

van In soortgelyke meganisme as in Skema 2.64 'n sterk anomere effek ondervind. Dit

sou die gevolgtrekking t.o.v. epimerisasie in Afdeling 2.6.2.a volledig verklaar.

Die aanvanklike doelwit om epimerisasie tydens Schiff-basisvorming te verhoed deur

gebruikmaking van die asa-Wittig-roete wat in die afwesigheid van suur verloop, is dus

nie bereik nie. Vanwee die lang reaksietyd en epimerisasie wat plaasgevind het, besit die

reaksie geen voordeel bo die alternatiewe amien-aldehiedkondensasiereaksie nie. Die

benutting van die asa-Wittig-reaksie dien egter in ander gevalle as 'n aantrekl~ke

alternatiewe roete vir die sintese van Schiff-basisse. Die algemene toepasbaarheid van

die roete is deur die sintese van I'R/S-N-(1 '-nitrilo-3'-metielbutiel)-2,3; 4,5-di-o

isopropilideen-,B-D-fruktopiranosielamien (162, Skema 2.65) gedemonstreer.

2,3;4,5-Di-o-isopropilideen-,B-D-fruktopiranose (157) is in feitlik kwantitatiewe

opbrengs vanaf D-fruktose volgens die metode van Den Drijver174 berei. In die 1H

k.m.r.-spektrum van 157 resoneer die vier isopropilideenmetielgroepe as 4 singulette by

a1.35, a1.40, 01.47 en 01.53. Die triplet by 02.25, wat die resonansie van die primere

hidroksielproton verteenwoordig, is volledig met D20 uitruilbaar. Die alkoholderivaat

(157) is oornag met mesielchloried (CH3S02Cl) in piridien by kamertemperatuur behan

del om 2,3;4,5-di-o-isopropilideen-I-0-mesiel-,B-D-fruktopiranose (158) in 'n

opbrengs van 96% te lewer. In die 1H-k.m.r.-spektrum van 1.58 resoneer beide H-1a en

H-lb as twee AB-doeblette (J1a Ib = 11.0 Hz) by 04.27 en 04.17 onderskeidelik. H-3,
resoneer as 'n doeblet, ooreenkomstig In ekwatoriaal-ekwatoriaalkoppeling met H~ van

2.7 Hz, by a4.27. Interessant genoeg resoneer H-6b slegs as 'n AB-doeblet (0 3.72,

J 6a,6b = 12.9 Hz), terwyl H-{)a as 'n doeblet van doeblette (03.87, dd, J6a,6b = 12.9

en J5,6a = 1.7 Hz) resoneer. Die drie metielprotone van die metaansulfonielgroep toon

In kenmerkende singulet by a3.02.
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1-Asido-2,3;4,5-di-Q-isopropilideen-,B-D-fruktopiranose (1.59) is vanaf die mesilaat

(158) deur die reaksie met natriumasied in dimetielformamied by 120°C vir 24 uur in 'n

opbrengs van 74% berei, In die 13C-k.m.r.-spektrum van 159 resoneer C-1 as 'n triplet

by heelwat hoer veld, naamlik 055.5, as in die geval van die ooreenkomstige mesilaat (0

69.93). Die asiedfunksionaliteit van 159 vertoon 'n karakteristieke swak intensiteit

Lr.-absorpsie by 2111 em-1.

Die reaksie van trifenielfosfien met die asiedderivaat (I.59) het die iminofosforaan (160)

gelewer, wat sonder enige suiwering via 'n formele [2+2]sikloaddisie met isovaleraldehied

en gevolglike retrosikloaddisie, die ,B-fruktose Schiff-basis (161) na 'n reaksietyd van 18

uur by kamertemperatuur in hoe opbrengs gevorm het. Die korter reaksietyd, soos

bepaal m.b.v. 1H-k.m.r.-spektroskopie, in vergelyking met die 96 uur wat vir die

vorming van die vergelykbare Schiff-basis (143) benodig was, is 'n aanduiding van die

mate waartoe steriese hindering en aard van die imiensubstituent die reaksietempo van

die asa-Wittig-reaksie beinvloed. Die i.r.e-spektrum van 161 het 'n mediumintensiteit

absorpsieband van die C=N groep by 1670 ern-1 getoon.

Die reaksiemengsel is direk en sonder enige suiwering gebruik vir die bereiding van die

o-arninonitriel (162). Na afkoeling tot -78°C is die reaksiemengsel vir 10 uur met

trimetielsilielsianied en tintetrachloried behandel. Chromatografie van die reaksie

produk het suiwer I'R/8-N-(I'-nitrilo-3 '-metielbutiel)-2,3j4,5-di-Q-isopropilideen

p-D-fruktopiranosielamien (162) as 'n kleurlose stroop gelewer. Analise van die 1H_ en

13C-k.m.r.-spektra van 162 het op die teenwoordigheid van 2 diastereomere getoon. In

die 1H-k.m.r.-spektrum van 162 resoneer H-1 I van die twee diastereomere as twee

triplette (J1121 = 7.8 Hz) met 'n intensiteitsverhouding van 3:2 by 0 3.57 en 0 3.73,
onderskeidelik, en in die 13C-k.m.r.-spektrum by 0 49.24 en 0 49.32 onderskeidelik.

Twee singuletresonansies by 0 120.10 en 0120.40 word ook in die 13C-k.m.r.-spektrum

van 162 vir die nitrielkoolstof waargeneem. Hoe verder 'n atoom vanaf die nuwe chirale

sentrum, d.w.s C-l I, gelee is, hoe kleiner is die effek van hierdie sentrum (gemeet as ~o
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tussen ooreenkomstige resonansies van die twee diastereomere) op die chemiese verskui

wing daarvan. Byvoorbeeld, in die 1H-k.m.r.-spektrum van 162 verskyn die resonan

sies van H-6b, wat ver verwyder is van die nuwe chirale sentrum, van die twee dia-

stereomere by b 3.74 en b 3.75. In die COSY-spektrum van 162 kon die seine van die

twee stereoisomeriese H-1 I maklik met die van H-2'a en H-2'b gekorreleer word en die

van H-3' met die van CH3-4' en CH3-1". Verdere korrelasies wat gevind is, is die

tussen die seine van H-3 met H-4 en van H-5 met beide H-4 en H-6a.

Alhoewel dit nie die doel van hierdie sintese was nie, dien bostaande voorbeeld as 'n

indikasie van die mate waartoe die diastereoselektiwiteit wat in In Strecker-reaksie

verkry word afhanklik is van die aard van die chirale hulpreagens. Die grater mate van

diastereoselektiwiteit wat deur Kunz et al.124 verkry is deur gebruikmaking van die

tetra-Q-pivaloiel-IJ-D-galaktosehulpreagens, kon waarskynlik in groot mate daaraan

toegeskryf word dat die chirale sentrum wat geskep word naby gelee is aan die sentrum

wat die chiraliteit induseer. Met die probleem van die vorming van die Schiff-basis

(143) opgelos (kyk Afdeling 2.6.2.a), kon voortgegaan word met die moontlike ontwik-

keling van 'n diastereoselektiewe sintese van tiasoolaminosuurderivate.

2.6.3 Die Diastereoselektiewe Sintese van Tiasoolaminosuurderivate

2.6.3.a Nukleofiliese 1,2-addisie 00 die imienkoolstof van 143

Die eerste benadering tot die diastereoselektiewe sintese van chirale tiasool

aminosure met behulp van In chirale hulpreagens wat in hierdie ondersoek aandag geniet

het, was gebaseer op resultate van Dondoni et al.175 ten opsigte van die stereospesifieke

homologering van D-xilo- en D-galaktodialdoses met 2-trimetieIsilieltiasool (2-TST,

163, Skema 2.66). In die sintese speel die aard van die oplosmiddel In belangrike rol.

Met dichloormetaan (CH2C~) as oplosmiddeI word geen diastereoselektiwiteit in die

1,2-addisiereaksie verkry nie, maar in tetrahidrofuraan (THF) vind diastereoselektiewe

addisie met In d.o. van ca. 80% plaas.
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Skema 2.66 : Stereoselektiewe Homologering van 'n ~alaktosederivaat.175

Daar bestaan tans twee moontlike meganistiese verklarings waarvolgens 2-TST (163)

met swak elektrofiele, onder meer aldehiede, reageer om 2-gesubstitueerde tiasool

derivate te vorm.176 Een roete behels die direkte aanval van die aldehied op die siliel

tiasool (Roete A, Skema 2.67) om via die 4-sentrumtussenproduk (16.5) en SiMe3 oor

drag vanaf koolstof na suurstof die 1,2 adduk 169 te lewer. Die alternatiewe meganisme

(Roete B) vind via die N-tiasoliumylied (167), wat in ewewig met die oorspronklik

gevormde N-tiasoliumsout (166) verkeer, plaas. Laasgenoemde verklaring word gesteun

deur die isolasie van die verwagte adduk 169 sowel as 168 vanuit die reaksiemengsel.176

Die tussenproduk 165 (Roete A) word energeties begunstig deur die spesiale eienskap

van silikon om die positiewe lading op die fi-posisie te stabiliseer en weens die feit dat

klowing van die koolstof-silikonbinding gelyktydig met vorming van die sterker

suurstof-silikonbinding plaasvind. In die geval van Roete B word die yliedtussenproduk

(167) weer termodinamies begunstig vanwee die komplimenterende aksies van die drie

heteroatome, nl. stikstof vir aktivering, silikon vir yliedvorming en swael vir stabili-
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Skema 2.67

sering. Analoog aan die koolstof-suurstofdubbelbinding kan die koolstof-stikstofdubbel-

binding as 'n resonanshibried van twee kanoniese vorms, soos in Skema 2.68 aangetoon,

beskou word. Die dipolere karakter van die koolstof-stikstofdubbelbinding lei daartoe

dat elektrofiele hoofsaaklik op die stikstofatoom en nukleofiele op die imidielkoolstof

atoom aanval. Die vermoe van 2-TST (163) om 1,2-addisie op swak elektrofiele soos

aldehiede te ondergaan, het die gedagte laat ontstaan om 'n soortgelyke addisiereaksie

met 'n geskikte tiasoolderivaat (170) en die Schiff-basis (143) uit te voer met die oog op

'n diastereoselektiewe sintese van tiasooJarninosure (Skema 2.69).
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Skema 2.69

Dit is in die vooruitsig gestel dat etiel 2-trimetielsilieltiasool-4-karboksielsuur (170) 'n

stereospesifieke 1,2-addisie op die Schiff-basis (14:l) sal ondergaan om sodoende die

tiasoolbevattende adduk (172, Rl = C02Et en R2 = H) te lewer. Die opties suiwer

tiasool sou dan daarna geredelik onder miIde kondi3ies124 as die ooreenkomstige amien

sout(173) vrygestel kon word. Etiel tiasool-4-karboksielsuur is geredelik beskikbaar

deur die kondensasie van tioformamied177 met etiel broompiruvaat en die verbinding

kan dan vervolgens via die litiumsout178 na etiel 2-trimetielsilieltiasool-4-karboksiel-
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suur (170) omgesit word. Alternatiewelik kan die trimetielsilielanaloog vanaf die 2

halogeentiasoolderivaat berei word.176a As gevolg van die onmiddellike beskikbaarheid

van bensotiasool is besluit om die ooreenkomst.ige 2-trimetielsilielderivaat (171) as

modelreagens in die ondersoek te gebruik.

2-Trimetielsilielbensotiasool (171) is vanaf bensotiasool volgens die metode van

Pinkerton et aZ.178 berei. Vanwee die onstabiliteit van 2-bensotiasoliellitium by

temperature hoer as -35°C is die reaksie daarvan met trimetielsilielchloried by tempera

ture laer as -35°C uitgevoer. 2-Trimetielsilielbensotiasool (171) het selfs na lang

reaksietye by kamertemperatuur geen reaksie (IH-k.m.r.-spektroskopie) met die

Schiff-basis (143) in deuterochloroform ondergaan nie. Die byvoeging van 'n katalitiese

hoeveelheid trifluoorasynsuur om die iminiumsout van 143 te vorm en sodoende die

elektrofiliese karakter daarvan te verhoog, het ook nie tot die gewenste 1,2-addisie

aanleiding gegee nie. Fluoriedgekataliseerde desililering van 171 met tetrabutiel

ammoniumfluoried onder kondisies wat reeds suksesvol in gevalle met aldehiede as

elektrofiele toegepas is,175,179 het ook nie enige reaksie met 143 tot gevolg gehad nie.

In In poging om die elektrofiliese karakter van die Schiff-basis (143) verder te verhoog,

is 143 met 'n goeie Lewis-suur nl. tintetrachloried gekompiekseer180 en toe met 171 laat

reageer. In die IH-k.m.r.-spektrum van die reaksiemengsel in deuterochloroform by

-30°C het die imienprotonresonansie 'n duidelike laer-veldse verskuiwing vanaf C7.79

(ongekomplekseerd) na C8.50 (gekomplekseerd) ondervind. Na In reaksietyd van 30 uur

by -30°C is egter nog geen teken van In addisiereaksie waargeneem nie. In 'n finale

poging is 2-bensotiasoliellitium by -75°C in eter met die Schiff-basis (143) behandel.

Die IH-k.m.r.-spektrum van die reaksiemengsel het aangedui dat in hierdie geval die

reaktiewe karbanioon slegs met die asielgroepe van die suikerkomponent reageer.

Hierdie resultaat was onverwags aangesien dit bekend is dat Schiff-basisse met Grignard

en organolitiumreagense (alkiel- en ariel-) reageer om na daaropvolgende hidrolise

sekondere amiene in hoe opbrengs te lewer.t81 Die reaksie verteenwoordig trouens In
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algemene metode vir die sintese van sekondere amiene en is veral suksesvol vir die

bereiding van arielaldimiene. 'n Voorvereiste vir die suksesvolle verloop van so 'n

reaksie is egter die afwesigheid van waterstofatome o tot die koolstof-stikstofdubbel

binding, aangesien sulke verbindings suureienskappe besit en met sterk basisse gede

protoneer word analoog aan enolaatvorming by aldehiede en ketone. Aangesien twee

waterstofatome (} tot die imienbinding in 143 voorkom, is dit dus moontlik dat ook in

hierdie geval deprotonering, eerder as nukleofiliese addisie, plaasvind. Dit is verder ook

bekend dat die addisie van organometaalreagense aan Schiff-basisse sensitief is ten

opsigte van steriese hindering deur substituente van die Schiff-basis.1S1 Die substi

tuente op die organometaalreagens oefen blykbaar geen nadelige effek op die reaksie uit

nie. Die steries groot pivaloielsubstituente op die chirale hulpreagens (143) sal dus ook

nie vir die addisiereaksie bevorderlik wees nie. Die reduktiewe dimerisasie van Schiff-

basisse onder soortgelyke reaksiekondisies, maar veral met Grignard-reagense, lei ook

tot 'n verlaging in die opbrengste van die gewenste addisieprodukte. Dit was derhalwe

duidelik dat die Schiff-basis (143) geensins aan die vereistes voldoen vir suksesvolle

addisiereaksies met organometale nie.

Die potensieel elegante roete vir diastereoselektiewe tiasoolaminosuursintese moes dus

noodgedwonge laat vaar word. 'n Alternatiewe, effens langer roete is egter verder onder

soek. Die motivering om met die sintese voort te gaan was ook ten dele beinvloed deur

'n behoefte om in die RAU-Iaboratorium kennis van chirale sintese en die gebruik van

chirale hulpreagense op te doen. 'n Ander oorweging was dat daar geen ooglopende

alternatief vir die sintese van die R-tiasoolaminosuurkomponente van 'n belangrike klas

van sikliese peptiede was nie.

2.6.3.b Via 'n diastereoselektiewe Strecker-sintese

Twee moontlike alternatiewe roetes (Skemas 2.70 en 2.71) vir die sintese van

chirale tiasoolaminosure, en wat op die metodologie wat reeds ontwikkel is gebaseer is, is

oorweeg. Beide roetes het die diastereoselektiewe bereiding van die N-glikosiel-fr-
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aminonitriel (174a) vanaf die Schiff-basis (143) onder die kondisies van Kunz et al.124

vereis. Die eerste moontlikheid (Skema 2.70) behels die hidrolise van 174a na die ooreen

komstige R-aminosuurhidrochloriedsout (175), waarna dit met behulp van bekende

transformasies, waaronder die Hantzsch-reaksie, na die tiasoolester (176) omgesit kan

word. Sodanige benadering sou egter nie toepaslik wees nie aangesien reeds bewys is dat

OPiv

PivO

143

M~SiCN-SnC4
THF

OPiv

PivO

174a

HCl -HCOOH

COOH

I +-
(CHS)2CHCH2-C IIII~ C1

j
H

175

- - •

176

Skema 2.70

die Hantzsch-reaksie rasemisasie tot gevoIg het. Die tweede moontlikheid (Skema 2.71)

behels omsetting van die nitrielgroep van 174a na die ooreenkomstige tioamied (177a),

waarna dit onder Hantzsch-reaksiekondisies na die chirale tiasoolderivaat (17Sa) omge

sit word. Die vry R-tiasoolaminosuur (179) sou dan na verwagting volgens die metode
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van Kunz et aZ.124 (HCfIHCOOH) deur hidrolise van 178a verkry word.

Die Schiff-basis (143, Skema 2.71) is by -78°C in droe tetrahidrofuraan (THF) vir 10

uur met trimetielsilielsianied en tintetrachloried behandel. Die hoofproduk van hierdie

Strecker-sintese was N-(l '-nitrilo--3'-metielbutiel)-2,3,4,6-tetra-Q-pivaloiel-,8-D

galaktopiranosielamien (174a) wat in 'n hoe opbrengs van 74% verkry is. Die enigste

ander produk van die reaksie is in 'n opbrengs van 12% verkry en as 2,3,4,6-tetra-o

pivaloieI-,8-D-galaktopiranosieiamien (138) gekarakteriseer. Laasgenoemde verbinding

ontstaan waarskynlik deur hidrolise van die ongereageerde Schiff-basis (143). Die

i.r.-spektrum (CHCf3) van 174a toon geen absorpsieband van C=N by 1670 em-1 nie,

maar weI die van C:N by 2254 em-1 en van N-H by 3380 em-1. Die vorming van slegs

die gewenste ,8-anomere produk kon uit die ontkoppelde 13C-k.m.r.-spektrum van 174a

waargeneem word, aangesien C-1 as 'n enkele resonansie by 0 88.92 voorkom. Dit is

nodig om te noom dat suiwering van 174a opeenvolgende ehromatografie en kristallisasie

(nit n-heptaan) beheis het. Die optiese rotasies sowel as die 1H_ en 13C-k.m.r.

analises van beide dieolie en kristalle van 174a was identies. Geen duplisering van enige

resonansies in die spektra wat op die bestaan van 'n anomere en/of rasemiese mengsel

kon dui is waargeneem nie. Ander opmerklike resonansies in die 13C-k.m.r.-spektrum

van 174a is die van C-1' by 046.16 en die van die nitrielkoolstof by 0 120.66. In die

1H-k.m.r.-spektrum van 174a resoneer H-l as 'n doeblet van doeblette (J1,NH = 10.5

en J1 2 = 8.8 Hz) by 04.17, terwyl H-2 ook as 'n doeblet van doeblette (J2 3 = 10.3 en, ,
J1 2 = 8.8 Hz) by 05.00 resoneer. 'n Doeblet van doeblette by 02.16 (J1 NH = 10.5 en, ,
JNH l' = 8.0 Hz) kon aan die amienproton (NH) toegeken word. H-l' resoneer as 'n,
doeblet van triplette (JNH,l' = J 1',2' = 8.0 Hz) by 03.58. In die COSY-spektrum van

174a is daar 'n duidelike korrelasie tussen die seine van NH en H-l asook die van H-3

met H-·t 'n Korrelasie tussen CH3-4' en CH3-1" met CH-3' is ook waargeneem. Die

oorblywende protonkoppelings is m.b.v, ontkoppelingseksperimente bevestig. Bestraling

van NH laat H-l na 'n doeblet en H-l' na 'n triplet verval. Met bestraling van H-2

verval H-l sowel as H-3 na doeblette. Die bestraling van H-4 laat H-3 na 'n doeblet
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verval.

Die vraag het ontstaan of dieselfde resultaat met 'n anomere mengsel van Schiff-basisse,

naamlik 143 en 153 (Skema 2.58), verkry sou word, veral omdat verwag is dat die ano-

.. mere in dinamiese ewewig met mekaar onder die reaksiekondisies sou verkeer. Die

anomere mengsel van Schiff-basisse (143 en 153), berei volgens die asa-Wittig-roete

(kyk Skema 2;63), is vervolgens in 'n Strecker-reaksie gebruik. Skeiding van die twee

isomere, wat in byna gelyke hoeveelhede gevorm het (dic, heksaan:etiel asetaat 5:1), is

deur kolomchromatografie bewerkstellig. Een van die twee isomere was identies aan

174a (~anomeer), wat vroeer gekarakteriseer is. Die tweede isomeer is as die fr-ano

meer (174c, Skema 2.71) gekarakteriseer op grond van die IH-k.m.r.-spektrum van die

verbinding. Dit is 'n suiwer diastereomeer, maar die konfigurasie (R of S) van die nuwe

chirale sentrum is nie bepaal nie. H-l van die o-anomeer (174c) resoneer as 'n doeblet

by 05.43 (J1 2 = 3.2 Hz), terwyl H-2 as 'n doeblet van doeblette by 05.31 (J2 3 = 10.8, ,
en J1,2 = 3.2 Hz) resoneer. 'n Doeblet van doeblette by 05.45 (J2,3 = 10.8 en J3,4 =

4.6 Hz) kan aan H-3 toegeken word. H-4 resoneer as 'n doeblet (J3,4 = 4.6 Hz) by 0

5.00. Die doeblet van doeblette by 0 4.37 (J5,6a = J5,6b = 6.9 Hz) kan aan H-5 toege

skryf word terwyl H-6a en H-6b by 04.10 (dd, J6a,6b = 11.2 en J5,6a = 6.9 Hz) en 0

3.94 (dd, J6a,6b = 11.2 en J5,6b = 6.9 Hz), respektiewelik, resoneer. H-l' resoneer as

'n doeblet van triplette by 03.68 (JNH l' = 12.2 en J1, 2' = 8.2 Hz), terwyl die amien-, ,
proton as 'n doeblet (JNH l' = 12.2 Hz) by 0 1.89 resoneer. Die afwesigheid van enige,
koppeling tussen H-l en die amienproton van die o-anomeer (1.53) dui egter op 'n

visinale hoek van ongeveer 90° tussen die twee protone.

Die resultate wat verkry is met die mengsel van fr- en jJ-Schiff-basisse dui daarop dat:

(i) elk van die twee isomeriese Schiff-basisse (143 en 1.53) 'n enkele sianoadduk

lewer, d.w.s. dat ewewigsinstelling tussen die isomeriese Schiff-basisse stadiger

plaasvind as die addisiereaksie,
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(ii) dat uitstekende chirale induksie in die geval van beide Schiff-basisse verkry

word en

(iii) dat die a- en jJ--sianoaddukte nie onder die reaksiekondisies in ewewig met

mekaar is nie. Die stabiliteit van die amien (138) t.O.V. anomcrisasie in verge

lyking met die labiliteit van die Schiff-basis (143) is moeilik verklaarbaar,

maar kan moontlik aan die bekende verskille in die anomere effek in die twee

gevalle toegeskryf word.173 Dit is verder ook bekend dat aminoglikosiede nie

ed Iik . . . 173ger e I epimenseer me.

Die omsetting van die sianogroep van 174a na In tioamiedgroep is vervolgens ondersoek.

Sodanige omsetting kan in baie gevalle bewerkstellig word deur die nukleofiliese addisie

van H2S aan die sianogroep. Die reaksie van nitriele met nukleofiliese reagense vereis

egter normaalweg sure of basisse as katalisatore. N-glikosiel-a-aminonitriel (174a) is

soortgelyk aan die bereiding van N-t-Boc-glisinotioamied vanaf die ooreenkomstige

nit riel (Afdeling 2.4), met ammoniumwaterstofsulfied in etanol by kamertemperatuur

behandel. Na 4 dae by kamertemperatuur het dunlaagchromatografie hoofsaaklik onver

anderde uitgangsmateriaal, en geen definitiewe produkvorming, aangedui. Die onver

wagte onreaktiwiteit van die nitriel (174a) is tentatief aan steriese hindering toegeskryf.

Ten einde hierdie probleem te oorkom is dit oorweeg om die reaktiwiteit van die water

stofsulfiedioon (wat in protiese oplossings sterk gesolveer is) te verhoog deur in aprotiese

oplossings te werk. Dit is bekend dat HS- verhoogde nukleofilisiteit teenoor nitriel

groepe in aprotiese oplossings soos dimetielformamied (DMF) toon.182 Met trietiel

ammonium- of piridiniumteenione vind die reaksie met aromatiese nitriele gewoonlik by

60
0C

plaas.182 Alifatiese nitriele reageer egter uiters stadig onder hierdie reaksie

kondisies.182a,183 In hierdie gevalle kan tioamiedvorming bevorder word deur gebruik

making van In heftig geroerde heterogene reaksiemengsel bestaande uit In waterige

oplossing van natriumsulfied, In fase-oordragkatalis en oplossing van die nitriel in In

organiese oplosmiddel by 70
0 e onder In waterstofsulfied atmosfeer.1 83 Onder geeneen
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van die verbeterde metodes vir tioamiedvorming kon die nitriel (l74a) na die ooreen

komstige tioamied (177a) omgesit word nie. In elke geval is hoofsaaklik onveranderde

uitgangsmateriaal (174a), selfs na lang reaksietye, herwin. Toepassing van die genoemde

metodes het egter N-t-Boc-glisinotioamied (114, Skema 2.37) in goeie opbrengs vanaf

die ooreenkomstige nitriel (113) gelewer. Die reaksie is beduidend vinniger as in die

geval van selfs eenvoudige alifatiese nitriele. Die moontlikheid is dus oorweeg dat die

asielaminogroep van 113 die sianogroep se elektrofilisiteit verhoog Of d.m.v. 'n induk

tiewe effek Of d.m.v. buurgroepdeelname (Skema 2.72). In hierdie verband kan genoem

word dat die addisie van NH3 aan nitriele omkeerbaar is en slegs suksesvol uitgevoer

kan word in die geval van nitriele wat elektrontrekkende substituente bevat om

sodoende N,N-ongesubstitueerde amidiene te lewer184 (Skema 2.73).

-

Skema 2.72

C1sC-C=N + NH3 -
NH
1/

~C-C-NH2 - -

Skema 2.73184

In die lig van laasgenoemde moontlikheid is die nitriel (174a) dus geasileer met 'n ver

wyderbare asielgroep. Die asileringsreagense wat oorweeg is, het (CH3CO)20,

t-Bu02COC02t- Bu, CH30COCl en (CF3CO)20 in teenwoordigheid van piridien

ingesluit. Die asilering van die uiters gehinderde sekondere amiengroep van li4a was
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slegs suksesvol in die geval van trifluoorasetilering met die baie reaktiewe trifluoor

asynsuuranhidried. In die 1H-k.m.r.-spektrum van die N-glikosiel-N-trifluoor

asetiel-a-aminonitriel (174b) resoneer H-1 ' as 'n doeblet van doeblette (Jl' 2'a = 10.2,
en J1',2

'
b = 5.1 Hz) by 04.36. 'Beide H-1' en H-1 (05.12, d, J1,2 = 9.9 Hz) het relatief

tot hul onderskeie resonansies in die lH-k.m.r.-spektrum van 174a na laer veld geskuif.

Die teenwoordigheid van die trifluoorasetielfunksionaliteit in li4b is eenduidig met

behulp van 13C-k.m.r.-analise bevestig. In die spektrum resoneer -CF3 as 'n kwartet

by 0 117.41 en CO-CF3 as 'n kwartet by 0 157.91. Die nitrielkoolstof resoneer as 'n

singulet by 0 119.09 en C-l resoneer as 'n singulet by 085.35.

Die N-glikosiel-N-trifluoorasetiel-a-aminonitriel (174b) het dan ook soos verwag

geredelik 'n addisiereaksie met die waterstofsulfiedioon ondergaan en weI onder die

volgende kondisies: Wit kristallyne Et3NH+-SH is gevorm deur waterstofsulfied deur

'n yskoue oplossing van trietielamien in dimetielformamied te borrel. Die N-trifluoor

asetielderivaat (174b) is by die heterogene megsel gevoeg en die resulterende oplossing is

vir 12 uur by kamertemperatuur geroer. Onder die kondisies is die ooreenkomstige

tioamied (177b) in 'n opbrengs van 84.5% gevorm. Indien die reaksie egter by 60°C

uitgevoer word, is die uitgangsmateriaal (174b) na 1 uur opgebruik, maar word die

N-gedeasetileer~e uitgangsmateriaal (174a) as hoofproduk verkry. Onder hierdie reak

siekondisies kan die addisiereaksie dus nie met HS--geinduseerde splyting van die

amiedbinding (Skema 2.74) kompeteer nie. In die 13C-k.m.r.-i)pektrum van 177b

resoneer die tioamiedkoolstof as 'n singulet by 0204.60 en die trifluoorasetielresonansies

word duidelik by 0 121.00 (CF3' kwartet) en by 0 159.00 (CO-CF3' kwartet) waarge-

neem.

R-N-R'

I
rC=O
- I

HS CF3

.. -
R-N-R'

I _
HS-C-O

I
CFs

Skema 2.74

.,
R-N-R'

I
H
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N-(l '-tioamido-3'-metielbutiel)-N-trifluoorasetiel-2,3,4,6-tetra-Q-pivaloiel-,B-D

galaktopiranosielamien (l77b) is onder Hantzsch-reaksiekondisies(wat later volledig

bespreek sal word) na die tiasoolderivaat (178b) in hoe opbrengs omgesit. In die

1H-k.m.r.-spektrum van N-[l '-(4I "-etoksikarbonieltiasoliel-2'")-3'-metielbutiel]-

N-trifluoorasetiel-2,3,4,6-tetra-o-pivaloiel-,8-D-galaktopiranosielamien (178b)

resoneer H-l' as 'n triplet (J1' 2' = 7.3 Hz) by 05.36 en H-l as 'n doeblet (Jl 2 = 9.0, ,
Hz) by 0 5.19. Die tiasoolprotonresonansie word as 'n singulet by 0 8.05 waargeneem.

Die metielprotone van die tiasooletielester resoneer as 'n triplet (J2"" 3'"' = 7.2 Hz) by,
o 1.36 en die twee magneties nie-ekwivalente metileenprotone resoneer elk as 'n

ABX3-sisteem (J2""a,2""b = 10.8 en J2""a,3"" = J2'"1b,3"" = 7.2 Hz). In die 13C_

k.m.r.e-spektrum van 178b resoneer die tiasoolkoolstowwe by 0 129.99, 0 147.03 en 0

162.21 en die trifluoorasetielkoolstowwe by 0117.81 (CF3, kwartet) en 0159.00 (CO

CF3' kwartet). C-1 resoneer as 'n singulet by 0 8·5.4.5. In beide die 1H_ en 13C_

k.m.r.e-spektra van 178b is geen duplisering van resonansies wat op 'n anomere of

rasemiese mengsel kon dui, waargeneem nie.

Uit die resultate van Kunz et al.124 moes ons tot nou toe aanvaar dat die chirale

sentrum met die R absolute konfigurasie op C-1' tydens die Strecker-sintese gevorm

het. Uit die km.r.-analises het dit geblyk dat die absolute konfigurasie op C-1 I tydens

die bereiding van die tiasoolderivaat (178b) vanaf die N-glikosiel-a-aminonitriel (174a)

behoue gebly het. 'n Onomwonde bewys hiervoor sou egter slegs deur die bepaling van

die spesifieke optiese rotasie van die vry tiasoolaminosuur (179) verkry kon word.

2.6.4 'n Ondersoek na die Chirale Induksiemeganisme van die Asimmetriese

Strecker-sintese

Kunz et al. 124 skryf die hoe diastereoselektiwiteit van die Strecker-reaksie

(Skema 2.45), wat die pentapivaloielglikosielamien (138) as chirale hulpreagens

inkorporeer, toe aan steriese en stereo-elektroniese effekte wat deur die

suikerkomponent uitgeoefen word. Op grond van 'n gepostuleerde ladingsoordrag wat
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*vanaf die C=N 1\-orbitaal na die a -orbitaal van die ring C-o binding plaasvind, is

Konformasie A vir die metaalgekomplekseerde Schiff-basis voorgestel. Volgens Kunz et

al.124 is hierdie konformasionele voorkeur van die Schiff-basis bevestig deur 'n sterk

NOE ('Nuclear Overhauser Effect') wat tussen H-1 en H-1' van die syketting

waargeneem is. Die groot aksiale substituent op C-4 rig aanval van die Lewis-suur

(SnCl4) na die Q-\jlak van die Schiff-basis (139) in die Konformasie A. Die merkbare

verbreding van dle resonansies van die o-akslale protone (H-1, H-3 en H-5) in die

Sn-kompleks van 139 is as getuienis vir kompleksering op die a-vlak aanvaar.

Sianiedione (wat vanuit silielsianied in die polere oplosmiddel gegenereer word) val dan

op die oop kant van die molekule, d.w.s. aan die kant van die ringsuurstof, aan. Hierdie

,B-aanval bied 'n moontlike verklaring vir die voorkeurvorming van die

(aR)-diastereomeer.

Vo/CN

}
o ""'-loO---r-O~~,,-.t).~.N\~H

... ~: ~
'. .. .

. .

.... . .. .
Cl-Sn-Cl

I
Cl

Konformasie A en die Ooreenkomstige Sn-kompleks .

Alhoewel Kunz se model daarin slaag om die chiraliteitsinduksie te rasionaliseer, is dit

ten opsigte van verskeie aspekte aanvegbaar, n1.:

(i) Dit kan nie sonder meer aanvaar word dat die voorkeurkonformasie van die

vry Schiff-basis in die tinkornpleks behoue bly nie.

(ii) Inspeksie van Dreiding-modelle toon dat Kunz et ale se voorstelling van die
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tinkompleks nie fisies moontlik is nie, d.w.s. dit onmoontlik is vir gelyktydige

kompleksering van In enkele tinatoom met die stikstofatoom van die Schiff

basis en twee pivaloielgroepe. Selfs gelyktydige kompleksering van In tin

atoom met die stikstofatoom en die C-2 pivaloielgroep is fisies moeilik

realiseerbaar. Ten einde die katalitiese effek van die Lewis-suur (SnCf4) te

verklaar moes aanvaar word dat dit minstens met die stikstofatoom van die

Schiff-basis komplekseer.

Met die doel om meer direkte inligting oor die struktuur van die tinkompleks van die

Schiff-basis (143) te verkry is IH_ en 13C-ehemiese verskuiwings wat deur die by

voeging van SnCf4 by die Schiff-basis (143) veroorsaak word, geidentifiseer. In Halwe

molekwivalent SnCl4 is by In 1:1 anomere mengsel van die a- en ~Schiff-basisse (153

en 143, Skema 2.58) by -600C in deuterochloroform gevoeg. In die IH-k.m.r.

spektrum van die reaksiemengsel het die tripletresonansie ooreenkomstig die irnien

proton van die o-anomere Schiff-basis (b 7.60) direk na byvoeging van die Lewis-suur

onveranderd gebly, maar die imienprotonresonansie van die steries meer toeganklike

,B-anomere Schiff-basis (b 7.76) het na laer veld by b 8.40 geskuif. Vanwee die dupli-

sering en verbreding van die ander resonansies in die spektrum kon geen verdere aflei

dings gemaak word nie. Na In paar minute by -600C het die o-anomere imienproton

resonansie by 8 7.60 ook na laer veld begin verskuif. Die 13C-k.m.r.-spektrum het

getoon dat die resonansies van die twee epimere imienkoolstowwe van aanvanklike

waardes b 170.69 en b 169.43 (0'- en ~Schiff-basisse onderskeidelik) na laer veld tot in

die gebied van die karbonielresonansies rondom b 173.9 verskuif het. Alhoewel daar In

verskuiwing in die resonansies van die imienkoolstowwe was, het daar nie In beduidende

verskuiwing na laer veld van die individuele karbonielresonansies plaasgevind nie. Dit is

derhalwe onwaarskynlik dat enige van die pivaloielgroepe met die tinatoom gekoordineer

is. Weer eens, kon a.g.v. die kompleksiteit van die spektrum, geen verdere eenduidige

afleidings t.o.v. 13C-ehemiese verskuiwings gemaak word nie. Uit bogenoemde kan dus

egter tot



FivO

112

die gevoigtrekking gekom word dat die Lewis-suur wel met die imienstikstof koordinasie

ondergaan.

Om die moontlikheid van verdere koordinering van die Sn-atoom met die naasliggende

pivaIoieIsuurstofatome en/of die ringsuurstofatoom te ondersoek, is 'n minimumenergie

molekulere model van die tinkompleks (180) ontwikkel. Die bepaling van die minimum-

OPiv ci. Cl Cl
-" 1/

r--l--- 0 Sn CHI / 3

PivO~_-r--~N=CH-cHa-CH
+ 'C~

180

energiekonformasie van 180, waarvolgens die molekulere koordinate gemodifiseer word

om sodoende 'n lae-energiemolekulere geometrie voor te stel, is m.b.v. die Alchemy

rekenaarprogram185 uitgevoer. Die potensiele energie (PE) van 'n molekule, waar

volgens die minimumenergiekonformasie bepaal word, word in die Alchemy minimi

seerder in die volgende terme uitgedruk:

waar : strek - bindingstrekking

hoek hoekbuiging

tor torsievormverandering

vdw - van der 'Waals interaksie

udv - uit die vlak buiging.

Die minimumenergiekonformasie van die Schiff-basis (143) uit twee verskillende aan

sigte (a en b) word in Skema 2.75 geillustreer. Die suikerkomponent is in die stabiele

stoelkonformasie met die pivaloielsubstituente redelik egalig daarom versprei. Die
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a

Skema 2.75

b

omgewing van die ringsuurstof is egter grootliks onbeset. Die imienfunksionaliteit besit

ook die termodinamies meer stabiele trans-konfigurasie. Uit die minimumenergie-

konformasie van 143 (Skema 2.75) is dit reeds duidelik dat nukleofiliese aanval vanaf die

oop kant, d.w.s, die kant van die ringsuurstofatoom, sal plaasvind.

Die minimumenergiekonformasie van die gekornplekseerde Schiff-basis (180) word in

Skema 2.76(a en b) geIllustreer. Die kompleksering van die imienstikstof met die Sn

atoom het weinig verandering in die verkose konformasie van die uitgangsmateriaal

(Skema 2.75) teweeg gebring. Dit is egter opmerklik dat die karbonielfunksionaliteit

van die C-2 pivalolelsubstltuent nou amper onder die imiendubbelbinding en die

(CH3)3C-komponent skuins voor die dubbelbinding inbeweeg het. Interessante aflei

dings wat moor lig op die moontlikheid van verdere koordinasie deur die Sn-atoom met

ander atome kon werp, is verkry deur 'n oorweging van die afstande tussen verskiIIende

atome van die kompleks. Die moontlike bindingsafstande (in Angstrom) tussen tin en

verskillende suurstofatome word in TabeI 2.5 aangedui. Deur vergelyking van die

moontlike bindingsafstande met die bekende Sn-Q bindingslengte van 2.osA,186 blyk
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Skema 2.76

Tabe12~5

Bindingsafstande (A)

b

a-b

a-;:;

6.711

a-d

5.073

a-e

2.967

a-f

3.929

3.247
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Tabel 2.5(vervolg):

a-g

a-h

5.173

6.983

dit dat indien die Sn-atoom aan die imienstikstof gekoordineer is, dit moontlik is om

hoogstens verdere koordinasie met die ringsuurstofatoom te kan ondergaan. lndien so In

4-lidring gevorm word, kan die chirale C-l posisie ook induktief optree met die gevolg

dat verhoogde diastereoselektiwiteit verkry kan word. Uit die Dreiding-model is dit

verder ook duidelik dat koordinasie met die ringsuurstof die imiendubbelbinding steries

meer toeganklik vir addisie maak. Nukleofiliese aanval vanuit die oop kant (Skema

2.76(b)) lei eksklusief tot die vorming van die gewenste R-diastereomeer (Skema 2.77).

lndien die S-isomeer gevorm sou word, moes nukleofiliese aanval vanuit die steries

rninder toeganklike kant, dit is van onder af, plaasgevind het. Aanval op die o-vlak

word egter deur die C-2 pivalolelsubstituent verhinder.

Skema 2.77
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Dit wil dus voorkom of die teenwoordigheid van die groot pivaIoieisubstituent op C-2

dus reeds voldoende is om die chirale induksie te bewerkstellig. Die groot aksiale sub

stituent op C-4 speel oenskynlik dus geen rol in die diastereoselektiwiteit van die

addisiereaksie nie. Die aksiale aard van die substituent is egter nodig om die drie steries

groot pivaloielsubstituente op C-2, C-3 en C-4 beter te akkomodeer en sodoende die

spesifieke konformasie op die ring af te dwing. In die geval van die ooreenkomstige

glukosederivaat sou al die groot substituente op dieselfde e--vlak van die molekuuI

voorgekom het met gevoiglike visinale interaksies.

2.6.5 Hidrolitiese splyting van die Glikosielamienbinding van die Tiasooiderivaat

178b: 'n Voorlopige Ondersoek

Die suikerkomponent van 178b kon selfs na verlengde reaksietye by

kamertemperatuur onder die kondisies van Kunz et al.,124 nl. HCl/HCOOH, nie afge

hidroliseer word nie. Die N-glikosielbinding was ook stabiel onder ander kondisies, nl.

behandeling met soutsuur (HCt) of met HCi in etanol. 187 Onder meer drastiese

kondisies, waaronder verhitting van bogenoemde reaksiemengsels, ondergaan 178b

volledige ontbinding na 'n reeks produkte. Geen poging is aangewend om die afbou

produkte te identifiseer nie aangesien dit vroeer reeds bewys is dat tiasoolaminosuur

derivate onder drastiese suurkondisies rasemisasie ondergaan (kyk Afdeling 1.2).

Die buitengewone stabiliteit van 178b teenoor hidrolise, in teenstelling met die van

vergelykbare aminoglikosiede,124,187 kan aan die teenwoordigheid van die elektrontrek

kende N-trifluoorasetielsubstituent toegeskryf word. Die deaktiverende effek van hier

die substituent verhoed protonering van die stikstof, wat deur sommige navorsers as 'n

noodsaaklike voorvereiste vir glikosielamienhidrolise beskou word160 (Skema 2.78). 'n

Alternatiewe meganisme wat ook vir glikosielamienhidrolise oorweeg is verloop via In

Schiff-basistussenproduk159 (Skema 2.79). Deaktivering van die stikstofalleenpaar deur

'n N-trifluoorasetielsubstituent sal ook hierdie roete onderdruk. Alternatiewe metodes
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-

- PVOH
Skema 2.78

H+

0!
o NH-R

't..,.-- - - ~OH-,+V NH
-

R --

- •- ~H
Skema 2.79

vir die selektiewe hidrolise van die N-glikosielbinding geniet tans aandag. Een benade

ring behels die selektiewe verwydering van die N-trifluoorasetielgroep deur behandeling

met etanoliese ammoniak gevolg deur suurgekataliseerde hidrolise van die glikosiel

binding. Hierdie ondersoek is op hierdie stadium nog nie afgehandel nie.

Die onsuksesvolle hidrolitiese splyting van die glikosielamienbinding van 178b, het

daartoe gelei dat die absolute konfigurasie (R of S) en optiese suiwerheid van die tiasool

aminosuurkomponent van die verbinding nie eksperirnenteel bepaal kon word nie (om

hierdie rede is die konfigurasie op die o-posisie van die glikosielamienderivate in hierdie
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ondersoek berei, nie in die benamings van die verbindings aangedui nie). Op grond van

Kunz et at. se resultate kan egter voorlopig aanvaar word dat die R-gekonfigureerde

produk tydens die Strecker-reaksie by voorkeur gevorm het.

Op 'n vroee stadium van die Strecker-tipe benadering tot die sintese van chirale tiasool

aminosure het dit duidelik geword, dat al sou dit suksesvol deurgevoer kan word, dit 'n

duur en tydrowende sintese sal wees en dat alternatiewe metodes weer eens aandag moet

geniet.

2.6.6. Addendum

In 'n baie onlangse publikasie wat na afhandeling van hierdie diastereoselek

tiewe Strecker-sintese projek (Afdeling 2.6) in die literatuur verskyn het, toon Kunz et

al.282 dat dit wel moontlik is om die asimmetriese induksie van die diastereoselektiewe

Strecker-sintese gebruikmakende van 2,3,4,6-tetra-Q-pivaloiel-p-D-galaktopira

nosielamien (138, Skema I) as chirale hulpreagens deur die geskikte keuse van oplosmid

del om te keer. Soos reeds in Afdeling 2.6 bespreek, het Kunz et al.124 gevind dat die

Schiff-basis (139) 'n diastereoselektiewe reaksie met trimetielsilielsianied in die teen

woordigheid van of sinkchloried (ZnCl2) in isopropanol of tintetrachloried (SnCl4) in

tetrahidrofuraan ondergaan am, na 'n eenmalige kristallisasie van die produk uit hep

taan (of dlchloormetaan/heptaan), suiwer R-aminonitriel (140) te lewer (Roete A). Die

galaktosielamien (138) is ook suksesvol in die diastereoselektiewe Ugi-sintese van R-

. deri t bruik 187ammosuur enva e ge rui .

Die s-diastereomeer van die aminonitriel vorm in oormaat indien die Schiff-baals (139)

met trimetielsilielsianied in chloroform in die teenwoordigheid van soliede sinkchloried

behandel word (Roete B). In die afwesigheid van sinkchloried vind die reaksie nie plaas

nie. Die gebruik van aIternatiewe Lewis-sure (titaantetrachloried, aluminiumtri

chloried, boortrifluoriedeteraat, magnesiumchloried) het egter tot 'n afname in die



119

OPiv OPiv
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7-13 1

kristallisasie)
140

Skema I

diastereoselektiwiteit sowel as opbrengs van die reaksie gelei. Dit is oak gevind dat

verlengde reaksietye tot die vorming van die ongewenste fr-anomeer aanleiding gegee

het. Die minore komponent van Roete B, dit wil se die R-diastereomeer, kan deur

kristallisasie uit heptaan verwyder word sodat 'n verrykte mengsel ten opsigte van die

8-diastereomeer (R:S 1:20) verkry word. Suiwer 8-diastereomeer kan in In opbrengs

van 50-75% na chromatografie op silika gelsoleer word. Hierdie verandering in reaksie

kondisies het egter nie die sin van asimmetriese induksie in die Ugi-reaksie, gebruik

makende van 138 as chirale templaat, omgekeer nie.
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IH-k.m.r.-spektroskopie het bewys dat die Schiff'-basis (139) wat as uitgangsmateriaal

vir beide stereoseleksies (Roete A en Roete B) gebruik word, dieselfde konfigurasie

(E-isomeer) besit. Die omkering in die sin van asimmetriese induksie kan dus waar

skynlik aan 'n verskil in kompleksering van die sinkchloriedkatalisator en veranderde

nukleofilisiteit van die sianiedioon in die ander medium toegeskryf word. In die polere

isopropanol word die sianiedioon deur die oplosmiddel vrygestel, maar in chloroform

word die sianiedioon deur interaksie van die silielderivaat met 'n ligand van die sink

katalisator vrygestel.

Dit is opmerklik dat Kunz et al. glad nie die gebruik of invloed van tintetrachloried as

katalisator op die diastereoselektiewe uitkoms van die Strecker-reaksie in chloroform

noem nie. Hierdie diastereoselektiewe Strecker-sintese (Skema I) is egter 'n rare geval

waarin beide alternatiewe stereoseleksies gebruikmakende van dieselfde chirale hulp

reagens, en deur slegs die reaksiekondisies te varieer, verkry word. Dit is derhalwe 'n

baie belangrike bydrae tot die gebied van chirale sintese.

2.7 DIE MODIFIKASIE VAN DIE HANTZSCH-SINTESE MET DIE DOEL

OM RASEMISASIE TE VERHOED

2.7.1 Onlangs Gepubliseerde Roetes vir die Sintese van Chirale Tiasoolantinosure

Uit die resultate van Afdeling 2.6 is tot die gevolgtrekking gekom dat die beste

oplossing vir die probleem van rasemisasie tydens die IIantzsch-reaksie die modifikasie

van die reaksiekondisies, ten einde rasemisasie te verhoed, sal behels. Derhalwe is 'n

volledige ondersoek ingestel om die faktore wat vir rasemisasie verantwoordelik is, te

identifiseer. Gedurende die loop van hierdie ondersoek het drie interessante bydraes met

betrekking tot die sintese van chirale tiasoolaminosuurderivate in die literatuur verskyn.

Met die sintese van In bistiasooldipeptiedkomponent (184, Skerna 2.80) van dolastatien 3

as finale oogmerk, het Kelly et al. 1S8 met behulp van In gemodifiseerde Hantzsch

reaksie, wat die reaksie van die tioarnied (181) met broompiruvaatsuur (182) in etanol in
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o
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(p-MeOCaI4P S2) 2-
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184a : R1 = t-Bu , R2 = CH2C6~

184b : Ri = Fmoc , R2 = t-Bu

Skema 2.80188

183

die teenwoordigheid van CaC03 behels het, 'n enantiomeriese oormaat (e.o.) van 60%

van die gewenste stereoisomeer (R of S, afhangende of uitgangsmateriaal met die R- of

B-konfigurasie respektiewelik gebruik is) van 183 verkry. Die enantiomeriese samestel

ling van 183 is met behulp van hcedrukvloeistofchromatografie (HDVC) op 'n Pirkle

chirale kolom bepaal. Die lae spesifieke optiese rotasies van die B-isomeer van 183a

([0]:55-7.8°), sowel as die R-isomeer van 183b ([o]65+ !).6° ), is in ooreenstemming met
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die HDVC resultate wat op 'n beduidende mate van rasemisasie gedui het. Alhoewel

Kelly et ol: dus nie die probleem van rasemisasie opgelos het nie, het die groep se resul

tate aangetoon dat reaksiekondisies en/of die aard van die substituente weI 'n direkte

invloed op die rasemisasietempo tydens die Hantzsch-reaksie uitoefen.

Schmidt et al.41,189 het 'n metode vir chirale tiasoclaminosuursintese, gebaseer op die

waameming dat onder sekere kondisies die Hantzsch-reaksie van chirale a-asieloksisure .

die ooreenkomstige opties suiwer a-asieloksitiasool-i-karboksielsure in hoe opbrengs

lewer, ontwikkel. Die ietwat lang sintese (Skema 2.81) behels onder meer die deasoti

sering van 'n chirale o-emiuosuur (185) om die a-hidroksisuur (186) met behoud van

konfigurasie te lewer wat na asilering na die ooreonkomstige tioamied (187) omgesit

word. Die Hantzsch-reaksie van die chirale 187 met etiel broompiruvaat in etanol lewer

die opties suiwer etiel a-asieloksitiasool-i-karboksielsuur (188). Inversie van die

chirale sentrum vind tydens die daaropvolgende Mitsunobu-reaksiel90 plaas waardeur

die asieloksigroep van 188 'n SN2 verplasing met asied ondergaan om die opties suiwer

o-asidotiasool (189), wat nou oor die geinverteerde konfigurasie in vergelyking met 188

besit, te lewer. Hidrogenering van 189 gee die opties suiwer tiasoolaminosuurderivaat

(190). Indien die sintese met 'n s-gekonfigureerde arninosuur (18.5) as uitgangsmate

riaal uitgevoer word, word die ooreenkomstige R-tiasoolaminosuur (190) gevolglik as

produk verkry. Soortgelyk word die 5-tiasoolaminosuur (190) vanaf die R-aminosuur

(185) berei. Aangesien die minder beskikbare en gevolglik duur R-aminosuur (185) as

uitgangsmateriaal benodig word indien die natuurlike S-tiasoolaminosuur (190) verlang

word, is die sintese van Schmidt sekerlik nie ekonomies nie. Daarbenewens is die tot ale

opbrengs van die lang sintese laag en gedeeltelike rasemisasie vind tog in die omsetting

van 185 na 186 plaas.1l3 Selfs in die omsetting van 187 na 188 vind gedeeltelike rase

misasie plaas al word die reaksie onder streng gekontroleerde kondisies uitgevoer.1l3

Bogenoemde metode is deur Schmidt et al.49 vir die sintese van etiel R-2-(1 '-amino-

3'-sianopropiel)tiasool-i-karboksielsuur (192, Skema 2.82) vanaf die S-a-asieloksisuur

(191a) toegepas. Die S-analoog van 192 is op soort.gelyke wyse vanaf die R-fr-asieloksi-
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Skema 2.82

suur (191a) berei. Schmidt het geen verklaring vir die behoud van optiese suiwerheid

. van die o--asieloksisubstraat tydens die Hantzsch-reaksie gebied nie. 'n Moontlike

verklaring hiervoor, wat die kontras met die situasie in die geval van die ooreenkomstige

a-aminoderivaat uitlig, sal in Afdeling 2.7.3 bespreek word.

'n Suksesvolle sintese van chirale 2-{1'-aminoalkicl)tiasool-!-karboksielsure is deur

Shioiri et al.50,58 ontwikkel (Skema 2.83). Hierdie metode kan in sekere opsigte as 'n

biogenetiese-tipe sintese beskou word, aangesien die finale stap die oksidasie van 'n

tiasolidienvoorloper behels. Die eerste stappe van die Shioiri-metode behels die esterfi

kasie van 'n chirale N-beskermde aminosuur (193) met metieljodied, gevolg deur reduk

sie met litiumchloried-natriumboorhidried van die gcvormde ester (194) om die alkohol

(195) te lewer. Selektiewe reduksie van die o-esterfunksionaliteit van die ooreenkorn-
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stige glutamiensuurderivate (')'-t-ButieI-N-Cbz-( R en S)-gIutamien-a-O-metiel en

')'-t-ButieI-N-ebz-(R en S)-glutamien-a-O-butieI) is ook onder hierdie kondisies

bewerksteIIig. Daaropvolgende dimetielsulfoksiedoksidasie gevolg deur kondensasie van

die gevormde aldehied (196) met die metielester van sisteicn het die tiasolidien (197)

gelewer, wat geredelik dehidrogenering met 'chemiese' mangaandioksied (Mn02) onder

gaan om die gewenste opties suiwer tiasoolaminosuurderivaat (198) te vorm. Die produk

is in aansienlik hoer opbrengste verkry dcur middel van oksidasie met 'chemiese' man-
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gaandioksied (wat vir gebruik in batterye geproduseer word) as met gewone geaktiveerde

mangaandioksied. Die optiese suiwcrhede van die N-3,.5-dinitrobensoielderivate van

198 is deur middel van HDVC op 'n chirale Sumipax OA-IOOO kolom bepaal en resul

tate in die orde van 98% e.o. is verkry. Die effektiwiteit van die sleuteloksidasiestap is

egter wisselvallig en dit, tesame met die algehele lae opbrengs van die lang roete, lei

daartoe dat die Shioiri-metode van chirale tiasoolaminosuursintese nie besonder aan-

treklik is nie.

Geeneen van die bogenoemde roetes bied 'n bevredigende oplossing vir die sintese van

chirale tiasoolaminosuurderivate nie. Daar is derhalwe besluit om 'n eenvoudiger oplos

sing vir die probleem te vind. Die resultate wat verkry is word bespreek teen die agter

grond van die metodes wat gebruik is vir die bepaling van die optiese suiwerheid of

enantiomeriese samestelling van tiasoolaminosuurderivate.

2.7.2. Bepating van die Optiese Suiwerheid van Tiagoolaminosuurderivate

Tradisioneel het die benadering vir die bepaling van die enantiomeriese same

stelling van 'n verbinding op die meting van die spesifieke optiese rotasie van 'n oplos

sing daarvan, berus, As gevolg van 'n toenemende mate van belangstelling in stereoiso

merisme deur navorsers in biochemie, chemie en farmakologie het die behoefte vir meer

akkurate, vinniger en veelsydige metodes vir die bepaling van enantiomeriese suiwerheid

en absolute konfigurasie van molekules ontstaan, met die gevoIg dat sedert die 1960's

heelwat spektroskopiese tegnieke vir die doel ingespan is. Verskeie k.m.r.-tegnieke is

ontwikkel vir die bepaling van die enant.iomeriese suiwerheid van 'n verbinding waar

onder die gebruik van chirale solveringsagente191, chirale lantaniedskuifreagense192 en

chirale derivatiseringsagente193. Die chirale agente is egter baie duur. IH-k.m.r.

spektroskopie is ook in hierdie ondersoek ingespan vir die bepaling van die mate van

rasemisasie wat tydens die Hantzsch-reaksie plaasvind. Dit het berus op die bepaling

van die hoeveelheid deuterium wat in die chirale sent rum geinkorporeer word tydens die

kondensasiereaksie in 'n gedeutereerde oplosmiddel (deuterornetanol of deutero-etanol)
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(kyk Afdeling 2.5). Aangesien hierdie metode 'n beperking plaas op die oplosmiddel wat

gebruik kan word en ook nie 'n akkurate en betroubare bepaling van die optiese suiwer

heid van so 'n molekule kan lewer nie, is alternatiewe meer veelsydige en sensitiewe

tegnieke ook vir die doel in hierdie ondersoek aangewend.

Dit is bekend dat die chiraliteit van aminosure geredelik deur gaschromatografie (GC)

met 'n chirale vloeistoffase bepaal kan word.32,33,194 Soos reeds bespreek in Afdeling

1.4.2 het Ireland et al.23 'n metode, gebaseer op die reaksie van tiasole met 102' ontwik

kel vir die bepaling van die absolute konfigurasie van 2-(1 '-aminoalkiel)tiasool-4

karboksielsure. Aangesien die produk van die geoksideerde tiasoolderivaat, nl. 'n amino

suur, eers na die ooreenkomstige metiel trifluoorasetaat gedcrivatiseer moet word voor

GC-analise, is die tegniek ietwat omslagtig. Shioiri et aZ. 50,58 het op soortgelyke wyse

met HDVC op 'n chirale kolom die enantiomeriese samestelling van tiasoolaminosuur

derivate bepaal eers nadat die N-beskermingsgroep afgehidroliseer is en die sout na die

ooreenkomstige N-3,5-dinitrobensoieltia."oolaminosuur gcderivatiseer is (kyk Afdeling

-2.7.1). Kelly et aZ.188 het uitstekende resultate verkry deur 'n enantiomeriese mengsel

van -y-t-butielester-N-Fmoc-R/B-(Gln)Thz-QMe met behulp van HDVC op 'n Pirkle

chirale kolom suksesvol te skei sonder dat derivatisering van die verbinding nodig was

(Fmoc = 9-fluoorenielmetoksikarboniel). Dit het ons aanvanklike vermoede bevestig

dat deur die geskikte keuse van 'n chirale stasionere fase op 'n HDVC-kolom die enan

tiomeriese samestelling van gesintetiseerde 2-( 1I-aminoalkiel)tiasool-4-karboksielsure

vinnig, gerieflik en sonder enige derivatisering van die verbindings bepaal sal kan word.

Komplimenterend tot die HDVC-resolusie van tiasoolaminosuurderivate op 'n chirale

kolom, is dunlaagchromatografiese resolusie van die ooreenkomstige ontskermde sure via

liganduitruiling op chirale plate in hierdie ondersoek gebruik vir die bepaling van die

optiese suiwerheid van gesintetiseerde tiasoolaminosuurderivate.

a. HDVC chirale analise met behulp van 'n rhirale stasionere fase (CSF)

Die resolusie van enantiomere op IIDVC-eSV's is 'n uitbreiding, maar ook 'n
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radikale wegbeweeg, vanaf vorige werk ten opsigte van die skeiding van enantiomere as

geskikte ooreenkomstige diastereomere. Die meeste van die fisiese eienskappe van R- en

B-€nantiomere is identies, maar die koppeling of assosiasie met 'n addisionele chirale

sentrum, byvoorbeeld deur derivatisering, lei tot die bestaan van 'n diastereomeriese

paar waar elke stereoisomeer oor unieke fisiese eienskappe besit. Dit is gevolglik moont

lik om 'n diastereomeriese paar geredelik onder standaard kondisies chromatografies te

skei195, en wat nie in die geval van 'n enantiomeriese paar moontlik is nie. Die toepas

sing van die diastereomeriese metode vir die roetine analises is egter aan verskeie nadele

onderhewig, waaronder foutiewe bepalings vanwee beperkings op die optiese suiwerheid

van die derivatiseringsreagens 196 en die tydrowende opwerk van die derivatiserings

reaksiemengsels. 'n Addisionele komplikasie is dat die reaksies van verskillende enan

tiomere met 'n gegewe chirale reagens beduidend ten opsigte van reaksiesnelheids

konstantes en/of ewewigskonstantes kan verskil. Die gevolg hiervan is dat die verhou

ding van die diastereomeriese mengsel aansienlik kan verskil met die van die oorspronk

like enantiomeriese mengsel.197 Die probleme word egter vermy deur 'n enantiomeriese

paar direk as enantiomere te skei.

Een van die benaderings in hierdie verband herus op die vorming van tydelike diastereo

meriese komplekse tussen die enantiomere in oplossing en 'n spesifiek saamgestelde

enantiomeriese fase (CSF) wat aan die stasionere rase, by. silika, gebind is. Die verskil

in die stabiliteitskonstantes van die verskillende diastercomeriese komplekse lei tot

verskillende retensietye. Die gevolg hiervan is dat die enantiomeer wat die minder

stabiele diastereomeriese kompleks met die CSF vorm, eerste elueer. Die ontwikkeling

van CSF's is gebaseer op 'n drie-punt chirale herkenningsmodel, wat oorspronklik deur

Dalgliesh198 voorgestel is, en wat aanvaar dat chirale hcrkenning 'n minimum van 3

gelyktydige interaksies tussen die CSF en die enantiomeer in oplossing vereis. Ten

minste een van die interaksies moet stereochemiesgekontroleerd wees en mag beide

aantrekkend of afstotend van aard wees. Die situasie word in Skema 2.84 geillustreer.

In die geval ondervind enantiomeer I interaksie met die CSF op posisies A--AI ,
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Skema 2.84 : Drie-punt chirale interaksiemodel.

B--B'en C-C' waarteenoor die spieelbeeld, enantiomeer II, geen C-C' interaksie

ondervind nie. Indien die C-C' interaksie 'n aantrekkingsinteraksie is, sal enantio

meer I stadiger van die kolom geelueer word as enantiomeer II. Indien die interaksie

afstotend van aard is, is die diastereomeriese kompleks bevattende II meer stabiel met

die gevolg dat I eerste geelueer sal word. In die geval van 'n minimale interaksie, sowel

as in die afwesigheid daarvan, tussen C en C' sal geen skeiding van die enantiomere

waargeneem word nie.

Pirkle et al.199 het 'n reeks CSF's, gebaseer op die drie-puntmodel, ontwikkel

waaronder N-3,4-dinitrobensoiel-R-fenielglisien wat deur middel van ioniese of

kovalente bindings200 aan 'n -y-aminopropielpakking gebind is. In Skema 2.85(A) word

hierdie kovalentgebonde CSF geillustreer. Die CSF besit 'n aantal posisies wat geredelik

interaksies met ander molekules kan ondervind:

(i) die polere amiedbinding tussen die 3,5-dinitrobensoiel (DNB)-komponent en
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die fenielglisienamien [posisie (1)]

(ii) die amiedwaterstof, wat vir waterstofbinding beskikbaar is [posisie (2)]

(iii) die suurstofatoom van die bogenoemde amiedkarbonielgroep, wat vir water

stofbinding beskikbaar is [posisie (3)]

(iv) die 3,5-DNB-ring, wat elektronarm is en gevolglik 1\-')\ bindings met ander

aromatiese ringe kan ondergaan [posisie (4)]

(v) die karboniel- en fenielgroepe op die fenielglisienkomponent wat Of 'n aantrek

kende (op 'n soortgelyke meganisme as bogenoemde) Of 'n afstotende interaksie

(vanwee die steriese grootte daarvan) kan ondervind [posisie (5)].

( B )

( A )

Skema 2.85 : Die voorgestelde interaksiemodel tussen 'n R-ibuprofeenderivaat en die

kovalentgebonde Pirkle-tipe HDVC - CSF.202

Uit die voorafgaande is dit dus duidclik dat die vcrbinding in oplossing oar 'n suur

posisie, basiese posisie en 'n bron van 'j\-elektrone moet besit om geredelik enantiome

riese skeiding op die spesifieke CSF te ondergaan. Vanwee die groot aantal posisies op

die CSF wat interaksies met enantiomere kan ondergaan en die akkurate en vinnige aard

van die tegniek, het die Pirkle CSF gou wye toepassing gevind. Enantiomeriese skei

dings met die Pirkle-tipe HDVC-eSF van N-3,5-dinitrobenso"iel-R-fenielglisien is

suksesvol op onder meer alkielkarbinole, sikliese alkohole, arielasetarniede, oksasolidone,

ftaliede, bi-~naftole en hidroksisulfiede uitgevoer.19S-200
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'n Goeie voorbeeld ter illustrasie van die toepassing van die Pirkle CSF word in die

geval van die enantiomeriese mengsel van die I-naftaleenmctielamied van R/3-ibupro

feen[2-(p-isobutielfeniel)propionsuur] (Skema 2.85(B)) gevind.202 'n Dipool-dipool-

stapelingsinteraksie tussen die dipole van die CSF en die opgeloste R-enantiomeer

[posisies (1) en (I')J gee aanleiding tot die voorgestelde model (Skema 2.85). Die vol

gende interaksies kan egter ook plaasvind:

(i) waterstofbinding op posisies (2) en (2')

(ii) waterstofbinding op posisies (3) en (3')

(iii) 1i~ aantrekkende interaksie op posisies (4) en (4').

Bogenoemde interaksies is almal belangrik vir die vorming van die diastereomeriese

kompleks, maar dit is nie deurslaggewend vir die diskriminasie tussen die twee enantio

mere verantwoordelik rue. Die funksie word verrig deur 'n stereochemiesgekontroleerde

interaksie, nl. die steriese interaksie van die o-metlelgroep op posisie (5'). In Skema

2.85 word die diastereomeriese kompleks tussen die CSF en die R-enantiomeer (in

oplossing) geillustreer. In hierdie geval is die o-metielgroep weg van die CSF gerig,

maar in die geval van die s-enantiomeer is die o-metielgroep na die CSF gerig met

gevolglike destabilisering van die kompleks. Die verskil in die stabiliteit tussen die twee

diastereomeriese komplekse resulteer in 'n laer kapasiteitsfaktor vir die s-enantiomeer,

met die gevolg dat die twee stereoisomere geskei kan word. Soos reeds genoem, is die

tipe interaksie slegs een van vele wat met die CSF moontlik is. Pirkle et ai.200 het ook

reeds 'n aantal moontlike interaksiemodelle van die CSF met verskeie klasse van verbin-

dings ondersoek.

'n Soortgelyke interaksiemodel as bogenoemde kan vir tiasoolaminosuurderivate met In

kovalentgebonde Pirkle-tipe ~DVC-eSFvoorgestel word (Skema 2.86), en die volgende

moontlike beduidende interaksies is tentatief geidentifiseer:
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Skema 2.86 Die voorgestelde interaksiemodel tussen 'n N-t-Boc-R-tiasoolamino

suurderivaat en 'n kovalentgebonde Pirkle-tipe HDVC - CSF.

(i) dipool-dipoolstapelingsinteraksie [posisies (1) en (1')]

(ii) waterstofbinding [posisies (2) en (2')]

(iii) waterstofbinding [posisies (3) en (3')]

(iv) stereochemiese interaksie wat in die geval van die R-tiasoolaminosuurderivate

afwesig is, maar weI met die B-enantiomere kan plaasvind en sodoende die

diastereomeriese kompleks te destabiliser [posisies (5) en (5')].

Die voorstelling is gegrond op die bevinding (kyk Afdolings 2.7.3.b en 2.9) dat die S-

tiasoolaminosuurderivate eerste elueer.

In hierdie ondersoek is 'n Pirkle Kovalente R-Fenielglisien (Hi-chrom) Omkeerbare

HDVC Kolom (4.6 mm binnedeursnee x 250 mm), gekoppel aan 'n Waters Model 6000

A Solvent Delivery System, gebruik. Die kovalente kolom is bo die ioniese kolom ver

kies, aangesien laasgenoemde die polariteit van die elueermiddel wat gebruik kan word,

beperk. Die optimale kondisies vir die resolusie van die enantiomere van etiel N-t

Boc-2-(l'-aminoalkiel)tiasool-4-karboksielsure met die Pirkle kolom is proefonder

vindelik vasgestel en sluit die volgende in:



(i)

(ii)

(iii)

elueermiddel

vloeispoed

detektor
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.heksaan met 10% (v:v) isopropanol

:0.6 mf/min.

:UV-detektor met In waarnemingsgolf

lengte van 254 nm

(iv) streng gekontroleerde

temperatuur

(v) druk op HDVC-kolom :200 PSI (druk per vierkante duim).

b. Dunlaagchromatografiese enantiomeerresolusie 1'ia liganduitruiling

Die gebruik van gas- en vloeistofchromatografie vir die skeiding van enantio-
... -

mere vereis die gebruik van duur apparate en in sommige gevalle, ook die derivatisering

van die betrokke verbindings. Martens et al.203 het In beduidende bydrae gemaak wat

hierdie beperkings oorkom, naamlik die ontwikkeling van In eenvoudige, goedkoop en

vinnige dunlaagchromatografiese metode vir die bepaling van die enantiomeriese same

stelling van o-aminosure en ontskermde suurderivate daarvan.

Die dunlaagchromatografieplate bevat In Cu2+ chirale selektor, nl. (25, 4R, 21R/5')-4

hidroksi-l-(2'-hidroksidodesiel)prolien (199), wat uia liganduitruiling vir die skeiding

199

van die genoemde enantiomere verantwoordelik is. Die tegniek is uiters sensitief aange

sien dit nodig is om slegs 2 JlL van In 1%oplossing van In enantiomeriese aminosuur op

die dunlaagplaatjies aan te bring en die laagste vlak van deteksie op ",1% vasgestel is.



134

Optimale skeiding is verkry deur die plaatjies vooraf vir 1.5 minute by 1000 e te aktiveer.

Na voltooiing van die skeidings is die plaatjies gedroog waarna dit met 'n 0.1% ninhi

drienreagens ontwikkel is. Die enantiomere kom dan as duidelik waarneembare rooi

bruin kolle op die wit agtergrond voor. Hierdie metode is dan ook suksesvol in hierdie

ondersoek vir die skeiding van enantiomeriese mengsels van sekere tiasoolaminosuurderi

vate aangewend.

2.7.3 'n Ondersoek na die Meganisme van die Hantzsch-reaksie

a. Die sintese van N-beskermde O'-aminokarbokstioamiede

Die studie van die meganisme van die Hantzsch-reaksie is aanvanklik uitge

voer gebruikmakende van drie chirale N-t-Boc-O'-aminotioamiedderivate (202 a-c,

Skema 2.87) wat vanuit N-t-Boc-B-fenielalanien (200a), N-t-Boc-S,B-isoleusien

(200b) en N-t-Boc-B-valien (200c) onderskeidelik, gesintctiseer is. In hierdie sinteses

R\ /I
HC-C-OH

I
NH-t-Boc

-
R 0
\ II
HC-C-NH2

I
NH-t-Boc

-
R S
\ II
HC-C-NH2

I
NH-t-Boc

200a : R = C~C6~

200b : R = CH(CH3)CH2CHs

200c : R = CH(C~)2

201

Skema 2.87

202

is die tioamiede (202a-c) direk vanuit die ooreenstemmende amiede (201a-c) verkry

deur middel van reaksie met Lawesson se reagens. Dit verteenwoordig 'n verbetering op

die tradisionele metodes (kyk Skemas 2.36, 2.37, 2.40 en 2.43) wat die omsetting van

amiede na nitriele en 'n daaropvolgende addisiereaksie met waterstofsulfied behels het.

Die standaard metodes vir die omsetting van karboksielsure na primere amiede204
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behels onder meer die reaksie met ammoniumkarbonaat of urea, die ammonolise van die

ooreenkomstige esters of anhidriede of die reaksie van asielehloriede met ammoniak. In

die geval van die polifunksionele of onstabiele edukte kan verwag word dat die genoemde

metodes nie altyd ewe suksesvol sal wees nie vanwee die moontlikheid van kompeterende

reaksies. Verskeie metodes is derhalwe ontwikkel om die probleem te oorkom, waar

onder omsetting van karboksielsure na die ooreenkomstige asielchloriede met oksaliel-

. chloried en daaropvolgende reaksie met heksametieldisilasaan [bis(trimetielsiliel)amien]

om na hidrolise die primere amiede te lewer205 (Skema 2.88). Die drie N-t-Boc-S-

CICOCOCI-
o

Cl, "
CH-C-Cl

Cl/

Skema 2.88205

1. MesSiNHSiMes

CH2Cl2-2. YeOH,

HsO+

aminosure (200a-e) is in hoe opbrengs na die amiede (201a-e) omgesit deur middel van

'n meer direkte metode, nl. aktivering van die karboksielsure met isobutielchloorfor

miaat in die teenwoordigheid van N-metielmorfolien en daaropvolgende reaksie met

ammoniak. Die Lr.-spektra van 201a-e vertoon elk 'n doeblet van swak absorpsiebande

in die gebied 3522-3360 em-1, wat aan -NH2 toegeskryf kan word, sowel as sterk

karbamaatabsorpsiebande by 1670-1692 em-I.

In die bereiding van die ooreenkomstige tioamiede is gebruik gemaak van die mees

effektiewe tioneringsreagens bekend206, naamlik 2,4-bis(p-metoksifeniel)-1,2,3,4-ditia

difosfetaan-2,4-disulfied (203, Lawesson se reagens). Die reagens sit karbonielverbin

dings soos esters207, laktame208, imiede208, ketone209, enaminone21O, hidrasiene211 en

amiede206,212 in hoe opbrengs om na die ooreenkomstige tiokarbonielverbindings onder

bepaalde reaksiekondisies, gewoonlik verhitting in 'n geskikte inerte oplosmiddel soos
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benseen en tolueen. Tionering van die N-beskermde-fr-aminokarboksamiede (201a-e)

volgens 'n modifikasie van die oorspronkIike metode van Lawesson et al.207b, nl. deur

die reaksies met 203 in anhidriese DME by kamertemperatuur, vind chemoselektief plaas

aangesien die t-butoksikarbonielgroep en die estergroep eers by 110°C en 140°C onder

skeideIik, met 203 reaksie ondergaan. 207b, 213

203

By kamertemperatuur het die 0 jS-uitruiling van die prirnere amied na 4 uur volledig

1 . d T b t d t .. klari 214. di ti .p aasgevm. ans es aan aar wee meganistiese ver . armgs VIr Ie ionenng van

karboniele met Lawesson se reagens (203). In die eerste van die meganismes (Skema

2.89) word veronderstel dat 203 in oplossing as die monomcriese ditiometafosfonaat

(204), in resonans met die kanoniese struktuur 20.), voorkom. In bcide 204 en 205 is die

fosforatoom elektrofilies met die gevolg dat dit geredelik deur 'n nukleofiel aangeval kan

word om 'n tussenproduk (206) te vorrn wat via 'n sikliese tioketaal (207) na die tio

karboniel en 'n trimeer (208) ontbind. Hierdie voorgestelde meganisme is versoenbaar

met die waarneming dat die tempo van tionering toeneem met 'n toename in die nukleo

filisiteit van die karbonielsuurstof. Die tweede rneganisme verklaar die lae sensitiwiteit

van die tioneringsreaksie ten opsigte van substituente van beide die reagens en die

substraat (Skema 2.90). Die verklaring behels die gelyktydige elektrondigtheidsoordrag

tussen die karbonielgroep en die P=S groep met die gevolglike vorming van die sikliese

tioketaal via 209. Dit sal die elektroniese effekte van substituente wat aan die fosfor

atoom en karbonielgroep verbind is, grootliks neutraliseer. Die voorkoms van [2+4] en

[2+3] sikloaddisiereaksies van 203 met verskeie onversadigde sisteme ondersteun so 'n

meganisme.
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Die dryfkrag vir die reaksies van karboniele met 203 word gevind in die vorming van die

sterker P=Q (130 kkaljmol) en P-o bindings in plaas van die labiele P=S (90 kkalj -,

mol) en P-S bindings. In die geheel berus die sukses van die tioneringsreaksie op die

relatiewe gemak waarmee die fosforatoom se koordinasiegetal kan verander van P(IV) 

P(V) - P(VI). Die wye toepassings wat Lawesson se reagens (203) in sintese vind kan

aan 'n aantal faktore toegeskryf word, onder meer die geredelike beskikbaarheid daar

van, eenvoudige en gerieflike reaksiemetodes, hoe opbrengste waarin swaelbevattende

reaksieprodukte gewoonlik verkry word en die relatiewe gemak waarmee die gewenste

produkte geisoleer kan word.

Ten einde vas te stel of vorming van die tioamiede (202a-e) sonder rasemisasie plaasge

vind het, is N-t-Boc-S-2-amino-3-metielbutiramied (201c, Skema 2.91) na die nitriel

~\J-NHa SOCIa ~C=N NH3/H2S ~M-NH2- ..
DMF/DME EtOH

NH-t-Boc NH-t-Boc NH-t-Boc

2010 210 202c

Skema 2.91

(210) omgesit deur reaksie met tionielchloried.21.5 Die nitriel (210) is onder standaard

tioneringsreaksiekondisies (NH3/H2S, etanol), en wat tot geen rasemisasie aanleiding

gee nie, na die ooreenkomstige tioamied (202c) omgesit. Die tioamied wat sodoende

verkry is het dieselfde spesifieke optiese rotasie getoon as die wat deur middel van die

Lawesson-reaksie berei is. Op grond van hierdie resultate is aanvaar dat die bereiding

van die tioamiede (202a---e) vanuit die amiede (201a-e) met behulp van Lawesson se

reagens (203) sonder enige rasemisasie plaasgevind het.
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Noudat die uitgangsmateriaal vir 'n meganistiese ondersoek van die Hantzsch-reaksie

geredelik beskikbaar was, is met die ondersoek in aanvang geneem,

b. 'n Ondersoek na rasemisasie tydens die Hantzsch-reaksie

Vorige resultate wat in hierdie ondersoek verkry is (Afdeling 2.5) het reeds

aangedui dat 'n tussenproduk van die Hantzsch-reaksie, eerder as die finale produk, in

die rasemisasiestap betrokke is. Ongereageerde tioamiede wat uit die reaksies herwin is,

is steeds in 'n opties suiwer vorm verkry. Die uitgangstof is dus nie direk in die rase

misasie (via 215, Skema 2.92) betrokke nie, met die gevolg dat aanvaar kan word dat die

aanvanklike enolisering van die tioamied via tussenproduk (214) plaasvind. Dit is

R2 S

I "Rl -CH-C-NHa

a
II

+ Br-C~-C-~

213

vinnig- R'~ :Ij-l-: + IIBr

"I~J
R2

211

~ stadig

+

SH
R2", Il _

CH-C.'-.

-> "NH
214

SH

R2" I
C=C

W/ "NHa

215

Skema 2.92

212
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verder bekend dat die stadige stap in die Hantzsch-reaksie (vir volledige meganisme kyk

Skema 2.7) die dehidrering van die hldroksltiasolientussenproduk (211) is. Dit was

denkbaar dat 'n verbinding van tipe (211) deur middel van 'n vinnige suurgekataliseerde

Imien-enamientipe toutomerie en aldus 'n simmetriese tussenproduk (213) rasemisasie

kon ondergaan, veral indien die daaropvolgende dehidreringstap stadig is. Onder stan

daard Hantzsch-reaksiekondisies vind dehidrering, wat deur die in situ gevormde RBr

gekataliseer word, egter baie stadig plaas. Derhalwe bestaan daar voldoende geleentheid

vir 'n imien-enamien ewewig om in te stel via die vorming van 'n iminiumsout217

(Skema 2.93).

- +
NRi!2

Skema 2.93217

Indien die bostaande verklaring van rasernisasie tydens die standaard Hantzsch-sintese

van tiasoolaminosuurderivate as korrek bewys word, ontstaan die vraag na die rede vir

die feit dat min of geen rasemisasie in die ooreenkomstige reaksies van o-asleloksitio

amiede (kyk Afdeling 2.7.1) plaasvind nie. Een moontlikheid is dat die stabiliteite van

die enarnientoutomere in die twee gevalle aansienlik verskil. In hierdie verband kan die

O'-asieloksigesubstitueerde enamien as 'n hoc energie 6-elektron butadieentipe sisteem

beskou word aangesien twee elektrone in sodanige sisteem noodwendig in antibindende

molekulere orbitale geplaas moot word. Die 61t"-elektrone waarna verwys word is 'n

stikstofalleenpaar, 21t"-elektrone van die dubbelbinding en 'n suurstofalleenpaar (die

tweede suurstofalleenpaar is gedelokaliseer na die karbonielgroep) soos hieronder aange

dui (A, Skema 2.94). Die butadieentipe sisteem ontstaan deur die interaksie van 'n

p-orbitaal van stikstof, 'n p-orbitaal van suurstof en 'n p-orbitaal van elk van twee
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A

Skerna 2.94

B

koolstofatome. Die ooreenkomstige o-aslelamlnogesubstitueerde enamien kan egter as

'n stabiele 4--elektron butadieentipe sisteem beskou word met al 41\-€lektrone in bin

dende molekulere orbitale. Die 41\--elektrone waarna verwys word is die 21\--elektrone

van die dubbelbinding en 'n alleenpaar van die ringstikstof. Die stikstofalleenpaar van

die asielaminogroep vorm nie deel van die butadiesntipe sisteem nie aangesien dit na die

karbonielgroep gedelokaliseer word (B, Skema 2.94). Volgens bostaande argument

bestaan daar dus min of geen dryfkrag vir die vorrning van 'n a-asieloksigesubstitueerde

enamien (A), in teenstelling met die vir die vorrning van 'n o-aslelaminogesubstitueerde

enamien (B).

Die voorgestelde volledige meganisme van die Hantzsch-reaksie aanvaar dat die dehi

drering van die hidroksitiasolientussenproduk (211) 'n suurgekataliseerde proses is.

Indien die Hantzsch-reaksie onder die standaard kondisies uitgevoer word, is die tempo

van die dehidreringstap waarskynlik vergelykbaar met die van die eerste stap naamlik

die substitusiereaksie. Onder hierdie omstandighede is daar geen opbou van 'n tussen

produk nie. Indien die verloop van die reaksie met behulp van dunlaagchromatografie

gevolg word is daar hoogstens aanduiding van die teenwoordigheid van een tussen

produk. Indien die reaksie in die teenwoordigheid van NaIIC03 of KHC0 3, d.w.s. onder
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swak basiese kondisies, uitgevoer word, word die dehidreringstempo sodanig onderdruk

dat die tussenproduk weI geisoleer kan word. Byvoorbeeld, die hidroksitiasolientussen

produk (216, Skema 2.95) is in goeie opbrengs verkry uit die reaksie van die tioamied

(202c) met etiel broompiruvaat in deuterometanol by kamerternperatuur (24 uur) in die

teenwoordigheid van 'n oormaat fyngemaalde NaHC03. Onder hierdie kondisies word

0

S
-( N~~"O~

"
BrCH2COCOOEt CHaCOCIC-NH2 - HC--Iz. -CHsOD I S piridien

NH-t-Boc HC03- NH-t-Boc o °c
202c 216

o

~ ::)CO~"OEt
HC II
I~S
NH-t-Boc

217

Skema 2.95

die gevorrnde HBr onrniddellik geneutraliseer terwyl die reaksiernedium essensieel neu

traal bly as gevolg van die lae oplosbaarheid van NaHC03. Soos reeds in Afdeling 2.5

genoem, reageer sterker basi sse, byvoorbeeld N-metielmorfolien, met etiel broompiru

vaat. Die hidroksitiasolien (216) is verbasend stabiel onder basiese kondisies en is deur

chromatografie op silika in 2% trietielamien by -lOoe getsoleer.

Uit die IH-k.m.r.-spektrum van 216 was dit duideIik dat die produk uit 'n mengsel van
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twee diastereomere (a.g.v. die teenwoordigheid van twee ehirale sentra) bestaan. Die

1H-k.m.r.--data van die hoof-isomeer (1\180% van die totale produk) kan soos volg

opgesom word: Die CH3-3' en die CH3-1" van 216 resonoer beide as doeblette by 0

0.92 (J = 7.0 Hz) en 01.02 (J =5.8 Hz) onderskeidelik, terwyl 'n singulet by 01.48 aan

die teenwoordigheid van die -e(CH3)3 groep toegeskryf kan word. 'n Triplet by 0 1.34

(J = 7.0 Hz) kan aan die metielgroep van die ester toegeskryf word, terwyl die metileen

groep as In kwartet by {j 4.33 (J = 7.0 Hz) resoneer. Die amienproton sowel as H-2'

resoneer as multipIette by {j 5.26 en 0 2.20 onderskeidelik, Die twee magneties nie

ekwivalente protone op C-5, nl. H-5a en H-5b, resoneer as 'n AB-sisteem by {j 3.85 (J

= 12.0 Hz) en {j 3.40 (J == 12.0 Hz) onderskei delik. Die multiplet van die een chirale

proton, nl. H-l I, integreer vir 1 proton, 'n onomwonde bewys dat geen deuteriumuit

ruiling op C-1I plaasgevind het nie. Die hidroksitiasolientussenproduk (216) van die

Hantzsch-reaksie is dus nog essensieel opties suiwer. Die Lr.-spektrum van 216 vertoon

'n bree mediumintensiteithidroksi-absorpsieband by 3500 em-I.

Die reaksie van 216 met asetielchlorled in piridien vir 2 uur by 0°C het die ooreenkom

stige O-asetielderivaat (217) gelewer. In die 1H-k.m. r.-spektrum van 217 is 'n drie

proton singuletresonansie by 0 2.20 waargeneem wat aan die teenwoordigheid van 'n

asetielgroep toegeskryf kon word. Die res van die spektrum was essensieel identies aan

die van 216. In ooreenstemming met die voorgestelde meganisme van die reaksie

(Skema 2.92), bevestig bogenoemde resultate dat rasernisasie van die chirale sentrum

tydens die Hantzseh-reaksie voor die vorming van die aromatiese tiasoolaminosuurderi

vaat (212), maar na vorming van die hidroksitiasolicntussenproduk (211) plaasvind.

Derhalwe sal chirale tiasoolaminosuurderivate slegs gevorm kan word indien die dehi

drering van die hidroksitiasolientussenproduk (211) aansienIik vinniger kan plaasvind as

die rasemisasie daarvan,

Die vraag het dus nou ontstaan of die aard van die substituent op die 4-posisie van die

hidroksitiasolientussenproduk die tempo van die dehidreringsreaksie bepaal, Ten einde
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die vraag te beantwoord is die reaksie van chirale tioamiede (202a,b) met verskillende

ll'-halokarbonielverbindings onder standaard Hantzscb-reaksiekondisies ondersoek, veral

met betrekking tot die mate waarin tiasoolvorming met rasemisasie gepaard gaan (Tabel

2.6).

Die reaksies is in deutero-etanol as oplosmiddel uitgevoer (Skema 2.96). Die persentasie

deuteriuminkorporasie in die chirale sentrum op C-l I, as 'n maatstaf van die mate

waarin rasemisasie plaasgevind het, is bereken in terme van die relatiewe intensiteit van

die H-l' sein in die IH-k.m.r.-spektra van die reaksieprodukte (218-225).

Dit was opmerklik dat daar 'n oenskynlike verband is tussen die mate van deuteriumuit

roiling, en dus rasemisasie, met die karbokatioonstabiliserende eienskappe van die sub

stituent R van die a-halokarbonielreagens (XCH2COR). Deuteriumuitruiling het

toegeneem in die volgorde R = CH3 :::: Ph < CH2Br < CH2Cf < COOEt. Die karbo

katioonstabiliserende eienskappe van die metiel- en fenielgroepe kan aan induktiewe

(elektronskenkende) en resonanseffekte respektiewelik, toegeskryf word. Die twee opties

suiwer tiasoolaminosuurderivate (218) en (219) het beide groot spesifieke optiese rotasies

([o:]~1 - 54.4
0

en [o:]~O - 52.6
0

onderskeidelik) waarna dit afneem na [alb5 -14.1
0

vir

die broomtiasool (220) en [al~5 - 11.6
0

vir die chloortiasool (221). Die byna volledig

gerasemiseerde etielester (222) toon sIegs 'n spesifieke optiese rotasie van [alb4.5 - 7.9
0

•

Die waardes van die spesifieke optiese rotasies van die onderskeie verbindings is dus in

ooreenstemming met die resultate van die deuteriumstudies.

In die IH-k.m.r.-spektra van die produkte wat by wyse van rasemisasie twee diastereo-

mere gelewer het, naamlik 220, 221 en 222, is soos verwag duplisering van sommige

resonansies waargeneem. Byvoorbeeld, die 500 MHz 1H_ en 13C-k.m.r.-spektra van

die broomtiasool (220) het onomwonde op die bestaan van In diastereomeriese mengsel

in In 7:3 verhouding gedui. In die IH-k.m.r.-spektrum van 220 is dubbele multiplet

resonansies vir onder meer C-2' (b' 2.05 en 02.15) en die tiasoolproton (07.17 en 07.18)



TABEL 2.6

Tioamied a-Halokarboniel- Tiasoolproduk Chemiese % deuterium- %-d.o.
reagens verskuiwing uitruiling (of~.)

van H-l' op C-l'
0 (dpm, CDC13) (EtOD)

r"x

0

~r-cf"'v\-s ~".II
C-N~ 4.89 0 100 ~

~

NH-t-Boc Br CJ1
NH-t-Boc

202b 218

0

v\-{f
Ph

202b !'Ph 5.00 0 100
Br NH-t-Boc

21Q

0

v\-{J'~202b Ii 4.92 30 70
Br Br

NH-t-Boc

220

0 v\-{J'CI
202b Ii 5.20 50 50

CI CI
NH-t-Boc

221



'I'ABEL 2.6 (vervolg) :

202b

a

(yo
Br DEt

o

~fOEI
NH-t-Boc

222

4.89 72 28

a

Ph-)-tf~s

~Ph)-II 5.25 25
o-NH2

75

NH-t-8oc
Br Br NH-t-Boc

2020
:l23

0

Ph--)-_t('~

~

Ii
*""0'>

202a 5.15 55
CI C1 NH-t-Boc

45

224-

0

a Ph-yfOEI
2020

(yo 5.26 75 25
8r DEt NH-t-Boc

225
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waargeneem. Die multiplet van H-1' bet met ca. 30% in intensiteit afgeneem en die

amienproton het as 'n bree multiplet by 05.23 en as 'n singulet by 0.5.15, in 'n verhou

ding van ca~ 8:2 onderskeidelik,geresoneer. In die 13C-k.m.r.-spektrum is ook dupli

kaat resonansies vir meeste van die koolstowwe waargeneem, Byvoorbeeld, C-1' reso-

neer as 'n bree doeblet by a57.35 en C-2' resoneer as twee singulette by a39.92 en a

39.97. Die 1H-k.m.r.spektrum van 220 was essensieel onafhanklik van temperatuur

sodat afgelei kon word dat konformasionele ewewigte nie vir die duplikasie van seine

verantwoordelik is nie. Die diastereomeriese of enantiomeriese samestelling van die

verskillende tiasoolaminosuurderivate is ook met behulp van HDVC op 'n Pirkle-tipe

CSF ondersoek. Onder die kondisies bespreek in Afdeling 2.7.2.a is volledige diastereo

meriese resolusie van 222 (Figuur A) en enantiomeriese resolusie van 225 (Figuur B)

bewerkstellig, waaruit dit duidelik is dat in beide gevalle rasemisasie feitlik volledig

plaasgevind het. Die HDVC-eSF resolusie van die ander tiasoolaminosuurderivate (218

,.j",

r·--

II
! I

" ,
:\1 \
1<' ,,II
I ~

I \:LI~, f~
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- 221, 223 en 224) was egter nie suksesvol nie. In die geval van die broomtiasool (220)

is 'n beperkte mate van resolusie weI verkry, maar piekoorvleueling het akkurate pro

duksamestelling onmoontlik gemaak.

Die afhanklikheid van rasemisasie van die aard van die C-4 substituent op die tiasool

kan geinterpreteer word indien dit aangenecrn word dat dchidrasie (waterverlies) van die

hidroksitiasolientussenproduk (226, Skema 2.96) nie In konserte proses is nie, maar wel

'n 2-stap proses via 'n karbokatioon (227) wat ontstaan na protonering van die hidrok

sielgroep. In Konserte E-2 eliminasie is in elk geval minder waarskynlik omdat dit 'n

R S
\ II
HC-C-NH2

I
NH-t-Boc

o
II

+ X-CH2- C- Rl

van tiasoolderivaat

R1= substituent op C-4

x == CI of Br 226
/

,/

,/

,/
,/

,/

/
/

,/

,/

,/

~

in Tabel 2.6

R = CH(CHs)CH2CHs

of CH2C8~

+-H-
227

228

Skema 2.96

ongunstige versteekte konformasie van die 5-lidring son vereis. 'n Elektrontrekkende

substituent op C-4 van die ring sal die karbokatioontussenproduk (227) destabiliseer
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met gevolglike verlaging in die tempo waarteen dit gevorm word. Onder hierdie omstan

dighede word die leeftyd van die hidroksitiasolientussenproduk (226) dus verleng sodat

dit in ewewig kan tree met die ooreenkomstige enamien (kyk Skerna 2.92). Dit verklaar

die byna volledige rasemisasie wat in die geval van die elektrontrekkende estersubsti

tuente (222 en 225), die beperkte rasemisasie in die geval van die alkielhaliedsubsti

tuente (220, 221, 223 en 224) en die afwesigheid van rasemisasie in die geval van die

karbokatioonstabiliserende alkiel- en fenielsubstituente (218 en 219) verkry word. Die

voorgestelde verklaring vir die verband tussen die mate van rasemisasie en die aard van

die substituent op C-4 werp ook lig op die verskille in die reaksietye wat nodig was om

volledige tiasoolvorming te verseker. In die geval van die karbokatioonstabiliserende

substituente, naamlik metiel-(218) en feniel-(219), is die kondensasiereaksies na relatief

kort reaksietye (7-8 UUf, kamertemperatuur) voltooi, maar in die geval van die elektron

trekkende etoksikarbonielsubstituent (222) was 'n langer reaksietyd (> 24 uur, kamer

temperatuur) nodig. Die aard van die alkielsubstituent op C-1' van die aminosure (R,

Skema 2.96) het egter min of geen invloed op die mate van rasemisasie tydens die

Hantzsch-reaksie uitgeoefen.

Die kondensasiereaksies van 'n chirale tioamied (202a) met etiel broompiruvaat by

kamertemperatuur is in verskeie oplosmiddels, naamlik dimetleletoksietaan, etanol,

chloroform, benseen en koolstoftetrachloried uitgevoer. Die verloop van die reaksies is

met behulp van dunlaagchromatografie gevolg. Dit het bewys dat die vorming van etiel

2-(N-t-Boc-1'-amino-2'-fenieletiel)tiasool-4-karboksielst1ur (225) die vinnigste in

dlmetieletoksietaan (2 uur) plaasvind, gevolg deur chloroform (7 uur), etanol (20 uur),

benseen (24 uur) en koolstoftetrachloried (24 uur). Dit is duidelik dat daar ander eien

skappe van die oplosmiddel as dielektriese konstante hier op die spel is, byvoorbeeld

solveringsverrnoe ten opsigte van protone. Die tiasole en hidroksitiasolientussenpro

dukte is op dunlaagplate sigbaar as wit kolle op 'n donker agtergrond deur behandeling

van die plate met chroomsuur en palladiumchloried gevolg deur verhitting. Die tussen

produk verskyn net bo die tioamied, wat as 'n donker kol sigbaar is. Die tiasool (225) is
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egter heelwat minder poler. Vir die bepaling van die enantiomeriese samestelling van

die reaksieprodukte (225) is 'n oplossing van die reaksiemengsel in etiel asetaat deur 'n

'Sep-pak' silikakolom (Waters-Assosiate, VSA, Part nr..51900) gefiltreer en die filtraat

verdun met'n oplossing van 10% isopropanol in heksaan, waarna HDVC resolusie op 'n

Pirkle--tipe CSF uitgevoer is. Dit het aangetoon dat al die produkte (225) as 'n 1:1

R/8-enantiomeriese mengsel voorkom. Die aard van die oplosmiddels oefen dus weI 'n

beduidende invloed op die tempo van die Hantzsch-reaksie uit, maar bepaal nie die

enantiomeriese samestelling van die tiasoolproduk nie.

Aangesien chirale tiasoolaminosuurderivate met In karhoksielsuurfunksionaliteit op C-4

in hierdie ondersoek vereis is vir gebruik in die sintese van dolastatien 3, is besluit om

die gedeeltelik gerasemiseerde broomalkieltiasoolderivaat (223) te gebruik in die sintese

van die ooreenkomstige gedeeltelik gerasemiseerde tiasool-4-karboksielsuurderivaat,

wat dan as die ooreenkomstige brusiensout geskei SOlI kon word.

2.8 DIE SINTESE VAN Metiel N-t-Boc-RI5-Fenielalanientiasool-4-Karb

oksielsuur (233)

2.8.1 Via C-4 Alkielhalogeengesubstitueerde Tiasoolderivate

Die reaksie van N-t-Boc-5-2-amino-3-fenielpropiontioamied (202a, Skema

2.97) met 1,3-<iichloor-2-propanoon (229a) in DME onder terugvloei vir 3 uur het

4-metielchloortiasool (230a) in 'n opbrengs van 52% gclewer. Die meer reaktiewe

1,3-dibroom-2-propanoon218,219 (229b) het na slegs 15 minute by 90°C volledige

kondensasie met die tioamied (202a) ondergaan. In die 1H-k.m.r.-spektra van 230a en

230b resoneer H-5 in beide produkte as In singulet by 0 7.13 en die chirale waterstof,

d.w.s, H-1', as multipIette by 0 5.15 en 0 5.25 onderskeidelik. Die m.s.e-spektrum van

230a het die teenwoordigheid van die chloorsubst.ituent bevestig en twee M+-pieke by

m/z 354 en tnlz 352 in In 1:3 verhouding respektiewelik vertoon. Die m.s.-spektrum

van 230b het ook twee M+-pieke vertoon en wel by m/z 398 en tn]» 396 in In ongeveer

1:1 verhouding. Die 5-gekonfigureerde 4-broommetieltiasool (230b) is in 'n e.o. van
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s 0

Ph~)XPh~11 - DME
C-NH2 + -

1~
NH-t-Boc X X NH-t-Boc

202a 229a : X = CI 230a : X = Cl

229b : X = Br 230b : X = Br

Ph~)OH
NH-t-Boc

231

~
Mn°a
Heksaan/Asetoon
OoC

-AcOH
YeOH

Mn°2
NaCN

+
AgOTs

DMSO
E~N

232 233

Skema 2.9i

75% verkry (kyk Tabel 2.6, 223). Pogings is dus aangewend om die broommetieIgroep

na 'n karboksielsuurgroep om te sit.

Kornblum220 en ander navorsers het aangetoon dat die direkte verplasing van primers

jodiede en tosiIate221 met dimetieIsulfoksied (DMSO) by 150°C plaasvind. Die resul

terende oksisulfoniumsoute is volledig gekarakteriseer222 en kan termiese of basisgekata

liseerde fragmentasie223 ondergaan om aldehiede in redelik hoe opbrengste te Iewer.
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Selfs by hoe temperature is alkielbromiede egter inert teenoor DMSO en gevolglik kon

die oksisulfoniumsoute van die verbindings slegs berei word deur eers die halogeenderi

vate na die ooreenkomstige tosilate om te sit. 220 Ganem et al.224 het die probleem

oorkom deur die DMSO-oksidasie van alkielbromiede en -chloriede in die teenwoordig

heid van 'n oplosbare en nie-nukleofiliese silwersout, nl. silwertetrafluoorboraat

(AgBF4)' wat bevorderlik is vir die verplasing van die halogeensubstituent, uit te voer

(Skema 2.98).

AgBF~-kT

+
R--C~-O--S--C~ + ~X

I
CIla

~+
R--CH-O-S--CH3

1../ I
H~CH2

- R-CH=O

Skema 2.98 : Meganisme vir die oksidasie van alkielhaliede met DMSO in die

teenwoordigheid van AgBF4 en Et3N.

Die 4-broommetieltiasool (230b) is derhalwe agtereenvolgens met AgBF4 en trietiel

amien in anhidriese DMSO behandel. Die hoofproduk van die reaksie is deur ehromato

grafie gesuiwer en as die alkohol (231) gekarakteriseer. Die gesogte formielderivaat

(232) is slegs as 'n neweproduk verkry. In die 1H-k.m.r.-spektrum van 231 resoneer die

alkoholproton as 'n bree singulet by 62.30 en ondergaan volledige uitruiling met D20 .

Die karakteristieke bree -oH absorpsieband by 3400 em-1 is ook in die Lr.-spektrum

van 231 waarneembaar. In die 1H-k.m.r.-spektrum van die formielderivaat (232)

resoneer die formielproton as 'n singulet by 610.0.5. Die vorming van die alkohol (231)

was onverwags en is tentatief toegeskryf aan hidrolise as gevolg van die teenwoordigheid

van spore water in die DMSO. Die DMSO is vervolgens twee keer in vacuo vanaf

kalsiumhidried (CaH) gedistilleer en gebruik vir die oksidasie van 230b onder streng
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anhidriese kondisies in die teenwoordigheid van verskeie silwer(I)soute. Die beste resul

tate is met AgOTs (silwertosilaat) verkry. Onder optimale koudisles is die formielderi

vaat (232) in 'n opbrengs van 57% verkry. Die oksidasie van die 4-ehloormetieltiasool

(230a) onder dieselfde kondisies het die fonnielderivaat (232) in 'n opbrengs van 46%

gegee. Die oksidasiereaksie is duidelik uiters gevoelig vir water en selfs onder die streng

anhidriese kondisies het daar aanslenlike hoeveelhede van die alkohol (231) gevorm.

Die tradisionele metode vir die oksldasle van 'n aldehied na 'n karboksielsuur behels

behandeling met varsbereide silweroksied (Ag20)225,228. Die formielderivaat (232) was

egter onreaktief ten opsigte van hierdie reagens onder 'n verskeidenheid van kondisies.

Die direkte oksidasie van die alkohol (231) na die ooreenkomstige karboksielsuur (233) is

vervolgens ondersoek.

Die alkohol (231) is volgens die metode van Corey et al.226 met aktiewe mangaandiok

sied (Mn02)227 na die 4-formielderivaat (232) geoksideer. Verdere ooroksidasie na die

ooreenkomstige karboksielsuur het egter me plaasgevind nie. Corey et al.226 noem ook

dat die behandeling van 'n gekonjugeerde aldehied (234, Skema 2.99) met HCN en CN-

-, / HCN
-, /

Mn°2
<, /

C=C /CN C=C
C=C - / 'CH - / 'C-CN/ 'CHO eN

"-OR "0
234 235 236

ROH- " /C=C
,/ "C-OR + HCN

"o
237

Skema2.99
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die ooreenkomstige sianohidrien (23.5) lewer, wat deur oksldasie met aktiewe Mn02 die

asielsianied (236) gee, en wat in 'n alkoholiese medium na 'n ester (237) orngesit word.

Die reaksie verloop in hoe opbrengs sonder enige cis-trans isomerisasie van die o:,{J

olefiniese verbindings. Die metode van Corey et al.226 is suksesvol toegepas in die

bereiding van metiel 2--(N-t-Boc-1 '-amino-2'- fenieletiel)tiasool-4-karboksielsuur

(233) in hoe opbrengs vanaf die 4-formielderivaat (232). Die produk (233) was egter

feitlik volledig rasemies, soos bewys is deur HDVC op 'n Pirkle-tipe CSF-kolom. 'n

Rasemiese produk is dus verkry alhoewel met 'n chirale uitgangstof (230b) begin is.

'n Meer volledige ondersoek het aan die Jig gebring dat rasemisasie tydens die DMSO

oksidasie van die uitgangstof (230b) plaasgevind het, en weI met die vorming van die

hoe-energiesulfoksoniumtussenproduk (met verhoogde suureienskappe van die chirale

sentrum, Skema 2.100):

R H" jCH2
\ N

. C / /.
I~S
I +

t-Boe-HN

-- - •

Skema 2.100

In 'n alternatiewe poging om die probleern van rasernisasie te oorkom is die moontlike

sintese van 4-eteniel-2-(N-t-Boc-l'-amino-2'-fenielet.iel)tiasool (241, Skema 2.102)

ondersoek. Dit is aanvaar dat die karbokatioonstabiliserende olefiniese substituent op
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die C-4 posisie van die tiasool rasemisasie tydens die Hantzsch-reaksie tot 'n minimum

behoort te beperk.

2.8.2 'n Benadering tot die Sintese van 4-EtenieI-2::CN-t-Boc-l '-Amino-2'

Fenieletiel)tiasool (241)

Die 4-broom-but-2-een-3-oon (239, Skema 2.101) wat as reagens benodig

sou word vir die sintese van die 4-etenieltiasoolderivaat (241, Skema 2.102) was egter

nie in die literatuur beskryf nie. In 'n poging om die broomketoon (239) te berei is

2-trimetielsilieloksibutadieen (238) met broom by -30°C behandel. Die tribroomketoon

(240) is egter die enigste produk wat verkry is. In die 80 MHz IH-k.m.r.-spektrum van

Br

0

n + (C~)3SiBr

Br
M"aSiO

X -30°C 239
+ Bra

CHaCla
0

238 Br

240

Skema 2.101

240 resoneer die twee magneties nie-ekwivalente geminale protone op C-l, nl. H-la en

H-lb, beide as doeblette (J1a lb = 12.0 Hz) by 04.34 en 04.08 onderskeidelik. H-3,
vorm die X-gedeelte van 'n ABX-sisteem en resoneer as 'n doeblet van doeblette by 0

4.99 (J3 4a = 10.3 en J3 4b = 4.4 Hz). Die AB-gedeelte van die ABX-sisteem word, ,
gevorm deur H-4a en H-4b wat beide as doeblette van doeblette by 0 3.96 (J4a 4b =,
10.0 en J3,4a = 10.3 Hz) en 0 3.67 (J4a,4b = 10.0 en J 3,4b = 4.4 Hz) onderskeidelik

resoneer.
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Die reaksie van die tioamied (202a) met die tribroomketoon (240) het regioselektief

verloop om hoofsaaklik 243 as 'n mengsel van diastereomere (a.g.v. die teenwoordigheid

van twee chirale sentra) te lewer. In die 1H-k.m.r.-spektrum van 243 het die verbre-

ding van die H-2"a en H-2"b sowel as die bensiliese metileenprotone se resonansies op

Ph~ S

\ "HC-C-NH2- I
NH-t-Boc

-
Ph, N~

HC-f(~)I S
NH-t-Boc

202a 241

242a : R = H

242b : R .= Me,Et

o

Ph, N~R
HC II ~
I~S
NH-t-Boc

Br

240

Br

Br

243

Br

o

Ph 2' N

\ I'll
HC~

I S
NH-t-Boc

Skema 2.102

die bestaan van 'n diastereomeriese mengsel gedui. H-1", wat die X-gedeelte van 'n

ABX-sisteem vorm, resoneer as twee doeblette van doehlette (JI" ,2"a = 10.0 en

J1",2"b = 5.0 Hz) by D5.61 en D5.63 in 'n 1:1 verhouding (Elke resonansie ooreenkom

stig 'n spesifieke diastereomeer). H-2"a en H-2"b, wat tesame die AB-gedeelte van die

ABX-sisteem vorm, resoneer elk ook as twee doeblette van doeblette by D4.28 en D4.33
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(J2"a,2"b = J1",2"a = 10.0 Hz) en b 4.17 en 84.19 (.J2"a,2"b = 10.0 en J 1",2"b = 5.0

Hz) onderskeidelik. In die m.s.-spektrum van 243 het die molekulere ioon (1Vl+, m/z

330) oenskynlik met die van die 4-etenieltiasoolderivaat (241) ooreengekom. Dit is

egter bekend dat die m.s.-spektra van dibroomverbindings dikwels prominente frag

mente ooreenkomstig die verlies van een of twee broomatome toon. Die teenwoordigheid

van die twee broomatome in 243 is egter aangetoon deur 'n prominente fragmentioon

ooreenkomstig die samestelling van 244. I-lierdie fragment het pieke by m/z 297, 299 en

301 in 'n 1:2:1 verhouding respektiewelik, vertoon.

Br

Br

244

Die moontlikheid om die diastereomeriese mengsels van 243 na die 4-etenieltiasoolderi

vaat (241) om te sit deur middel van die reduktiewe eliminasie van broom (bv. deur

hehandeling met natriumjodied of sink), en daaropvoIgende oksidatiewe splyting van die

4-etenieldubbelbinding om die ooreenkomstige karboksielsuur (242a) te verkry, is egter

nie verder ondersoek nie. Die besluit het gevolg op die bevinding dat deuteriuminkorpo

rasie (en dus rasemisasie) in die chirale C-l' sent rum plaasvind indien die ter sake

Hantzsch-reaksie in deuterometanol uitgevoer word.

Die finale en suksesvoUe benadering tot die sintese van chirale tiasoolaminosure het

herus op gegewens oar die meganisme van die Hantzsch-reaksie wat in Afdeling 2.7.3.b

hespreek is.



158

2.9 DIE SINTESE VAN OPTIES SUIWER TIASOOLAMINOSUURDERIVATE

M.B.V. 'N GEMODIFISEERDE HANTZSCH-REAKSTE

Die resultate wat in Afdeling 2.7.3.b bespreck is, het onteenseglik bewys dat

die reaksie van chirale tioamiede met etiel broompiruvaat onder essensieel neutrale

kondisies, sander enige rasemisasie verloop am chirale hidroksitiasoliene (245) te lewer.

R\ NjO:,
He II
I~S
NH-t-Boc

245

Suurgekataliseerde dehidrering van hierdie verbindings het ook rasemisasie tot gevolg.

Dit was dus duidelik dat dehidrering onder neutrale of basiese reaksiekondisies uitgevoer

sal moet word indien chirale tiasoolaminosuurderivate verlang word. Dit het gelei tot

die gedagte om die hidroksielgroep sodanig te derivatiseer dat 'n goeie verlatende groep

geskep word. Die asetaatioon is 'n beter verlatende groep as die hidroksiedioon, maar

die O-asetielderivaat van 245 is stabiel genoeg om selfs chrornatografie oor silika te

oorleef. O-trirnetielsililering in teenwoordigheid van basisse soos piridien was ook nie

bevorderlik vir eliminasie nie. Beter verlatende groepe is derhalwe oorweeg. Aanvank

lik is aktivering van die hidroksielgroep met trifluoormetaansulfoonsuuranhidried onder- .

soek. Behandeling van die hidroksitiasolien (245) met hierdie reagens in die teenwoor

digheid van piridien by lae temperatuur het egter nie aIleen eliminasie tot gevolg gehad

nie, maar ook sulfonering van die reaktiewe tiasooIswaelatoom.

Die feitlik onmiddellike en kwantitatiewe omsetting van verbindings van tipe 245 na

tiasoolaminosuurderivate is bewerkstellig deur die behandeling met trifluoorasynsuur

anhidried in teenwoordigheid van piridien by lac ternperatuur. Die tiasoolaminosuur

derivate wat so verkry is, was opties suiwer soos bewys met behulp van die tegnieke wat

voorheen bespreek is. Verdere bevestiging dat rasemisasie van die kritiese chirale sen-
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trum nie onder hierdie omstandighede plaasvind nie, is verkry deur die sintese van etiel

l'5,2'8-2-{N-t-Boc-l'-amino-2'-metielbutiel)tiasool-4-karboksielsuur (246b, Skema

2.103) langs hierdie weg. Die IH_ en 13C-k.m.r.-spektra van hierdie verbinding, wat

twee chirale sentra bevat, het geen aanduiding van kontaminasie deur 'n diastereoiso

meer gegee nie.

Die bereiding van 'n reeks chirale etiel l.'8-2-(N-beskermde-1'-aminoalkiel)tiasool-4

karboksielsure (246a-f, Skema 2.103) is uiteindelik met ewe groot sukses in 'n eenpot-

R 0

\ "HC-C-OH

I
NH-X

200

-
R 0
\ /I
HC-C-NHz

I
NH-X

201

-
R S

\ "HC-C-NHz
I
NH-X

202

o
/I
C

R~ /7-) "OEt

I~S .
NH-X

246

a : R = CH2C6~ ; X = t-Boc

b : R = CH(CH3)CHaCH3 ; X = t-Boc

c : R = CH(CH3 ) 2 ; X = t-Boc

d : R = CH(CH3)2 ; X = Cbz

e : R = CH3 ; X = t-Boc

f : R = CH2CH (CHs)z ; X = t-Boc

Skema 2.103
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metode, dus sonder isolasie van die hidroksitiasolientussenproduk (245), bewerkstellig.

Volgens hierdie metode word die tioamied in DME en in die teenwoordigheid van fynge

maalde kaliumwaterstofkarbonaat vir 5 minute by kamertemperatuur geroer en daarna

met 3 molekwivalente etiel broompiruvaat laat reageer. Die reaksiemengsel is onrniddel

lik afgekoel na OoC en 'n oormaat trifluoorasynsuuranhidried in piridien is bygevoeg.

Die opties suiwer chirale tiasoolaminosuurderivate (246a-f) is dan in hoe opbrengs

geisoleer. Die gemodifiseerde Hantzsch-reaksie is suksesvol in die bereiding van opties

suiwer N-t-butoksikarboniel- en N-bensieloksikarboniel-tiasoolarninosuurderivate

toegepas. Die rasemiese analoe van die tiasoolaminosuurderivate (246a-f) is volgens

standaard Hantzsch-reaksies berei om as standaarde te kon dien met bepaling van die

optiese suiwerheid van die chirale tiasole m.b.v. HDVC op die Pirkle-tipe CSF-kolom.

Die gemodifiseerde Hantzsch-reaksie het dit dus nou moontlik gemaak om opties suiwer

chirale tiasoolaminosuurderivate op 'n kort roete en in hoe opbrengs vanaf chirale

aminosure te berei. Aangesien die chiraliteit van die (Gln)Thz-komponent van dola

statien 3 onbekend was, was dit dus nodig om beide die R- en 5-enantiomere (R-260 en

S-260), deur onder meer gebruik te maak van die gemodifiseerde Hantzsch-reaksie, te

sintetiseer.

2.10 DIE CHIRALE SINTESE VAN N-t-Boc-R-(Gln)Thz (R-260) en N-t

Boc-S=(Gln)Thz (S-260)

Die sintese van N-t-Boc-R/s-{Gln)Thz-oEt wat in Afdeling 2.5 (Skemas

2.40 en 2.42) bespreek is, is besonder omslagtig. Die keuse van uitgangsmateriaal vir die

sintese van die R- en 5-enantiomere van N-t-Boc-(Gln)Thz (R-260 en 5-260, Skema

2.106) het egter nou op die R- en 5-enantiomere van '}'-bensielglutamaat (R-250 en

S-250, Skema 2.105) onderskeidelik geval, vanwee die moontlikheid wat dit ingehou het

om 'n verkorte roete na die teikenmolekules (R-260 en S-260) te ontwikkel. In teen

stelling met '}'-bensiel-B-glutamaat (S-250) , was die R-enantiomeer (R-250) nie

kommersieel beskikbaar nie.
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Verskeie metodes vir die bereiding van ')'-€sters van glutamiensuur sowel as die analoe

P--esters van aspartaamsuur is bekend, waaronder:

(i) suurgekataliseerde esterfikasie229,

(ii) alkoholise van N-beskermde sikliese anhidriede230,

(iii) bereiding via a-NH2 en a-COOH beskermde dcrivate231,

(iv) koper(II)gekataliseerde hidrolise van 0', ;-diesters232 en

(v) alkilering van die alkalimetaalsoute van die onderskeie aminosuurkoper(II)

komplekse (251a en 251b, Skema 2.105)233.

Bogenoemde metodes lei aan een of meer gebreke, waaronder onekonomiese multistap

proseduros (metodes ii en iii), onvoldoende posisie-spesifisiteit (metodes i en ii) of die

gewenste produk word in lae opbrengs verkry (metode v).

Zwanenburg et al.234 het 'n baie effektiewe en elegante mctode ontwikkel vir die selek

tiewe ,..bensilering van glutamiensuur (Skema 2.101). Die reaksie van glutamiensuur

(247) met trietielboraan (Et3B) in THF lei via 248 tot die eksklusiewe vorming van die

5-lid booroksasolidoon (249) wat regioselektief met bensielbromied reageer om die "'(

ester (250) te lewer. Die gebruik van Et3B, wat onder sekere kondisies plofbaar is,

maak die toepassing van hierdie metode egter minder aantreklik.

Die metode van Van Heeswijk et al.235 (Skema 2.105) is dcrhalwe toegepas in die berei

ding van ,..bensiel-R-glutamaat (R-250). Hierdie metode is ontwikkel toe besef is dat

die lae opbrengste verkry met die alkilering van die alkalimetaalsoute van 251a en 251b

(metode v) hoofsaaklik te wyte is aan kompeterende hidrolise van die alkielhaliedrea

gense in die oplosrniddel (DMF:water, 1:1 in volume, 100:430 molare verhouding), waar

water nodig is om die koperkompleks (251a of 251b) in oplossing te hou. Van Heeswijk

et al.235 het die kopermetode (metode v) geoptimiseer deur die water in die gemengde

oplosmiddel tot ongeveer 10% van die volume (100:47 molare verhouding) te beperk

deur gebruikmaking van die N,N,N' .Nt--tetrametlelguanldiniumsoute van die koper-
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60-70 0C

5 min

1. HC1(g)..
2. ~OtElsN

Skema 2.104

kompleks (252). Die soute (252) word in hoe opbrengs vanaf die geredelik toeganklike

koper(II)sout van die aminosuurkoper(II)kompleks (2.51c) berei. In hierdie ondersoek is

egter gevind dat die kopersout (R-251c) in hoer opbrengs (94.5%) as volgens die litera

tuurmetode (85%)235 gevorm kan word indien die watcrige oplossing van koper(II)

asetaat en R-glutamiensuur (R-24 7) vir 3 dae in plaas van die voorgeskrewe 2 dae by

kamertemperatuur geroer word. Behandeling van R-251c met N,N,N' ,N'-tetrametiel

guanidien lewer die sout (R-252) wat in situ met bensielbromied gealkileer word.
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O~
-) C-(CH2)n lIs 0

0Y' XN~ OXC/ y2+

/ 1"\ 0
. 0 N (CH) -C.I":(-

lIs 211"

n = 1,2 0

251a : }42+ = 2Nat

251b : }42+ = 2r..r-

251c ;}42+ = Cu2+

-
o COO

/I I +
HO-C-(CH2)n -C-NH3

247 ~
-

/N(CH3)2

HN=C

"N(C~)2

PhCH2Br-

253

-o COO

/I I +
+ PhCH20 - C - (CH2)n-C-NH3

I
H

250

Skema 2.105
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Presipitering van die koperkompleks (R-253), gevolg deur behandeling met 'n oormaat

van die dinatriumsout van etileendiamientetra-asynsuur (EDTA) in koue water, het die

vry '}'-bensiel-R-glutamaat (R-250) gelewer. Die produk (R-250) is as essensieel een

verbinding bewys deur dunlaagchromatografie (Rf = 0..56, butanol:ysasynsuur:water

18:2:5) en die smeltpunt kom ooreen met die gerapporteerde waarde van 174°C.236 Die

ooreenkomstige 5-enantiomeer (8-250) is op soortgelyke wyse berel. Met beide R-250

en 8-250 nou in groot hoeveelhede geredelik beskikbaar, is die sintese van R-260 en

8-260 (Skema 2.106) suksesvol afgehandel.

Omsetting van die amien (250) na '}'-bensiel-N-t-Boc-glntamaatsuur (254) met di-t

butieldikarbonaat ((Me3COCO)20) in teenwoordigheid van waterige natriumhidroksied

het onverwags slegs ')'-debensilering van 250 tot gevolg gehad. Die ongewenste hidrolise

is vermy deur die t-butoksikarbonileringsreaksie onder aprotiese kondisies in die teen

woordigheid van trietielamien uit te voer. Hierdie reaksiekondisies, wat deur

Ponnusamy et al. 103 ontwikkel is, is reeds in Afdeling 2.4 bespreek. Die suiwerheid van

die produk (254) is met dunlaagchromatografie vasgestel. In die 1H-k.m.r.--spektrum

van·254 resoneer die protone van die t-Boc-groep as 'n singulet by 81.42. Die magne

ties ekwivalente metileenprotone van die bensielgroep resoneer as 'n singulet by 8 5.10

en die aromatiese protone as 'n multiplet by 87.35. 'n Bree resonansie by 88.55, wat

verval het met byvoeging van D20, kon aan die suurproton toegeken word. N-t-Boc

2-amin0-4-bensieloksikarboniel-butiramied (255) en N-t-Boc-2-amin0-4-bensiel

oksikarboniel-butirotioamied (256) is met behulp van die gebruiklike metodes (kyk

Afdeling 2.7.3.a) bereL Tot dusver is nog geen kommentaar oor die spesifieke optiese

rotasies van die produkte (250, 254-256) gelewer nie. Beide enantiornere van elk van

die verbindings besit almal opmerklik lae spesifieke optiese rotasies vir opties suiwer

chirale verbindings. Die waardes is in teenstelling met die hoe spesifieke optiese rotasies

van die N-t-Boc-amied- en N-t-Boc-tioamiedaminosuurderivate in Skema 2.103.

Aangesien vroeer reeds bewys is dat die t-butoksikarbonileringsreaksie amied- sowel as

tioamiedvorming sonder enige rasemisasie laat plaasvind, is geen addisionele werk ge-
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CHa °
'\ II

CHa-C-R
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doen om die optiese suiwerhede van die vcrbindings (250, 254-2.56) met ander met odes

te bevestig nie. Kelly et a/. 188 het ook 'n soortgelyke waarneming gemaak in die sintese

van analoe glutamiensuurderivate. Die optiese suiwcrhede van die verbindings (250,

254-256) is weI in hierdie ondersoek bevestig op grond van die optiese suiwerhede van

die tiasoolaminosuurderivate (R-257 en 8-257) wat groot spesifieke optiese rotasies

besit.

Die gemodifiseerde Hantzsch-reaksie het opties suiwer etiel R-2-(N-t-Boc-l '-amino

3'-bensieloksikarboniel-propiel)tiasool-4-karboksielsuur (R-257), sowel as die enan

tiomeriese 8-257, in hoe opbrengs vanaf die ooreenkomstige tioamiede (R-256 en 8-256

onderskeidelik) gelewer. Dit is bevind dat beter resultate verkry word indien die tio

amied (256) eers vir 5 minute by kamertemperatuur in die teenwoordigheid van 'n

oormaat HCOi geroer word voordat etiel broompiruvaat bygevoeg word. In die I H_

k.m.r.e-spektrum van 257 resoneer die tiasoolproton as 'n singulet by b 8.05. Die metiel

protone van die ester resoneer as 'n triplet (J = 7.2 Hz) by 0 1.36, en die metileen-
. 13

protone resoneer as 'n kwartet (J = 7.2 Hz) by b 4.37. In die C-k.m.r.-5pektrum van

257 is die resonansies van die drie tiasoolkoolstowwe by b 127.20, 0 147.32 en 0 161.17

waarneembaar. Die groot spesifieke optiese rotasies van R-257 ([al~5 + 48.6°) en

~257([a]~5 - 36.6°) is opva1lend. Die feit dat die absolute waardes van die spesifieke

optiese rotasies nie identies is nie dui moontlik daarop dat die optiese suiwerhede van

die verbindings tog ietwat verskil. Dit kan moontlik toegeskryf word aan verskille in die

optiese suiwerhede van die chirale uitgangstowwe wat in die sintese van die twee enan

tiomere gebruik is.

Hidrogenolise van bensieleters en -esters van swaelhevattende verbindings is gewoonlik

onsuksesvol vanwee vergiftiging van die palladiumkatalisator deur swael. Dit verklaar

die resultaat dat debensilering van die "y-bensieltiasool (257) met waterstof op 10%

palladium op koolstof (10% Pd-G) as katalisator237 na 24 uur slegs 50% verloop het.

Katalitiese waterstofoordrag is met sukses gebruik in die hidrogenolise van bensielesters
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in die geval van sommige swaelbevattende verbindings.238,239 Debensilering van 257 in

mieresuur (KeOOH) as waterstofbron en in die teenwoordigheid van 10% Pd-C in

metanol239 het egter nie plaasgevind nie. Selfs in gevalle waar die mctode suksesvol is,

is die gebruik van 'n groot oormaat van palladium (1 g van 10% Pd-C per 2 mmol

substraat) noodsaaklik indien HCOOH as waterstofbron gebruik word. Deur gebruik

making van 'n waterstofoordragsreaksie wat deur Bieg et al.240 vir die debensilering van

O-bensieleters in suikers ontwikkel is, is die ~bensieltiasool (2.57) binne 5 minute en in

'n opbrengs van 96% na die ooreenkomstige ~uur (258) omgesit. Die reaksie gebruik

ammoniumformiaat (HCOONH4) as waterstofbron, en behels die verhitting onder

terugvloei van die ')'-bensielderivaat (257) in metanol met HCOONH4 en 10% Pd-C

(NO.7 g van 10% Pd-C per 1 mmol substraat). Die metode van Bieg et al. is ook sukses

vol op die debensilering van N-bensiele deur Mitchell et al.241 toegepas. Die omsetting

van die ontskerrnde karboksielsuurgroep van 258 na die -y-amied (259) is met die

standaard metode (kyk Afdeling 2.7.3.a) uitgevoer. In hierdie geval egter is

dimetielformarnied (DMF) as oplosmiddel gebruik vanwee die onoplosbaarheid van 258.

In die i.r.e-spektrum van 259 kon 'n doebletabsorpsieband by 3340 en 3190 em-1 aan

-NH2 toegeken word. In die 1H-k.m.r.-spektrum van 2.59 resoneer die twee

amiedprotone as twee bree singulette by 05.68 en 06.22.

Alkaliese hidrolise van 259 het 2-{N-t-Boc-1 '-amino-Si--amldopropiel)tiasool-4

karboksielsuur (260) gelewer. Heide R-260 ([a]65 - 38.5°) en 8-260 ([a]65 + 35.8°)

vertoon groat spesifieke optiese rotasies. Dunlaagchromatografiese resolusie van die

twee enantiornere op chirale plate (kyk Afdeling 2.7.2.b) is geredelik bewerkstellig. Die

enantiomere word goed geskei met metanol:water:asetonit.riel (.50:50:200; V:V:V) as

ontwikkelingsrnedium; die S-enantiomeer met Rf = 0.62 en die R-enantiomeer met Rf

= 0.53. Geen oorvleueling van die kolle of enige stertvorming is verkry nie en ook is

geen spoor van die teenoorgestelde enantiomeer by een van die twee tiasoolderivate

(R-260 en 8-260) waargeneem nie. Beide R-260 en 5-260 is dus sonder enige rasemi

sasie vanaf R- en 5-glutamiensuur (R-247 en 8-247) onderskeidelik gesintetiseer. Die
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skeiding van R/ .5-259 en Rj8-260 kon egter nie met HDVC op die Pirkle-tipe CSF

bewerkstellig word nie.

Noudat beide R- en 8-enantiomere van die chirale tiasoolaminosuurkomponent van

dolastatien 3 geredelik vanaf chirale aminosure beskikbaar was, het die klem in die

ondersoek nou na die struktuuropklaring en sintese van dolastatien 3 verskuif. Dit is

egter insiggewend om die gemodifiseerde Hantzsch-reaksie wat in hierdie ondersoek

ontwikkel is, te vergelyk met ander blykbaar suksesvolle variasies van die Hantzsch

reaksie.

2.11 ANDER SUKSESVOLLE GEMODIFISEERDE HANTZSCR-REAKSIES :

'N VERGELYKENDE STUDIE

Nadat die bogenoemde studie ten opsigte van die sintese van chirale tiasool

aminosuurderivate reeds afgehandel was, het Schmidt et al.
113,242

twee vergelykbare

gemodifiseerde Hantzsch-reaksies vir die sintese van opties suiwer tiasoolaminosuur-

derivate gerapporteer (Skemas 2.107 en 2.108).

Die eerste roete113, wat 'n uitbreiding van vorige werk (kyk Skema 2.8141,189) deur

Schmidt et al. verteenwoordig, behels die reaksie van chirale o-asieloksltloamlede (187,

Skema 2.107), wat vanaf chirale aminosure (185) in 'n e.o. van 88-94% verkry is, met

etiel broompiruvaat in die teenwoordigheid van etieloksiraan (1,2-epoksibutaan) in

etanol by 60
0 a om die opties suiwer hidroksitiasolien (261) te lewer. Die etieloksiraan

verwyder die in situ gevormde RBr effektief genoeg sodat die reaksie nie verder verloop

nie en die hidroksitiasolien (261) gelsoleer kan word. Die gesuiwerde hidroksitiasolicn

(261) is met trifluoorasynsuuranhidried by OoC behandel om die opties suiwer o-asiel

oksitiasoolderivaat (188) te lewer. Die verbinding is vervolgens na die ~aminotiasool

derivaat (262), met die geinverteerde konfigurasie, omgesit. Die sintese van chirale

tiasoolaminosuurderivate volgens hierdie omslagtige metode het steeds 'n beduidende

mate van rasemisasie van die o-hldrokslelsuur (186) sowel as van die o-asleloksiuasool-
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Skerna 2.107

derivaat (188) tot gevolg. 113

In die tweede modifikasie van die Hantzsch-reaksie deur Schmidt et aZ. 113 (Skema

2.108) word N-t-Boc-S-fr-aminotioamiede (263) met etiel broompiruvaat in asetoon

by -in?c gekondenseer om, na neutralisasie van die reaksiernengsel en daaropvolgende

reaksie van die gevormde hidroksitiasolien (264) met trifluoorasynsuuranhidried in

piridien by -20°C, die tiasoolaminosuurderivaat (26.5) te lewer. Dit is beweer dat
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hierdie metode opties suiwer produkte lewer, selfs onder omstandighede waar die in situ

gevormde HBr nie verwyder word nie. Hiervolgens sou die afleiding gemaak kon word

dat rasemisasie van die tussenproduk, wat soos bewys is deur suur gekataliseer word,

volledig onderdruk word slegs deur die reaksie in asetoon by 'n lae temperatuur uit te

voer. Schmidt et al. noem egter dat die keuse van N-beskermingsgroep baie belangrik is

aangesien ftalolelaminotiokarboksamlede en p-ni trobensieloksi karbonielaminoverbin

dings onder die kondisies aanleiding gee tot rasemiese tiasoolprodukte. Met N-bensiel

oksikarboniel- en N-t-butoksikarbonielaminotiokarhoksamiede word onder bogenoemde

kondisies egter na bewering opties suiwer tiasoolaminosuurderivate (265) in hoe op

brengs gevorm.

Ten einde die effektiwiteit van Schmidt et al. se metode (kyk Skerna 2.108) te vergelyk
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met die wat deur ons ontwikkel is, is beide metodes toegepas vir die bereiding van etiel

l'S,2'S-2-(N-t-Boc-1 '-amino-2'-metielbutiel)tiasool-4-karboksielsuur (246b, kyk

Skema 2.103) vanaf die ooreenkomstige S,5-gekonfigureerde tioamied (202b). Die keuse

van substraat het berus op die feit dat rasemisasie diastereomere sal lewer wat geredelik

met behulp van k.m.r.-spektroskopie waarneembaar is. Die resultate wat verkry is

word in Tabel 2.7 opgesom. Die resultate het betrekking op die totale tiasoolreaksie

produk na chromatografiese suiwering. Dit is gevind dat krista11isasie van die produk

die diastereomeriese samestelling daarvan verander. Die resultate toon duidelik dat

Schmidt et al. se metode tog, soos dan ook verwag is, tot gedeeltelike rasemisasie lei.

Die gemodifiseerde Hantzsch-reaksie wat in die RAU-Iaboratorium ontwikkel is, is

derhalwe die suksesvolste metode aan ons bekend vir die bereiding van chirale tiasool

aminosuurderivate. Hierdie gevolgtrekking is bevestig deur die aansienlik hoer spesifieke

optiese rotasies van ander tiasoolaminosuurderivate wat volgens hierdie metode verkry is

in vergelyking met die van Schmidt et a/.1l3 en Shioiri et a/.58. (Tabel 2.8).



Kondisies waaronder
2461> berei is

TABEL 2.7

Spesifieke optiese
rotasie

%Verskil in spesifieke
optiese rotasiea

%Rasemisasie volgens
1II-k.m.r.--spektroskopie

Standaard Hantzsch- [a]£>4_7.90 77.6% 100%

reaksie (c = 1.2, CHC(3)
[alb9_ 32.20 -Schmidt se metode 8.8% 15.6% -1

l'..:l

(in Dl\IE) (c = 6.2, CIICf3)

Schmidt se metode [alb9_31.90 9.9% 19.6%

(in Asetoon) (c = 0.7, CHCl3)

Gemodifiseerde Hantzsch- [a]~7_35.40 0% 0%

reaksie (bikarbonaatmetode) (c = 2.6, CHCl3)

waar a: Bepaal met produk van gemodifiseerde Hantzsch-reaksie as standaard.



TABEL 2.8

Vergelyking van die spesifieke optiese rotasies van chirale tiasoolaminosuurderivate deur die groepe van

Schmidt et al. 113 en Shioiri et al.58 berei en die van analoe chirale tiasoolaminosuurderivate in hierdie

ondersoek berei.

LITERATUUR

o
II

R C
\ N-{ "ORl

HC-l(~)
I S
NH-X

EKSPERIMENTEEL VAN HIERDIE ONDERSOEK

Verbinding
(verwysing)

1R=C1I3, R =CII3

X=t-BocG8

1R=CII3, R =Et,

X=t-Doc 11 3

(Metode J)

R=CII3, R1= Et,

113X=Cbz

Enantiomeer

R

R

s

Spesifieke Optiese
Rotasie

[a]63+28.50

(c 0.5, metanol)

[ ]20 0
aD +38.6 (c 0.7,

dichloormetaan)

[0]60_17.20 (c 2.8,

dichloormetaan)

Verbinding

1R=CH3, R =Et

X=t-Boc

Enantiomeer

s

Spcsifieke Opticse
Rotasie

[a]61-41.80

(c 5.1, chloroform)



TAlJEL 2.8 (vcrvolg):

1 R [0']54+27.00 1 S [0']51.5-42.00R=(CIJ3)2CH,R =CH3, R=(CH3)2CH, R =Et,

X=t-Boc58 (c 1.0, metanol) X=t-Boc (c 2.6, chloroform)

S [ ]24 0aD -26.0 ,

(c 1.0, metanol)

R=(CII3)2CHCH2' R ]?'1 0
R=(CH3)2CHCH2' S [a]:6

3
-44.00[a D+22.5 ,

R1=CH
3,X=t-Boc

58 (c 1.0, metanol) R1=Et,X=t-Boc (c 5.8, chloroform) .....
-l

"""4)0
~

It=(ClI:l)2ClICH2' R [0'15 +50.40

1t1=CII3,X=t-Boc
113 (c 1.4, chloroform)

(metode I)

R=( CII;J)~CIICII2' S [0']:6
0-51.20

It! =CH3,x=t-noc113 (c 1.1, chloroform)

(metode II)

R=CH3CH2(CIJ3)CH, ~,S
o» 0

R=CH3CH2(CH3)CH, S,S [alb7.4_35.40[ ]--_?? 7aD -_.

1 , 58 (c 1.0, metanol) R1=Et, X=t-Boc (c 2.6, chloroform)R =CH3,X=t-Boc

?? 0
[0']50-20.1

0
R=CaH5ClI2, R [0']5--8.8 R=C6H5CH2, S

R
1

=CI-I3'X= t-Boc
58 (c 1.0, metanol) R1=Et,X=t-Boc (c 1.0, chloroform)



'rABBL 2.8 (vervolg) :

R

s

[a]53+19.4°

(c 1.0,

dimetielformamied)

[a]63-18.90 (c 1.0,

dimetielformamied)

R=H2NCOCH2CH2,

R1=Et, X=t-Boc

R

s

[a]65+34.10

(c 1.5, chloroform)

[a] 55-31.90

( c 1.4, chloroform)

waar:

metode I

metode II :

tiasoolaminosuurderivaat deur Schmidt et al. 113 vanaf die ooreenkomstige
a--asieloksikarboksielsuur berei.

tiasoolaminosuurderivaat deur Schmidt et al. 113 deur die gemodifiseerde
Hantzsch-metode vanaf die ooreenkomstige a--asielaminokarbokstioamiede
berei.
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2.12 SIRKULeRE DICHROiSME VAN CHIRALE TIASOOLAMINOSUUR

DERIVATE

Die sirkulere dichroisrne van 'n aantal chirale tiasoolaminosuurderivate, nl.

8-246a (Figuur C), 8,8-246b, 8-246c, 8-246e, 8-246£, 8-2.59 en R-259 in etanol (Tabel

2.9) is bepaal met behulp van In Jasco J-20 automatiese spektropolarimeter. Al die

TABEL 2.9 : Sirkulere dichroisme van
tiasoolaminosuurderivate

Verbinding

8-246a
8-246b
8-246c
8-246e
8-246f
8-259
R-2.59

Ll (maks
(verskil in die mole

kulere absorpsie
koeffisient

-2.41
-1.84
-1.28
-1.02
-3.15
-1.47
+1.62

o
II

R C\ Nj "OEt
HC II ~
I~S .
NH-t-Boc

A (nm)

(golflengte)

230
242
235
238
235
235
235

246a R = CH2CS~ 246e

246b R = CH(CH3 ) CH2CH3 246f

2460 R = CH(CHs)2 259

R = CHs

R = CH2CH(CHs)2

R = CH2CH2CONH2
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verbindings toon Cotton-effekte in die gebicd van 230-2·12 nm, d.w.s. die gebied wat

met die U.V.-absorpsiemaksima van die 4-etielestertiasoolchromofoor ooreenkom.

Addisionele swak Cotton-effekte wat in die gebied < 230 nm of in die gebied >250 nm

in sommige gevalle opgemerk word, toon egter nie 'n dirckte verwantskap met die chi

rale sentrum op die 1'-posisie nie. Al die derivate met die 5-konfigurasie op die 1'

posisie toon negatiewe Cotton-effekte, ongeag die aard van die syketting. Dit wil dus

voorkom of die absolute konfigurasies van tiasoolaminosure met behulp van sirkulere

dichroisme spektra bepaal kan word.

I'Q
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x

+10

+8

+6

+4

+2
Ot---....I...---T--------~~-........----I......,;::a,---..Io--

-2

-4

-6

-8

-10

golflengfe (A, nm)

Figuur C : Die sirkulere dichroisme spektrum van N-t-lloc-5-(Phe)Thz-oEt

(8-246a)(c = 0.34 mg/rnl}.
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HOOFSTUK 3

DIE SINTESE VAN DIE SIKLIESE PEPTIED DOLASTATIEN 3 EN ONDERSOEK

VAN DIE ELEKTRONlMPAKGEINDUSEERDE FRAGMENTASIESPEKTRA

VAN DIE KLAS VAN VERBINDINGS

3.1 DIE SINTESE VAN DOLASTATIEN 3

'n Inleidende bespreking tot die isolasie, karakterisering en fisiologiese aktiwi

teit van natuurlike dolastatien 3, sowel as die sintese van isomere van die natuurproduk,

is reeds in Afdeling 1.4.3 afgehandel. Die volgende punte kan uit die bespreking gelig

word:

(i) Pettit et al.29,46 het die primere struktuur van dolastatien 3 op grond van

k.m.r.- en m.s.-spektra as sikIo[Pro-Leu-Val-(GIn)Thz-(GIy)Thz] (44)

voorgestel.

(ii) Die konfigurasie van die chirale aminosuurkomponente is tentatief as S voorge

stel.

(iii) Die voorgestelde prirnere struktuur van dolastatien 3, naamlik (44), soweI as

die omgekeerde aminosuursekwens naamlik sikIo[Pro-(Gly)Thz-(GIn)Thz

Val-Leu] (45), is op grond van totaalsintese deur drie onafhanklike groepe as

verkeerd bewys.49-53

(iv) Pettit et al.54 het op 'n later stadium 'n alternatiewe aminosuursekwens

naamlik sikIo[S-Val-S-Leu-S-Pro-Rjs-(GIn)Thz-(GIy)Thz] (46) afgelei

gebruikmakende van peptiedmassaspektroskopiese data. Totaalsintese het

egter getoon dat hierdie struktuur oak nie met die natuurproduk oareenstem

nie.

Na 'n deeglike studie van die peptiedmassaspektroskopiese gegewens van isomere van

dolastatien 3, wat onder meer opkIaring van die meganismes van elektronimpakgeindu

seerde fragmentasies (die resultate word volledig in Afdeling 3.2 bespreek) en herinter-
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pretasie van die gepubliseerde massaspektroskopiese gegewens hbels het, het ons In

alternatiewe arninosuursekwens vir natuurlike dolastatien 3, naamlik siklo[Pro-Leu

(Gln)Thz-(Gly)Thz-Val] (266), met 'n redelike mate van vertroue voorgestel, Die

voorstelling is op In waarneming gebaseer dat sekere ongewone fragmentione, wat deur

ander groepe as ontstaan deur herrangskikkingsprosesse gelnterpr'eteer is, gevorrn word

deur rniddel van In unieke fragmentaslepatroon wat met die teenvoordigheid van tia

soolaminosuurkomponente geassosieer is. Hierdie intorpretasie van. die rnassaspektro-

skopiese data kon natuurlik geen inligting ten opsigte van die konfigurasies van die

onderskeie aminosuurkomponente verskaf nie. Die sintese van di~ 16 diastereomere van

266 sou egter In buitengewone groot inset vereis. Aangesien die'vorrnale' aminosure

(onder meer Val, Pro en Leu) gewoonlik die meer aIgemene S-ko~fi~urasie besit terwyl

die ongewone tiasoolaminosuurderivate (onder meer (Gln)Thz) beide as die R- en die
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~isomeer in die natuur kan voorkom (kyk Afdeling 1.4.2), is besluit om 2 diastereomere

van 266, naamlik siklo[~Pro-~Leu-~Gln)Thz-(Gly)Thz-~Val](~266) en siklo

[~Pro-~Leu-R-(Gln)Thz-(Gly)Thz-~Val] (R-266), te sintetiseer. Met die doel in

gedagte is 'n chirale sintese van opties suiwer N-t-Boc-R-(Gln)Thz (R-260) en N-t

Boc-s-(Gln)Thz (~260) ontwikkel (kyk Afdeling 2.10). Voordat met die bespreking

oor die sintese van dolastatien 3 en 'n isomeer van dolasta.tien 3 in aanvang geneem

word, is dit nodig om kortliks 'n inleidende bespreking oor sikliese peptiedsintese en

belangrike oorwegings in die beplanning daarvan, uit te voer.

3.1.1 Die Sintese van Sikliese Peptiede: 'n Inleidende Bespreking

Formeel behels peptiedsintese die eliminasie van wa.ter vanuit twee aminosure

(of peptiede) (Vergelyking 3.1):

+
- H3N CHR1CONHCHR'lC0z + H20

(Vergelyking 3.1 )

As gevolg van die ioniese karakter van die aminosure is die reaksie egter termodinamies

ongunstig en vereis dus buitengewone hoe temperature. Die probleem, sowel as newe

reaksies wat kan plaasvind, kan vermy word deur:

(i) opheffing van die ioniese karakter van die reagerende aminosure,

(ii) differensiasie tussen die aminokomponent (die aminosuur wat die N-atoom

aan die nuut gevormde peptiedbinding bydra) en die karboksikomponent (die

aminosuur wat die karbonielgroep aan die nuut gevormde peptiedbinding

bydra) en

(iii) deur die geskikte aktivering van die karboksikornponent sodat koppeling onder

milde kondisies en in hoe opbrengs kan plaasvind.

Vereistes (i) en (ii) kan geredelik bevredig word deur die gebruik van geskikte be-
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skermingsgroepe. Die basiese peptiedsintese (Vergelyking 3.2) word gevolg deur die

verwydering van X (die N- of arnlnobeskermingsgroep) en Y (die C- of karboksibe

skermingsgroep). Dit is egter belangrik dat die amino- en karboksibeskermingsgroepe

-

-

XNHCHRIC02H

(karboksikomponent)

H2NCHR2C02Y

(aminokomponent)

----- XNHClffilCONHCJmi!C°zY

(Vergelyking 3.2)

afsonderlik van mekaar, sowel as ander beskermingsgrocpe wat op die polifunksionele

aminosuursykettings teenwoordig mag wees, verwyder kan word sodat verdere verleng

ing van die peptied selektief vanaf enige punt uitgevoer kan word. Die doel van amino

beskermingsgroepe is om die basisiteit en nukleofilisiteit van die N-atoom te onderdruk

en sodoende protonering en asilering te verhoed. Dit het oak die gevolg dat die a-karb

oksigroep nie in interne soutvorming bctrokkc is nie en dus oak geredelik geaktiveer kan

word.

In beginsel kan karboksi-aktivering uitgevoer word met mecste van die reagense wat in

die algemeen vir asileringsreaksies (suurchloriede, anhidriede ens.) gebruik word.

Aminosure en peptiede is egter polifunksionele verbindings met die gevolg dat onge

wenste newereaksies by. ,8-eliminasie-- en .5-lidring sikliseringsreaksies normaalweg

voorkom. Die voorkoms van die newereaksies is baie afhanklik van die steriese verwant-

skappe tussen die sykettings of terminale funksioncle groepe en die intrakettingpeptied

bindings. Om bogenoemde redes is dit dus noodsaaklik dat peptiedsintese onder opt i

male reaksiekondisies uitgevoer moet word am sodoende die voorkoms van newereaksies

tot In minimum te beperk. 'n Belangrike voorbeeld van so 'n newereaksie is die vorming

van oksasoloon (267, Skema 3.1) deur die reaksie van In geaktiveerde terminale karb

oksigroep met die naasliggende peptiedbinding. Hierdie newereaksie lei ook tot rasemi-
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a R2 0

II I"
Rl -C-NH-CH-C-A

A = geaktiveerde groep

R1--r=-f -H+-- o CH-R2 + HA •Y +H+
a

267

Rl ----,-=-N
I 1_
a C-H2

Y
a

--

Skema 3.1

sasie van die chirale o-eentrum. Die verlies aan optiese aktiwiteit via die oksasoloon

(267) kan aan resonansstabilisering van die ooreenkomstige anioon toegeskryf word.

Alhoewel 'n aantal meganismes vir die rasemisasie van o-aminosuurdcrivate voorgestel

is, is dit waarskynlik dat in die afwesigheid van spesiale sykcttings of N-substituentef

fekte, oksasoloonvorming die belangrikste roete is.244

Daar moet verkieslik geen rasemisasie van die individuele aminosuurkomponente tydens

peptiedsintese plaasvind nie, aangesien dit tot die vorming van diastereomeriese meng

sels lei wat moeilik skeibaar en karakteriseerbaar kan wees. Die vorrning van diastereo

meriese mengsels lei ook tot 'n afname in die opbrengs van die gewenste chirale peptied.

'n Verdere probleem is dat die biologiese aktiwiteite van lineere en sikliese peptiede

normaalweg krities afhanklik is van die korrekte stereochemie. Om hierdie redes is dit

dus verkieslik om in peptiedsintese met opties suiwer uitgangsmateriale te werk en geen

rasemisasie van die substrate tydens koppelingsreaksies te verkry nie.

Die vorming van oksasoloon (267) word grootliks deur die aard van die N-asielsubsti-
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tuent, die karboksi-aktiveringsmetode, die oplosmiddel en die basis belnvloed. Teen die

agtergrond is dit dus nodig om amino- en karboksibeskermingsgroepe, karboksi-akti

veringsmetodes en sikliseringsmetodes afsonderlik te bespreek.

Amino- en karboksibeskermingsgroepe

Verskeie faktore is belangrik in die keuse van aminobeskermingsgroepe.

Onder meer behels dit die gemak van koppeling aan die N-atoom van die individuele

aminosuur, voldoende beskerming van die aminofunksie, stabiliteit onder kondisies van

peptiedsintese, beskerming van die naasliggende chirale sentrum (in aminosure anders as

glisien) teen rasemisasie en gemak van verwydering tydens, of na voltooiing, van die

sintese. Die aminobeskermingsgroep funksioneer deur die nukleofilisiteit van die N

atoom te verminder. Dit kan bewerkstellig word deur gekonjugeerde elektrononttrek

king soos deur asielgroepe, veral uretane (268), deur induktiewe elektrononttrekking, bv.

met o-nitrofenielsulfenielderivate (269), of deur steriese hindering soos met trifeniel

metielderivate(tritiel-) (270). Gewoonlik is In kombinasie van die faktore in werking.

o

"R-O-C-NH-

266

~S-NH-

Vl-NOa

269

Q
OC-NH-

-6
270

Vanwee die verskil in die aard van die onderskeie aminobeskermingsgroepe, is dit dus

moontlik om elk van die groepe gewoonlik selektief onder geskikte kondisies te verwyder.

In hierdie ondersoek is van uretaanbeskermingsgroepe, naamlik l-butoksikarboniel

(t-Boe) en bensoksikarboniel (Cbz), gebruik gemaak (kyk Afdeling 2.7). Die keuse het

op hierdie twee aminobeskermingsgroepe geval vanwee hul sterk rasemisasie onderdruk-
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kende eienskappe en die feit dat verwydering daarvan geredclik en selektief onder suur

(t-Boc:CF3C02H/CH2Cl2) of neutrale kondisies (Cbz:H2/Pd) plaasvind. Beide groepe

is stabiel onder basiese kondisies.

Die keuse van karboksibeskermingsgroepe val normaalweg op eenvoudige esters

byvoorbeeld bensielesters (verwyderbaar deur hidrogenolise of behandeling met sterk

sure) en t-butielesters (gekloof onder uiters milde suurkondisies). In hierdie ondersoek

is besluit op eenvoudige alkielesters (metiel- en etiel-) wat veral in die geval van

prolienderivate selektief en sonder rasemisasie d.m.v. basiese hidrolise (saponifikasie)

verwyder kan word.

Karboksi-aktiverin~smetodes

Die keuse van die koppelingsmetode (d.w.s. die tipe karboksi-akti

veringsreagens) berus op onder meer die totale sintetiese strategie, die snelheid en effek-

tiwiteit (t.o.v. opbrengs en rasemisasie) van die koppelingsreaksie en praktiese faktore.

Die aktiveringsreagens wat aangewend word moot ook nie deur die vorming van by

produkte die isolasie van die gewenste peptied bernoeilik nie. Die sintese van peptiede

deur die stapsgewyse koppeling van geskikte beskermde o--amlnosure is reeds met 'n

groot verskeidenheid van metodes, en met byna volledige onderdrukking van rasemi-

iev uit 245 V di b I lk kti . b ik isasie, Ul gevoer. an ie e angn ste a tiveringsreagense, en wat vir ge rui III

hierdie ondersoek oorweeg is, sal vervolgens kortliks bespreek word.

i) Karbodiimiede

Die gebruik van karbodiimiede vir peptiedsintese deur Sheehan en Hess246 in

1955 is een van die belangrikste bydraes nog in die veld van peptiedchemie gelewer. Die

eenvoud van die metode, sowel as die snelheid van koppeling en hoe opbrengste verkry,

het daartoe gelei dat N,N'--disikloheksielkarbodiimied (DSKI, 271) vandag die mees

gebruikte reagens vir peptiedsintese is.245 Met die bereiding van klein, oplosbare pep

tiedderivate lei die buitengewone onoplosbaarheid van die byproduk, N,N'-disiklohek-
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Q-N=C=N-Q
NtN'-disikloheksielkarbodiimied(DSKI)

271

sielureum, in oplosmiddels anders as alkohole tot die gerieflike isolasie van die gevormde

peptied. Die gebruik van DSKI (271) word egter soms beperk deur die giftigheid daar

van, die vermoe om nie-uretaanbeskermde aminosure (insluitende peptiede) te rasemi

seer247 en potensiele neweprodukvorming deur herrangskikking van die geaktiveerde

tussenprodukte (Skema 3.2). Laasgenoemde twee ongunstige newereaksies kan gewoon

lik beperk word deur die sorgvuldige keuse van reaksiekondisics en byvoeging van sekere

hidroksielamienderivate (bv. N-hidroksisuksienimied en I-hidroksibensotriasool) by die

reaksiemengsels. Karbodiimiede reageer relatief stadig met amiene met die gevolg dat

aktivering van karboksikomponente in die teenwoordigheid van die aminokomponent

bewerkstellig kan word. Die meganisme van karbodiimiedasileringsrcaksies is ietwat

kompleks en die moontlike roetes word in Skema 3.2 opgesom.244

Soos reeds genoem, kan die beperkte mate van rasernisasie wat in hierdie koppelings

reaksie plaasvind byna volledig deur die byvoeging van N-hidroksisuksienimied (273,

Skema 3.3) onderdruk word.248 N-Hidroksisuksienimied (273) is 'n I o-effek' nukleofiel

en reageer baie vinnig met O-asielisoureum (272) om die ester (274) te lewer. Die

reaksie van die ester (274) met die aminokomponent (R2-NH
2) vind ook vinnig plaas en

weI via die waterstofgebonde tussenproduk (275). Dit blyk dat die vinnige vorming en

aminolise van 274 rasemisasie, wat via 'n oksasoloontussenproduk kan plaasvind, vol-

ledig onderdruk.

Verskeie variasies van die karbodiimiedkoppelingsreaksie het mettertyd ontstaan, waar

onder die gebruik van DSKI (271) met trietielamien249, I-hidroksibensotriasoo1250 en
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Rl_C-O-C-NHCeHll
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-
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Skema 3.3

-
o
II

Rl-C-NH-~



186

koper(II)cWoried250,sowel as die vervanging van DSKI met N,N'-karbonieldiimida

sool.251

ii) Geaktiveerde esters

Eenvoudige alkiel- en arielesters aminoliseer te stadig om as geaktiveerde

karboksikomponente in peptiedsintese te funksioneer. Die verhoging van die elektrofi

liese karakter van die esterkarbonielgroep word vir 'n vinnige bimolekulere reaksie

vereis. Dit word normaalweg bewerkstellig deur die teenwoordigheid van elektrontrek

kende substituente op die alkiel- of arielesterfunksionaliteite. Tipiese voorbeelde is

sianometiel252 (276), p-nitrofenielesters253 (277), tiolesters25lt (bv. 278), 2,4,Hri

chloarfenielesters255 (279) en O-asielhidroksielamienderivate248 (bv. 274). Die meer

o
II

R-C-O-CH2- CN

276

o

R-~-0-O--No"

277

Cl
274

o

R-~-S <)
278

o
II

R-C-O

C1

Cl

279

')1':6 2~-

reaktiewe pentachloorfeniel-_<.I en pentafluoarfenielesters ;). het oak reeds heelwat

toepassing in peptiedsintese gevind.
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Die geaktiveerde estermetode vind onder milde reaksickondisies plaas en gevolglik word

newereaksies grootliks onderdruk. Die vorming van alkohol- en fenolbyprodukte be

moeilik egter die isolasie van die bereide peptied. p-Nitrofenielesters (277) vind die

wydste toepassing. Hierdie esters word normaalweg deur die reaksie van uretaanbe

skermde aminosure en p-nitrofenol in die teenwoordigheid van N,N'-disikloheksiel

karbodiimied (271) berei.258

Beide die vorming van die geaktiveerde esters en aminolise kan met rasemisasie via

oksasoloonvorming gepaard gaan, Gevolglik vind hierdie metode slegs wye toepassing in

die gevalle van opties stabiele uretaanbeskermde (bv. t-Boc en Cbz) aminosuurderivate.

iii) Gemengde anhidriede

Gemengde anhidriede (280, Skema 3.4 en 282a,b, Skerna 3.5) word berei vanaf

'n asielaminosuursout en (norrnaalweg) die suurchloricd van 'n karboksielsuur259

(Skema 3.4) of van 'n koolsuurderivaat260,261 (Skema 3.5). Die gemengde anhidried-

R 0

I II _ +
Cbz-NH-CH-C-O NHEl:.:i ..

ROO

I II II
Cbz-NH-CH-C-0-C-C(CH3)3

280

Skema 3.4

+-
+ E~HN Cl

metode is suksesvol in hierdie ondersoek (gebruikmakende van isobutielchloorformiaat

(281b)) vir die bereiding van N-beskerrnde a-arninokarboksarniede vanaf N-beskermde

a-aminokarboksielsure (kyk Afdeling 2.7) gebruik. Die lae temperatuur « 0° C)
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RiO·· 0

I "+ II.cbz-NH-CH-C-O- NHEts + CI-C-OR!

R1 0 0

I" II
--t__ Cbz-NH-CH-C-O-C-OR2

i i
(a) (b)

281a : R2 = CH2CHa

281b : R2 = CH2CH(CH3)2

282a R2 = CH2CHa

282b R2 = CH2CH(CHs)2

+ Et:,HN+ -CI

R1 0

I II
Cbz-NH-CH-C-NH-RS

283

(aanval op posisie a)

(aanval op posisie b)

o
-II

W-NH-C-OR2

. 284

Skema 3.5

waarby 'n gemengde anhidried gevorm word en die onmiddellike reaksie met die amino

komponent, verhoed dat die reaktiewe geaktiveerde kompleks na twee simmetriese

anhidriede ontbind. Ammonolise van die geaktiveerde kompleks (282a,b) deur die

aminokomponent kan egter tot die vorming van 2 produkte lei, naamlik die gewenste

peptied (283) (deur aanval van die nukleofiel op posisie a) en 'n uretaan (284) (deur

aanval van die nukleofiel op die koolsuurkarboniel op posisie b)261. Die hoeveelheid

uretaan (284) wat gevorm word kan tot In sekere mate deur die geskikte keuse van

gemengde anhidriedreagens beperk word.' Byvoorbeeld, isobutielchloorformiaat (281b) is

baie meer effektief in hierdie verband as etielchloorformiaat (281a) in die bereiding van

peptiede.261 Dit kan grootliks aan die vermindering van die elektrofiliese karakter van die
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naasliggende karbonielkoolstof deur die induktiewe effek van die isobutielgroep toege

skryf word. Onder hierdie kondisies lei die reaksie van sekondere amiene, by. prolien,

egter nog steeds tot grootskaalse vorming van die ooreenkomstige uretaan (284).261

Benoiton262 het gevind dat in gevalle waar dieselfde aktiveringsreagens gebruik word,

uretaanvorming hoofsaaklik deur die keuse van die nie-nukleofiliese amien (wat as basis

in die reaksie gebruik word) en oplosmiddel bepaal word. Dit is vasgestel dat die kombi

nasie van N-metielpipiridien, bo die algemeen gebruikte N-metielmorfolien, en dichloor

metaan die beste resultate in hierdie verband lewer.

'n Voordeel van hierdie koppelingsmetode is dat vlugtige komponente (koolstofdioksied

en In laer alkohol) as byprodukte gevorm word, en wat dus die isolasie van die produk

vergemaklik. Aan die ander kant moot onder streng anhidriese kondisies gewerk word

indien die aktivering met isobutielchloorformiaat (281b) uitgevoer word. In die geval

van nie-uretaanbeskermde aminosure kan rasemisasie weI tydens ammonolise plaasvind.

iv) Organofosfortipe koppelingsreagense

Vanwee die toenemende gebruik en belangrikheid van hierdie klas van aktive

ringsreagense word dit afsonderlik bespreek. In Verskeidenheid fosforbevattende anor

ganiese sure is as reagense vir die bereiding van gemengde anhidriedderivate in peptied

sintese aangewend. Byvoorbeeld, anhidriede is berei vanaf asielaminosure en difenielfos

forielchloried263 (285), dibensielfosforielchloried264 (286), dietielchloorfosfiet265 (287),

o-fenileenchloorfosfiet265 (288) en difenielfosfinielchloried261,266 (289). In Nuwe

ontwikkeling op hierdie gebied is die gebruik van organofosfaatreagense, by. bensotri

asool-l-iel-dH~tielfosfaat267 (290), vir die bereiding van gemengde anhidriede. Die

organofosfor gemengde anhidriede ondervind selektiewe nukleofiliese aanval (deur die

aminokomponent) op die karbonielkoolstof met die gevolg dat uretaanvorming nie

plaasvind nie. Die metode is dus veral geskik vir die aktivering van steries gehinderde

aminosure.
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Sole et al.261 het egter gevind dat difenielfosfien-gemengde anhidriede weI tot rasemi

sasie van die fenielalanienkomponent tydens die sintese Cbz-Gly-S-Phe-S-Pro

NH(CH2)13-eH3 aanleiding gee. 'n Vergelyking van hierdie benadering met twee

bekende gemengde anhidriedmetodes, insluitende die rol van oplosmiddel op rasemisasie,

word in Tabel 3.1 opgesom. Alhoewel die beste opbrengste van die spesifieke koppe

lingsmetodes deur die difenielfosfinielchloried-dimetielformamied kombinasie gelewer is,

is dit onaantreklik weens die gepaardgaande ongewone hoe persentasie rasemisasie.

Met die ontwikkeling en gebruik van difenielfosforielasied268 (291) en dietielfosforlelsla

nied269 (292) in chirale peptiedsintese, het die groep van Shioiri et al. die weg gebaan

vir die gebruik van organofosforreagense in die bereiding van opties suiwer peptiede.

Veral dietielfosforielsianied (292), wat soortgelyk aan 'n dialkielfosforpseudohalied

funksioneer, vergelyk uitstekend met die tradisionele aktiveringsreagense ten opsigte van

opbrengs, reaksietyd, afwesigheid van rasemisasie en gemak van opwerk van die reaksie

mengsel. Die koppelingsreaksie vind essensieel sonder rasernisasie plaas SODS met die

supersensitiewe Young-toets bewys.269 Die reagens (292) is selfs effektief indien pep-
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TABEL 3.1 Rasemisasie van die Phe-komponcnt tydens die sintcse van Cbz

Gly-S-Phe-S-Pro-NH(CH2)13-eH3

Koppelingsmetode

Isobutielchloor

formiaat (281b)

Difenielfosfiniel

chloried (289)

N,N'-disikloheksiel

karbodiimied

(271)
en I-hidroksi

bensotriasool

Oplosmiddel

Tetrahidrofuraan

Dichloormetaan

Dimetielformamied

Tetrahidrofuraan

Dichloormetaan

Dimetielformamied

Tetrahidrofuraan

Dichloormetaan

Dimetielformamied

(jjR .. a
7(; asermsasie

2.0
6.0
5.0

6.0
6.2
6.0

1.0

2.0
2.0

waar :
a - Persentasie rasemisasie is met S-aminosuuroksidasc en

gaschromatografie op In chirale stasionere fase bepaal.

o

"PhO-P-Ns
I
OPh

291

o

"EtO-P-CN

I
OEt

292
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tiedvorming met steries gehinderde karboksikornponente uitgevoer word. Byvoorbeeld,

bensoesuur koppel met sikloheksielamien in die teenwoordlgheid van 292 en trietielamien

om N-sikloheksielbensarnied in 'n opbrengs van 97% te lewer. Geen produkvorming

vind plaas indien N,N'-disikloheksielkarbodiimied (271) as aktiveringsreagens gebruik

word. Dietielfosforielsianied (292) is deur die groep van Shioiri et ai.50 as aktiverings

reagens in die sintese van isomere van dolastatien 3 suksesvol toegepas. Die veelsydig

heid van die aktiveringsreagens (292) is verder bewys deur gebruik daarvan in die

soliede-fase sintese van die sikliese peptied ulisiklamied.42

v) Alternatiewe karboksi-aktiveringsreagense

'n Groot verskeidenheid van ander aktiveringsreagense wat nie vir toepassing

in die dolastatien 3 ondersoek oorweeg is nie, word nie in hierdie bespreking behandel

nie. Daar bestaan weI heelwat volledige literatuuroorsigte in hierdie verband.244,245

'n Laaste interessante koppelingsreaksie wat van besondere waarde vir die dolastatien 3

sintese kan wees, is die wat deur Schmidt et ai.51 gebruik is om 'n aanvanklik proble

matiese koppeling tussen twee tiasoolaminosuurderivate te bewerkstellig (Skema 3.6).

'n Aktiewe ester van N-t-Boc-(Gly)Thz is deur 'n redokskondensasiereaksie met bis

(3-sian0-4,6-dimetielpiridiel-2)disulfied en trifenielfosficn berei. Die hoogs reaktiewe

sianodimetielpiridieltiolester is met die arninokomponent (293) gereageer om die dipep

tied (294) in 'n opbrengs van 93% te lewer. Die aantreklikheid van hierdie metode word

egter verminder weens die feit dat die skeiding van die peptied vanaf die byprodukte,

onder meer trifenielfosfienoksied, tydrowend vanaard is.
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DEt
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I
NH-t-Boc
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kT.24h

3.1.1.c

eN

o DEt

H2C

I
NH-t-Boc 294

Skema 3.6

Die sikliseringsreaksie van lineere PRptiede

Ringsluiting van lineere peptiede, d.w.s. die vorming van sikliese pep

tiede, is reeds met al die bestaande metodes wat vir die bereiding van amiedbindings van

lineere peptiede ontwikkel is, uitgevoer.2i O Problerne word veral by die vorming van

mediumgrootte peptiedringe ondervind. Daarbenewens is kompeterende oligomerisasie

van die lineere voorlopers 'n algemene probleem wat normaalweg opgelos word deur die

sikliseringsreaksie onder hoe verdunning uit te voer. Die beste resultate, dit is opbrengs

te in die orde van 20-30%, is verkry deur aktivering van die karboksikomponent as die

ooreenkomstige nitrofenielester271, trichloorfenielpster,52,.j3 en hidroksisuksienimied

ester2i 2,2i3 of deur reaksie met difeniclfosforielasied50,2i.l (291). In 'n ondersoek na
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sikliese peptiedsintese en die beperkings daarvan, het Jones275 die volgende opmerking

gemaak: "Die opbrengste van peptiedsikliseringsreaksies is nooit 'goed' in die norrnale

sin van die woord soos deur organiese chemici gebruik nie, maar in die aigemeen word

30% as 'n bevredigende opbrengs aanvaar; gewoonlik is die opbrengste heelwat laer."

Hierdie opvatting van navorsers kan bevraagteken word in terme van 'n oniangse resul

taat deur Schmidt et al. Hierdie navorsers het 'n uiters suksesvolle sikliseringsreaksie

(opbrengste van gemiddeld 80%) tria pentafluoorfenielesters ontwikkel. 28,30 Aangesien

geen buitengewone verdunning van die reaksiemengsel vereis word nie, vind hierdie

sikliseringsreaksie relatief vinnig plaas. Alhoewel die gcaktiveerde pentafluoorfenielester

meer reaktief is as analoe geaktiveerde esters, vind geen rasemisasie tydens die sikli

seringsreaksie plaas nie.

Die pentafluoorfenielestermetode is toegepas vir die suksesvolle bereidings van

do 276 t 0 49 oklo 0 d DO 0 d 10 k boksili 0me mm- en groo rmg Sl lese peptie e. ie In o mg van ar 1 lese nngver-

bindings as klein, normaal, medium en groot is vanaf entalpie, strukture en 'gemak van

vorming' afgelei. Hierdie indeling kan egter nie direk vir die klassifisering van ringver

bindings wat sikliese substituente (soos tiasole) bevat, toegcpas word nie. Die verskil is

dat in mediumgrootte ringe met heterosikliese komponente Pitzer-spanning blykbaar

chemies nie belangrik is nie.28,30 Dit is moontlik dat die destabiliserende Pitzer-span

ning in mediumringe meer as vergoed word deur die vermindering van grade van vryheid

as gevoig van die teenwoordigheid van sikliese subsisteme. Twaaiflidmediumringe met

een of meer ringkomponente sikliseer, soortgelyk aan groot ringsisteme, normaalweg

maklik en in hoe opbrengste. Die 13-lidring (295, Skorna 307) word via die pentafluoor

fenielester in 'n opbrengs van 80% (posisie a) gevorm.276 Indien hierdie sikliserlngs

metode op posisie b uitgevoer word, word die sikliese peptied in 'n opbrengs van slegs

45% verkry. Aangesien beide reaksiernengsels nie uitermatig verdun is nie, kan dit dus

aanvaar word dat die verkose konformasie van die lineere adduk baie gunstig vir ring

sluiting op posisie a is. 'n Baie belangrike punt in die sintese van sikliese peptiede, en

wat sorns deur chemici buite rekening gelaat word, is die konformasie van die amied-
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o If ~

cc!°- 0 NH
80%;PFF(verw.276) \ ~ /.

~0\\\C '«l .. b)(posisie a)~. \ "\..POSlSle

24%;NF(verw.271) 45%;PFF(verw.276)

295

70%;PFF(verw.49) 11%;TCF(verw.52)

~ Pro~ Metodes: PFF = pentafiuoorfenielester

(G1Y)Th)\Z JLeu NF = nitrofenielester
HOSu= hidroksisuksienimied

23%;DFFA ----4

(verw.50) (Gln)Thz~Val DFFA = difenielfosforielasied

TCF = trichloorfenielester
Dolastatien 3 isomeer

44%;HOSu(verw.272)
20%;PFF(verw.28) ( .. )

/

posisie a
3%;HOSu(verw.272) '"yR-Pro,\ 96%;PFF(venr.2B)

§-Phe S-Ala(Leu)
~ (Aib = N-dimetieiglisiel)

2%:HOSU(Venr.272)/"-Aib ~3%;HOSU(Venr.272)
296

Skema 3.7
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groepe. Sikliese tripeptiede met ten minste een amiedgroep in die 8-cis konfigurasie kan

slegs berei word indien prolien of N-metielaminosure as komponente teenwoordig is.28

Dit is In gevolg van die verskil in entalpie tussen 8-cis en 8-trans amiede. In die alge

meen is sikliese tetrapeptiede wat primere aminosure van dieselfde konfigurasie bevat,

baie moeilik bereibaar. Hierteenoor is 12-lid sikliese peptiede met ten minste een

aminosuur van teenoorgestelde konfigurasie, of met aminosure as ringkomponente, mak

lik sintetiseerbaar. Byvoorbeeld, verbinding 296 is in In opbrengs van 96% (posisie a)

met die pentafluoorfenielmetode berei.28

Ten spyte daarvan dat sikliese pentapeptiede oor lae ringspanningsenergie besit, word

die dimeriese sikliese dekapeptiede gewoonlik as byprodukte gevorm. Vandaar die

uitermatige verdunning van die reaksiemengsels en gevolglike lang reaksietye by die

gebruik van die tradisionele sikliseringsreaksiemetodes. Die invloed van posisiespesifieke

siklisering en die uitstekende vergelyking van die pentafluoorfenielmetode teenoor die

tradisionele sikliseringsmetodes t.o,v. opbrengste, word in Skema 3.7 geillustreer.

Dit is egter nodig om te noem dat in die geval van peptiedsikliseringsreaksies die achi

rale glisienkomponent op die C-terminus van die peptiedfragment verkies word, aange

sien ontskerming van die ester (basiese hidrolise), aktivering van die ontskermde suur en

koppeling met die aminokomponent geen moontlikheid van rasemisasie bied nie. Om

dieselfde rede word prolien ook normaalweg op die C-terminus van die peptiedfragment

verkies, aangesien sekondere amiene nie oksasolone kan vorm nie.

Teen die bree agtergrond van peptiedsintese wat nou behandel is, word die sintese van 'n

isomeer van dolastatien 3, en daarna die van dolastatien 3, bespreek.

3.1.2 Die Sintese van die Dolastatien 3 Isomeer Siklo [8-Pro-s=(Gln)Thz

(Gly)Thz-8-Val-8-Leul (46)

Die gemodifiseerde dolastatien 3 sekwens siklo [S-Pro-Rj s-(Gln)Thz-)
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(Gly)Thz-~Val-~Leu] (46) is deur Pettit et a/.54 gesintetiseer. Die gevormde diaste

reomeriese mengsel kon egter nie met behulp van chromatograficse tegnieke geskei word

nie en derhalwe was dit nie moontlik om die onderskeie lU_ en 13C-k.m.r.-resonansies

eenduidig toe te ken nie. Hierdie sikliese peptied het dus as goeie model gedien om

ondervinding in peptiedsintese in hierdie laboratorium op te doen. Die bestudering van

die m.s.-fragmentasie spektrum van 44 sou ook waardevolle inligting t.o.v, die m.s.

fragmentasiepatrone van hierdie klas van sikliese peptiede lewer.

~Prolien, ~valien, ~leusien en s-(Gln)Thz is as aanvangsmateriale in die sikliese

peptiedsintese gebruik, hoofsaaklik op grond van die felt (soos reeds genoem) dat die

meerderheid van die 'normale' aminosuurresidue van verwante sikliese peptiede wat uit

marinebekerdiere geisoleer is, die 5-konfigurasie besit (kyk Afdeling 1.4). Die beskerm

de lineere pentapeptied (305) is as die voorloper van die sikliese peptied (46) gekies. Die

besluit om prolien as 'n terminale arninosuur te gehruik was gebaseer (kyk Afdeling

3.1.1.c) op die feit dat basiese hidrolise (verseping) van die metielester van prolien nie

rasemisasie tot gevolg het nie. Die ontskerming is nodig sodat die vrygestelde karb

oksielsuurgroep geaktiveer kan word, ten einde siklisering te bewerkstellig. Die totale

sintetiese strategie word in Skerna 3.8 opgesorn.

siklo[S-Pro-s-(Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val-S-Leu] (46)

JJ

N-t-Boc-s-(GIn)Thz-(Gly)Thz-~Val-S-Leu-S-Pro-oMe (30.5)

JJ

N-t-Boc-(Gly)Thz-5-Val-~Leu-S-Pro-O;\Ie (304)

JJ

N-t-Boc-S-Val-S-Leu-5-Pro-OMe (302)

N-t-Boc-~Leu-~Pro-OMe (299)

S-Pro-OMe.HCl (297)

SKEMA 3.8: Retroanalise van ·16.
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Die tripeptied (303) bestaande uit S-prolien, 5-leusien en 5-valien is berei soos in

Skema 3.9 geillustreer. Die reaksie van N-t-Boc-5-Leu (298) met isobutielchloorfor

miaat en N-metielmorfolien (NMM) by -23°C, gevolg deur die byvoeging van 5-Pro

OMe.HCl (297), het N-t-Boc-S-Leu-5-Pro-OMe (299) in 'n opbrengs van 80% ge

lewer. Deur die behandeling van die dipeptied (299) met waterstofchloried in eter

(droog en versadig) is S-Leu-S-Pro-OMe.HCl (300) in 'n opbrcngs van 86% verkry.

Die dipeptiedsout (300) is egter meer gerieflik in 'n totale opbrengs van 68% berei deur

N-t-Boc-S-Leu (298) aan soortgelyke kondisies as bogenoemde, maar sonder suiwering

van die dipeptiedtussenproduk (299), te onderwerp. Slegs 'n lae opbrengs (27%) van

N-t-Boc-S-Val-5-Leu-S-Pro-OMe (302) is verkry indien die dipeptied (299) met

trifluoorasynsuur-dichloormetaan (1:1) ontskerm en met N-t-Boc-5-Val (301), volgens

die gemengde anhidriedmetode by -23°C, gekoppel is. Behandeling van die tripeptied

(302) met droe versadigde waterstofchloried in eter het S-Val-5-Leu-5-Pro-OMe.HCl

(303) in 'n opbrengs van 98% gelewer. Die koppeling van 5-Leu-5-Pro-OMe.HCl

(300) met N-t-Boc-S-Val (301) volgens dieselfde metode (isobutielchloorformiaat,

N-metielmorfoIien, -23°C) gevolg deur hidrolise met waterstofchloried in eter was baie

meer effektief en het die tripeptiedsout (303) in 'n totale opbrengs van 86% gelewer.

Na behandeling van N-t-Boc-(Gly)Thz (112, Skema 3.10) met isobutielchloorformiaat

en N-hidroksisuksienimied in die teenwoordigheid van N-metielmorfolien, is die reaksie

mengsel gefiltreer en die filtraat gekonsentreer onder verminderde druk. 'n Oplossing

van 5-Val-5-Leu-5-Pro-OMe.HCl (303) in tetrahidrofuraan is by die geaktiveerde

ester gevoeg om na 16 uur by kamertemperatuur die tetrapeptied (304) in 'n opbrengs

van 86% te lewer. N-t-Boc-(Gly)Thz-5-Val-S-Leu-5-Pro-OMe (304) is met tri

fluoorasynsuur-dichloormetaan (1:1) ontskerm en met N-t-Boc-s-(Gln)Thz (S-260),

gebruikmakende van dietielfosforielsianied (DEFS, 292) as aktiveringsreagens, gekoppel.

Na 'n reaksietyd van 7 uur by kamertemperatuur het N-t-Boc-S-(Gln)Thz-
I

(Gly)Thz-S-Val-S-Leu-S-Pro-OMe (305) in 'n opbrengs van 91 %gevorm.
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Skema 3.9
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Skema 3.10
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Skema 3.11
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Die siklisering van die lineere pentapeptied (30!)) is deur die volgende reeks reaksics

bewerkstellig. Die metielester van die prolienkomponent is d.m.v. basiese hidrolise

ontskerm en die gevormde karboksielsuur (306) is na die ooreenkomstige pentafluoor

fenielester30 (307) omgesit. Na filtrasie van die pentafluoorfenielester (307) deur Sepha

dex LH-20 (chloroform) is die t-butoksikarbonielbeskerrningsgroep met trifluoorasyn

suur (OoC, 1 uur) verwyder om die trifluoorasynsuursout (308) te lewer. Na verwyde

ring van die vlugtige komponente in vacuo is In oplossing van die peptiedpentafluoor

fenielester-trifluoorasetaat (308, Skerna 3.11) in dioksaan bale stadig by 95°C by 'n

308

I 4-pirrolidinopiridien

t t-BuOH,dioksaan,95°C

O~ /NH2 (4a,b)
C

1

1ge

19b CH2

I
19aCH2

o 191~8S~7~ HN__C I
4: 3 ~C/(5) H ~ 16 0

(X l C~
2 15 \5 N

/ (3) NH

7e O=C 6 I
H C \ 14 C~

a CH7 ~
\ H2C--- \ 13

7b HC -- -

/

7a HN (1) S

'" 8 10 t_i
HsC ;jC<, 9 (2) C./'11

12

Or; CH_NH»> ~

I 0

/CH9a

HsC " CH3
9b

9c
46
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oplossing van 4-pirrolidinopiridien en t-butanol in dioksaan gcvoeg. Die reaksiemengscl

is vir 2.5 uur by die temperatuur geroer. Versigtige chromatografie van die produk oor

Sephadex LH-20 (chloroform) en silika (chloroform + 7% metanol) het die sikliese

peptied (46) in 'n opbrengs van 71% gelewer. Die opbrengs vergelyk uitstekend met die

18% deur Pettit et al.54 verkry, en wat ornsetting van N-t-Boc-R/s-{Gln)Thz

(Gly)Thz-S-Val-S-Leu-S-Pro na die ooreenstemmende 2,4,.5-trichloorfenielester,

ontskerming deur behandeling met trifluoorasynsuur en behandeling van 'n verdunde

oplossing van die gevormde sout in tetrahidrofuraan met piridien behels het.

Alhoewel die homogeniteit van die verbinding (46) bevestig is deur die gedrag daarvan

in 'n verskeidenheid van chromatografiese sisteme (Rf = 0.42, chloroform:metanol:water

100:10:1), het die 1H_ en 13C-k.m.r.~pektradaarvan aanduidings van 'n mengsel van

twee verbindings gegee. Verdubbeling van baie van die NH- en CH-resonansies is

waargeneem. Die 1H-k.m.r.~pektrum van 46 word in Figuur 3.1 aangetoon. Hierdie

resultaat was onverwags aangesien die lineere pentapepticdvoorloper (30.5) ongetwyfeld

'n enkele verbinding verteenwoordig het. Alhoewel die sikliseringsmetode wat gebruik is

nie in ander gevalle rasernisasie van die geaktiveerde arninosuurkornponente tot gevolg

gehad het nie, is die moontlikheid van rasemisasie in ons geval oorweeg. 'n Deeglike

studie van die temperatuurafhanklikheid van die 1H-k.m.r.-spektra van die sikliese

peptied (46) in gedeutereerde dimetielsulfoksied het egter bewys dat die verbinding in

twee diskrete konformasies, wat in stadige ewewig met mekaar verkeer, by lae tempera

tuur bestaan. Dit is interessant om daarop te let dat Schmidt et a1.51 ook aanduidings

verkry het dat sekere isomere van dolastatien 3 meer as een konformasie aanneem. In

hierdie geval egter was die tydskaal van verwisseling tussen die verskillende konforma

sies vergelykbaar met die k.m.r.-tydskaal sodat piekverbreding eerder as verdubbeling

van seine opgemerk is.
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Figuur 3.1 : Die lU-kmr-spektrum van siklo[S-Pro-S-(Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val-S-Leu] (46) (200 MHz, dpm, CDCI
3)
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3.1.3 Die Sintese van Dolastatien 3, naamlik siklo [S-Pro-S-Leu-$={Gln)Thz-.:..

(Gly)Thz-5--Vall (S-266)

Die sintese van die voorgestelde aminosuursekwens siklo [Pro-Leu

(Gln)Thz-(Gly)Thz-Val] (266) is nou aangepak. Soos reeds genoern is besluit om twee

diastereomere van die spesifieke sekwens, naamlik siklo [S-Pro-5--Leu-R-(Gln)Thz

(Gly)Thz-5--Val] (R-266) en siklo [5--Pro-5--Leu-5--(Gln)Thz-(Gly)Thz-5--Val]

(5--266), te sintetiseer. Met aanvang van hierdie sintese was die bereiding van die twee

enantiomere van N-t-Boc-(Gln)Thz (R-260 en 5--260) nog nie voltooi nie, Gevolglik

is aanvanklik gepoog om 'n sintetiese roete (Skema 3.12) te ontwikkel wat die

(Gln)Thz-komponent as laaste boublok van die lineere peptied sou inkorporeer.

siklo[5--Pro-5--Leu-R-(Gln)Thz-(Gly)Thz-5--Val] (R-266)

U
N-t-Boc-R-(Gln)Thz-(Gly)Thz-5--Val-5--Pro-5--Leu-QMe (315)

U
N-t-Boc-(Gly)Thz-5--Val-5--Pro-S-Leu-oMe (314)

U
N-t-Boc-S-Val-5--Pro-5--Leu-oMe (~13)

U
N-t-Boc-5--Pro-5--Leu-QMe (312)

U
N-t-Boc-5--Leu-QMe (:310)

SKEMA 3.12: Retroanalise van R-266.

N-t-Boc-5--Leu-or..le (310, Skema 3.13) is in hoe opbrengs deur die reaksie van tioniel

chloried en metanol met N-t-Boc-5--Leu (309) berei. Ontskerming van 310 deur

behandeling met trifluoorasynsuur-dichloormetaan (1:1), gevolg deur koppeling met

N-t-Boc-5--Pro (311) met behulp van isnbutielchloorformiaat en N-hidroksisuksicn-
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imied, het die beskermde dipeptied (312) in 'n opbrengs van 73% gelewer. Die t-but

oksikarbonielbeskermingsgroep van N-t-Boc-5-Pro-5-Lcu-Q:\fe (312) is met tri

fluoorasynsuur in dichloormetaan (1:1) verwyder. Die trifluoorasynsuursout, sowel as

die vry amien, van die ontskermde dipeptied het egter geen reaksie met geaktiveerde

esters van N-t-Boc-S-valien (301) (berei met isobutie1chloorformiaatjN-hidroksisuk

sienimied of N,N'-disikloheksielkarbodiimiedjN-hidroksisuksienimied of N,N'-disiklo

heksielkarbodiimiedjkoper(II)chloried) ondergaan nie. Afgcsien van moontlike onguns

tige faktore kan die inertheid van die aminokomponent aan die swakker nukleofilisiteit

van die sekondere amien van prolien toegeskryf word. Die superioriteit van dietielfosfo

rieIsianied (292, DEFS) teenoor tradisionele aktiveringsreagense ten opsigte van peptied

vorming is weer eens bewys deurdat gebruik daarvan N-t-Boc-5-Val-S-Pro-S-Leu

OMe (313) in 'n opbrengs van 91.6% gelewer het. Na ontskerming van die tripeptied

(313) met trifluoorasynsuur in dichloorrnetaan (1:1), het koppeling van die vry amien

met N-t-Boc-(Gly)Thz (112) in die teenwoordigheid van dietielfosforielsianled en

trietielamien, die beskermde tetrapeptied (314) in 'n opbrengs van 87.8% gevorrn.

Die tetrapeptied (314) is met trifluoorasynsuur in dichloormetaan (1:1) ontskerm, waar

na koppeling met N-t-Boc-R-(Gln)Thz (R-260) (dietielfosforielsianiedjtrH~tielamien)

die gewenste N-t-Boc-R-(Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val-S-Pro-5-Leu-QMe (31.1,

Skema 3.14) in 'n opbrengs van 86% gelewer het. Alkaliese hidrolise van 31.5, gevolg

deur behandeIing van die ontskermde pentapeptied (316) met N,N'-disikloheksielkarbo

diimied en 2,4,5-trichloorfenol in anhidriese dimetielformamied, het die geaktiveerde

ester (317) gelewer. Die hoofproduk (317) is deur chromatografie op 'n kort silikakolom

(chloroform + 2.5% metanol) geisoleer. Die trifluoorasynsuursout (318) is verkry deur

die reaksie van 317 met trifluoorasynsuur in dichloormetaan. BehandeIing van 'n ver-
.

dunde oplossing van die geaktiveerde lineere pentapeptied (318) in tetrahidrofuraan met

piridien vir 2 dae by kamertemperatuur het egter in plaas van die verwagte siklisering,

grootskaalse pirrolidoonkarbonielvorming (Skema 3.15) tot gevolg gehad. Dit is 'n

bekende newereaksie244 wat normaalweg verkry word indien vorming van die gewenste
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peptiedbinding vanwee steriese redes baie stadig plaasvind. Hieruit is dit duidelik dat

die teenwoordigheid van die steries groot leusienkomponent op die C-terminus van die

lineere peptied weI nadelig vir ringsluiting is.

Die probleem kon gedeeltelik oorkom word deur omsetting van die ontskermde suur van

die lineere pentapeptied (316) na die ooreenkomstige pentafluoorfenielester (319). Na

chromatografie van die pentafluoorfenielester (319) op Sephadex LH-20 (chloroform) is

die N-t-butoksikarbonielgroep deur behandeling met trifluoorasynsuur in dichloor

metaan (1:1) verwyder. 'n Oplossing van die p('pticdpcntafluoorfenielester-trifluoor

asetaat (320) in dioksaan is baie stadig by 95°C by 'n oplossing van 4-pirrolidinopiri

dien en t-butanol in dioksaan gevoeg. Die reaksiemengsel is vir 7 uur by die tempera

tuur geroer. Chromatografie van die produk oor Sephadex LH-20 (chloroform) en silika

(chloroform + 7% metanol) het die sikliese peptied (R-266) in 'n opbrengs van 46%

gelewer.

Die sikliese peptied (R-266) was egter nie identies aan dolastatien 3 nie. Op dunlaag

(silika) het die sintetiese sikliese peptied (R-266) 'n effens laer Rf (0.35, chloroform:

metanol:water 100:10:1) as dolastatien 3 (Rf = 0.41, chloroform:metanol:water 100:10:1)

getoon. Die 1H_ en 13C-k.m.r.~pektra van die sintetiese produk (R-266) het beteke

nisvol van die van dolastatien 3 verskil. 'n Vergelykendc studie van die 1H_ en 13C_

spektra van die sikliese pentapeptied R-266 met dolastatien 3 word in Afdeling 4.7

uitgevoer. Die 1H-k.m.r.~pektrum van R-266 in deuterochloroform word in Figuur

3.2 aangetoon.

Vanwee die relatief lae opbrengs wat met die sikliseringstap in die bereiding van siklo

[S-Pro-S-teu-R-(Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val] (R-266) verkry is, sowel as die moont-

likheid dat rasemisasie w die leusienkomponent op die C-terminale posisie kan

plaasvind, is die sintetiese strategie vir die sintese van siklo [Pro-Leu-(Gln)Thz

(Gly)Thz-Val] (266) hersien en is besluit om die strategie wat in Skema 3.16 geillustreer

word te volg.
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siklo[~Pro-~Leu-8-{GIn)Thz-(Gly)Thz-S-Val] (~266)

U
N-t-Boc-~Leu-s-(Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val-S-Pro-Or-.'le (S-324)

U
N-t-Boc-8-{Gln)Thz-(Gly)Thz-~Val-S-Pro-O~Ie (5-323)

U
N-t-Boc-(Gly)Thz-S-Val-5-Pro-OMe (322)

U
N-t-Boc-S-Val-S-Pro-OMe (321)

U
S-Pro-OMe.HCl (29i)

SKEMA 3.16: Retroanalise van S-266.

B-Prolien metielester (297, Skema 3.17) en N-t-Boc-S-Val (301) is in 'n opbrengs van

92% met behulp van dietielfosforielslanied (DEFS) as aktiveringsreagens gekoppel. Die

resulterende beskermde dipeptied (321) is met trifluoorasynsuur in dichloorrnetaan (1:1)

ontskerm, waarna reaksie met N-t-Boc-(Gly)Thz (112) in die teenwoordigheid van

dietlelfosforielslanled N-t-Boc-(Gly)Thz-5-Val-S-Pro-OMe (322) in 'n opbrengs van

91% gelewer het. Verwydering van die N-t-butoksikarbonielgroep van die tripeptied

met trifluoorasynsuur, gevolg deur behandeling van die gevorrnde trifluoorasetaatsout

met dietielfcsforielsianied en N-t-Boc-s-(Gln)Thz (8-260), het N-t-Boc-S

(Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val-S-Pro-OMe (5-323) in 'n opbrengs van 93% gevorm. Die

diastereomeer N-t-Boc-R-(Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val-S-Pro-O~le (R-232) is op 'n

soortgelyke wyse met N-t-Boc-R-(Gln)Thz (R-260) berei.

Ontskerming van die tetrapeptied (5-323, Skema 3.18) deur behandeling met trifluoor

asynsuur, gevolg deur koppeling met N-t-Boc-B-Leu (298) deur die dietielfosforiel-
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sianiedmetode het N-t-Boc-5-Leu-~Gln)Thz-(Gly)Thz-5-Val-5-Pro-OMe

(5-324) in In opbrengs van 86% gelewer. Die ooreenkomstige diastereomeer (R-324) is

op analoe wyse vanaf (R-323) berei. Die ontskermde (32.j) is verkry deur alkaliese

hidrolise van die metielester (324) waarna reaksie met pentafluoorfenol en N,N'-~lisiklo

heksielkarbodiimied, gevolg deur chromatografie van die produk op Sephadex LH-20

(chloroform), die geaktiveerde ester (326) in hoe opbrengs gelewer het. Die pentafluoor

fenielester (326) is met trifluoorasynsuur in dichloormetaan behandel en die gevormde
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trifluoorasetaatsout (327), opgelos in dioksaan, is baie stadig by 95°C by In oplossing

van 4-pirrolidinopiridien en t-butanol in dioksaan gedrup. Na 'n reaksietyd van 2.5 uur

by die temperatuur het die siklisering volledig verloop. Die produk is agtereenvolgens

op Sephadex LH-20 (chloroform) en silika (chloroform + 7% metanol.) gechrornatogra

feer. Beide siklo [5-Pro-5-Leu-s-{Gln)Thz-(Gly)Thz-5-Val] (S-Z66) en siklo [8

Pro-5-Leu-R-(Gln)Thz-(Gly)Thz-5-Val] (R-266) is op die rnanier in hoe opbrengs

(75.6% en 71.3% onderskeidelik) berei,

Hierdie sintetiese siklo [5-Pro-5-Leu-R-(Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val] (R-266) was

identies aan die produk wat volgens die alternatiewe roete (kyk Skernas 3.13 en 3.14)

berei is. Die sintetiese siklo [5-Pro-5-Leu-5-(Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val] (8-266) was

egter identies aan die natuurproduk dolastatien 3. Die identiteit is bewys op grond van

die superponeerbaarheid van hoe veld 13C_ en 1H-k.m.r.-spektra (400 MHz, CH2Cf2

d2) en ElMS, sowel as identiese chromatografiese gedrag (op silikajel, norrnale en

omgekeerde fase) in vier verskillende (bv. dichloormetaan:rnetanol::water 90:10:0.8)

oplosmiddelsisteme. Die 1H-k.m.r.-spektrum van 5-2fH) (dolastatien 3) in deutero

chloroform word in Figuur 3.3 aangetoon. Die 1H_ en 1:lC-k.m.r.-sp€ktra van 5-266,

sowel as die van die lineere analoe 5-324 en R-324, word in Afdeling 4.7 aan die hand

van In konforrnasionele model bespreek. Beide die sintetiese en natuurfike monsters van

dolastatien 3 toon dieselfde inhiberende groei van PS leukernie (ED.O :::= 0.16 vs. 0.17
o

p,gjml) sowel as 'n soortgelyke vermoe om in oplossing, veral chloroform, te ontbind.

As gevolg van die relatief hoe opbrengste en gemak (d.w.s. kort reaksietye) waarmee die

lineere pentapeptiede van beide diastereomere (R-327 en 5-327) gesikliseer bet, wil dit

dus voorkom dat beide die lineere pentapeptiede reeds OOr gunstige konformasies moot

besit om ringsluiting te ondergaan, d.w.s, dat die konformasies van die ondersksie lineere

pentapeptiede en sikliese peptiede baie min van mekaar verskil. Die superioriteit van

dietielfosforielsianied as aktiveringsreagens en pentafluoorfenol as sfkliseringsreagens

teenoor suiwer tradisionele metodes in peptiedsintese is met hierdie ondersoek onomwon-

de bewys.
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3.2 ONDERSOEK VAN DIE ELEKTRONBIPAKGElNDUSEERDE FRAG

MENTASlESPEKTRA VAN DOLASTATTEN:3 lSOMERE

3.2.1 lnleiding

Ten spyte van die vinnige afname van piekintensiteite by hoer massa, kan die

aminosuursekwens van geskikte gederivatiseerde lineere peptiede relatief maklik met

elektronimpakgeinduseerde massaspektrometrie (ElMS) bepaal word.277 Interpretasie

van die spektra word baie vergemaklik deur die oorwegende voorkoms van een spesifieke

fragmentasiereaksie, naamlik klowing van die pept.iedbinding met retensie van lading op

die karbonielfunksionaliteit (Klowing A in Skema 3.19). Orndat relatief min werk oor

die EI-fragmentasie van sikliese peptiede gedoen is, het Pettit et al.29 klaarblyklik

aanvaar dat fragmentasie van hierdie tipe verbindings soortgelyk aan die van lineere

peptiede plaasvind en het gevolglik die akkurate massas wat vir individuele pieke verkry

is, binne hierdie aanname probeer akkomodeer. Dit sal verklaar waarom in hierdie

publikasie daar in baie gevalle swak korrelasies (verskille is dikwels baie grater as 3 dpm

(dele per miljoen) wat normaalweg as aanvaarbaar beskou word) tussen die berekende en

eksperimentele akkurate massas aangegee is. Dit is dus duidelik dat indien die hoe--reso

lusie EIMS-spektra (HREIMS, d.w.s. spektra met gepaardgaande eenduidige toekenning

van elementere samestelling van meeste van die piekc in die spektrum) van sikliese

peptiede geevalueer word met die oog op die bepaling van die aminosuursekwens, dit

noodsaaklik is am die moontlikheid van fragmentasies anders as die normale peptied

binding(N-eO)klowing ook te oorweeg.

Anders as lineere peptiede, vertoon sikIiese peptiede normaalweg nie 'n drastiese afname

in piekintensiteit in die hoe massagebied nie en gewoonlik word relatief sterk molekulere

ione waargeneem. Ter illustrasie word die ElMS-spektrum van siklo [S-Pro-R/S

(Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val-S-Leu] (46, Figuur 3.3) aangegee. Die interpretasie van

die EIM8-spektra van sikliese peptiede word egter heelwat bernoeilik deur 'n verskei

denheid van kompeterende fragmentasiereaksies wat kan plaasvind. Hierdie reaksies is

deur Millard278 en Rozynov et al.279 beskryf na EIMS-studies van model sikliese
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peptiede van bekende strukture. Die reaksies word in Skema 3.19 geillustreer en behels:

(i) Klowing van die peptiedbinding met retensie van lading op een van beide

kante (Tipes A en B)

o
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(ii) Klowing van die Cll'-eO binding met retensie van lading op een van beide

kante (Tipes C en D)

(iii) Klowing van die N-ell' binding met retensie van lading op een van beide kante

(Tipes E en F)

(iv) Elk van bogenoemde tipes klowing kan met waterstofmigrasie Of na Of weg van

die gelaaide partikel gepaardgaan (±H).

Tesame met bostaande tipes (i-iv), wat klowing van die bindings wat die makrosikliese

ringvorm verteenwoordig, kan neutrale molekules of radikale vanaf die sykettings van

die individuele aminosuurresidue afgekloof word. Dus:

(v) Klowing van die CCt-e f3 binding in residue wat 'n -y-waterstof bevat (McLaf

ferty-herrangskikking, Tipe G)

(vi) Homolitiese klowing van die Cll'-efJ binding indien die resulterende neutrale

radikaal voldoende mesomeries gestabiliseerd is (Tipe H).

Neutrale verliestipes G en H kan vanaf enige gelaaide fragment bevattende die geskikte

residu plaasvind.

(vii) Homolitiese klowing van die CfJ-e1 binding kan ook plaasvind indien die

N-ell' binding reeds gekloof is, op voorwaarde dat die resulterende gelaaide

radikaal voldoende gestabiliseerd is (Tipe I).

3.2.2 HREIM5--spektra van Dolastatien 3 Isomere

Ter inleiding van hierdie bespreking word die aandag gevestig op die feit dat

goud(Au)kroesies in plaas van die by die RAU gebruiklike aluminium(Af)kroesies vir

invoeging van die monster by die massaspektrometer gebrnik is. In hierdie ondersoek is

gevind dat die monster dikwels met die aluminium by die hoe temperature reageer wat

benodig was om die verbinding te vervlugtig.
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Indien die HREIMS-spektra van drie isomere van dola.statien 3, naamlik siklo [Pro

Leu-Val-(Gln)Thz-(Gly)Thz] (44), siklo [Pro-{Gly)Thz-(Gln)Thz-Val-Leu] (45) en

siklo [Pro--(Gln)Thz-(Gly)Thz-Val-Leu] (46) [Skemas 3.20, 3.21 en 3.22 onderskeide

lik), geanaliseer word, kan die volgende algemene afleidings gemaak word:

(i) Anders as in die geval van meeste ander soortgelyke sikliese peptiede wat sterk

molekulere ione vertoon, vertoon die drie dolastatien 3 isomere (44, 4.5 en 46)

relatief swak molekulere ione met baie sterk fragmente in laer massagebied,

vera! m/z < 200.

(ii) Daar is relatief min prominente fragmente in hoer massagebied.

Die gevolgtrekking is dus gemaak dat hierdie peptiede baie geredelik fragmenteer en dat

dit moontlik aan die teenwoordigheid van die tiasoolaminosuurkornponente toegeskryf

kan word.

Die elementere samestelling van al die prominente pieke in die HREIMS-spektra van

die dolastatien 3 isomere is met behulp van akkurate massabepalings vasgestel. Aange

sien die eksperimentele resultate wat in hierdie verband verkry is 'n massale hoeveelheid

informasie verteenwoordig, is dit nie in hierdie tesis opgesom nie. Dit kan wel genoem

word dat slegs molekulere samestellings wat binne die limiet van 3 dpm met eksperimen

tele waardes ooreengekom het, as bruikbaar beskou is. Ilieruit het dit duidelik geword

dat fragmente met m/z < 200 relatief min informasie oor die sekwens van aminosure in

die isomere verskaf. Op grond van die samestelling van die pieke met tu]» > 200 het dit

gou aan die lig gekom dat die fragrnentasie van hierdie isomere deur 'n fragmentasie

meganisme wat nie normaalweg in ander sikliese peptiede 'n prominente rol speel nie

gedomineer word, naamlik 'n alliliese klowing wat lei tot die sterk prirnere verlies van

die aminosuur wat onmiddellik N-terminaal tot die tiasooleenhede geplaas is plus die

NH van die eerste tiasoolentiteit. Die fragmentasie van die isomere van dolastatien 3

wat by wyse van hierdie prirnere verlies ontstaan, sowel as kleiner brokstukke wat weer

hieruit ontstaan, word in Skemas 3.20 (44), 3.21 (4:» en 3.22 (46) aangetoon. 'n Aantal
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sterk pieke wat Iangs ander fragmentasieroetes ontstaan word ook in hierdie skemas

aangetoon. Slegs pieke met relatiewe intensiteite > 4% van die basispiek (m/z 70 in al

die gevalIe) in die massagebied m/z > 220 is in berekening gebring. Alhoewel die m.s.

spektra deur die genoemde alliliese fragmentasie gedomineer word, is dit nodig om van

feitlik al die verskillende fragmentasierneganismes wat vir sikliese peptiede bekend is

gebruik te maak om die volledige m.s.-epektra van die dolastatien 3 isomere te verklaar,

Uit die analise van hierdie spektra (Skemas 3.20, 3.21 en 3.22) is die volgende punte

duidelik waarneembaar:

(i) Al drie isomere van dolastatien 3 vertoon relatief swak molekulere ione by m/z

660, en weI intensiteite van 21, 5 en 19 vir 44, 45 en 46 onderskeidelik.

(ii) Die genoemde alliliese fragmentasie, wat afklowing van Pro + NH vir 4.5 en 46

(intensiteite van m/z 548 is 11 en 37 onderskeidellk) en afkIowing van Val +

NH vir 44 (intensiteit van m/z 546 is 6) behels, is In prominente proses.

(iii) Die twee tiasoolarninosuurkornponente wat aan mekaar gekoppel is openbaar

In besondere stabiliteit ten opsigte van klowing tussen die twee eenhede, met

die gevolg dat prominente resulterende ioonfragmente bevattende die twee

tiasoolaminosuurkomponente (44 : 252(9), 278(14), 308(8) en 404(30); 45 :

407(15), 43.5(12), 449(4) en 575(6); 46 : 251(4), 278(9), 350(11), 407(24) en

575(13» in die gebied m/z > 150 waargeneem word. Die waarneming kan aan

die verhoogde stabiliteit van die amiedbindings wat in direkte konjugasie met

die tiasoolringsisteme is, toegeskryf word.

(iv) Strukturele isomere van ioonfragmente kan wel bestaan, byvoorbeeid vir m/z

335(26) (elernentere samestelling: CI3H11N403S2) in die geval van 44 :

+
o 0

III N "N~ n
C--<-·1-CH2-NH-C--<\~·~"""M~O
~s ~s N

I
H

+
o 0
III N II N
C--<--1-CH2-NH -C --<\~'1- CH

L s L s "CH
I

~NOC-H2C



224

Ander fragmente in die m.s.-spektra van al die isomere is die by m/z 152, 153, 167, 178,

195 en 209. Die pieke gee egter min informasie betreffende die aminosuursekwense. Van

hierdie fragmentione kan voorgestel word as:

m/z 152 en m/z 153:

o 0
II II \

R'~-NH-CV-CT -
+

o 0
II III

H2C= N- C-o- C

-H-
+

o 0
• II III

HC=N-C-o-C

m/z 167 en m/z 195:

+
o
III

~-(C
HCAs)

"HC·-,
CHa- CONH2

-co-
N +

)()
HC

II
HC-,

CHa-CONH2
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of

<;Hl0N202S1

m/z 212

-NH3..
o

+

°1/1
c

Een van die sterkste pieke in die m.s.-spektra van die drie isomere van dolastatien 3 is

die piek by ta]: 17S. Die akkurate massa van hierdie pick is herhaaldelik as 177.9969

(teoreties 177.9963) bepaal, en wat 'n elernentere samestelling van CSH4N102S1 ver

teenwoordig. Die fragment is egter nie met behulp van standaard fragmentasies van die

onderskeie arninosuursekwense verklaarbaar nie. Dit volg dus dat m/z 178 aan 'n unieke

intramolekulere herrangskikking wat nie onder die bekcnde fragmentasies van peptiede

sorteer nie, toe te skryf is.

Die HREIMS-fragmentione van 44, 45 en 46 word in Tabel 3.6 met die van dolastatien

3 vergelyk. Uit die vergelykende studie is dit baie duidelik dat dit wel moontlik sou

wees om die arninosuursekwense van die dolastatien 3 tipe verbindings op grond van

massaspektroskopiese data en akkurate massas af te lei. Min van die fragmentione van

dolastatien 3 wat in Table 3.6 aangetoon is dra egter by tot die bepaling van die amino

suursekwens. Die pieke wat wel relevant is vir die bepaling van die aminosuursekwens

van natuurlike dolastatien 3 word in Tabel 3.7 aangetoon. Die sekwense wat in Tabel
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3.7 aangetoon is, is die enigste moontlike oplossings vir die empiriese massas. Vir die

ander fragmentione (die in Tabel 3.6 aangetoon, maar nie in Tabel 3.7 nie) kan nie

unieke subsekwenstoekennings gemaak word nie, d.w.s. daar is meer as een moontlike

subsekwens wat die elementere samestelling kan verklaar.

TABEL 3.6 Vergelyking van die HREIM8-fragmentione van dolastatien 3 isomere

(die waardes in hakkies dui die relatiewe piekintensiteite t.o.v. die basis

piek by m/z 70 aan).

44 45 46 Dolastatien 3

660(21) 660(5) 660(19) 660(20)

643~4~ -
6174 617~5~ 617(4)

605 6 -

604n 604 19 604(6)
575 6 575 13
574 7 574 16

549 11
548(11) 548 37 548(9)

547~5~
5466

533(4)
532(12)

490f1~ 490(7)
489 6 477tj

462 10

450~4~ 450~4~ 450 10
449 4 449 4

448~6~
4477

436~11~
435(12) 43.5(28) 435 41

433(9)
423(11)

421(24)
422(6) 422(8)

-
407(15) 407(24) 407~22~
406(4) 406(6) 406 13

405~20~
40430

377~4~ 377~6~
364 4 3646

362(2)
351(6)
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TABEL 3.7 Akkurate massas van dolastatien 3 wat tot opklaring van die aminosuur

sekwens aanleiding gegee het.

Gevind Bereken Elementere Delta Strllktuura Verliesb

samestelling (dpm)

153.1148 153.1154 CgH15NIOl -3.9 Val-Pro -(CO+NH)

278.0039 278.0058 CllHSN302S2 -6.8 (Gln)Thz- -(C2H3N101+

(Gly)Thz NH+H)

335.0267 335.0273 C13HllN403S2 -1..5 [(Gly)Th7., -(NH+H)

(Gln)Thz]
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TABEL 3.7 (vervolg) :

422.1202 422.1195 C17H22N603S2 +1.7 [(Gly)Thz,Val, -eO
(Gln)Thz]

423.1298 423.1273 C17H23N603S2 +5.9 [(Gly)Thz,Val, -eO+H

(Gln)Thz]

532.1562c 532.1563 C23H28N605S2 -0.2 [(Gly)Thz,Val, -NH

Pro,(GIn)Thz]

waar:

a: Residue in [ ] dui aanliggende residue sonder In spesificke sekwens aan; Residue

sonder [ ] dui 'n spesifieke sekwens aan,
b: Hierdie kolom toon die neutrale fragmente aan wat vanaf die "Struktuur"

(voorafgaande kolom) getrek moot word om die korrckte clementere samestelling

te verkry.

c: Verskeie moontlike fragmentione kan vir hierdie akkurate massa voorgestel word.

Dit is egter op grand van analogie met die resultate van die ander dolastatien 3

isomere gekies (sien hieropvolgende bespreking).

Die data van Tabel 3.7 kombineer as voIg am In spesiflekc aminosuursekwens vir natuur

like dolastatien 3 voor te stel:

(i) Massa 335 en 278 toon die aanliggende aard van (GIy)Thz en (Gln)Thz aan,

en verder vereis massa 278 die sekwens (GIn)Thz-(GIy)Thz.

(ii) Massa 153 toon die subsekwens Val-Pro aan.

(iii) Massa 422 en 423 vereis Pro en Leu om aanliggend te wees.

Hierdie kriterea kan slegs deur die sekwens sikIo [Pro-Lcll-(GIn)Thz-(Gly)Thz-Val]
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(266) bevredig word.

Dit is weI in beginsel moontlik dat al drie dolastatien 3 isornere (44, 45 en 46) fragment

ione met m/z 532 kan Iewer deur verlies van Leu + NH. Soos reeds genoem, vind alli

liese klowing van die aminosuur wat onmiddellik Ne-terrninaal tot die tiasooleenhede

geplaas is plus die NH van die eerste tiasoolentltelt egter by voorkeur plaas. Dit gee

daartoe aanleiding dat prominente fragmentione vir 44 by m/z 546 (-Val-NH), vir 45

by mjz 548 (-Pro-NH) en vir 46 by m/z 548 (-Pro-NIl), en geen fragmentione met

m/z 532, waargeneem word. Analoog aan bostaande gee die voorkeurafklowing van Leu

+ NH vanaf dolastatien 3 aanieiding tot die vorming van die fragmentioon met m/z 532.

Dit dui op die subsekwens Leu-[(GIn)Thz,(Gly)Thz], wat in ooreenstemrning met die

voorgestelde sekwens (266) is. Die voorgesteide HREI11S-fragmentasiepatroon van

dolastatien 3 word in Skema 3.23 geillustreer. Soos reeds in Afdeling 3.1 bespreek, is die

voorgestelde aminosuursekwens sikio [S-P ro-S-Leu-5-(Gln)Thz-(GIy)Thz-S-Val]

(S-266) deur sintese in hierdie Iaboratorium as ooreenstemmend met natuurlike dola

statien 3 bewys.

Uit bostaande bespreking is dit dus duidelik dat HREI-massaspektrometrie wel met

groat sukses in die bepaling van aminosuursekwense van sikliese peptiede toegepas kan

word. Hierdie suksesvolle toepassings berus egter grootliks op die gebruik van die kor

rekte eksperimentele tegnieke sowel as die fragmentasiereels van sikliese peptiede (kyk

Skema 3.19). Ter illustrasie van die punt kan genoem word dat die FAB-spektra van

dolastatien 3 en sy isomere as deel van hierdie ondersoek opgeneem is. Onafhanklik

hiervan het Schmidt et al.280 die FAB-spektra van siklo [S-Pro-R-Leu-S-Val-R

(GIn)Thz-(GIy)Thz] (44) en siklo [S-Pro-{Gly)Thz-R-(Gln)Thz-S-Val-R-Leu] (45)

in gliserol 'bespreek. Soos verwag vertoon a1 die FAB-spektra baie sterk (M+H)+

pieke, maar slegs baie lae intensiteit fragmentione word in die gebied mjz 25~61

waargeneem. Daar kan dus kritiek uitgespreek word teen die gevoigtrekking van

Schmidt et al.280 dat FAB-spektra van hierdie klas van verbindings wel waardevolle
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strukturele inligting lewer, en wel om die volgende redes:

(i) Alhoewel die outeurs se spektra in 'n mate ooreenkom met HREIMS-spektra

soos in ons ondersoek verkry, vertoon dit, behalwe vir sterk (M+H)+ pieke,

swak sowel as min fragmentione in die gebied m/z > 250. Dit is nogtans

interessant om daarop te let dat die enigste rclatief sterk fragmentione in

FAB-spektra van dolastatien 3, naamlik 19.1)(3), 277(3), 349(0.3), 407(0..5),

423(0.2) en 661((M+H)+, 3) weI met prominente fragmentione in die

HREIMS-spektra ooreenkom. Die fragrnentioon van Pro-CO+H (m/z 70)

vorm die basispiek in die HREIMS-spektra, maar in die FAB-spektra vertoon

dit 'n veel swakker piek as die molekulere ioon.

(ii) Die interpretasie van die fragmentasiepatrone van die dolastatien 3 isomere

deur Schmidt et aI.280 was nie op akkurate massas gegrond nie en is slegs in

terme van die nominale molekulere massas aangegee.

Dit is reeds bekend dat die fisiologiese aktiwiteite van sikliese peptiede deur beide die

sekwens van die aminosure sowel as die konforrnasie van die verbindings bepaal word

(kyk Afdeling 1.1-1.4). Bostaande uiteensetting het nou aangetoon dat dit weI moontlik

is om die sekwens van tiasoolaminosuurbevattende sikliese peptiede m.b.v. El-rnassa

spektrometrie af te lei. Die vraag het egter nou ontstaan of dit moontlik is om die

konformasie van 'n verbinding soos dolastatien 3 af te lei met behulp van spektrosko

piese tegnieke, aangesien enkelkristal X-straalkristallografie slegs in uitsonderlike geval

Ie toepaslik is. Struktuurbepaling met behulp van enkelkristal X-straaltegnieke is

natuurlik slegs in beginsel 'n algemene tegniek vir algehele struktuurbepaling weens die

feit dat die verbinding nie aIleen kristallyn moot wees nie, maar ook kristallyn wat aan

sekere vereistes voldoen.

AIle pogings om dolastatien 3 uit 'n verskeidenheid van oplosmiddels, sowel as die

ooreenkomstige trifenielfosfienoksiedkornpleks,281 te kristalliseer het ongelukkig misluk.
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Die pogings om die gesintetiseerde dolastatien 3 te kristalliseer is egter bemoeilik deur

die klein hoeveelheid beskikbaar. Indien meer massa van dolastatien 3 (wat nou binne

'n relatief kort tydperk met behulp van die soliede-fase tegniek gesintetiseer kan word)

beskikbaar is, kan kristallisasie daarvan onder meer gunstige kondisies gerus weer eens

ondersoek word. Vanwee die klein hoeveelheid dolastatien 3 in hierdie laboratorium

beskikbaar, het die oplos van die konformasionele probleem dus byna uitsluitlik op

k.m.r.-spektroskopie berus.
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HOOFSTUK 4

DIE KONFORMASIES IN OPLOSSING VAN SITU,lESE PEPTIEDE

4.1 INLEIDING

Die beplande sintese van 'n totaal selektiewe biologies aktiewe verbinding

(d.w.s. geneesmiddel) met geen newe-effekte is die strewe van byna elke farmakoloog en

sintetiese organiese chemikus. Die verwesenliking van hierdie doel het reeds intense

aandag geniet283, en gevoiglik is die ondersoek van verwantskappe tussen struktuur en

aktiwiteit reeds vir 'n geruime tyd die hoofonderwerp in talle industriele en akademiese

Iaboratoria. Terselfdertyd word die ondersoek na verfyning van bekende konsepte van

die struktuur van organiese verbindings in die werk van chemici, biochemici en farrnako

loe waargeneem. Aanvanklike pogings om 'n verwantskap tussen struktuur en aktiwiteit

te vind het tot die gelykstelling van struktuur met samestelling gelei, maar dit het gou

geblyk dat konfigurasie ten minste net so 'n belangrike rol speel. Gevolglik is spesiale

klem op die stereospesifisiteit in die sintese van aktiewe verbindings in die afgelope paar

jaar gele. Die belangrikheid van molekulere konformasie in beide chemie en biochemie

het sedert die pionierswerk van Barton284 sterk na yore getree, maar ongelukkig is

weinig pogings sedertdien aangewend om 'n eenduidige verwantskap tussen konformasie

en aktiwiteit vas te ste1.285 Verskeie faktore is hiervoor verantwoordelik. Konformere

is normaalweg nie as stabiele entiteite isoleerbaar nie, met die gevolg dat dit nie afson

derlik vir biologiese aktiwiteit getoets kan word nie. Die sikliese tetrapeptied [Sar']

Tentoksien is sover bekend286 die enigste molekule waarvan die twee konformere afson

derlik ondersoek is. Dit is gevind dat hierdie twee konformere wel ten opsigte van

aktiwiteit verskil. In die algemeen is dit egter baie moeilik om die mees stabiele konfor

masie in oplossing te bepaal, en verder meer om oak die verandering in konformasie in

biologiese media te voIg.287 Daar bestaan verskeie metodes om die probleme te oor

kom288, onder meer deur konformasionele verandering met variasie van die samestelling
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en/of konfigurasie van 'n aktiewe verbinding of die bestudering van die hormoon-resep

torinteraksies van sekere fisiologies aktiewe peptiede. So 'n ondersoek val egter buite die

gebied van studie van 'n sintetiese organiese chemikus, met die gevolg dat so 'n persoon

homself na meer direkte eksperimentele metodes wend om die konformasie van 'n gesin

tetiseerde produk te ondersoek.

Ten spyte van die feit dat sikliese peptiede meer star is as die analoe lineere peptiede, is

een van die probleme ten opsigte van die konformasionele studies van sikliese peptiede

dat die ruimtelike strukture omgewingsafhanklik is, met die gevolg dat dit in oplossing

as 'n komplekse ewewig van interomskakelende vorms kan bestaan. Dit vereis dat die

bestudering van die driedimensionele struktuur van sikliese peptiede (sowel as lineere

peptiede) onder 'n verskeidenheid van kondisies beide in oplossing en in die kristallyne

toestand uitgevoer moet word. Die studie van sikliese peptiede behels 'n belangrike

newe-aspek, naamlik dat hierdie verbindings aanmerklik meer bestand is teenoor ensi

matiese splyting as die ooreenkomstige lineere peptiede. Dit is omdat die afbou van

peptiede maklikste vanaf die C- of N-endgroep plaasvind. Aangesien die degradasie

van sikliese peptiede heelwat stadiger as die van lineere peptiede plaasvind, word die

aktiwiteit van eersgenoemde langer in biologiese sisteme gehandhaaf.289

Kennis van die konformasies van sikliese peptiede is 'n noodsaaklike voorvereiste vir

insig oor die gedrag van die verbindings in vitro en in vivo, asook om die eienskappe van

nuwe analoe te voorspel. Indien die konfonnasie van 'n sikliese peptied met behulp van

direkte eksperimentele tegnieke opgeklaar wil word, en sodoende 'n bydrae op die gebied

van konformasionele studie oor die klas van verbindings te lewer, moet dit eerstens aan

'n vereiste voldoen: die verbinding moet konforrnasioneel' homogeen wees. Voordat die

konformasies in oplossing van siklo[S-Pro-S-Leu-s-{Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val] (8

266) en siklo [S-Pro-S-Leu-R-(Gln)Thz-(Gly)Thz-"S-Val] (R - 266) aan die hand

van die voorvereiste en met behulp van direkte eksperimentele tegnieke bespreek word,

is dit nodig om eers aandag te skenk aan sekere aspekte van peptiednomenklatuur.



235

4.2 KONFORMASIONELE NOMENKLATUUR T.O.V. PEPTIEDE

Die ruimtelike strukture van peptiede kan natuurlik deur die driedimensionele

koordinate van die samestellende atome verteenwoordig word. Dit is 'n presiese beskry

wing sonder dat enige addisionele aannames vereis word. 'n Meer algemene en meer

bruikbare beskrywing van die strukture van peptiedkettings en sekere stereochemiese

eienskappe van die aminosuurresidue (kyk Skema 4.1) en die peptiedbindings self kan

egter gemaak word in terme van die torsiehoeke.290

Peptiedeenhede

Eerste Tweede Derde
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Eerste Tweede Derde

Skema 4.1

Aminosuurresidue

Die verwantskap tussen 'n aminosuurresidu en 'n peptiedeenheid. In

hierdie ondersoek word eenduidigheidshalwe normaalweg die aminosuurresidu terrnino-

logie gebruik.

In Skema 4.2 word 'n polipeptied bestaande uit S-aminosuurresidue, en geetiketteer in

terme van' atome en torsiehoeke, geillustreer. Onderskrifnommers ooreenkomstig die

nommers van die aminosuurresidue in die polipeptied, en genommer vanaf die N-termi

nus, is aan die atome van die polipeptiedruggraat toegeken. Sykettingatome het dieself

de onderskrifnommer, en die koolstofatome word /3, i en 0 ens. ooreenkomstig die ver-



236

wantskap met die karbonielkoolstofatoom (C') geetiketteer.

N-Tenninus

C-Terminus

Skema 4.2

Die torsiehoeke word as ¢ en 1/J vir die sekwens van atome -eO-NH-eHR-eO- en

-NH-eHR-eO-NH- onderskeidelik geetiketteer en het die waardes van 1800
in die ten

volle gestrekte (Eng. 'extended') konformasie (Skema 4.2). In die bogenoemde konfor

masie is w die torsiehoek vir die sekwens -eHR-eO-NH-eUR-, d.w.s. wat die rotasie

om die amiedbinding beskryf, ook 1800 ('n trans-amiedbinding). In die geval van 'n
,

versteekte konformasie, d.w.s. indien die projeksies van die Cf-ei en Ni+1 - Cf+1

bindings saamval, is w = 0
0

('n cis--amiedbinding). Indien 'n sisteem langs die sentrale

binding beskou word, byvoorbeeld vir w in die rigting Cj-Ni+1 (of Ni+1-Cj), kan aan

die torsiehoeke 'n positiewe (+w) of negatiewe (-w) waarde toegeken word, afhangende

of die binding na die voorste (eerste) atoom Cf (of Cf+1) rotasie na regs of na links

respektiewelik vereis om met die binding na die agterste (vierde) atoom Cf+1 (of Cf)

saam te val. Merk op dat dit onbelangrik is van watter kant af die sisteem beskou word.

Die torsiehoeke word gemeet in die gebicd van -1800 < 0 <+180°. Wat die ruggraat
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van die molekule betref (die sekondere struktuur), kan die konformasie van 'n polipep

tied dus ten volle deur 'n stel torsiehoeke, nl. ¢, 1/1 en w, vir elke aminosuurresidu beskryf

word. Ooreenkomstige data vir sykettings (torsiehoek Xi' met In geskikte onderskrif

nommer om die binding waarna die hoek verwys te spesifiseer) voltooi 'n volledige

beskrywing van die tersiere struktuur van 'n polipeptied.

4.3 KONFORMASIONELE HOMOGENITEIT VAN SIKLIESE PEPTIEDE IN

OPLOSSING

'n Betekenisvolle studie van sikliese peptiedkonformasies met behulp van

k.m.r.-spektroskopiese tegnieke vereis dat die verbinding of 'n enkele konformasie

aanneem, of dat een konformasie van die ewewigsmengsel dominant is sodat die effek

van die ander op spektroskopiese parameters onbeduidend is. Dit is weI bekend dat 'n

'gemiddelde' konformasie as 'n werkende hipotese vir buigsame molekules voorgestel is,

maar Jardetzky291wys egter daarop dat so 'n beskrywing in die meeste gevalle fisies

betekenisloos is, aangesien daar dan geen lineere verwantskap tussen k.m.r.-data en

geometriese parameters bestaan nie. Die probleem is dat aile bewyse van konformasio

nele homogeniteit indirek van aard is. Dit is slegs deur die somtotaal van 'n groot

verskeidenheid van getuienis dat 'n redelike mate van sekerheid in hierdie verband

verkry kan word.

In die algemeen kan verskille in chemiese verskuiwings, koppelingskonstantes en tempe

ratuurafhanklikheid tussen verskillende aminosure in die peptiedsekwens as indikatore

van konformasionele homogeniteit gebruik word; hoe kleiner die verskille, hoe groter is

die moontlikheid dat 'n vinnig opgestelde konformasionele ewewig tot 'n gemiddelde

waarde van die parameters aanleiding sal gee. Sikliese pentapeptiede geniet egter heel

wat aandag in hierdie verband aangesien dit die kleinste sikliese peptiede is waarin al die

amiedbindings die ongestremde trans--konfigurasie kan aanneem en die molekule dus

sodoende 'n relatiewe sterk inhibering van mobiliteit vertoon.288 In hierdie klas van

sikliese peptiede kan groter starheid van die ruggraat van die peptiedraamwerk, en
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groter relatiewe mobiliteit van die sykettings, dus verwag word.

Tot op hede is ongeveer 20 sikliese pentapeptiede wat essensieel konformasioneel homo

geen is, geidentifiseer.288,292 Onder hierdie verbindings kan twee basiese tipes, elk met

twee intramolekulere waterstofbindings, onderskei word: die {J, "'j- en die 1,"'j-konfor

masies geillustreer in Skema 4.3.288 In 'n ,B-draai mag daar 'n waterstofbinding tussen

Skema4.3

die eerste en vierde aminosuurresidue voorkom, terwyl in 'n -y-draai daar 'n waterstof-

binding tussen die eerste en derde aminosuurresidue mag voorkom. Addisionele bevin

dings sluit die volgende in:

(i) Posisie 3 (Skema 4.3) word normaalweg deur glisien of 'n R-aminosuur opge-

neem.

(ii) Posisie 4 in die -y-draai word in die algemeen deur 'n groat steriese eenheid

(bv. Pro, Val, Phe, Aib) opgeneem.

(iii) Prolien (Pro) neem by voorkeur posisie 1 of 4 in.

Die mees stabiele konformasie van 'n peptied met 'n spesifieke aminosuursekwens kan in

baie gevalle op grond van bostaande veralgemenings voorspel word. 'n Ander afleiding

wat gemaak kan word is dat die spesifieke aard van 'n syketting in die reel van minder



239

belang as die absolute konfigurasie is ten opsigte van die bepaling van die verkose kon

formasie van sikliese pentapeptiede.288

Die hoofaanwysers vir konformasionele homogeniteit, wat aan hand van die gesinteti

seerde R-266 en 8-266 (dolastatien 3) bespreek word, is die volgende:

(i) Sterk onderskeiding tussen die temperatuurgradiente van die verskillende

NH-seine cIH-k.m.r.-spektroskopie) van die aminosuurresidue. Die verskyn

sel tree veral in die gevalle van siklo[8-Pro-8-Leu-s-{Gln)Thz-(Gly)Thz-S

-Val] (8-266) en siklo[8-Pro-8-Leu-R-(Gln)Thz-(Gly)Thz-8-Val] (R

266) sterk na vore (sien bespreking in Afdeling 4.4.4).

(ii) Soortgelyke sterk onderskeiding tussen die chemiese verskuiwings van 'n

gegewe aminosuurresidu wat meer as een keer in die sekwens voorkom. Geen

spesifieke aminosuurresidu word egter in die sekwense van R-266 en 8-266

herhaal nie.

(iii) Groot verskille in die chemiese verskuiwings van die twee geminale diastereo

topiese glisienprotone. In die geval van 8-266 resoneer die twee geminale

protone van die (Gly)Thz-residu by 04.65 en 05.23, en vir R-266 by 04.47

en 05.48. In beide gevalle vertoon die verskillende resonansies as 'n doeblet

van doeblette.

(iv) Sterk onderskeiding tussen visinale koppelingskonstantes van diastereotopiese

protone, byvoorbeeld die van NH na beide van die o-prctone van glisien en

van CQH na beide diastereotopiese ,8-protone in ander aminosuurresidue. In

die geval van 8-266 ondervind die o-protone van die (Gly)Thz-residu by 0

4.65 en 05.23 koppelings in die orde van 2.4 Hz en 7.3 Hz onderskeidelik met

die NH. Vir R-266 ondervind die protone van die (Gly)Thz-residu by 04.47

en 8 5.48 byna soortgelyke koppelings van 2.2 Hz en 10.1 Hz onderskeidelik

met die NH. Die koppelingskonstantes van die CQH-protone van die Leu-( 8

3.83, J = 4.0 en 11.0 Hz) en (Gln)Thz-residue (05.52, J = 4.6 en 10.9 Hz) van

8-266, sowel as van R-266 (Leu: 84.33, J = 4.0 en 10.9 Hz; (Gln)Thz: 05.41,
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J = 3.8 en 11.5 Hz), ooreenkomstig met diastereotopiese ,B--protone, is ook

aanduidend van konformasionele homogeniteit in beide gevalle.

(v) Groot verskille tussen NH-eO'H-koppelingskonstantes ('n waarde van + 7.5

Hz kan as 'n gemiddelde vir volledige mobiliteit geinterpreteer word). In die

geval van 8-266 varieer die NH-eO'H-koppelingskonstantes van 2.4 Hz tot

9.2 Hz, en in die geval van R-266 varieer die konstantes van 2.2 Hz tot 10.0

Hz.

Die volgende inligting kan egter as getuienis vir konformasionele heterogeniteit aanvaar

word:

(i) 'n Nie-Iinieere verwantskap van die temperatuurgradiente van NH-verskui

wings. In beide gevalle van R-266 en 8-266 egter is 'n lineere verwantskap

verkry (sien bespreking in Afdeling 4.4.4).

(ii) Verandering van koppelingskonstantes met 'n verandering in die oplosmiddel.

Geen noemenswaardige verskil in koppelingskonstantes van die 1H- k.m.r.

spektra van R-266 en 8-266 in CDCl3 en DMSO-d6 onderskeidelik, is egter

waargeneem me.

Soos reeds genoem (kyk Afdeling 3.1.2), is die konformasionele heterogeniteit van siklo

[8-Pro-s-(Gln)Thz-{Gly)Thz-8-Val-8-Leu] (46) met behulp van lH-k.m.r.-tempe

ratuurafhanklike studies in CDC13 en DMSO-d6 bewys. In beide gevalle het die gedu

pliseerde resonansies van die amiedprotone in die gebied 6 5.5 - 9.0 (kyk Figuur 3.1) na

enkele resonansies by hoe temperature verval, die multiplet van die tiasoolprotone by +

a8.1 het na twee spesifieke resonansies verval en die groot multiplet te wyte aan die

. metielprotone by a0.7-1.2 het aansienlik vereenvoudig. Onder soortgelyke kondisies het

die lH-k.m.r.-spektra van 5-266 en R-266, behalwe vir temperatuurafhanklike

Nll-gradlentverskuiwings, geen noemenswaardige veranderinge ondergaan nie.
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Noudat die konformasionele homogeniteit van S-266 en R-266, ten minste op die

k.m.r.-tydskaal, vasgestel is, is dit moontlik om die spesifieke konformasie van elke

molekule met behulp van bekende direkte eksperimentele metodes te ondersoek.

4.4 'N STUDIE VAN DIE KONFORMASTES VAN SIKLIESE PEPTIEDE

S-266 EN R-266 M.B.V. DIREKTE EKSPERIl\:IENTELE METODES

Ter inleiding van hierdie bespreking kan dit genoern word dat die mees effek

tiewe en mees ekonomiese benadering tot die konformasionele analise van selfs eenvou

dige oligopeptiede 'n kombinasie van verskeie direkte eksperimentele metodes behels. So

'n benadering impliseer dat elke spesifieke metode slegs gebruik word om die vrae waar

voor dit die geskikste is te beantwoord.

4.4.1 X-Straalanalise

Die X-straalmetode is die mees algemene tegniek vir die studie van die drie

dimensionele struktuur van peptiede. 293 (kyk Afdeling 1.1-1.4). Alhoewel die tegniek

die mees eksakte inligting betreffende die driedimensionele struktuur van 'n molekule in

die kristallyne vorm lewer, is dit nog steeds 'n ope vraag tot welke mate die statiese

molekulere konformasie in die kristalrooster met die in oplossing ooreenkom. Dit is

veral 'n probleem in die geval van buigbare molekules soos peptiede wat, afhanklik van

die aard van die oplosmiddel, as verskiIIende ewewigsmengsels van konformasies kan

bestaan. Verder meer is probleme rakende die dinamika van konformasionele omskake

lings, wat In baie belangrike rol in die biologiese aksie mag speel, natuurlik buite die

bereik van diffraksietegnieke. Terselfdertyd egter dien die vaste-toestandkonformasies

van veral starre strukture as 'n betroubare bron van verwysingspunte vir kalibrasiedoel

eindes en vir die evaluering van die betroubaarheid van nuwe metodes wat sensitief ten

opsigte van die konformasionele toestande van molekules in oplossing is.

Soos reeds genoem, was intensiewe pogings om die sintetiese dolastatien 3 (S-266) te

kristalliseer, onsuksesvol. Etter et al.281 het onlangs heelwat welslae met die bereiding
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van groot hoe kwaliteit organiese kristalle (d.w.s. groot blokkige kristalle met skerp

hoeke en good gedefinieerde kristalvlakke) deur middel van kokristallisasie met TFFO

(Trifenielfosfienoksied) behaal. Twee faktore dra by tot die effek wat TFFO op kristal

groei uitoefen:

(i) Die eerste behels die teenwoordigheid van 'n baie sterk waterstofbinding

tussen die fosforielsuurstof van TFFO en die protondonor van die substraat.

Die binding is nodig vir kornpleksvorming om sodoende 'n gedeeltelik ioniese

karakter aan die kristal te verleen. Organiese molekules wat amiedbindings

bevat, soos byvoorbeeld peptiede, kan hierdie tipe kompleksering geredelik

ondergaan. 281

(ii) Tweedens word die vorming van plaatvormige strukture wat daarvoor verant

woordelik is dat kristaUe maklik breek of as dun plate groei, deur die steriese

grootte van TFFO geinhibeer.

Pogings om dolastatien 3 as die ooreenkomstige trifenielfosfienoksiedkompleks uit 'n

verskeidenheid van oplosmiddels (onder meer mengsels van tolueen-tetrahidrofuraan

sowel as slegs tetrahidrofuraan) te kristalliseer was egter nie suksesvol nie. Die relatief

klein hoeveelheid van beide R-266 en 8-266 wat beskikbaar was bet die toepassing van

hierdie tegniek heelwat bemoeilik.

4.4.2 Ultravioletspektroskopie (UV), sirkulere dichroisme (SD) en optiese rotasie

dispersie (ORD)293

Aangesien daar geen waarneembare korrelasie tussen die elektroniese spektra

en ruimtelike struktuur van peptiede bestaan nie, lewer hierdie tegnieke nie veel konfor

masionele inligting nie. Slegs indien verskeie amiedchromofore met soortgelyke absorp-

*siepieke in die 1\-1\ gebied naby mekaar gelee is, neem dit deel aan die sogenaamde

eksiton (Eng. 'exciton') interaksie wat tot 'n splitsing sowel as 'n intensiteitsverandering

van hierdie absorpsieband, asook 'n voorspelbare effek op die optiese rotasie dispersie
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en sirkulere dichroisme spektra, lei.

Differensiele UV-spektroskopie, 'n welbekende metode vir die studie van oplosmiddel

toeganklikheid van die aromatiese groepe van protelene, is nog nie op sikliese peptiede

toegepas nie.

Die UV-spektrum van dolastatien 3 (~266) in metanol vertoon twee absorpsiemaksima

by 206 nm (e 13940) en 238 nm (f 8960), ooreenkomstig die tiasool K-band en tiasool

B-band respektiewelik.

Aan die ander kant kan SD- en ORD-spektra heelwat meer inligting oor die konfor

masies van peptiede lewer aangesien die spektra 'n sensitiewe funksie van die relatiewe

orientasie van chromofore en buurgroepe is. AIle opties aktiewe peptiede vertoon chir-

* *optiese effekte by 180-205 nm en 210-240 nm, ooreenkomstig 1\-1\ en n-1\ oorgange

respektiewelik. Indien 'n stabiele konformasie 'n aantal ruimtelik naby gelee peptied

*chromofore besit, split die 1\-1\ oorgangsband na twee komponente met teenoorgestelde

*teken. Aanduidings van 'n n-O" oorgang van karbonielgroepe is oak in die SD- en

ORD-kurwes van sekere peptiede waargeneem.293 Dit kan egter aanvaar word dat

sodanige oorgang slegs 'n geringe bydrae tot die tot ale Slr-en ORD-spektra sallewer.

Ongelukkig bestaan daar nie direkte metodes vir die analise van SD- en ORD-data van

peptiede nie en derhalwe het 'n kennis van SD- en ORD-kurwes slegs 'n beperkte

bydrae tot die direkte bepaling van driedimensionele peptiedstrukture te lewer. Dit kan

egter ondubbelsinnige inligting verskaf ten opsigte van die konformasionele starheid in 'n

gegewe geval. SO- en ORD-spektra kan egter oak waardevolle inligting oor die konfor

masionele 'gevolge van strukturele veranderinge van 'n bepaalde struktuurtipe verskaf.

Die sirkulere dichroisme (SD) spektra van 8-266 (dolastatien 3), R-266 en 46 in meta

nol word in Figuur 4,1 aangetoon. Die twee sikliese peptiede wat s-(Gln)Thz as kompo-
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nent bevat vertoon sterk negatiewe Cotton-effekte by 230 nm, ooreenkomstig met die

UV-absorpsiemaksima van die tiasoolchromofore van hierdie verbindings.
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Figuur 4.1: Die SD-spektra van die sikliese pentapeptiede R-266, 8-266 en 46 in meta

nol.(Sien ook Tabe14.1)

Tabel 4.1 : Sirkulere dichroisme van tiasoolaminosuurbevattende

sikliese peptiede (Sien Figuur 4.1)

Verbinding D.fmaks A(nm) konsentrasie(mg.ml-1)

R-266 +23.41 224 0.312

5-266 -19.10 230 0.220

46 -25.31 230 0.207
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'n Swak sekondere positiewe Cotton-effek word ook vir beide 5-266 en 46, by 258 nm en

260 nm onderskeidelik, waargeneem. Die sikliese peptied wat R-(Gln)Thz as kompo

nent bevat, vertoon In sterk positiewe Cotton-effek by 224 nm en 'n swak negatiewe

Cotton-effek by 257 nm. Die SD-spektra van tiasoolaminosuurderivate vertoon ook

swak Cotton-effekte in die gebied van 257-260 nm. Hierdie sekondere Cotton-effekte

*stem moontlik ooreen met In n-1\ oorgang wat nie geredelik in die UV-spektra waar-

geneem word nie.294 Bostaande resultate is in ooreenstemming met die gevolgtrekking

in Afdeling 2.12 dat 4-etoksikarbonieltiasoolaminosuurderivate met die 5-konfigurasie

op die 11-posisie negatiewe Cotton-effekte in die gebied 230-240 nm, en die ooreenkom

stige R-gekonfigureerde derivate positiewe Cotton-effekte in die gebied, vertoon.

Soortgelyk aan die gevolgtrekking in Afdeling 2.12 wiI dit dus voorkom of die absolute

konfigurasie van 'n opties suiwer tiasoolaminosuurderivaat van 'n sikliese pentapeptied

wat 'n enkele opties suiwer tiasoolaminosuurresidu bevat, met behulp van SD-spektra

bepaal kan word, met dien verstande dat die chiroptiese effekte van die tiasoolresidue by

*220-240 nm nie met die n-+1\ oorgange van opties aktiewe peptiede verwar word nie.

Dit is interessant om die SD-spektra van die sikliese pentapeptiede (R-266 en 5-266)

met die van die Iineere analoe N-t-Boc-S-Leu-R-(Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val-S-Pro

-0Me (R-324) en N-t-Boc-S-Leu-s-(Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val-S-Pr0-0Me

(5-324) in metanoliese oplossing te vergelyk. Analoog aan R-266 vertoon die SD

kurwe van R-324 'n swak negatiewe Cotton-effek by 250 nm en 'n ietwat sterker posi

tiewe Cotton-effek by 225 nm (L\t:maks = +4.82; c = 0.309 mg.ml-1). Die intensiteite

van beide die Cotton-effekte is egter baie swakker as in die geval van die sikliese ana

loog (R-266). Die SD-kurwe van die lineere peptiedanaloog van dolastatien 3, d.w.s.

5-324, vertoon 'n baie swak negatiewe Cotton-effek by 2.50 nm, gevolg deur 'n ietwat

sterker negatiewe Cotton-effek by 235 nm (L\t:maks = -3.32; c = 0.333 mg.mCl
) . Die

negatiewe Cotton-effek by 250 nm is egter nie net swakker in intensiteit, maar ook

teenoorgesteld in teken, as die van die sikliese pentapeptied (S-266) by 258 nm. Dit wiI
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dus voorkom dat siklisering van die Iineere peptiede wcl 'n merkbare invloed op die

SD-spektra van die klas van verbindings uitoefen. Nie net neem die relatiewe intensi

teite van die Cotton-effekte dramaties toe nie, maar die swak sekondere Cotton-effek

van 8-324 ondergaan in die proses 'n verandering vanaf 'n negatiewe waarde na 'n

positiewe waarde. Die intensiteitsverandering wat deur bogenoemde SD-kurwes onder

vind word (d.w.s. linleer-ssiklies) kan moontlik aan die groter relatiewe starheid van die

sikliese peptiede ten opsigte van die lineere analoe toegeskryf word. Aangesien die

relatiewe aard van die SD-kurwe van die Iineere R-324 baie good met die van die

sikliese R-266 ooreenkom, wil dit verder ook blyk dat die relatiewe orientasies van die

ehromofore ten opsigte van die ehirale sentra nie veel in die twee verbindings verskil nie.

Die konformasie van die lineere R-324 stem dus moontlik tot 'n groot mate met die van

die sikliese R-266 ooreen. Dit kan dus ook afgelei word dat die lineere 8-324 tog weI 'n

klein konformasionele verandering tydens die sikliseringsproses ondergaan.

4.4.3 Infrarooispektroskopie CIR)293

IR-spektroskopie is die enigste spektrale metode waarmee betroubare diskri

rninasie tussen cis- en trans-sekondere amiedbindings gemaak kan word. Die amied-II

frekwensies van die twee konfigurasies verskil met 100 em-1 en geen oorvleueling van

die absorpsies vind plaas nie (1420-1460 em-1 vir cis- en 1480-1575 em-1 vir trans

amiede). Gevolglik is die teenwoordigheid van 'n absorpsieband by 1550 em-1 aandui

dend van trans-peptiedbindings, en die afwesigheid daarvan aanduidend van slegs

cis-peptiedbindings. Ongelukkig oorvleuel die amied-II-bande van cis-amiede met die

CH2-skervibrasies en kan dus nie vir die bepaling van amiedbindingkonfigurasies in

peptiede gebruik word nie.

In die Lr.-spektra van beide R-266 en S-266 word mediumintensiteit arnied-I1-absorp

siebande by 1445 em-1 waargeneem, en wat dus op die teenwoordigheid van trans

amiedbindings in hierdie sikliese peptiede dui. In die algemeen neem die arniedbindings

van peptiede die trans-konfigurasie aan. Soos reeds genoem, is die sikliese pentapep-
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tiede vera! van belang in hierdie verband aangeslen dit die kleinste sikliese peptiede is

waarin al die amiedbindings die ongestrernde tran-r-konfigurasie kan aanneem. 288 Dit

gee aanleiding tot 'n beperking van mobiliteit.

Die NH-strekfrekwensie is baie sensitief ten opsigte van deelname van die groep aan

waterstofbinding, en waardevolle inligting betreffende die teenwoordigheid of afwesig

heid van intrarnolekulere waterstofbindings in sikliese peptiede in nie-protonaksepte

rende oplosmiddels (bv. heptaan, CCl4 en CHCI3) kan dus verkry word. Bande by

3420-3480 em-1 is aanduidend van die teenwoordigheid van vry NH-groepe, en bande

by 3300-3380 em-1 van waterstofgebonde NH-groepe. Bande in die omgewing van

",3400 em-1 moot versigtig geinterpreteer word aangesien dit op die teenwoordigheid van

beide vry en swak waterstofgebonde NH-groepe kan dui.

Die voorkoms van NH-absorpsiebande by 3427 em-1 sowel as by 3379 en 3330 em-1 in

die i.r.e-spektra van beide R-266 en 5-266 dui op die teenwoordigheid van vry sowel as

waterstofgebonde Nlf-groepe in die twee sikliese peptiede. Die intensiteite van absorp

sies van die waterstofgebonde Nlf-groepe (3379 en 3330 em-I) is veel sterker is as die

van die vry NH-groepe (3427 em-1), maar dit impliseer nie dat rneeste van die NH-
~.

groepe van eersgenoemde tipe is nie. Die intensiteit van 'n waterstofband is sterk af-

hanklik van die dipoolmoment van die binding waarmee dit geassosieer is.

4.4.4 KMR-spektroskopie293,295

a. Inleiding

Huidiglik is k.m.r.e-spektroskopie die kragtigste tegniek vir die studie

van die driedimensionele strukture van molekules in oplossing. 'n Uitstaande voordeel

van die metode is dat dit die moontlikheid bied om in diepte insig ten opsigte van die

dinamiese aspekte van die driedimensionele rnolekulere struktuur (konformasionele

ewewigte, konformasionele omskakelings vanwee oplosmiddelinvloede) en intra- en

intermolekulere interaksies in oplossing te verkry, Veral vanwee die ontwikkeling van
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nuwe kragtige k.m.r.-tegnieke (sien latere voorbeelde) is die moontlikhede van die

tegniek in statiese konformasionele analise baie vinnig besig om die van die X-straal

metode in te haal. Ongelukkig kan die moontlikhede nie altyd weens tegniese en meto

dologiese redes gerealiseer word nie.

Die toekenning van seine aan aminosure is baie vereenvoudig deur die gebruik van

moderne tweedimensionele (2D) k.m.r.-tegnieke296, soos byvoorbeeld homokern.,...297 en

heterokern-298 2D-J-opgeloste--spektroskopie299, 1H_13C-2D-verskuiwingskorre

lasie-298,300 en homokern-2D-skuifkorrelasiespektroskopie.300,301 Deur die gebruik

van NOE-verskilspektra302 of 2D-NOE-spektroskopie303 is dit nou moontlik omdie

aminosuursekwense van peptiede sonder die omslagtige sintese van selektief gedeute

reerde derivate304 te bepaal. In gevalle waar twee konformere in redelike vinnige ewe

wig met mekaar verkeer, kan die uitruiling van individuele kerne tussen die twee konfor

mere direk met versadigingsoordrag305 of deur 2D-uitruilingsspektroskopie303 gede-

monstreer word.

In hierdie ondersoek is van spinontkoppelingseksperimente sowel as van COSY-, DEPT

en HETCOR~ksperimente gebruik gemaak om die seine van die peptiede toe te ken.

Die k.m.r.-tegnieke wat in hierdie ondersoek gebruik is om konformasionele inligting

van die sikliese peptiede R-266 en S-266 te bekom, word nou elk afsonderlik bespreek.

b. 13C-k.m.r.-spektroskopie

Die aanvanklike gebruik van 13C-k.m.r.-spektroskopie in die studie van

peptiede het veral in die onderskeiding tussen cis- en trans-proHen (dit ,is die amiedbin

ding waaraan die N-atoom van Pro deelneem) toepassing gevind.306-308 Die resonan

sies van beide CI3 en C'Y verskuif met 2-3 dpm SODS die vorm verander (Tabel 4.2).

Indien die 13C-k.m.r.-verskuiwings van C(3 en c? van R-266 en S-266 se prolienresi

due met bekende verskuiwings van trans-S-Pro en cis-5-Pro vergelyk word (Tabel

4.2), is dit duidelik dat in beide hierdie gevalle die amiedbinding van S-Pro (d.w.s. die
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amiedbinding waaraan die N-atoom van Pro deelneem) die trans-konfigurasie aanneem.

TABEL 4.2 13C-k.m.r.-verskuiwings van S-Prolienaminosuurresidue in peptiede

+

Koolstof S-Pro S-Pro S-Pro S-Pro
(trans)308 (R-266) (S-266) (cis)308

cll' 59.1-61.1 62.28 62.61 58.7
c/3 29.0-30.3 29.49 28.41 31.7
Cl 24.1-24.2 25.54 25.45 22.0

'n Alternatiewe benadering deur Stimson et al.306 gevolg, behels die bepaling van die

verskil in 13C-ehemiese verskuiwings van die C/3 en CO atome van Pro. Vir 'n trans

prolienamiedbinding is D.O131 = 3-5 dpm en vir 'n cis-prolienamiedbinding is D.o/31 =
7-10 dpm. Uit die 13C-spektra van beide R-266 en S-266 is D.0/31 van Pro 3.95 dpm

en 2.96 dpm onderskeidelik, dit wiI se beide die konformasies besit trans-Pro amiedbin

dings.

Volgens Deber et al.307 kan die Cll'H-protonresonansicpieke van cis- en trans-konfigu

rasies relatief tot mekaar in DMSO-d6 en CDCl3 normaalweg duidelik onderskei word,

aangesien in DMSO-d6 die cis-pieke by laer veld as die ooreenstemmende trans-pieke
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voorkom, terwyl in CDCl3 die posisies omgeruil word. Geen duplisering van die Cll'H

protonresonansiepieke wat op die bestaan van 'n cis-trans ewewig kon dui is in die

IH-k.m.r.-spektra van die sikliese peptiede R-266 en 8-266 waargeneem nie.

Veral in die lig van prolien se bekende sterk konformasiebepalcnde eienskappe309 is

bogenoemde waarnemings baie belangrik. Daar word vermoed dat die trans-vorm deur

waterstofbinding gestabiliseer word, en selfs in party gevaIle deur steriese stremming in

di alt ti s: 1. nf . 308 S·· /310 he erna iewe c~o igurasie. ierruon et a. et 'n kwantitatiewe verwant-

skap tussen die verskil in chemiese verskuiwings tussen C13 en C1 in prolien en die 1/1

torsiehoek voorgestel, en het dit selfs in 'n paar gevalle op konformasionele analise

toegepas, Die verwantskap is egter deur ander navorsers sterk in twyfel getrek.288

c. Temperatuur- en oplosmiddelafhanklike IH-k.m.r.-spektroskopie

Inligting oor die orientasie van amiedbindings in In molekule word normaalweg

deur In ondersoek van die moontlike waterstofbindings (intra- of intermolekuler) ver

kry. Intermolekulere waterstofbindings word maklik deur In toename in temperatuur

gekloof. Dit is die geval vir aile oplosmiddels wat waterstofbinding kan ondergaan, en

die meeste en betekenisvolste resultate is met oplossings in DMSO verkry.288

Met behulp van k.m.r--spektroakopie kan twee tipes amied NH-groepe van sikliese

peptiede geredelik onderskei word, naamlik die wat na binne gerig is en dus van die

oplosmiddel afgeskerm is, en die wat na buite gerig is en dus met die oplosmiddel inter

aksie kan he (bv. waterstofbinding met oplosmiddels soos DMSO). Die chemiese ver

skuiwings van eersgenoemde tipe is relatief onafhanklik van die aard van die oplosmiddel

(tensy die oplosmiddel 'n konformasionele verandering teweeg bring). Die chemiese

verskuiwings van die laasgenoemde tipe NH is uiters sensitief ten opsigte van die aard

van die oplosmiddel. In DMSO as oplosmiddel word temperatuurgradiente (d<5/dT) vir

die chemiese verskuiwings van NH-seine groter as 4 x 10-3 dpm/K as bewys vir eks

teme Nll-orientasies geneem, terwyl waardes onder 2 x 10-3 dpm/K op oplosmiddelaf-
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.skerming dui.292b Tussenliggende gradientwaardes moet versigtig geinterpreteer word

aangesien die parameter nie net slegs op die toeganklikheid van die NH-groepe tot die

oplosmiddel berus nie, maar ook op die temperatuurstabiliteit van die waterstofbindings

en op die orientasie van naasliggende magneties anisotropiese bindings in sykettings wat

met verhitting mag verander. Verder meer kan tussenliggende gradientwaardes ook

aanduidend van 'n konformasionele ewewig van verskeie vorms wees wat in die aantal

en/of posisies van die waterstofbindings verskil. Die NH's wat na binne gerig is kan

natuurlik intramolekulere waterstofbindings ondergaan al dan nie. Die

waterstofgebonde NH's sal normaalweg in IH-k.m.r.-spektra by laer veld voorkom as

die wat nie waterstofgebonde is nie.311

Die identifikasie van NH's van R-266 en 8-266 wat na binne gerig is en derhalwe van

die oplosmiddel afgeskerm is (en waarskynlik ook by intramolekulere waterstofbinding

betrokke is), is op grond van die temperatuur- en oplosmiddelafhanklikheid van die

ooreenkomstige chemiese verskuiwings vasgestel (Tabelle 4.3 en 4.4). Vir beide 8-266

en R-266 vertoon die chemiese verskuiwings van die Leu-NH en die (Gln)Thz

-sykettings se CO-NH2 protone sterk temperatuurafhanklikheid, en tesame met die

aansienlike verskuiwings na laer veld in DMSO-d6 van die protone, is dit 'n duidelike

bewys dat die protone aan die oplosmiddel blootgestel is. Dit is ook die enigste

amiedprotone wat maklik met deuterium by kamertemperatuur uitruil. Die gedrag van

die NH-protone van (Gln)Thz, (Gly)Thz en Val, vir beide R-266 en 8-266, is tipies die

van na binne gerigte NH-protone312 en neem dus heel moontlik aan intrarnolekulere

waterstofbindings deel. In die geval van R-266 vertoon die (Gly)Thz-NH-proton 'n

boer temperatuurkoeffisient as die ooreenkomstige NH-proton van 8-266, maar die

resultate in Tabel 4.4 dui daarop dat die proton wel ook waterstofgebonde is. Die

essensieel identiese aard van die IH_ en 13C-k.m.r.-spektra van beide 8-266 en R-266

in CDCl3 aan die spektra in DMSO-d6, asook die klein verskille van die

3JNHCfrH-koppelingskonstantes in CDCl3 en DMSO-d6 (Tabelle 4.3 en 4.4), dien as 'n

verdere bewys dat die peptiedruggrate van die twee molekules besonder star is.
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TABEL 4.3 1H-k.m.r.--dataa vir die NH-protone van 8-266

Residu Nommer CDCl3

(dpm)

DMSO--d6 ~8

(dpm)

3
JNHCll'H

CDCl 3 DMSO--d6

(Hz) (Hz)

Leu (5) 6.39 8.34 +1.95 3.5 6.6 6.7

(Gln)Thz (4) 7.83 7.73 -0.10 0.8 9.2 9.2

(3a) 5.48 6.67 +1.19 4.5

(3b) 6.29 7.12 +0.83 5.0

(Gly)Thz (2) 8.73 8.73 0 0.3 2.4;7.3 2.5;7.5

Val (1) 8.31 8.21 -0.10 0 9.2 8.9

waar:

a -

/).8 -

b -

d8/dT -
3
[ JNHCll'H] -

<5-waardes is in dpm vanaf interne TMS

b(DMSO--d6) - 8(CDCI3)

Temperatuurgebied: 20 - 100°C (in DMSO-<i6, 10°C intervalle)

10-3 dpm/K

Hertz.
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TABEL 4.4: 1H-k.m.r.-dataa vir die NH-protone van R-266

Residu Nommer CDCl3

(dpm)

DMSO-d6 ss
(dpm)

3
JNHCfrH

CDCl 3 DMSO-d6

(Hz) (Hz)

Leu (5) 5.67 7.19 +1.52 5.3 7.2 6.1

(Gln)Thz (4) 7.54 7.61 +0.07 0 9.2 9.4

(3a) 5.31 6.70 +1.39 4.0

(3b) 6.44 7.08 +0.64 3.8

(Gly)Thz (2) 8.27 8.56 +0.29 2.0 2.2;10.0 3.2;9.7

Val (1) 7.98 7.68 -0.30 -1.0 9.7 10.0

waar:

a

d8jdT

[3JNHCfrH] -

b-waardes is in dpm vanaf interne TMS

O(DMSO-d6) - 8(CDCI3)

Temperatuurgebied: 20 - 100°C (in DMSO-d6, wOe intervalle)

10-3 dpmjK

Hertz.

d. Interproton k.m.r. spin-spinkoPD('lingskonstantes295

Proton-protonkoppelingskonstantes speel 'n baie groot rol in die konfor

masie-analise van peptiede aangesien dit gebruik word in die bepaling van die ¢, ~'en

Xl torsiehoeke. Die rede is voor die hand liggend. C(}'-protone van peptiede is

ruimtelik naby aan die amied- of estergroepe, wat gewoonlik aan beide kante van die

ketting voorkom, gelee. Die gevolg is dat die chemiese verskuiwings van die Cfr-protone

sterk deur die orientasies van die karbonielgroepe beinvloed word. In hierdie ondersoek

is slegs van IH-k.m.r.-koppelingskonstantes gebruik gemaak. . 'n Kennis van die
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visinale koppelingskonstantes met 13C_ en 15N-k.m.r.-spektroskopie295 verkry sou

egter ook 'n belangrike bydrae tot die oplos van die probleem (veral ten opsigte van die

¢ en w torsiehoeke) kon lewer.

Op grond van die bevinding dat die Pro-amiedbinding in beide R-266 en 5-266 'n

trans-konfigurasie besit, kan rederlikerwys aanvaar word dat al die amiedbindings

trans-planer is. Vanwee konjugasie tussen die tiasoolringe en die aanliggende amied

groepe kan ook aanvaar word dat die groepe koplaner is ooreenkomstig die situasie in die

geval van nosiheptied (15)8 en askidiasiklamied (38).313Hieruit volg dit dus dat al die w

torsiehoeke om die amiedbindings 180
0

moet wees.

Bystrov et al.314 het die voorgestelde hoekafhanklikheid vir die 3J NHCll'H konstante vir

peptiede met trans-amiedgroepe315, wat in die vorm van 'n Karplus-vergelyking316

geformuleer is, op grond van die resultate van uitgebreide k.m.r.-studies verfyn. Die

gemodifiseerde Karplus-vergelyking (Vergelyking 4.1), wat vir praktiese doeleindes na

Vergelyking 4.2 omskryf kan word, is in hierdie ondersoek gebruik om die dihedrale hoek

(0) te bereken.

3 2
JNHCll'H = 9.4 cos 8-1.1 cos () + 0.4

Vergelyking 4.1

Vergelyking 4.2

Die dihedrale hoek ((}) is die hoek tussen die vlakke van H-N-ell' en N-ell'-H in die

ruimte295 (Skema 4.4), en besit in die geval van s-gekonfigureerde aminosure die

verwantskap 0 = <P - 60° met die <P torsiehoek. Dit is belangrik om te besef dat boge

noemde veiwantskappe vanaf eksperimentele waarnemings afgelei is, en dat die torsie

en dihedrale hoekwaardes (<P en 0) daarmee bereken, slegs gemiddelde waardes
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~-c"/

-C'
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(a)

C'O

H

(b)

Skema 4.4 Die dihedrale hoek 0 tussen die H-N-ell' en N-ell'-H vlakke in die

ruimtelike(a) en Newman-(b) projeksies. Volgens definisie is 0
0

~ O? 180
0

ooreenkomstig die gebied van moontlikc hoeke is. Dit blyk duidelik uit Skerna 4.5

waarin die afhanklikheid van die visinalc H-NCll'-n protonkoppeling op die dihedrale

hoek (0) en die ~ torsiehoek vir peptiede met trans-amicdbindings geillustreer

word.314,317 Die boonste as wat die torsiehoeke beskryf kom ooreen met B-gekonfi

gureerde peptiede (~L = ~S) en die onderste as kom ooreen met R-gekonfigureerde

peptiede (~D = ~R)' Die nommers op die golffunksie kom met die eksperimentele data

vir starre peptiede met trans-amiedbindings, en waarvan die ruimtelike strukture met

behulp van X-straalanalise bepaal is, ooreen. Mcttertyd het verskeie variasies op die

oorspronklik voorgestelde Karplus-vergelyking van Bystrov et al., en wat veronderstel is

om die golffunksie in Skema 4.5 beter te omskryf, in die literatuur verskyn.313,335

Die visinale NHCG'H2-koppelings (In_If!) van glisienresidue in peptiede vereis spesiale

melding aangesien dit tot 'n ABX- of AA'X-spektrum aanleiding gee. In die geval gee

die triplet-ofkwadrupletsplytings van die NH-sein (X-proton) nie direk die 3J HNCll'H

konstantes ·nie.318 Streng gesproke is die spasie tussen die buitenste komponente van

die X-sein gelyk aan die som van die J AX en JBX konstantes319. In Skerna 4.6 word

die totale E(3JHNCll'H ) visinale konstantes van die glisiel HNCll'H2-protone as 'n
2

funksie van die rjJ torsiehoek geillustrecr.3H Die gorniddelde waardes van die toegelate
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Dit moet egter in gedagte gehou word dat bostaande Karplus-vergelykings (Vergely

kings 4.1, 4.2 en 4.3) vir die ongesubstitueerde -CO-NH-CH3 fragment ontwikkel is,

d.w.s. dit neem nie die elektronegatiwiteitseffekte van die C'- en CfJ-substituente op

Cll'(HN-HCll'C'C.B) in aanmerking nie. Bystrov295 het VergeIykings 4.4 en 4.5 vir die

HNCll'H en HN-ell'H2-C' peptiedfragmente onderskeidelik voorgesteI om vir

elektronegatiwiteitseffekte van substituente op Cll' te kompenseer:

1.09 Jobs Vergelyking 4.4

Vergelyking 4.5

In bostaande twee vergeIykings is Jobs die eksperimenteel bepaaIde IH-1H-koppe

lingskonstante. Uit hostaande bespreking is dit duidelik dat VergeIykings 4.1, 4.2 en 4.3

vanwee elektronegatiwiteitsinvIoede nie sonder meer toopaslik op tiasoolgesubstitueerde

aminosuurresidue van peptiede is nie. Verder meer kan die ringspanning waaraan

kleiner sikIiese peptiede (onder meer sikliese pentapeptiede) onderhewig is, daartoe

aanIeiding gee dat direkte toepassing van die Karplus-tipe vergelykings wat vir vry

lineere peptiede ontwikkel is, ongewens kan wees. Hierdie gevolgtrekkings is deur ons

bevestig deurdat in die geval van In kristallyne dolastatien 3 isomeer (waarvan die

konformasie later volledig bespreek sal word), swak korrelasies tussen die berekende

J-waardes (1H_1H) m.b.v. Vergelykings 4.2 en 4.:3, sowel as variasies daarvan313

(gebruikmakende van c,&-waardes wat m.b.v. X-straalanalise bepaal is), en Schmidt et

al.320 se eksperimenteel bepaalde lU-1H-koppelingskonstantes van dieselfde

verbinding verkry is. Die dihedrale hoeke (8), sowel as die </> torsiehoeke, van R-266 en

S-266 is gevolgIik deur middel van die gemodifiseerde eksperimentele proton-proton

J-waardes (rn.b.v. Vergelykings 4.4 en 4.5) in terme van die eksperimenteel bepaalde

grense van dihedrale en torsiehoeke wat met gegewe koppelingskonstantes ooreenstern

(Skemas 4.5 en 4.6), afgelei. Die resultate word in Tabel 4.5 vir 5-266 en in Tabel 4.6
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vir R-266 opgesom. Aangesien prolien 'n tersiere amien is kan die if> torsiehoek van die

aminosuurkomponent nie op bostaande wyse bepaal word nie. Eksperimentele gegewens

toon egteraan dat vir beide trans- en cis-5-Pro in peptiede die if> torsiehoek

normaalweg die waardes van -75° iendo-: of af-konformasie; 'n lae-energiekonformasie

van Pro) of -68° (ekstr- of op-konforrnasle) aanneem.321

Uit die bepaalde waardes van die mees waarskynlike ¢> torsiehoeke (Tabelle 4.5 en 4.6),

sowel as deur ondersoek van Skema 4.5, is dit duidelik dat in die algemeen 'n gegewe

3JHNCaH vir peptiede met 'n starre konformasie sou kon ooreenstem met tot vier

verskillende if> hoeke. Die benaderde simmetrie van die hoekafhanklikheid van

3JHNCaH om 0 N 90° is hiervoor verantwoordelik. Slegs in die geval van 3JHNCG'H >

9.4 Hz is die keuse tot twee if> torsiehoeke, wat in die relatiewe klein gebied van -90° tot

-150° voorkom, beperk. Die mees waarskynlike if> torsiehoek kan egter gekies word

indien addisionele fisiese of teoretiese oorwegings in berekening gebring word.

TABEL 4.5: Moontlike ¢> Torsiehoeke van 5-266 konsistent met 3JHNCG'H-waardes

rPantinosuur Jobs

(Hz)

t/>yal a 9.22

a
¢>Leu 7.00

10.05

7.63

5-266

¢> (grade)d

(-148° - -1300)of

(-117° - _97°)

(-163° - -153°)of

(-87° - -79°)of

(+28° - +40
0)of

(+i3° - +90°)

O(grade)e

(Dihedrale hoek)

(+152° -+170
0

)of

(-Hio - -157°)

(+13io - +147 0 )of

(-147° - -1390
)of

(_32° --200 )of

(+ 13° - +30°)
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TABEL 4.5(vervoIg)

A.. a,f 920
'PGln(Thz) . 10.03

10.12

( ° °-148 - -130 )0£

° 0)(-117 --97

+(150° -138°)0£

+(48° - 5So)

(+152° - + 170°)0£

(-177° --157°)

(+150° - + 162°)0£

(+90° - + 7So)of

(-10So - -l1So)o{

(-12° __2°)

-135° of -12So

waar a:

b:

c:

d:

e:

3J HNCG'H = 1.09 Jobs en Jobs is die eksperirnenteel

bepaalde IH-IH-koppeIingskonstante (200 MHz)

3
~( JHNCH ) = 1.04 ~ Jobs en Jobs = J AX + J BX2

Gepubliseerde waardes321

if> Torsiehoekwaardes is ooreenkomstig vir 3J HNCG'H vanaf Skema 4.5

en Skema 4.6 bepaal

if> = 0+ 60° (vir s-gekonfigureerde arninosuurresidue)

f: Hierdie moontIike hoekwaardes (0 en if» kan sterk deur die naasliggende

tiasoolring beinvloed word aangesien die Karplus-tipe hoekafhanklik

heid van 3JHNCG'H sIegs vir normale aminosuurresidue ontwikkel is.
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TABEL 4.6: Moontlike <P Torsiehoeke van R-266 konsistent met 3JHNCG'H-waardes

<Paminosuur Jobs

(Hz)

R-266

<P (grade)d O(grade)e

(Dihedrale hoek)

<PVal
a 9.70 10.57 ° ° +160° --164°-140 --104

a ° ° (+140°- + 148°)0£<PLeu 7.24 7.89 (-160 - -152 )0£

(-87° --80°)0£ (0 °-147 - -140 )0£

(+35° - +50°)0£ (-25° - -10°)0£

(+64° - +83°) (+4° - +23°)

<P a,£,g 9.24 10.07 (+148° - +130
0)of (-152° - -170°)0£

Gln(Thz)

(+117° - +97°) (+177° -+157°)

<P s.r 12.26 12.75 ± (130° - 113°)0£ (+170° --173°)0£Gly(Thz)

± (68° - 60°) (+ 70° - +53°)0£

(-128° - -1200)of

(+8° - 0°)

<PPro
c _7.5° of -68° -135° of -128°

waar a:

b:

c:

d:

3JHNCG'H = 1.09 Jobs en Jobs is die eksperimenteel bepaalde

1H-IH-koppelingskonstante (200 MHz)

3
~( JHNCH2) = 1.04 E Jobs en Jobs = J AX + JBX

Gepubliseerde waardes321

<P Torsiehoekwaardes is ooreenkomstig vir 3JHNClYH vanaf Skerna 4.5

en Skema 4.6 bepaal
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e: ¢ = () + 60° (vir B-gekonfigureerde aminosuurresidue)

¢ = () - 60° (vir R-gekonfigureerde aminosuurresidue)

f: Hierdie moontlike hoekwaardes (() en 1» kan sterk deur die naasliggende

tiasoolring beinvloed word aangesien die Karplus-tipe hoekafhanklik

heid van 3JHNCfrH slegs vir normale aminosuurresidue ontwikkel is.

g: ¢R = -1>S (of 1>S = -¢R)·

In beginsel kan die probleem byvoorbeeld deur gebruikmaking van IH_13C_ en IH_15N_

koppelingskonstantes opgelos word. 295 'n Ander benadering behels die keuse van 'n

selfkonsistente stel torsiehoeke deur die inspeksie van Dreiding-modelle in samehang

met ander gegewens t.o.v. interatoomafstande (bv. NOE-data). Laasgenoemde benade

ring is in hierdie ondersoek gevoig. Dit sal egter onrealisties wees om In akkurate kon

formasionele analise langs hierdie weg te bewerkstellig aangesien die H-NCfr-H koppe

ling nie net slegs van die dihedrale hoek afhanklik is nie, maar ook deur inter- en intra

molekulere interaksies soos waterstofbinding NH-------X, ioon-dipoolinteraksies

C'=O-------M+ ens. beinvloed word. Sulke effekte speel gelukkig normaalweg slegs 'n

minimale rol. 314b

In die algemeen is dit nie moontlik om direkte inligting oor die 1/1 torsiehoek

(N-efr-C'-N) vanuit visinale koppelingsdata te verkry nie. Vir glisien is dit egter

gevind dat die waarde van 1/1 wel met die geminale koppeling tussen die twee fr-protone

verband hou,322 maar ongelukkig is geen wiskundige verwantskap daarvoor voorgestel

nie. Net soos in die geval van ¢, is voorgestel dat in die algemeen direkte

13C-1H-koppelingskonstantes323 en IH-efrC,_15N-koppelingskonstantes29.5 vir die

bepaling van die 1/1 torsiehoek gebruik kan word. In hierdie ondersoek is die 1/1

torsiehoeke egter direk met behulp van 'n Dreiding-model bepaal (sien latere

bespreking) .

Die situasie in die geval van die sykettingkonformasies (X torsiehoek) is egter verskil-
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lend. Dit is bekend dat die 3JHCQCfJH konstante nie net van die dihedrale hoek ((}),

maar ook van die aard van die substituente en hul orientasies324 sowel as van die

valenshoeke en bindingslengtes, afhanklik is.316b In hierdie geval is dit dus nodig om

die voorafaanname te maak van 'n vinnige ewewig tussen verskeie konformasies wat deur

interpretasie van visinale koppelingskonstantes (lH-CQCfJ_1H, IH-efJC Q_13C' en

15N-CQCfJ_IH) analiseerbaar is.295 In konformasionele ondersoeke word dit aanvaar

dat slegs die drie verstelde konformasies om die CQCfJ-binding beset word.295,325 Die

benadering word normaaIweg gevolg in gevalle waar sykettings nie in die sikliese struk

tuur ingesluit word nie. Byvoorbeeld, in oksitosien vertoon die sisteiensykettings (wat

deel van die sikliese sisteem uitmaak) afwyking van die ideale verstelde konfor

masies.326 Elk van bostaande drie koppelingskonstantes, in isolasie beskou, voorsien

slegs 'n gedeeltelike antwoord. Dit is byvoorbeeld in die reel moeilik om tussen die

moontlike verstelde konformasies te onderskei op grond van 'n enkele koppelingskon

stante. Dit is weI moontlik indien die informasie oor die bogenoemde drie koppelings

konstantes gelyktydig bekend is. Een van die belangrikste vereenvoudigings wat by die

berekening van dihedrale hoeke vanuit koppelingskonstantes gemaak word, is die aan

name van gelykwaardigheid van al die konstantes in die koppeling tussen gauche georien

teerde kerne.

In hierdie verband is dit egter nodig om Pro uit te sonder, veral in lig van die belangrik

heid daarvan in die bepaling van die driedimensionele strukture van peptiede. 327 Dit is

ook nodig om kennis te neem van die vinnig opgestelde ewewig tussen verskeie konfor

masies van die pirrolidienring. Oorspronklik is besprekings oor die konformasie van

prolienresidue in peptiede gebaseer op die aanname van twee vinnig ekwilibrerende

Ramachandran-konformasies328 (Konformasie A: <Ppro = -75°, Xl = +19°, endo- of

af-konforniasie; Konformasie B: <Ppro = -68°, Xl = -£0, ekso- of op-konformasie;

t/Jpro kan varieer), maar dit is later deur eksakte analise aangetoon dat 'n groter gebied

van pseudorotasie van die syketting in ag geneem moot word.329
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Uit die bostaande bespreking is dit duidelik dat volledige inligting oor homo- en hetero

kernige koppelingskonstantes wel die moontlikheid skep om akkurate voorspellings ten

opsigte vanpeptiedkonformasies te maak. Hierdie tipe inligting word steeds meer

geredelik beskikbaar met die ontwikkeling van nuwe 2-dimensionele (2D) k.m.r.-teg

nieke.325,330 In hierdie ondersoek is egter grootliks van k.m.r.-tegnieke soos ROESY

en IH-[lH]-NOE-verskilspektra, wat inligting oor interatoomafstande lewer, gebruik

gemaak om die konformasies van die sykettings van die sikliese pentapeptiede te voor

spel, waarna die modelle met behulp van kragveldberekeninge geminimiseer is.

e. 2D-k.m.r.-spektroskopie

Die bekendstelling van 2D-k.m.r.-tegnieke het 'n omwenteling op die gebied

van konformasionele analise tot gevolg. Van die tegnieke is reeds in hierdie bespreking

genoem en heelwat oorsigte in die literatuur het in die verband verskyn.288,331 Slegs

die twee 2D-k.m.r.-tegnieke wat in hierdie ondersoek gebruik is, nl. 1H-[lH]-NOE

verskilspektra en ROESY-spektra sal kortliks behandel word.

i) 1H [lJ!]-NOE-verskilspektra

NOE (Nuclear Overhauser Enhancement)-€ffekte word veroorsaak deur di

polere koppeling wat lei tot 'n intensiteitsverandering van een k.m.r.-sein wat gelndu

seer word deur 'n ander kern in 'n nie-ewewigstoestand. Aangesien die homokernige

intramolekulere NOE's tussen protone deur 'n dipolere relaksasiemeganisme veroorsaak

word, is daar 'n korrelasie tussen die intensiteit van die effek en die afstand tussen die

protone.288,331 In meeste gevalle egter kan die NOE's slegs waargeneem word indien

die afstande nie groter as 3-4 A is nie.288 In kleiner molekules (bv. kleiner sikliese

peptiede insluitend sikliese heksapeptiede) is die NOE's positief by medium-veldsterkte

(bv. 270 MHz) en onder normale kondisies (kamertemperatuur, DMSO as oplosmiddel).

In proteiene en by hoer-veldsterktes is die NOE's negatief.

Die resultate van In tweedimensionele 1H-[lH]-NOE-verskilspektrum van dolastatien 3
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(5-266) word in Tabel 4.7 opgesom. Die NOE-verskille ten opsigte van protone in

Tabel 4.7 aangetoon en watnie direk spingekoppel is nie, word in Skema 4.7 geillustreer.

T ABEL 4.7 Dolastatien 3 (5-266) toekennings in deuterochloroformoplossing relatief

tot tetrametielsilaan vir I H, 1H-<>rde van samehang deur NOE-eksperi

mente

Posisie 1 Ii-chemiese Orde van %NOE
bestraal verskuiwing samehang

(dpm) deur
1H-[IH]-NOE
verskille

(1) 8.30 N(IjH, C7H 0.8
N(l H, C7cH 0.8

7 4.75 C7H, C7bH 1.1
C7H, C7cH 1.1
C7H,C5H 2.7

2 4.00 C2H, N(5)H 1.3
C2H,C3H 0.8

(5) 6.39 N~5jH, C2H 4.1
N 5 H, C19H 3.3

(4) 7.83 Tr C19H 0.8
N 4 H, N(5)H 0.8
N 4 II, C17H 1.0
N 4 H, C17aH 1.1

17 5.52 C17H, C17aH 2.3
C17H, C17bH 1.3

(3) 5.48 N~3~H, C17bH 0.5
6.29 N 3 H, C17bH 0.7

(2) 8.73 N~2~H, C12H 1.2
N 2 H, C12H 1.7

12 .5.23 C12H, N(2)H 0.8

Die eerste van twee beduidende resultate is die NOE-effekte tussen H-7 en H-Sa,b.
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19c 19d

~C" /cHs
CH19b

I
19aCHa 0

I 0 II
o (5) 19 II 17b .c 170
\\ HN-C__ /-""", /~/} -, ~:<.~~:~__,~7a/Cj- ~ (Sa,b)

-lfC.Y ~.. ,17 CHe /
H 5 H~_~~

a N \

~
/ );-5O=C6 Ny

u-c--_ \
'"'II 'CH7
7b 'ic/J\ C~

7 I / 0

/
~I ~ (1) (2)NH

/ ., 8 /
eH;....... 'c N 12

7c /f~"~CHe

o 'LJ
266

Sterk NOE-€ffek

Medium NOE-€ffek

Swak NOE-effek

Skema 4.7 : Geselekteerde NOE--effekte van dolastatien 3

Inspeksie van Dreiding-modelle het aangetoon dat so 'n effek slegs moontlik is indien:

(i) C-5 en C-7 In cis-posisie ten opsigte van mekaar aanneem en

(ii) die amiedbinding met die prolienstikstof (d.w.s. die prolienamiedbinding) die

trans-konfigurasie aanneem.

Die resultaat is dus in ooreenstemming met die gevolgtrekking uit die 13C-studies

verkry, naamlik dat die bogenoemde amiedbinding wel trans is.

Die tweede beduidende resultaat is die NOE--effekte wat tussen C2H en N(5)H, sowel as

tussen C19H en N(4)H, waargeneem word. Dit is bekend332 dat In NOE--effek tussen

die CQ'H vim die i + lste aminosuurresidu en die NIl van die i + 2de aminosuurresidu

aanduidend van 'n ,-draai is. Hieruit kan dus afgelei word dat In "r-draai met die

Leu-aminosuurresidu as middelpunt in die peptied voorkom. Die verskynsel sal later

volledig bespreek word.
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ii) ROESY-k.m.r.-spektra

Ongunstige korrelasietye, wat byvoorbeeld in die geval van grater sikliese

peptiede (penta- en groter) en by hoe veld (300- en 500 MHz) verkry kan word, gee

aanleiding tot In situasie waarin daar geen kruiskorrelasies en dus geen NOE-€ffekte

waargeneem word nie.331 Die probleem word deur die CAMELSPIN-eksperiment333

wat deur Bothner-By et al. ontwikkel is, en na In voorstel deur Bax et al.334 na ROESY

(Rotating Frame Nuclear Overhauser Effect ~pectroscopy) herdoop is, opgelos. Die

ROESY-tegniek is vera! geskik vir uitruilingsspektroskopie, en sal verder aan hand

daarvan verduidelik word.331

Chemiese uitruiling lei tot die oordrag van magnetisering van een spin na 'n ander. In

In chemiese ewewig moet twee isomere of topomere redelik vinnig uitruil. Afhangende

van die tempo van uitruiling kan of aparte stelle seine (stadige uitruillng) of een stel van

gemiddelde seine (vinnige uitruiling) in die k.m.r.-spektrum waargeneem word. Die

variasie van die lynvorms in die intermediere gebied is al gebruik om die uitruilingskine

tika te bepaal.331 In die stadige uitruilingsgebied kan polarisasie van een posisle na die

ander oorgedra word (bv. versadigingsoordrag).331 Die NOESY-{Nuclear Overhauser

Enhancement and Exchange ~pectroscopy) en ROESY-sekwense kan in die bepaling

van sulke uitruilingsprosesse gebruik word. Die voordeel van die 2D k.m.r.-tegniek is

voor die hand liggend: gesamentlike toekennings kan vergelyk word, uitruilingsmeganis

mes is onmiddellik sigbaar en kwantitatiewe evaluerings is moontlik. Kruisseine as

gevolg van chemiese uitruiling, sowel as die te wyte aan negatiewe NOE-effekte (groot

molekules, viskeuse oplosmiddels, lae temperatuur, hoe veld), het dieselfde teken as die

diagonaalseine in spektra met suiwer fases. In NOESY-spektra van klein molekules in

lae-viskeuse oplosmiddels (positiewe NOE-effekte), en in aile ROESY-spektra, is

uitruilingsseine sowel as NOE's oor verskeie kerne geredelik onderskeidbaar van direkte

NOE-kruisseine as gevolg van die verskil in tekens. Byvoorbeeld, in die ROESY-spek

truro van In Pro-bevattende sikliese heksapeptied wat in In konformasionele ewewig

verkeer, en waarin die Pro-amiedbinding in of die trans- of die cis-konfigurasie voor-
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kom, korreleer die seine te wyte aan NH-uitruiling van die twee konformasies met

positiewe (swart) kruisseine (ten opsigte van positiewe diagonale) terwyl die negatiewe

(rooi) seine die NOE in die roterende raamwerk ('rotating frame', ROE) verteenwoor-

di 331g.

Nie net is dit moontlik om ook sekwensbepaling van peptiede met behulp van ROESY

spektra uit te voer nie325, maar die roterende raamwerk NOE-€ffekte (ROE) kan ook

vir die bepaling van proton-protonafstande gebruik word.335 Dit word deur die kwanti

tatiewe evaluering van volume integrale van die kruisseine in die ROESY-spektra

uitgevoer. Vanwee die onbeskikbaarheid van die benodigde rekenaarsagteware in hierdie

laboratorium, kon die belangrike produk van die ROESY-tegniek ongelukkig nie benut

word nie en kon slegs kwalitatiewe vergelykings gemaak word. Die piekvolumes sal

egter waardevolle inligting verskaf indien die proton-protonafstande weI later met

behulp van die tegniek bepaal word.

Die ROESY-spektra van R-266 (Figuur 4.2) en 8-266 (Figuur 4.3) het belangrike

inligting oor die konformasies van die twee sikliese peptiede in oplossing verskaf. Die

sterkste negatiewe kruiskorrelasie ROE-pieke vir chemies nie-gekoppelde protone word

in Skema 4.8 (vir R-266) en Skema 4.9 (vir 8-266) geillustreer. Ooreenkomstig die

gevolgtrekking uit die % NOE-verskilspektra, toon die ROESY-spektra van beide

R-266 en 8-266 op die teenwoordigheid van sterk NOE-€ffekte tussen C7H en C5Ha, en

C7H en C5Hb. In die geval van 8-266 word In verdere NOE-€ffek tussen C7bH en

C5Hb waargeneem. Soos reeds genoem, is die NOE-€ffekte slegs moontlik indien die

Pro-amiedbinding die trans-konfigurasie besit.

Talle ROE-€ffekte met laer negatiewe intensiteite is ook in die ROESY-spektra van die

twee verbindings waarneembaar. As gevolg van die feit dat hierdie effekte nie altyd

eenduidig onderskei kan word van valse pieke wat ook voorgekom het nie, is die swakker

ROE-effekte nie in aanmerking geneem nie om die moontlikheid van verkeerde interpre-
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Figuur 4.2 : Die 400 MHz ROESY-spektrum van R-266 in CDC13 -oplossing by 298 K. NOE-effekte in die ROE is negatief (swart kleur) ,

terwyl J-konnektiwiteitspieke positiewe (swart kleur) intensiteit besit.



Figuur 4.3 : D.ie 400 MHz ROESY-spektrum van ~266 in CDC13 -oplossing by 298 K. NOE--effekte in die ROE is negatief (swart kleur) ,

terwyl J-konnektiwiteitspieke positiewe (swart kleur) intensiteit besit.
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Skema 4.8 : Negatiewe ROE-kruiskorrelasie pieke vir R-266

266

Sterk ROE-effek

Medium ROE-effek

Swak ROE-effek

Sterk ROE-effekte
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Skema 4.9 : Negatiewe ROE-kruiskorrelasie pieke vir 5-266 (dolastatien 3)
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tasie te vermy. Uit die resultate het dit gou geblyk dat die ROESY-tegniek 'n baie

waardevolle bydrae op die gebied van konformasionele analise kan lewer, en dit sal gou

baie toepassing in navorsingslaboratoria vind.

Nadat die eksperimentele inligting oor die konformasies in oplossing van R-266 en

8-266 uitgelig is, is dit eers nodig om die bepaalde konformasies van analoe sikliese

peptiede te bespreek, voordat bostaande inligting saamgevat kan word om die mees

waarskynlike konformasies van die twee sikliese pentapeptiede te voorspel.

4.5 DIE KONFORMASIES VAN DOLASTATIEN 3 ISOl\IERE

Bernier et al.336 het in 1986 die konformasie in oplossing van 'n vereenvou-

digde dolastatien 3 analoog, naamlik siklo[S-Pro-S-Leu-S-Val-(Gly)Thz-(Gly)Thz]

(328), voorgestel. Die voorstelling is gegrond op 1H-1H-ehemiese koppelingskonstantes,

NH-temperatuurafhanklike studies en die studie van 'n molekulere Dreiding-model.

Kenmerke van die voorgestelde konformasie (329) sluit die volgende in:

\.~
5

326

329

(i) Intramolekulere waterstofbinding word deur die Leu-NH-proton met die

teenoorstaande (Gly)Thz-karboniel op die sikliese ruggraat ondervind.

(ii) Die metielgroepe van Leu is nie ekwivalent nie.
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(iii) Die verskuiwing na hoer veld van die Leu-sykettingprotone is toegeskryf aan

skerming deur die koniese sone van 'n tiasoolring (ontstaan a.g,v. die ring

stroomeffek in tiasool).

(iv) Die twee tiasooiringvIakke is goed gedefinieer.

(v) Die starheid van die konformasie word deur die nie-ekwivalensie van die

geminale metileenprotone van die (GIy)Thz-residue bevestig.

Die voorstelling kan egter gekritiseer word op grond van die feit dat geen addisionele

inligting ten opsigte van byvoorbeeid die cis- of trans-konfigurasie van die Pro-amied

binding aangegee word nie. Die waardes van die visinale lU_lH-koppelingskonstantes

wat in die ondersoek verkry is (van die waardes is van 14.7 tot 17.5 Hz), en gebruik is

om die dihedrale hoeke te bepaal, kan egter in twyfel getrek word aangesien dit ons

ondervinding is dat protone van hierdie tipe verbindings nie visinale IH-IH-koppelings

van groter as 12 Hz ondergaan nie (sien hieropvolgende bespreking).

Schmidt et al.320 het die konformasie van siklo [S-Pro-S-Leu-S-Val-(Gly)Thz

(Gly)Thz] (328) baie meer deeglik as Bernier et al.336 ondersoek. In hierdie geval is

meer omvattende spektroskopiese data oor die konformasie van 328 ingewin, terwyl 'n

enkelkristal X-straalstruktuurbepaling ook uitgevoer is. Hieruit was dit moontlik om

die konformasie wat in Skema 4.10 geillustreer word, vir verbinding 328 voor te stel.

Die volgende kenmerke kan uitgelig word:

(i) Al die amiedbindings is trans, behalwe die vir (Gly)Thz[b]-Pro wat cis is.

Beide die 13C-chemiese verskuiwings en X-straalstruktuur bevestig die

verskynsel.

(ii) Twee intrarnolekulere waterstofbindings, in teenstelling met net een in die

geval van Bernier et ol., is met behulp van oplosmiddeleffekte (DMSO-d6/

CDCI3 verskille), NH-temperatuurafhanklike studies en X-straalstruktuurbe

paling vasgestel. Een van die bindings is tussen die NH van (GIy)Thz[b] en
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Skema 4.10 : 'n Stereoskopiese projeksie van 'n verteenwoordigende molekule van 328.

Die spikkellyne dui die twee intramolekulere waterstofbindings aan,

die Leu-karboniel, en die ander een tussen Leu-NH en die endosikliese N-

atoom van (Gly)Thz[b]. Eersgenoemde waterstofbinding lei tot In ,LHlraai

(d.w.s. H-binding tussen die l-ste en 4~e aminosuurresidue)288 en laasge

noemde lei tot 'n r-draai (d.w.s. H-binding tussen die l-ste en 3~e

aminosuurresidue).288 Soos reeds met die bespreking oor sikliese

pentapeptiede (Skema 4.3) genoem, neem In steries veeleisende groep soos Pro

normaalweg die 'middel posisie' van In -y-draai in en neem glisien normaalweg

die posisie tussen 'n 'r: en ,LHlraai in. Dit is duidelik dat die voorgestelde

konformasie van 328 geen uitsondering in die verband is nie.

(iii) Die gemiddelde dihedrale hoek tussen die twee vlakke van die tiasoolringe is

64°.

(iv) Die ongewone verskuiwing na hoer veld van die Leu-protone is aan die aniso

tropiese effek van 'n tiasoolring toegeskryf.

(v) Konformasionele homogeniteit van 328 is op grond van die diastereotopiese

aard van die geminale (Gly)Thz-protone en oplosmiddeleffekte (CDC13!

DMSO~6) aanvaar.

(vi) Uit die ondersoek het dit verder geblyk dat die konformasie in oplossing van
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328 feitlik identies is aan die in die kristallyne toestand.

Die ongewone groot IH-1H-koppelingskonstantes wat deur Bernier et al. aan sekere

protone van 328 toegeken is, kan bevraagteken word deur vergelyking met die ooreen

komstige waardes van Schmidt et al.

Dit is interessant om die voorgestelde konformasies van askidiasiklamied (38) in oplos

sing313 en in die kristallyne toestand45 (reeds in Afdeling 1.4.2 bespreek, sien 43) te

vergelyk. Die volgende belangrike aspekte van die konformasionele ondersoek van

verbinding 38 in oplossing kan genoem word:

(i) NH-temperatuurafhanklike, oplosmiddel-, verdunning- en NH-deuteriumuit

ruilstudies het daarop gedui dat twee intrarnolekulere waterstofbindings tussen

NH en CO groepe bestaan (330).

330

(ii) Die <p en X torsiehoeke is vanaf JHNCll'n en .JnCll'CfJH respektiewelik met

behulp van Karplus-tipe vergelykings bereken. Alhoewel die ¢ hoeke wat

m.b.v. k.m.r.-spektroskopie en Xe-straalanalise bepaal is feitlik identies is, het

die waardes van X grootliks verskil (vergelyk Afdeling 4.4.4.d).

(iii) Behalwe vir verskille in die ruimtelike rangskikking van sommige van die

sykettings, het die modelle verder goed oorcengekom.
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Teen die agtergrond van bekende analoe sikliese peptiede, en strukturele inligting aan

hand beskikbaar, kan die mees waarskynlike konformasies van R-266 ell 5-266 in oplos

sing nou voorgestel word.

4.6 DIE MEES WAARSKYNLIKE KONFORMASIES VAN R-266 EN 5-266 IN

OPLOSSING

Die resultate in Afdeling 4.4 bespreek het dit moontlik gemaak om realistiese

Dreiding-modelle van beide R-266 en 5-266 met 'n redelike mate van vertroue te

konstrueer. Inspeksie van sulke modelle het getoon dat indien minstens een van die

waterstofgebonde NH's van beide R-266 en 5-266 (nl. (Gln)Thz-NH, (Glyj'l'ha-Nllen

Val-NH) oor die middel van die ringsisteem 'n waterstofbinding moot vorm, soos in die

geval van 328 (Skema 4.10), die Pro-amiedbinding dan ook soos in die geval van 328 'n

cis-konfigurasie moot aanneem. Soos reeds genoem, sluit die result ate van 13C-k.m .r.

spektroskopie sowel as die NOE- en ROE-€ffekte hierdie moontlikheid uit. Inspeksie

van 'n Dreiding-model van 328 het getoon dat twee intramolekulere waterstofbindings

oor die ring (Skema 4.10) geakkomodeer kan word slegs indien die Pro-amiedbinding die

cis-konfigurasie aanneem. Inspeksie van Dreiding-modelle van beide R-266 en 5-266

het ook getoon dat met die Pro-amiedbinding in die trans-konfigurasie die volgende

intramolekulere waterstofbindings moontlik is:

(i) Val-NH met die endosikliese N-atoom van (Gly)Thz (die tipe waterstofbin

ding is in die geval van 328 deur Schmidt et al. bewys320).

(ii) (Gly)Thz-NH met die endosikliese N-atoom van (Gln)Thz.

(iii) (Gln)Thz-NH met die karboniel van die Pro-aminosuurresidu. Die waterstof

binding kom ooreen met die nou reeds bekende -y-draai wat in die geval van

sikliese pentapeptiede waargeneern word.288 Dit is ook bekend dat die posisie

in die middel van die -y-draai normaalweg deur 'n steries veeleisende groep

ingeneem word.288 In die gevalle van R-266 en 5-266 is daar geen uitson

dering nie omdat Leu die posisie inneem.
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Uit bostaande redenasie, sowel as inspeksie van Dreiding-modelle op grond van boge

noemde oorwegings, is die gevolgtrekking gemaak dat al die arniedprotone, behalwe die

van die nie-waterstofgebonde Leu-NH, na die binnekant van die ring gerig is. 'n Direk

te konsekwensie hiervan is dat die karbonielgroep van die Pro-aminosuurresidu na

binne, en die van die (Gly)Thz-, (Gln)Thz-, Val-en Leu-aminosuurresidue na buite die

ring gerig is.

Die aromatiese ringsisteme wat met amiedbindings gekonjugeer is, sowel as bogenoemde

waterstofbindings, plaas 'n geweldige beperking op die konformasionele beweeglikheid

van die sikliese peptiedruggraat. Dit het dit dus moontlik gemaak om die mees waar

skynlike stel torsiehoeke vir beide R-266 en ~266 uit die wat met behulp van kop

pelingskonstantes bepaal is, en selfkonsistent met die toepaslike Dreiding-modelle is, uit

te soek (Tabel 4.8).

TABEL 4.8: 'n Selfkonsistente stel torsiehoeke van die peptiedruggrate van R-266 en

8-266

Tipe torsiehoek R-266 ~266

van die
Aminosuurresidu (in grade) (in grade)

¢Vala -130 -130

¢Valb -45 -87

Wvalc +180 +180

¢Leua -85 -70

¢Leub +60 +50

wLeuc +180 +180

<P(Gln)Thza +120 -120

1/J(Gln)Thzb +60 -35

w(Gln)Thzc +180 +180

<P(Gly)Thza +120 -135
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TABEL 4.8 (vervolg) :

1P(Gly)Thzb -3 -15

w(Gly)Thzc +180 +180

<Pprod ---{i0 -{)5

1Pprob +175 +175

wProc +180 +180

waar: a - afgelei op grand van IH-IU-koppelingskonstantes en selfkonsistent

met toepaslike Dreiding-model

b - afgelei op grond van toepaslike Drelding-rnodel

c - die hoek is in selfkonsistensie met die trans-amiedbindings

d - afgelei op grond van toepaslike Dreiding-model en is selfkonsistent met

gepubliseerde waardes321

Twee belangrike waarnemings betreffende die Dreiding-modelstudie kan op die stadium

van die bespreking reeds uitgelig word:

(i) Die <P torsiehoek van Pro in beide R-266 (<i>pro = -{)OO) en 8-266 (<ppro =

---{i5°) is byna ooreenkomstig met die literatuurwaarde van <PPro indien Pro in

die ekso-- of op-konformasie (<PPro = -68°) voorkom.321

(ii) Dit is verder ook in die literatuur bekend dat indien Leu die middelste posisie

in 'n ')'-draai inneem (soos in die geval van R-266 en 8-266), <PLeu die waar

des van +70° tot +85° en 1PLeu die waardes van -60° tot -70° in die geval

van die norrnale konformasie aanneem. In die geval van die ooreenkomstige

inverse konforrnasie neem <PLe waardes van _70
0

tot -85
0

en 1PL waardes. u ~

van +60
0

tot +70
0

aan. 337 Uit die afgeleide torsiehoekwaardes van die

Leu-aminosuurresidu van beide R-266 (<PL = -85°, 1PL = +60°) en--- eu eu

8-266 (<PLeu = -70°, 1PLeu = +50°) blyk dit duidelik dat hierdie aminosuur-
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residue in inverse '}'-{lraaie betrokke is.

Tot dusver is nog geen kommentaar gelewer oor die moontlike X torsiehoeke van die

Leu-, Val- en (Gln)Thz-sykettings van R-266 en S-266 nie. Soos reeds genoem is dit

bekend dat in die geval van peptiede met starre ruggrate, die sykettings wel labiel kan

optree. Pogings om tog weI met behulp van Karplus--tipe vergelykings die X torsiehoeke

te bepaal313,335 was dus nie altyd suksesvol nie. Gevolglik kan slegs die relatiewe

populasies van moontlike sykettingkonformasies bepaal word.328 Om bogenoemde redes

is besluit om die minimumenergiekonformasies van R-266 en 8-266 verder met behulp

van molekulere kragveld (MK)-berekeninge te verfyn

Die SYBYL-program(MAXIMIN 2)338 wat vir MK-berekeninge van R-266 en 8-266

gebruik is, beskou die energie (E) van 'n molekule in die kragveld as voortspruitend uit

afwykings vanaf 'ideale' strukturele verskynsels wat deur 'n sommasie van energieby

draes soos volg benader kan word:

E ~Estr + ~Ebuig + ~Etors + ~Evdw + ~Eele + ~Eafst-b +

~Ehoek-b + ~Etor-b + ~Egebied-b

waar die sommasies oor aIle bindings, bindingshoeke, torsiehoeke en nie-gebinde inter

aksies tussen atome wat nie aan mekaar of aan 'n gemeenskaplike atoom (bv. 1,4-inter

aksies en hoer) gebind is nie, uitbrei.

Eb .
rug

is die energie van 'n binding wat ten opsigte van die natuurlike bin

dingslengte daarvan gestrek of saamgedruk is

is die energie van buiging van bindingshoeke vanaf die natuurlike

waardes daarvan

is die torsie-energie t.o.v. rotasie om bindings

verteenwoordig die Van der Waals nie-gebinde interaksies
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Eafst-b

Ehoek-b

Etor-b

Egebied-b
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is die energie vanwee elektrostatiese interaksies

is die energie wat met afstandbeperkings geassosieer is

is die energie wat met hoekbeperkings geassosieer is

is die energie wat met torsiehoekbeperkings geassosieer is

is die energie wat met gcbiedswaardebeperkings

geassosieer is.

E is slegs 'n maatstaf van intrarnolekulere spanning relatief tot 'n hipotetiese situasie.

Opsigself het E geen fisiese betekenis nie. Die waarde van E is dus die verskil in energie

tussen die ware molekule en 'n hipotetiese molekule waarin al die strukturele eienskappe

SODS bindingslengtes en bindingshoeke presies ideale of 'natuurlike' waardes het.

Indien berekeninge van die aard uitgevoer wil word, moet twee punte egter in gedagte

gehou word:

(i)' In die praktyk besit molekules gewoonlik genoeg kinetiese-energie om energie

versperrings tussen konformere in die orde van kBT binne 'n paar pikosekon

des te oorkom. Hoe hoer die energieversperring is, hoe meer moet die MK

simulasie egter uitgebrei word om 'n oorgang van een konformasie na 'n ander

te akkomodeer. Byvoorbeeld, die cisftrans-versperring van Pro is te hoog om

binne die normale rekenaarprogram gehanteer te word. 335 Dit is dus verkies

lik om met 'n struktuur te begin wat nie te veel van die verwagte resultaat

verskil nie.

(ii) Die Mlv-berekeninge het betrekking op konformasies van verbindings zn

vacuo.

Wat die eerste punt betref kan genoem word dat die Dreiding-modelle van beide R-266

en 5-266 aan die vereiste voldoen. Die modelle is vanuit eksperimenteel bepaalde

konformasionele data opgebou , wat dit moontlik gernaak het om die minimumenergie-
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konformasies van die peptiedruggrate met In redelike mate van vertroue te voorspel.

Uit die NOE- en ROE-data (kyk Skemas 4.7, 4.8 en 4.9) kon ook afgelei word dat die

Val-syketting (a.g.v. ROE~ffekte met C5Ha), asook die Leu-syketting, weg vanaf die

middelpunt van die ring gerig is. Die enigste werklike verskille tussen die voorlopige

konformasies van R-266 en 8-266 is eerstens tussen die if> en 1/J torsiehoeke van die

(Gln)Thz-aminosuurresidue as gevolg van die teenoorgestelde chiraliteit (if>S =
-if>R)295, wat natuurlik tot In verskil in die relatiewe orientasies van die aminosuur

residue se sykettings aanleiding gee. In die geval van 5-266 is die (Gln)Thz-residu se

syketting na bo die ring (d.w.s. die peptiedruggraat) gerig, en in die geval van R-266

skuins na onder die ring gerig. Aangesien die amiedprotone van die (Gln)Thz-residue se

sykettings geen waterstofbindings ondervind nie, kan aanvaar word dat MK-bereke

ninge die relatiewe orientasies daarvan, sowel as die van die ander sykettings, tot geskik

te minimumenergiekonformasies sou beperk.

Die MK-berekeninge van R-266 en 5-266 is by die WNNR deur Dr. M. Roos met

behulp van die SYBYL-program uitgevoer, Die benadering wat gevolg is het eerstens

die konstruksie van die lineere peptiedruggrate op grond van die bepaalde torsiehoeke

(Tabel 4.8) en standaard bindingslengtes320,338 en _hoeke338 behels, waarna siklisering

tussen die Pro- en Leu-aminosuurresidue bewerkstellig is. Die mlnimumenergiekonfor

masies van die resulterende sikliese peptiede (R-266 en 5-266) is dan vervolgens met

behulp van MK-berekeninge bepaal.

Die mees waarskynlike minimumenergiekonformasie van dolastatien 3 (5'-266) neem In

saalvormige konformasie aan met draaipunte op die posisies tussen die twee tiasool

aminosuurresidue en by die -y-draai waarin die Leu-residu betrokke is (kyk Figuur 4.4).

Die twee endosikliese stikstofatome van die twee tiasoolringe is effens uit die viak en na

In punt bo die viak van die peptiedruggraat gerig. Die Pro-residu is in die ekso- of

op-konformasie en is effens bo-oor die ring gebuig. Die syketting van die Val-residu is

effens hoer en weg van die peptiedruggraat, en duidelik ook weg van die Pro-residu se



~ N-atoom

~~%' S-atoom

Figuur 4.4 : In ORTEp340-Stereoskopiese projeksie van dolastatlen 3 (5-266). Om eenvoudigheidshalwe word die waterstofatome nie

aangetoon nie,
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syketting, gerig. Die Leu-residu se syketting is byna direk na onder die ring gerig en

met die (GIn)Thz-residu se syketting weer amper reguit na bo die ring uitgestrek

(Figuur 4.5). Al die NH-waterstofatome van die pepticdbindings, behalwe die van die

Leu-aminosuurresidu, is na die middel van die ring gerig, terwyl al die karboniele van

die peptiedbindings, behalwe die van die Pro-aminosuurresidu, weg van die ring gerig is.

Dit is opmerklik dat die sykettings van die Leu-, (Gln)Thz- en Pro-aminosuurresidue

byna in dieselfde vertikale vlak le. Die stel torsiehoeke (Tabel 4.9) en dihedrale hoeke

(Tabel 4.9) van die peptiedruggraat van die minimumenergiekonformasie van dolasta

tien 3 (8-266) stem baie goed met die voorgestelde waardes (kyk Tabel 4.8) ooreen.

Figuur 4.5
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TABEL 4.9 Die torsiehoeke van die peptiedruggraat van die minimumenergiekon
formasie van dolastatien 3 (8-266)

Tipe Torsiehoek
van die

Aminosuurresidu

8-266
(in grade)

Grade verskil van
voorgestelde
waardes in
Tabe14.8

¢>Yal -118 12

1Pval -83 4

Wval +175 5

¢>Leu -66 4

1PLeu +101 51

wLeu -158 22

¢>(Gln)Thz -161 41

1P(Gln)Thz -61 26

w(Gln)Thz +179 1

4>(Gly)Thz -143 8

1P(Gly)Thz -60 45

w(Gly)Thz +170 10

¢>Pro -52 13

1Ppro +139 36

wPro +178 2

N(Gln)Th~ CONYal 0 0

N(Gly)ThzC CON(Gln)Thz 0 0
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TABEL 4.10 Die dihedrale hoeke (0) van die NII-Cll'n aminosuurkomponentc'' van

die peptiedruggraat van die minimumenergiekonformasie van dolastatien

3 (8-266)

Dihedrale

hoek (0)
van tipe

aminosuur

residu

NH-CH (Val)

NH-CH (Leu)

NH-eH (Gln)Thz

NH-CHa (Gly)Thz

NH-eHb (Gly)Thz

Voorgestelde

hoekwaarde

(in grade)

+170

-135

+170

+160

-90

Minimum

energie

konformasie

hoekwaarde

(in grade)

+173

-129

+138

+156

-82

1 1H- H-koppe-

lingskonstante

(in Hertz)

9.2 Hz

7.0 Hz

9.2 Hz

7.3 Hz

2.4 Hz

Waar a: vergelyk met Skema 4.4

Uit vergelyking van die stelle hoekwaardes in Tabelle 4.9 en 4.10 met die voorgestelde

torsiehoeke in Tabel 4.8, is dit duidelik dat die minimumenergiekonforrnasiemodel heel

good met die voorgestelde Dreiding-model ooreenkom. Die waardes van die dihedrale

hoeke (0) is ook grootliks met die proton-protonkoppelingskonstantes (Tabel 4.10) in

ooreenstemming. Ten spyte van die feit dat klein hoekveranderings deur die MK-bere

keninge teweeg gebring is, het inspeksie van Dreiding-modcllc gctoon dat dit essensieel

min konformasionele veranderinge tot gevolg het. Dit moet egter in gedagte gehou word

dat waterstofbindings nie eksplisiet deur die MK-berekeninge in ag geneem word nie.

Teen die agtergrond is die afwykings in hoeke dus geenslns dramaties nie.

Dit is interessant om sekere aspekte van die minimumenergiekonforrnasie van dolasta

tien 3 uit te lig. Benewens die feit dat die Pro-aminosuurresidu steeds 'n endo- (of

op-) konformasie aanneern en dat die '}'-draai van die Lcu-aminosuurresldu behoue

gebly het, is die trans-konfigurasie van die peptiedbindings, behalwe van die Leu-residu
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(WLeu)' asook die vlakkige aard van die tiasoolkarboksamiede ook grootliks onveranderd.

Indien S-aminosuurresidue In ,-draai in In spesifieke peptiedkonformasie aanneem, is

dit nit die literatuur339 bekend dat:

(i) Normaalweg die inverse -y-draai aangeneem word (en soos bewys in beide die

gevalle van 8-266 en R-266)

(ii) Die amiedbinding tussen die 2-de en 3-de amlnosuurresidue wat in die "(

draai betrokke is, d.w.s. wLeu in die beide gevalle van R-266 en 8-266, karak

teristieke afwykings vanaf die normale trans-konfigurasie toon (+ 156° <

waminosuur < -160°). Die waarde van wLeu = -1.58° van die minimumener

giekonformasiemodel van 8-266 dien as verdere bewys van die akkuraatheid

van die voorgestelde model.

Interessant genoeg vorm die twee vlakkige tiasoolresidue 'n torsiehoek van -143° am die

CH-NH binding van die (Gly)Thz-residu (d.w.s. <P(Gly)Thz)' Daar kan tog oor die

relatiewe orientasies van die tiasoolringe gespekuleer word. Indien die twee tiasoolkarb

oksamiedkomponente in die vlak van die peptiedruggraat, of die endosikliese stikstof

atome na onder die ring gerig sou wees het, sou vanwee die vlakkigheid van hierdie

komponente, steriese interaksie tussen die sykettings van die Val- en Pro-aminosuur

residue plaasgevind het. Inspeksie van 'n Dreiding-model het getoon dat tot die ver

skynsel aanleiding gegee word in In poging om die HCaVal-NHVal proton-protonkop

pelingskonstante van 9.2 Hz te akkomodeer. In so 'n geval sou rnoontlik dan ook NOE

en RO~ffekte van byvoorbeeld tussen die protone van die Val-residu se syketting en

die tiasoolproton van die (Gly)Thz-residu, asook tussen die protone van die (Gln)Thz

residu se syketting met die tiasoolproton van die (Gln)Thz-residu, waargeneem word.

Dit was verder oak interessant om die afstande deur die ruimte tussen die waterstofge

bonde atome, sowel as tussen atome met sterk NOE- en ROE-effekte, direk met behulp

van die SYBYL-program te bepaal. Schmidt et al.320 het die afstand tussen twee
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waterstofgebonde atome as in die orde van 2.04-2.47 A met behulp van X-straalanalise

bepaal. In die geval van dolastatien 3 (8-266) is die afstande tussen die amiedproton

van die (Gln)Thz-aminosuurresidu en die karbonielsuurstof van die Pro-aminosuur

residu 2.641 A, terwyl die afstand tussen die amiedproton van die Val-aminosuurresidu

en die endosikliese stikstof van die (Gly)Thz-aminosuurresidu 2.472 A is. Die inter

atoomafstand tussen die amiedproton van die (Gly)Thz-aminosnurresidu en die endo

sikliese stikstof van die (Gln)Thz-aminosuurresidu is 2.245 A. SOOS reeds genoem is

geen spesiale voorsorg geneem om die waterstofbindings in die model wat deur die MK

geminimiseer is, in te bou nie. Bostaande resultate dien dus as 'n duidelike bewys van

die getrouheid van die voorgestelde minimumenergiekonformasiemodel van dolastatien

3. In die meeste gevalle word NOE's waargeneem indien die interprotonafstande nie

groter as 3-4 A is nie.288 Die afstand deur die ruimte tussen C7H en C5Ha, en C7H en

C5Hb, wat albei sterk ROE-effekte toon, is 1.887 A en 2.384 Aonderskeidelik. Die

afstande deur die ruimte van ander atome wat NOE- en ROE-€ffekte toon is ook in

ooreenstemming met die literatuurwaardes van 3-4 A.

Die mees waarskynlike minimumenergiekonformasie van R-266 neem, analoog aan

dolastatien 3, 'n saalvormige konformasie aan met draaipunte op die posisies tussen die

twee tiasoolaminosuurresidue en by die -y-draai waarin die Leu-residu (kyk Figure 4.6

en 4.7) betrokke is. Die konformasie van die (Gly)Thz-Val-Pro-Leu-komponent is

essensieel byna dieselfde as in die geval van dolastatien 3 (8-266). Wat wel ten opsigte

van 8-266 verskil, is die konformasie van die (Gln)Thz-residu deurdat die syketting van

hierdie residu nou na onder die ring gerig is en dat die ylak van hierdie tiasoolkarboks

amiedresidu van so 'n aard is dat die endosikliese stikstofatoom nou na 'n punt byna

direk onder die peptiedruggraat gerig is. Die endosikliese swaelatoom van hierdie tia

soolring is dus na 'n punt bo die peptiedruggraat, maar effens weg daarvan, gerig. Deur

inspeksie van Dreiding-modelle het dit duidelik geblyk dat die tiasoolring van die

(Gln)Thz-residu so 'n orientasie inneem om moontlike steriese interaksie tussen die

sykettings van die Leu- en (Gln)Thz-residue, wat albei non aan dieselfde kant van die
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Figuur 4.6 : 'n ORTEp:HO-Stereoskopiese projeksle van R-266. Om eenvoudigheidshalwe word die waterstofatome nie aangetoon nie.
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Figuur 4.7

peptiedruggraat en beide na onder gerig is, tot 'n minimum te beperk.

Die stel torsiehoeke (Tabel 4.11) en dihedrale hocke (Tabel 4.12) van die peptiedrug-

graat van die minimumenergiekonformasie van R-266 is in groot ooreenstemming met

die voorgestelde waardes (kyk Tabel 4.8). Deur die stelle hoekwaardes in Tabelle 4.11

en 4.12 met die voorgestelde torsiehoeke in Tabel 4.8 te vergelyk, is dit duidelik dat die

minimumenergiekonformasiemodel van R-266 baie good met die voorgestelde
.

Dreiding-model ooreenkom. Die waardes van die dihedrale hoeke (0) is ook grootliks

met die proton-protonkoppelingskonstantes in ooreenstemming. Inspeksie van 'n

Dreiding-model van die minimumenergiekonformasiemodel van R-266 het getoon dat

hierdie model 'n meer akkurate voorstelling van die minimumenergiekonformasie
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TABEL 4.11 Die torsiehoeke van die peptiedruggraat van die minimumenergiekonfor

masie van R-266

Tipe torsiehoek
van die

Aminosuurresidu

R-266
(in grade)

Grade verskil van
voorgestelde
waardes in
Tabe14.8

~al -142

1JVal
-{)3

Wval +172

cPLeu -72

'1PLeu +82

wLeu -170

<P(Gln)Thz +116

7P(Gln)Thz +69

w(Gln)Thz +177

<P(Gly)Thz +124

7P(Gly)Thz -38

w(Gly)Thz +177

cPPro -55

'1Ppro +144

wPro +178

N(Gln)Th~CONVal 0

N( ) C CON ) 0- Gly Thz- - -(GIn Thz

12

18

8

12

22

10

4

6

3

4

35

3

5

31

2

o
o
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TABEL 4.12 Die dihedrale hoeke (8) van die HCa-NH aminosuurkomponente'' van die

peptiedruggraat van die minimumenergiekonforrnasie van R-266

Dihedrale

hoek (8)
van tipe

aminosuur

residu

Voorgestelde

hoekwaarde

(in grade)

Minimum

energie

konformasie

hoekwaarde

(in grade)

1H-lII-koppe

lingskonstante

(in Hertz)

NH-eH (Val) +170 +154 9.7 Hz

NH-eH (Leu) -135 -132 7.2 Hz

NH-eH (Gln)Thz +170 +179 9.2 Hz

NH-CHa (Gly)Thz -180 -176 10.0 Hz

NH-eHb (Gly)Thz +90 +64 2.2 Hz

Waar a : vergelyk met Skema 4.4

verteenwoordig. Die enigste werklike verskil is die 1/J torsiehoek wat die (Gly)Thz

aminosuurresidu aanneem. Soos reeds in die besprcking van die minimumenergiekonfor

masie van dolastatien 3 genoem is, is die relatiewe orientasle van die twee tiasoolamino

suurresidue tentatief op grond van IH-1H-koppelingskonstantes en steriese faktore

bepaal, Dit kon dus verwag word dat i\IK-bcrekeninge wel tog veranderinge in die

torsiehoeke van hierdie twee tiasoolaminosuurresidue tot gevolg sou he.

Die twee vlakkige tiasoolresidue vorm In torsiehoek van + 124
0

om die CH-NH binding

van die (Gly)Thz-arninosuurresidu (d.ws. <P(Gly)Thz)' Soos in die geval van dolasta

tien 3, is dit interessant om ook die afstande deur die ruirnte tussen die waterstofgebon

de at orne van R-266 te vergelyk. Die afstand deur die ruimte tussen die amiedproton

van die (Gln)Thz-arninosuurresidu en die karbonielsuurstof van die Pro-aminosuur-
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residu is 2.056 A, terwyl die afstand tussen die amiedproton van die Val-aminosuur

residu en die endosikliese stikstof van die (Gly)Thz-aminosuurresidu 2.211 A is. Die

interatoomafstand tussen die amiedproton van die (Gly)Thz-aminosuurresidu en die

endosikliese stikstof van die (GIn)Thz-aminosuurresidu is 2.323 A. Die interatoomaf

stande tussen bogenoemde waterstofgebonde atome kom baie goed ooreen met die gerap

porteerde waardes van 2.04-2.47 A.320 Soos in die geval van dolastatien 3, is alle NOE

en ROE-effekte goed in ooreenstemming met die bepaalde interatoomafstande tussen

die betrokke atome.

Aangesien die fisiologiese aktiwiteit van 'n molekule grootliks deur die konformasie wat

dit aanneem bepaal word, kan verwag word dat R-266 en 5-266 tog wel in aktiwiteit sal

verskil. Die verskil in konformasies van die twee verbindings word duidelik in die 1H_

en 13C-k.m.r.-spektra daarvan weerspieel. Die verskille in k.m.r.-spektra, en die rol

wat dit speel om konformasionele verskiIle te kan voorspel, is die onderwerp van die

laaste bespreking. Dit is ook verder interessant om die 1H_ en 13C-k.m.r.-spektra van

die lineere pentapeptiede met die van die sikIiese analoe te vergelyk en om sodoende dus

In aanduiding te kan kry van tot welke mate konformasionele veranderinge met siklise-

ring gepaard gegaan het.

4.7 DIE 1H_ EN 13C-K.M.R.-SPEKTRA VAN 5-266 EN R-266 : 'N VERGE

LYKENDE STUDIE

Die 1H_ en 13C-k.m.r.-spektra van die lineere pentapeptiede N-t-Boc-5-

Leu-R-(GIn )Thz-(Gly)Thz-5-Val-5-Pro-OMe (R-324) en N-t-Boc-5-Leu-5

(Gln)Thz-(Gly)Thz-5-Val-5-Pro-OMe (5-324), sowel as die van die sikliese peptiede

R-266 en '>-266 (dolastatien 3), word in Tabelle 4.13-4.16 aangegee. Die atome is so
.

genommer am in al die tabelle ooreenkomstig te wees. (Vergelyk met sketse van H--266

en 5-266 in Hoofstuk 3). Die toekennings van 1H-resonansies aan die protone is deur

spinontkoppelingseksperimente, COSY-spektra en vergelykende studies met korter

sintetiese fragmente moontlik gemaak. Die 13C-k.m.r.-toekennings is met behulp van

bekende 13C-waardes vir aminosure308, DEPT- en HETCOR-spektra uitgevoer.
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IH_ en 13C-k.m.r.-toekennings relatief tot tetramctielsllaan in
deuteroehloroformoplossing van die Iineere pentapeptied R-324 (200
MHz)

Toekennings- Chemiese verskuiwings (dpm) 1II-multiplisiteit
nommervan (J, Hz)
koolstowwe 1H 13C

1a 3.71 52.30(kj 3H, s
1 170.87(s
2 4.49 59.02(d III, dd, J = 8.2 en 5.2

Hz
3 1.90-2.40 29.11n 2H, m
4 1.90-2.40 24.95 t 2H,m
5 b: 3.75 47.52 t HI, m

a: 3.92 HI, m
6 172.49(S~
7 4.75 5.5.73(d HI, del, J = 9.3 en 7.8

Hz
7a 2.00

31.
59t 1H,m

7b 0.99 18.24 k 3H,d,J=6.7Hz
7e 1.07 19.09 k 3II, d, J = 6.7 Hz
8
9 160.76 s
10 7.98 124.00 d) 1H, S
11 148.84 s)
12 b: 4.76 40.61(t) 1H, dd, J = 11.8 en 6.1

Hz
a: 4.87 HI, dd, J = 11.8 en 6.1

Hz
13

174.9Tl14 161.0.5 S
15 8.02 124.37 d) 1H, S
16 149.00 S~
17 5.15

53.S5t III, m
17a 2.30 29.93 t ~ 2II, m
17b 2.20 31.59 t 2H, m
17e 173.27iSj
18 172.29 S
19 4.21 50.88 d 1H, m
19a 1.65 41.12 t) 2H, m
19b 1.35 24.S1 dl 1H, m
isc 0.93 21.92 k 3H, d, J = 5.9 Hz
19d 0.94 22.94 k 3H, d, J = 5.9 Hz
20 155.98(s
20a 80..51 ~s)
20b 1.39 28.28 k) 9H, s

m
7.95 1H, d, J = 9.3 Hz
8.22 1H,br t,J = 6.1 Hz
b: 5.62 HI, br s
a: 6.49 1H, br s

(4) 7.79 1H, d, .J = 7.8 Hz
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TABEL 4.13 (vervolg):

(5) 5.30 IH,d, J = 7.6 Hz

TABEL 4.14: 1H_ en 13C-k.m.r.-toekennings relatief tot tetrametielsilaan in
deuteroehloroformoplossing van die lineere pentapeptied ~324 (200
MHz)

Toekennings- Chemiese verskuiwings (dpm) 1H-multiplisiteit
nommer van (J, Hz)
koolstowwe IH 13C

1a 3.69 52.27(kj 3H, s
1 170.78(8
2 4.55 5S.99r 1H,m
3 1.80-2.40 29.12 tj 2H,m
4 1.80-2.40 24.92 t 2H,m
5 b: 3.68 47.M t 1H,m

a: 3.89 IH,m
6 172.57(sj
7 4.78 55.53(d IH, dd, J = 9.3 en 7.7

Hz
7a 2.00

31.
74t HI, m

7b 0.98 18.08 k 3H, d, J = 6.8 Hz
7e 1.06 19.18 k 3H, d, J = 6.6 Hz
8 167.34 s
9
10 8.01 123.90 d) IH, s
11 148.92 s)
12 4.87 40.82(t) 2H, d,.J = 5.7 Hz
13 175.0T114 161.12 s
15 8.03 124.34 d) III, S
16 148.92 sj
17 5.21 52.51!d IH,m
17a 2.30 30.21 t~ 2H,m
17b 2.20 31.68 t 2H,m
17e 173.47~Sl18 172.28 8
19 4.22 51.00 d IH,m
19a 1.53 41.78 t) 2H,m
19b 2.14 24.63 dl IH,ffi
Ige 0.80 21.90 k 3H, d, J = 5.4 Hz
I9d 0.80 22.79 k) 3H, d, J = 5.4 Hz
20 1.55.72(s
20a 80.10~S)
20b 1.36 28.30 k) 9H, s

m
7.90 IH, d, J = 9.3 Hz
8.43 IH,br t,J = 5.7 Hz
b: 5.82 IH. br s
a: 6.60 in, br s
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1II, d, J = 7.9 Hz
1H, d, J = 7.6 Hz

TABEL 4.15: 1H_ en 13C-k.m.r.-toekennings relatief tot tetrametielsilaan in
deuterochloroformoplossing van die sikliese pentapeptied R-266 (400
MHz)

Toekennings- Chemiese verskuiwings (dpm) 1H-multiplisiteit
nommer van (J, Hz)
koolstowwe 1H 13C

1 170.13(S~
2 4.38 62.28(d 1H, dd, J = 8.2 en 6.9

Hz
3 2.04 29.49(t) 1H, m

2.37 1H, m
4 2.03 25.54ft~ 2H, m
5 b: 3.65 48.43 t 1H, dt, J = 10.4 en 6.9

Hz
a: 3.85 1H, dt, J = lOA en 6.1

Hz
6 171.20(S?
7 4.98 54.17(d 1H, dd, J = 9.8 en 2.4

Hz
7a 2.03 32.37!d 1H, m
7b 0.95 20.28 k 3Il, d, J = 6.8 Hz
7c 0.49 15.22 k 3H, d, J = 6.9 Hz
8
9 160.21 s
10 8.01 124.10 d) 1H, s
11 147.76 s)
12 b:4.47 40.17(t) 1H, dd, J = 17.6 en 2.2

Hz
a: 5.48 IH, dd, J = 17.6 en 10.1

Hz
13 174.9Tl14 162.15 s
15 8.07 124.7.5 d) 1H, s
16 148.09 s~
17 5.41 52.91(d 1H, ddd, J = 11.5, 9.2 en

3.8 Hz
lia ~: 2.57 27.97(t) IH, ddt, J = 18.8, 9.5 en

3.9 Hz
a l : 2.67 1H, ddt, J = 18.8,

7.0 en 4.8 Hz
lib 2.40 31.40(t) 2H,m
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TABEL 4.15 (vervolg):

17e
173.

1°i'j18 171.0.5 s
19 4.33 48.23(d 1H, ddd, J = 10.9, 7.2 en

4.0 Hz
19a ~: 1.26 40.96(t) 1H, ddd, J = 14.3, 10.9

en 5.3 Hz
at: 1.88 1H, ddd, J = 14.3, 9.1 en

4.0 Hz
19b 1.59 25.54(d) 1H, ddk, J = 9.1, 6.6 en

5.3 Hz
1ge 0.91 21.38~k~ 3H,d, J = 6.6 Hz
19d 0.93 23.18 k 3H,d, J = 6.6 Hz

(~j
7.98 1H,d, J = 9.7 Hz
8.27 1H,dd J = 10.0 en 2.2 Hz
b: 5.31 1H, br s
a: 6.44 1H, br s

~g~
7.54 1H, d, J = 9.2 Hz
5.67 1H, d, J = 7.2 Hz

TABEL 4.16: 1H_ en 13C-k.m.r.-toekennings relatief tot tetrametielsilaan in
deuteroehloroformoplossing van die sikliese pentapeptied 5-266 (dola
statien 3) (400 MHz)

Toekennings- Chemiese verskuiwings (dpm) 1U-multiplisiteit
nommer van (J, Hz)
koolstowwe 1H 13C

1 169.40(S~
2 4.00 62.61 d 1H,t,J = 7.8 Hz
3 2.24 28.41 tj 2H,m
4 1.94 25.4.5 t 2H,m
5 b: 3.69 48.26 t 1H,dt,J = 9.6 en .5.9 Hz

a: 3.87 1H,ddd,J = 9.6, 7.5 en
3.3 Hz

6 170.92(s
7 4.75 55.62 d 1H,dd,J = 9.2 en 7.2 Hz
7a 2.05 31.88 d HI, m
7b 1.04 21.18 k 3H, d, J = 6.7 Hz
7e 1.15 23.30 k 3Il, d, J = 6.8 Hz
8 165.7i s
9 160.30 s
10 8.05 123.71 d) 1H, S
11 148.30 s)
12 b: 4.6.5 40.97(t) 1H,dd,J = 18.1 en 2.4 Hz

a: 5.23 IH,dd,J = 18.1 en 7.3 Hz
13 174.30(s)
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TABEL 4.16 (vervolg) :

14 160.80!~15 8.07 124.26 ) IH, s
16 149.00 s~
17 5.52 54.97(d IH,ddd,J = 10.9, 9.2 en

4.6 Hz'
17a 2.13 29.62~t~ 2H, m
17b 2.40-2.70 33.27 t 2H, m
17c

171.
091')18 172.00 s

19 3.83 48.61(d IH,ddd,J = 11.0, 7.0 en
4.0 Hz

19a 1.55
37.7Tl 2H, m

19b 2.33 25.43 dj IH, m
19c 0.90 18.55 k 3H, d, J = 6.6 Hz
19d 0.95 19.53 k 3H, d, J = 6.6 Hz

g~
8.30 IH, d, J = 9.2 Hz
8.73 IH, dd, J = 7.3 en 2.4

Hz
(3) b: 5.48 IH, br s

a: 6.29 IH, br s

~~~
7.83 IH, d, J = 9.2 Hz
6.39 IH, d, J = 7.0 Hz

Alhoewel die lineere pentapeptiede R-324 (Tabel 4.13) en 8-324 (Tabel 4.14) diastereo

mere is, verskil die IH_ en 13C~hemiese verskuiwings, sowel as die protou-protonkop

pelingskonstantes, nie veel van mekaar nie. Die enigste werklike verskil is dat die twee

metileenprotone van die (Gly)Thz-residu in die geval van R-324 diastereotopies van

aard is (0 H12a = 4.87, IH, dd, J = 11.8 en 6.1 Hz; 0 H12b = 4.76, IH, dd, J = 11.8 en

6.1 Hz), waarteenoor hierdie protone van 8-324 chemies ekwivalent (0 H12a b = 4.87,,
2H, d, J = 5.7 Hz) is. Uit vorige besprekings blyk dit dat eersgenoemde geval 'n aandui-

ding van konformasionele homogeniteit (of starheid) en laasgenoemde geval 'n aandui

ding van konformasionele labiliteit is. Soos reeds genoem, plaas die vlakkige aard van

die twee tiasoolkarboksamiede sowel as die intramolekulere waterstofbindings in die

molekules teenwoordig 'n geweldige beperking op die konformasionele labiliteit van die

klas van verbindings. Alhoewel geen temperatuurafhanklike studies op R-324 en 8-324

uitgevoer is me, kan gespekuleer word dat die teenoorgestelde konfigurasie van die
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(Gln)Thz-aminosuurresidu in die geval van R-324 tot 'n addisionele, of sterker, intra

molekulere waterstofbinding aanleiding gee. Konformasionele homogeniteit in die geval

van lineere pentapeptiede beteken nie noodwendig dat hierdie vcrbindings net so fisio

logies aktief as die sikliese analoe sal wees nie, omrede die degradasie van sikiiese pep

tiede in organismes heelwat stadiger as in die geval van die Iineere analoe288 plaasvind.

Die gevolg is dat die biologiese aktiwiteit van sikliese peptiede langer in die organismes

gehandhaaf kan word.

Soos reeds volledig bespreek, is die twee gerninale protone van die (Gly)Thz-residue in

beide R-266 (Tabel 4.15) en 5-266 (Tabel 4.16) diastereotopies van aard. Merkbare

verskille in die 1H_ en 13C-chemiese verskuiwings van die chirale sentra, veral van

C17H en C19H, word duidelik waargeneem. Verder meer is die 13C-resonansies van die

(Gln)Thz-residu (d.w.s. C17H, C17aH, C17bH en C17eH) van R-266 ± 2 dpm na laer

veld as in die geval van 5-266 verskuif. Uit die besprekings van die minimumenergie

konformasionele modelle van R- en 5-266 volg dit duidelik dat die syketting van die

(Gln)Thz-residue in beide gevalle in verskillende cherniese omgewings verkeer. Hierdie

syketting is direk na bo die peptiedruggraat in die geval van 3-266, en direk na onder

die peptiedruggraat in die geval van R-266, gerig.

Die opmerklikste verskil tussen die 1H_ en 13C-k.rn.r.-spektra van R-266 en 5-266

word egter in die chemiese verskuiwings van die twee metielgroepe van die Val-amino

suurresidue waargeneem. Vir 5-266 is die twee metielgroepe (C7bH3 en C7cH3) in byna

chemies ekwivalente omgewings, maar in die geval van R-266 ondergaan beide die twee

groepe se resonansies eH- en 13C_) verskuiwings na hoer veld. Veral die een metiel

groep (C7cH3) word sterk geskerm en resoneer in die 1H-k.m.r.-spektrum van R-266

by 00.49 (5-266 : 8 1.04) en in die 13C-k.m.r.-spektrum by 01.5.22 (5-266 : 5 21.18).

Die verskynsel is geredelik verklaarbaar in terme van die relatiewe orientasie van die

karbonielgroep van die vlakkige (Gly)-tiasoolkarboksamiedkomponent ten opsigte van

die syketting van die Val-residu. In die geval van 5-266 (dolastatien 3) is die vlakkige
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(Gly)-tiasoolkarboksamiedkomponent so georienteer dat die karbonielgroep van hierdie

komponent byna parallel aan die C7-H binding gerig is (kyk Tabel 4.10 : (}(NH-GH)Val

= +173°). Gevolglik is die C7H-e7aH binding byna loodreg ten opsigte van die kar

bonielgroep gerig. In die geval van R-266 is die situasie ietwat anders. Inspeksie van

die minimumenergiekonformasiemodel van R-266 toon dat die (Gly)-tiasoolkarboks

amiedkomponent teen 'n kleiner hoek uit die vlak van die peptiedruggraat gerig is (kyk

Tabel 4.12 : O(NH-GH)Val = +154°), met die gevolg dat die karbonielgroep teen 'n

baie kleiner hoek na die een metielgroep van die Val-residu (C7cH3) gerig is (inter

atoomafstand =2.399 A). Die anisotropiese effek van hierdie karbonielgroep gee dus tot

die verskuiwings na hoer veld van die 1H_ en 13C-resonansies van die C7cH3 groep

aanleiding. Aangesien die ander metielgroep van die syketting van die Val-residu

(C7bH3) ook in die vlak van C7cH3, maar verder van die karbonielgroep gelee is, onder

vind dit 'n kleiner anisotropiese effek wat die kleiner verskuiwings na hoer veld van die

IH_ en 13C-resonansies van die groep verklaar. Verdere inspeksie van In Dreiding

model van die minimumenergiekonformasie van R-266 het aangetoon dat die relatiewe

orientasie van die syketting van die (Gln)Thz-residu geen invloed op bogenoemde

verskynsels kan uitoefen nie.

Dit is verder ook interessant om die IH_ en 13C-k.m.r.-spektra van die lineere penta

peptiede met die van die sikliese analoe te vergelyk. Dit behoort In goeie aanduiding te

gee van die konformasionele verandering wat die Iineere pentapeptiede moes ondergaan

om te kon sikliseer. Natuurlik, indien slegs minimale verskille tussen die spektra voor

kom kan afgelei word dat die konformasie van elke lineere pentapeptied baie met die van

die onderskeie sikliese analoog ooreenkom, d.w.s, die konformasie van die lineere penta

peptied is van so 'n aard dat dit geredelik siklisering kan ondergaan (en d.w.s. in hoe
.

opbrengs).

Klein verskille in die IH_ en 13C-ehemiese verskuiwings van die chirale sentra (d.w.s.

CH's) word tussen die spektra van die lineere R-324 en die sikliese R-266 waargeneem.
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Die grootste verskiIle tussen die spektra van die twee verbindings word in die resonan

sies van die twee metieIgroepe van die Val-residu (die chemiese verskuiwings van die

sykettings van die Leu-residu se metielgroepe verskil bale min in die twee spektra) en

die twee geminale protone van die (Gly)Thz-residu waargeneem. Die eerste verskynsel

is reeds in die voorafgaande bespreking behandeI. Die tweede verskynsel word verklaar

deur die groter relatiewe konformasionele starheid van die sikliese pentapeptied met die

gevolg dat die metileenprotone in die geval groter diastereotopiese karakter aanneem.

By die lineere pentapeptied neem die NH-proton van die (Gly)Thz-residu dihedrale

hoeke van ongeveer +1200 of -120° ten opsigte van elke metileenproton in, maar in die

geval van die sikliese analoog is die dihedrale hoeke -176° en +64°. Die groter N(4)H

koppelingskonstante van 9.2 Hz in die geval van die sikliese peptied (teenoor 7.8 Hz in

die lineere pentapeptied), kan moontlik aan vorming van die intramolekulere waterstof

binding tussen hierdie amienwaterstof en die Pro-residu se karbonielgroep toegeskryf

word. Die resulterende ,..--draai behoort heelwat beperking op die relatiewe konforma

sionele mobiliteit van die amiedproton ten opsigte van die lineere analoog te plaas.

Behalwe vir die resonansies van C17H en C19H, sowel as van die twee geminale protone

van die (Gly)Thz-residu, verskil die 1H_ en 13C-k.m.r.-spektra van die lineere penta

peptied 8-324 egter baie min met die van die sikliese analoog (5-266). In die geval van

die lineere pentapeptied 5-324 is die twee geminale protone van die (Gly[Tha-amino

suurresidu chemies ekwivalent, waarteenoor in die gevaI van die sikliese pentapeptied

8-266 die protone diastereotopies van aard is. Die amiedproton van die (Gly)Thz

aminosuurresidu van 5-266 vorm dihedrale hoeke van +1560 en -82° met die twee

geminale protone. Die verskil in die koppeHngskonstantes van N(4)H tussen 8-324 en

8-266 (7.9 Hz teenoor 9.2 Hz onderskeidelik) kan soos in die geval van R-266 aan die

vorming van die ')'---draai (d.w.s. 'n intrarnolekulere waterstofbinding tussen die amied

proton van die (Gln)Thz-aminosuurresidu en die karbonielsuurstof van die Pro-amino

suurresidu) na siklisering, toegeskryf word.

Uit bostaande bespreking kan tot die gevolgt.rekking gekom word dat die konformasies
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van beide R-266 en 8-266 baie good met die konforrnasies van die analoe lineere penta

peptiede ooreenkom. Die gevolgtrekking word gestaaf deur die gemak van siklisering

(d.w.s. relatiewe kort reaksietye en onverdunde reaksiernengsels) en hoe opbrengste in

die bereiding van die sikliese pentapeptiede behaal. Uit die bespreking blyk dit verder

dat al hoe minimaal die verandering in samestelling van sikliese pentapeptiede (bv.

R-(Gln)Thz vs. S-(Gln)Thz), dit tog tot merkbare verskille in die konformasies van die

molekules aanleiding gee wat op sy beurt weer tot 'n verskil in fisiologiese aktiwiteit kan

lei.
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HOOFSTUK 5

EKSPERlMENTEEL

5.1 ALGEMEEN

Die opname van spektra is met behulp van die volgende instrumente uitge-

voer:

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

Infrarooispektra (IR)

Ultravioletspektra (UV)

Massaspektra (MS)

Kernmagnetieseresonans-

spektra (KMR)

: Perkin-Elmer-297!841

: Hitachi 150-20

: Varian MAT-212!SS-188

: Bruker \VP-80

Bruker \VP-500

Varian VXS-200

Tensy anders vermeld, is CDC~ as oplosmiddel gebruik met tetrametielsilaan (TMS)

as interne standaard by bepaling van die k.m.r.-spektra. Die volgende notasies is

gebruik om die k.m.rv-seine aan te dui:

s singulet

d doeblet

dd doeblet van doeblette

ddd doeblet van doeblet van doeblette

t triplet

dt doeblet van triplctte

ddt doeblet van doeblet van triplette

k kwartet

dk doeblet van kwartette



ddk

dkk

m
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doeblet van doeblet van kwartette

doeblet van kwartet van kwartctte

multiplet

Optiese rotasies ([a]t) is met 'n Perkin-Elmer 141 polarimeter bepaal vir oplossings in

chloroform, tensy anders gespesifiseer. Smeltpunte is m.b.v. In Kofler mikrowarmplaat

bepaal en word ongekorrigeerd weergegee. Tensy anders vermeld, is kwalitatiewe

dunlaagchromatografie (die) op kommersiele Whatrnan silikajel KSF (250 /lm) plaat

jies uitgevoer. Die dic plaatjies is met gekonsentreerde chroomsuur en/of 1% palla

diumchloried spuitreagense ontwikkel, tensy anders vermeld. "Chromatografie" ~er

wys na preparatiewe kolomehromatografie op silikajel (ongeveer 100-voudige hoeveel

heid Merck 'Kieselgel 60', 60-200 11m). Oplosmiddels is in 'n volume:volume verhou

ding gemeng wanneer dit vir ehromatografiese doeleindes gebruik is.

5.2 DROOG VAN OPLOSMTDDELS

OPLOSMIDDEL

Chloroform, koolstoftetraehloried,

dichloormetaan.

Benseen, heksaan, dioksaan,

dimetoksietaan (DME).

Etiel asetaat

Dimetielsulfoksied (DMSO),

dimetielformamied (DMF).

Tetrahidrofuraan (THF)

METODE

P205' distillasie

Natrium, distillasie

Anhidriese natriumsulfaat,

kaliumkarbonaat, distillasie

Kalsiumhidried,

distillasie (in vacuo)

Natriumhidried
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5.3 EKSPERIMENTEEL VAN AFDELING 2.4

Etiel 2-bensamidometieltiasool-4-karboksielsuur (110) is ooreenkomstig

die sintese van Brookes et a1.4d vanaf glisinonitrielhidrochloried berei.

2-Aminometieltiasool-4-karboksielsuurhidrochloried (111)

Etiel 2-bensamidometieltiasool-4-karboksielsuur (110, 2.14 g, 7.4 mmol) en 5.5 N

waterstofchloried (25 ml) is geroer en in 'n H2 atmosfeer onder terugvloei verhit vir 16

uur. Die oplossing is toegelaat om af te koel en by OOC vir 3 uur gelaat. 'n Groot

hoeveelheid kleurlose kristalle het uit die oplossing gekristalliseer en is afgefiltreer. Die

kristalle is met eter (150 ml) gewas. Dlc het getoon dat die eteroplosbare gedeelte uit

suiwer bensoesuur bestaan het. Die waterige filtraat is met eter (2x50 ml) geekstra

heer, die waterige fase drooggedamp en die residu uit metanol-eter gekristalliseer.

Beide groepe van eteronoplosbare kristalle (1.16 g en 0.13 g onderskeidelik, totaal 1.29

g, 90%) is as 2-aminometieltiasool-4-karboksielsuurhidrochloried (111) bewys deur

smp. 268-270 oC ontbinding. (Lit. 7a smp. 269-270oC); FAB (in gliserolmatriks), m/z

159 (vry basis + H+).

24,N-t-butoksikarboniel-1'-aminometiel)tiasool-4-karhoksielsuur (112)

By 'n yskoue oplossing van 2-aminometieltiasool-4-karboksielsuurhidrochloried (111,

5.0 g, 25.7 mmol) en 1 N natriumhidroksied (52 ml) in droe dimetoksietaan (50 ml) is

di-t-butieldikarbonaat (5.6 g, 25.7 mmol), opgelos in dimetoksietaan (10 ml), drupsge

wys bygevoeg. Die reaksiemengsel is vir 30 minute by OOC, gevolg deur 1 uur by

kamertemperatuur geroer. Die mengsel is met 2.7 N waterstofchloried na pH 2 aange-

SUUT en met chloroform (2x 80 ml) geekstraheer. Die gekombineerde

chloroformekstrakte is gedroog (anhidriese natriumsulfaat) en onder verminderde druk

afgedamp. Die residu (suiwer volgens dec) is eenmalig vanuit metanol-eter-pentaan

geherkristalliseer om suiwer N-t-Boc-(Gly)Thz (112, 2 g, 35%) te lewer. Smp.

185-186°C (Lit.336 smp. 184°C); UV: Amaks = 235 nm; vmaks (KBr) 3470 (N-H),

3390 (O-H, breed), 1720 en 1693 (C=O) em-I; IH-k.m.r. (DMSO-d6) 8 1.37 (9H, s,
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C(CH3)3)' 4.35 (211, d, J = 6.1 Hz, CH2-NH), 7.80 (lII, br t, J = 6.1 Hz, CH2-NH),

8.30 (1I1, s, tiasoolproton); 13C-k m.r. (DMSO-d6) D28.0i (3x, k, C(C1I3)3)' 41.83 (t,

CH2-NH), 78.56 (s, C(CH3)3)' 128.04 (d, C-5), 146.71 (s, C-2), 155.6.5 (s, NIIOCO),

161.94 (s, C-4), 171.43 (s, COGH); m/z 258 (1, M+), 185 (.55, M+-oC(CH3)3)' 142

(17, M+-NHOCOC(CH3)3); Analise bereken vir C lOH14N20 4St=

C 46..50 ,H 5.46, N 10.85. Gevind: C 46.73, H 5.37, N 10.91.

N-t-butoksikarboniel~lisinonitriel (113)

In Mengsel van glisinonitrielhidroehloried (108, 5 g, M mmol) en trietielarnien (32.5

rnl) in anhidriese dimetielformamied (32.5 ml) is vir .5 minute by kamertemperatuur

geroer, waarna di-t-butieldikarbonaat (23.57 g, 108 mmol) tydens hewige roering, by

60°C, daarby gevoeg is. Na 'n reaksietyd van 35 minute by die temperatuur is die

reaksiemengsel na kamertemperatuur laat afkoel en die vlugtige komponente verwyder

in vacuo. Die residu is vir 10 minute in yskoue waterstofehloried (pH 2.2, 25 ml)

geroer waarna die produk met etiel asetaat (3x120 ml) geekstraheer is. Die gekombi

neerde organiese fases is gedroog (anhidriese natriumsulfaat ), gefiltreer (selliet) en

ingedamp onder verminderde druk. Chromatografie van die residu op silika (heksaan:

etiel asetaat 7:3) het 8.39 g (99%) N-t-Boe-glisinonitriel (113) as 'n kleurlose stroop

-1
gelewer. vmaks 3440 (N-H), 2230 (C:N), 1720 (C=O) en 1180 (C-o-e) em ;

1H- k m.r. 61.40 (9H, s, C(CH3)3)' 3.99 (2H, d, J = 5.8 Hz, CH2-NH), 5.41 (IH, br t,
13J = 5.8 Hz, CH2-NH); C-k.m.r. 1528.17 (3x, k, C(CII3)3)' 29.10 (t, C-2), 81.18 (s,

C{CH3)3)' 116.72 (s, C-1), 155.14 (s, NHOCO); mjz 157 (1, MH+), 83 (3, M+

OC(CH3)3); Analise bereken vir C7H12N202: C 53.83, II 7.74, N 17.94. Gevind:

C 53.75, H 7.71, N 18.03.

.
N-t-butoksikarboniel-glisinotioarniE'd (114)

Absolute etanol (160 ml) is eers met arnrnoniak (gas) en daarna met waterstofsulfied

(gas) by OOC versadig. Kristalle van arnmoniumwaterstofsulfied (NH4HS) het in groot
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hoeveelhede gevorm. N-t-butoksikarboniel-glisinonitriel (113, 7 g, 44.82 mmol) is in

etanol (200 ml) opgelos en by die NH4HS suspensie gcvoeg. Die reaksiemengsel het

vinnig heldergeel geword en die meeste van die kristalle van NII4HS het opgelos. Die

het volledige reaksie na 5 uur by kamerternperatuur getoon. Die reaksiemengsel is met

water (500 ml) verdun en met chloroform (2x250 ml) geekstraheer. Die organiese fase

is met water (100 ml) gewas, gedroog (anhidriese natriumsulfaat) en in vacuo

drooggedamp om In kleurlose stroop te lewer. Kristallisasie uit etiel asetaat-heksaan

het 7.61 g (89.3%) suiwer tioamied (114) gelewer. Smp. 124°C (Lit.336 smp. 124°C);

vmaks 3440 (N-H), 3360 (NH2, doeblet), 1700 (C=O), 1500 (C=S) en 1180 (C-Q-C)

em-I; 1H-k.m.r. b 1.37 (9H, s, C( CH3)3)' 4.06 (2H, d, J = 6.0 Hz, CH2-NH), 5.62

13(lH, br t, J = 6.0 Hz, CH2-NH), 8.07 (2H, br s, -NH2); C-k.m.r. b 28.21 (3x, k,

C(CH 3)3)' 51.00 (t, C-2) , 80.60 (s, C(CH3)3)' 156.15 (s, NaCO), 210.24 (s, C-1);

mjz 190 (65, M+), 75 (72, MH+-NHOCOC(CH3)3); Analise bereken vir

C7H14N202S1: C 44.19, H 7.42, S 16.85. Gevind: C 44.07, H 7.48, S 16.79.

Etiel 2-:fN-t-butoksikarboniel-1 '-aminometielhiasool-4-karboksielsullr (115)

Metode A : Standaard Hantzsch-reaksie

Die tioamied (114, 3 g, 15.77 mmol) en etiel broompiruvaat (2.36 mI, 18.92 mmol) in

absolute etanol (6 mI) is vir 15 minute onder terugvloei verhit. Die oplossing het

liggeel geword en dec het volledige reaksie aangetoon. Die oplosmiddel is onder ver

rninderde druk verwyder en die residu tussen chloroform (50 ml) en 5% natriumbikar

bonaat (20 ml) verdeel, Die organiese rase is in vacuo drooggedamp en die residu uit

etiel asetaat-heksaan gekristalliseer om die suiwer tiasoolester (115) in 'n opbrengs van

63% (2.84 g) te lewer. Smp. 133°C (Lit.336 smp. 133°C); vmaks 3450 (N-H), 1720

(C=O) en 1180 (C-o-e) em-I; IH-k.m.r. b 1.39 (:lH, t, J = 7.0 Hz, CH2-eH3),

1.43 (9H, s, C(CH3)3)' 4.41 (2H, k, J = 7.0 Hz, CH2-eH3), 4.64 (2H, d, J = 6.4 Hz,

CH2-NH), 5.25 (IR, br t, J = 6.4 Hz, CH2-NH), 8.11 (lH, s, tiasoolproton); 13C_

k.m.r. b 14.31 (k, CH2-eH3), 28.25 (3x, k, C(CH3)3)' 42.36 (t, CH2-NH), 61.44 (t,

CH2-eH3), 80.40 (s, C(CH3)3)' 127.80 (d, C-.5), 146.89 (s, C-2), 155.58 (s, NHOCO),
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161.23 (8, C-4), 170.02 (8, CO-GEt)i m/z 286 (16, M+), 241 (39, M+-GEt), 230 (92,

MH+-C(CH3)3)i Analise bereken vir C12H18N204S1: C 50.34, H 6.34, N 9.78.

Gevind: C 50.39, H 6.37, N 9.70.

Metode B : Gemodifiseerde Hantzsch-reaksie

By In hewig geroerde heterogene mengsel van die tioamicd (114, 3 g, 15.77 mmol) en

fyngemaalde kaliumwaterstofkarbonaat (12.63 g, 126.14 mmol) in anhidriese dimetoksi

etaan (6 ml) is etiel broompiruvaat (5.91 ml, 47.30 mmol) gevoeg. Na 'n reaksietyd

van 1 minuut by kamertemperatuur is die liggeel reaksiemengsel na OOC afgekoel en 'n

voorafbereide mengsel van trifluoorasynsuuranhidricd (8.91 ml, 63.07 mmol) en piri

dien (11.48 ml, 141.91 mmol) in dimetoksietaan (2 ml), is bygevoeg. Die reaksiemeng

sel het rooi-bruin van kleur geword en dfc het aangetoon dat tiasoolvorming byna

onmiddellik volledig plaasgevind het. Die mengsel is laat opwarm na kamertempera

tuur en die vlugtige komponente versigtig onder verminderde druk afgedamp. Die

residu is gesuspendeer in etiel asetaat (lx50 ml) en geekstraheer met water (2x25 ml).

Die organiese fase is gedroog (anhidriese natrlumsulfaat), gefiltreer (selliet) en inge

damp in vacuo. Kristallisasie uit etiel asetaat-heksaan het suiwer tiasoolester (11.5) in

'n opbrengs van 86.2% (3.89 g) gelewer; Smp. 133°C (Lit.336 smp. 133°C).

2-(N-t-butoksikarboniel-1 '-aminometielltiasool-4-karboksieIsuur (112)

Die tiasoolester (115, 0.7 g, 2.45 mmol) is in 'n dioksaan (5 ml) en water (5 ml) meng

sel opgelos. 1 N Natriumhidroksied (2.45 ml) is by die helder oplossing gevoeg en die

reaksiemengsel is vir 3 uur by kamertemperatuur geroer. Die mengsel is met eter

geekstraheer en die waterige fase is met 3 N waterstofchloried na pH 2 aangesuur. Die

tiasoolsuur het spontaan uitgepresipiteer en die presipitaat is afgefiltreer. Kristallisasie
.

van hierdie produk uit etanol-heksaan het suiwer N-t-Boc-(Gly)Thz (112, 0.54 g,

85.9%) gelewer. Smp. 185-186°C (Lit.336 smp. 184°C).
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5.4 EKSPERIMENTEEL VAN AFDELING 2.5

N-Bensieloksikarboniel-S=glutamiensuur (120)

s-Glutamiensuur (13.2 g, 90 mmol) en magnesiumoksied (11.2 g, 270

mmol) is gesuspendeer in gedistilleerde water (150 ml) en met 'n magnetiese roerder

geroer. Etieleter (45 mI) is bygevoeg en die mengsel in 'n ysbad geroer. Bensielchloor

formiaat (30.7 g, 180 mmol) is drupsgewys oor 'n tydperk van 30 minute bygevoeg.

Die ysbad is verwyder en roering vir een uur voortgesit. Die mengsel is aangesuur

(gekonsentreerde waterstofchloried) na pH 5 en met etiel asetaat (3x150 mI) geekstra

heer. Die gekombineerde organiese fases is met 5% waterstofchloried (2x50 ml) en

water (2x50 ml) gewas en gedroog (anhidriese natriumsulfaat). Die organiese oplos

middel is in vacuo verwyder. Die residu is na triturering met petroleumeter as 'n vaste

stof verkry. Herkristallisasie van hierdie vaste stof uit etiel asetaat-petroleumeter het

N-ebz-8-g1utamiensuur (120, 19.4 g, 78%); Smp. 118-120
oC

(Lit.107 smp. 120°C);

[a]55-5.9°(C 10, ysasynsuur) (LitJ07 [a]b9-7.1° (c 10, ysasynsuur)) gelewer.

N-Bensieloksikarboniel-S=glutamiensuuranhidried (121)

N-ebz-8-glutamiensuur (120, 5.6 g, 20 mmol) is opgelos in tetrahidrofuraan (droog,

50 mI) en disikloheksielkarbodiimied (4.12 g, 20 mmol), opgelos in tetrahidrofuraan (10

mI), is by die eerste oplossing gevoeg. Die mengsel is teen vog beskerm (kalsiumchlo

rieddroogbuis) en 14 uur by kamertemperatuur gelaat, waarna dit na OoC afgekoel is.

Die gepresipiteerde urium is deur filtrasie verwyder. Die vaste stof is met tetrahidro

furaan (2x8 ml) gewas en die gekombineerde filtrate in vacuo by 43°C gekonsentreer.

Die residu (5.15 g) is uit chloroform-eter gekristalliseer by OoC om die anhidried (121,

3.94 g, 75%) te lewer. Smp. 93-94°C (Lit.106 smp. 94-9.SoC); [a]55-39.5° (c 10,

ysasynsuur) (LitJ06 [a]55-i3.0o (c 10, HAc)).

N-Bensieloksikarboniel-S-isoglntamien (122)

N-ebz-5-glutamiensuuranhidried (121, 3.5 g) is opgelos in chloroform (40 ml, vars

gedistilleer van natriumkarbonaat) en eter (60 rnl, vars gedistilleer van natrium). Die
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geroerde oplossing is na -60oC afgekoel (asetoon-droe ys). NH3(gas) is vir 30 minute

deur die oplossing geborrel. In Eksotermiese reaksie het plaasgevind en die interne

temperatuur het vir In kort tydjie na -450C gestyg gedurende die eerste vyf minute.

Die oplossing is toegelaat om na kamertemperatuur op te warm en die oplosmiddel in

vacuo by 40°C verwyder. Die residu is met 37 ml water behandel. Die oplossing wat

verkry is, is gefiltreer om onopgeloste materiaal te verwyder en met IN waterstofchlo

ried na pH 3.4 by OOC aangesuur. Die gepresipiteerde jel is deur filtrasie versamel en

met water (100 ml) en eter (50 ml) gewas. Die vaste stof is in vacuo gedroog. Hierdie

materiaal (2.12 g) is met dunlaag (metanol:ysasynsuur:etiel asetaat 6:3:93) geanaliseer,

wat een hoofproduk asook 'n klein onsuiwerheid aangetoon het. Die produk is uit 'n

minimum water geherkristalliseer om suiwer N-ebz-5-isoglutamien (122, 2.48 g,

69%) te lewer. Smp. 173-1750C
(Lit.106 smp. 174-1750C); [ll']~5-6.5° (c 2, metanol)

(Lit.106 [ll']~5-7.1° (c 2, metanol)).

N-Bensieloksikarboniel-5-isoglutamien metielester (123)

Metode A

In Oormaat van In eteroplossing van diasometaan is by 1 g fynverdeelde N-bensieloksi

karboniel-5-isoglutamien (122) in metanol (25 mI) gevoeg en die oplossing vir 30

minute by kamertemperatuur gehou. Die oormaat diasometaan is met asynsuur ont

bind. Die mengsel is gefiltreer en in vacuo drooggedamp, Die residu, wat uit 1:1

metanol-water gekristalliseer is, het N-ebz-5-isoglutamien metielester (123, 786 mg)

gelewer. Smp. 118-1190C (Lit. smp.110 118-120oC); [it]65-5.5°(C 1, metanol)(Lit. l1O

[ll']fi4-5.7° (c 1, metanol)).

Metode B

N-ebz-B-glutamiensuur (120, 22.4 g) in droe tetrahidrofuraan (150 mI) is met disiklo

heksielkarbodiimied (17.68 g) in tetrahidrofuraan (25 ml) behandel en die oplossing vir

12 uur by kamertemperatuur gelaat, gevolg deur 2 uur by DoC. Die gepresipiteerde

disikloheksielureum is met filtrasie verwyder. Die vaste stof is met chloroform (150
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ml) gewas en die gekombineerde filtrate tot -60oC afgckoel (asetoon/droe ys). Die

geroerde oplossing is met 'n kalsiumchlorieddroogbuis teen vog beskerm. NH3(gas)

(gedroog deur oar natriumhidroksiedkorrels te stuur) is vir 30 minute dour die

oplossing geborrel en het die vorming van 'n dik, wit presipitaat tot gevolg gehad. Die

oplosmiddel is in vacuo by 40°C verwyder en die residu in water (150 ml) opgeneem.

Onoplosbare materiaal is deur filtrasie verwyder en die waterige fase aangesuur (3N

waterstofchloried) tot pH 2 by OoC. Die presipitaat wat verkry is, is afgefiltreer.met

water gewas en in vacuo gedroog. Die vaste suur (19.S g) is sonder verdere suiwering

in 2:1 metanol-chloroform (150 ml) opgeneem en met 'n oormaat diasometaan (wat uit

20 g nitrometielureum berei is volgens die met ode wat in Organic Synthesis Col. Vol.

11 beskryf is) behandel. Verwydering van die oplosmiddels en kristallisering van die

vaste residu uit 1:1 metanol-water het N-ebz-S-isogllltamien metielester (123, 13.9

g, 60%) gelewer. Smp. 118-120°; [a]65-5.8° (c 1, metanol); m/z 294 (M+,

C14H1SN205 vereis M: 294).

N-Bensieloksikarboniel-5-1'=amino-1=Sianobottersuur (12'»

N-ebz-S-isoglutamien metielester (123, 1.16 g, 3 mmol) is opgelos in dimetielforrn

amied (2.5 ml) en N-metielmorfolien (0.78 ml, SA mmol) is bygevoeg. Die geroerde

oplossing is teen vog beskerm en by OOC gehou. Tionielchloried (0.3 ml, 4.2 rnmol vars

gedistilleer) is drupsgewys oar 'n tydperk van 3 minute bygevoeg. Die temperatuur

van die reaksiemengsel het na 30°C gestyg. Die oplossing is vir 2 uur by OoC gehou en

het ligbruin van kleur geword. Die op hierdie stadium het 'n hoeveelheid onveranderde

aanvangsmateriaal aangetoon. Nog tionielchloried (0.1 ml) is bygevoeg en die reaksie

mengsel toegelaat om tot kamertemperatuur op te warm. Na 1 uur is die oplossing in

'n mengsel van fyn ys (50 g) en natriumbikarbonaat (10 g) gegooi. Die mengsel is met

etiel asetaat ,(60 rnl) geekstraheer. Die organiese fase is met water (2x50 rnl) gowas,

gedroog (anhidriese natriumsulfaat) en in vacuo drooggcdamp om 'n bruin olie (1.24 g)

te lewer. Chromatografie oar silika (50 g) en eluering met heksaan--etiel asetaat (1:1)

het die nitrielester (124,0.795 g, 70%) as 'n kleurlose olie gelewer wat met verloop van
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tyd gesolidifiseer het. In Monster wat uit eter-heksaan geherkristalliseer is het smp.

. 50-51°C gehad (Lit. 109 smp. 51-52°C).

Die bogenoemde ru nitrielester (891 mg) is opgelos in asetoon (4.5 ml) en water (1.5

rnl). 1 N Natriumhidroksied (3 ml, 3 mmolekwivalente) is drupsgewys oor 15 minute

by die geroerde oplossing gevoeg. Die mengsel is vir nog 30 minute geroer, met water

verdun (10 rnl) en met eter (2x20 ml) geekstraheer. Die waterige fase is aangesuur met

verdunde waterstofchloried en met chloroform (2x25 ml) geekstraheer. Die organiese

fase is met water (13 rnl) gewas, gedroog (anhidriese natriumsulfaat) en in vacuo

drooggedamp. Die residu (802 mg) is uit etieI asetaat-heksaan gekristalIiseer om die

suiwer N-ebz-5--y-amino-")'-ilianobottersuur (125,615 mg, 78.2% totale opbrengs) te

° (. 109 0 [] 25 ° ( 1)lewer. Smp. 116-117 C LIt. smp. 110.5-112 C); aD -48.9 c 1, metano

(Lit.1°9 [a]i>5 -49.7° (c 0.8, metanoI)); m/z 262 (M+, C13H14N204 vereis M: 262).

N-BensieloksikarbonieI-S-:y-amino-:Y-Sianobut iramied (126)

Die nitrielsuur (125, 4.93 g, 18.8 mmol) is in droe tetrahidrofuraan (80 ml) opgeneem

en die oplossing na -23°C afgekoel met voortdurende roering. N-metielmorfoIien (1.9

rnl, 18.8 mmol) en isobutielchloorformiaat (2.44 mI, 18.8 mmol) is bygevoeg en die

mengsel vir 25 minute by -23°C gehou. NH3(gas) is by hierdie temperatuur vir 30

minute deurgeborreI. Die mengsel is toegelaat om tot kamertemperatuur op te warm

en gepresipiteerde soute is deur filtrasie verwyder. Die oplosmiddel is in vacuo verwy

der en die mengsel in chloroform (300 ml) opgeneem. Die chloroform is met water

(2x30 ml) gewas, gedroog (anhidriese natriumsulfaat) en in vacuo verwyder om die

amied as In vaste stof (4.64 g) te lewer. Dunlaagchromatografie (asetoon:chloroform

1:1) het die suiwerheid van die verbinding bevestig. Dit is uit asetoon-chloroform
. ?5

gekristalliseer en het smp. 147-148°C gehad; [ali) --41.5° (c 1, metanol); vmaks 3400,

3310, 3220, 2225, 1715, 1650 en 1540 cm-1; 1H-k.m.r. (DMSO-d6) D1.98 (2H, m),

2.27 (2H, m), 4.68 (lH, dt, J = 7.5 Hz, CH-NH), 5.18 (2H, 5, C6H5CH20-), 8.3 (lH,

d, J = 7.5 Hz, NH-eH); m/z 261 (M+).
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Gevind: C 59.44, H 5.68, N 15.88, Bereken vir C13H15N303: C 59.76, H 5.79, N 16.08.

N-Bensieloksikarboniel-8-y=amino-y=tiokarbamoielbottersuuramied (127)

Absolute etanol (120 ml) is eers met ammoniak(gas) en dan met waterstofsulfied(gas)

by OoC versadig. Kristalle van ammoniumwaterstofsulfied het in groot hoeveelhede

gevorm. N-ebz-s---y-amino--y-sianobutiramied (126, 6 g) is in kokende etanol (150

ml) opgelos. Die afgekoelde oplossing is by die bogenoemde NH4HS suspensie gevoeg.

Die reaksiemengsel het vinnig heldergeel geword en die meeste van die kristalle van

NH4HS het opgelos. Die het volledige reaksie na 5 uur by kamertemperatuur getoon.

Die mengsel is met water (500 ml) verdun en met chloroform (2x250 ml) geekstraheer.

Die organiese fase is met water (100 ml) gewas, gedroog (anhidriese natriumsulfaat) en

in vacuo drooggedamp om 'n gom (5.87 g) te lewer. Kristallisasie uit etiel asetaat het

die suiwer tioamied (127,4.2 g) gelewer. Smp. 12D-1210C; [£1']55-8.0°, (c 1, etanol);

vrnaks 3412, 3300, 3225, 1714, 16.58 en 1535 em-I; IH-k.m.r. (DMSO-d6) <54.65 (Ill,

dt, J = 7.5 Hz, CH-NH), 6.92 (IH, d, J = 7.5 Hz, NH-eII), 7.3 (IH, br s) en 7.9 OH,

br s) (CONH2), 9.25 (IH, br s) en 9.75 (IH, br s) (CSNH2); m/z 295 (M+).

Gevind: C 52.98, H 5.67, N 14.37, S 10.61. Bereken vir C13H17N303S: C 52.87, H

5.80, N 14.22, S 10.86.

Ornsetting van die tioamied (127) net die nitricl (126)

Die tioamied (127, 295 mg, 1 mmol) is opgelos in dlmetoksietaan (1 ml). Dietielkarbo

naat (0.7 ml, 7 mmol vars gedistilleer) en N-rnetielmorfolien (0.2 ml, 2 mmol) is

bygevoeg. Die oplossing is vir 48 UUf by kamertemperatuur geroer. Die reaksiemeng

sel is met water (20 ml) verdun en met etiel asetaat (2x20 ml) geekstraheer. Die

organiese fase is met 2% sitroensuur (20 ml) en water (20 ml) gewas. Die etiel asetaat

is gedroog (anhidriese natriumsulfaat) en afgedamp. Die gom wat verkry is, is deur

silika (30 g) in etiel asetaat gefiltreer om die nitriel (126, 40.1 mg) te lewer. Smp.

146-147°C; [£1'155-39.2° (c 1, metanol). Die produk is geidentifiseer deur direkte

vergelyking (IR, k.m.r.) met werklike monster.
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Etiel R/S-2--{N-bensieloksikarboniel-1 '-amino-3'-amidopropielltiasool-4-karb-

oksielsuur (128)

Metode A

Die tioamied (127, 590 mg, 2 mmol) en etiel broornpiruvaat (0.28 mI, 2.2 mmol) in

absolute etanol (9 ml) is vir 15 minute onder terugvloei verhit. Die oplossing het

liggeel geword en dtc het voIledige reaksie aangetoon. Die oplosrniddel is in vacuo

verwyder en die residu tussen chloroform (50 ml) en 5% natriumbikarbonaat (20 ml)

verdeel. Die chloroformfase is in vacuo drooggedamp en die residu (745 mg) uit etiel

asetaat-eter gekristalliseer om die suiwer N-ebz-R/5-(Gln)Thz-QEt (128, 950 mg)
ote lewer. Smp. 154-155 C; vmaks 3420, 3300 , 3210, 1720, 1690, 1660, 1620 en 1540

em-I; IH-k.m.r. 0 1.43 (3H, t, J = 7 Hz, CH2-eH3), 1.8-2.7 (4H, m, CH2-eH2),

4.38 (2H, k, J = 7 Hz, CH3CH20 - ), 4.95 (lH, m, NH-eIT), 5.15 (2H, s, C6H5CH20 ),

6.9 (IH, br s) en 7.4 (IR, br s) (CONH2), 8.35 (IH, d, J = 7 Hz, NH-eH), 8.52 (lH, s,

tiasoolproton); EI m/z 391 (M+); FAB m/z (NaI-gIiserolmatriks): 392 (MH+) en 414

(MNa+).

Gevind: C 55.45, H 5.37, N 10.57, S 8.07. Bereken vir C18H21N30 5S : C 55.23, H

5.41, N 10.73, S 8.19.

Metode B

Dieselfdeas metode A, behalwe dat metanol i.p.v. etanol gebruik is.

Metode C

Metode A by kamertemperatuur vir 1 uur in die teenwoordigheid van I molekwivalent

silwertetrafluoorboraat.

.
Metode D

Die tioamied (127, 1.04 g, 3.53 mmol) is in droe dimetielformamied (10 ml) opgelos.

By die geroerde oplossing is etiel broompiruvaat (0.6 ml, 40% oormaat) gevoeg. Die

reaksiemengsel het vinnig geel geword en dtc het getoon dat aIle aanvangsmateriaal
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binne 40 minute verdwyn het. Die reaksiemengsel is met etiel asetaat (150 ml) verdun

en die organiese oplossing met 1% natriumbikarbonaat (100 ml) en water (3xlOO ml)

gewas. Die organiese fase is gedroog (anhidriese natriumsulfaat) en drooggedamp

onder verminderde druk. Die residu is uit etiel asetaat-eter gekristalliseer om die

tiasool (128, 1.19 mg) te lewer. Smp. 155-1.56°C.

RIS-2-{N-bensieloksikarboniel-1 '-amino-3'-amidopropiel)tiasool-4-karboksiel-

suur (129a)

Die tiasoolester (128, 3.5 g, 9.33 mmol) is in 'n dioksaan (60 ml) en water (60 ml)

mengsel opgelos. 1 N Natriumhidroksied (10 ml) is by die helder oplossing gcvoeg en

die mengsel by kamertemperatuur gelaat. Dee hct volledige reaksie na 2 uur aange

toone Die reaksiemengsel is met eter (200 ml) geekstrahcer. Die waterige fase is met 3

N waterstofehloried aangesuur en die presipitaat afgefiltreer. Kristallisasle van hierdie

materiaal uit etanol-heksaan het die suiwer N-Gbz-R/s-(Gln)Thz (129a, 2.8 g, 86%)

gelewer. Smp. 185-186°C; vmaks 3475, 33.52, 3132, 1720, 1660, 1634, 1586, 1543 en

1338 em-I; 1H-k.m.r. (DMSO-d6) 0 1.89-2.33 (4H, m, CH2-CH2), 4.90 (lH, m,

CH-NH), 5.07 (2H, s, PhCH20 ), 6.86 (111, br s) en 7.35 (lH, br s) (CONH2), 8.30

un, d, J = 7 Hz, NH-GH), 8.46 (lII, s, tiasoolproton); 13C_k.m.r. (DMSO-d6) 829.9

(t), 31.1 (t), 53.0 (d), 65.6 (t), 127.5 (d,2x), 127.7 (d,2x), 128.3 (d), 128.7 (d), 136.8

(s), 147.0 (8), 155.9 (s), 162.0 (s), 173.3 (s), 174.4 (s); FAR m/z (NaI-gliserolmatriks)

m/z 386 (MNa+) en 364 (MH+). Gevind: C 52.67, H 4.50, N 11.52, S 8.55. Bereken

vir C16H17N305S : C 52.88, R 4.71, N 11.56, S 8.82.

RIS-2=£N-t-butoksikarboniel-l '-amino-3'-amidopropif'l)tiasool-....4-karboksiel-

suur(129b)

N-ebz-R/ s-(GIn)Thz-QEt (128, 1.96 g, 0..5 mmol) is in droe dichloormetaan (20 ml)

by OoC gesuspendeer. 32% Waterstofbromied in ysasynsuur (20 ml) is bygevoeg en die

mengsel vir 4 uur by OoC geroer. 'n Helder liggeel oplossing is verkry. Eter (60 ml) is

stadig bygevoeg en die gepresipiteerde wit hidrobromied (1.77 g) afgefiltreer en in
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vacuo gedroog. Die hidrobromied is sonder verdere suiwering in 'n mengsel van diok

saan (20 ml) en water (20 ml) opgelos. Die oplossing is met verdunde natriumhidrok

sied geneutraliseer en 'n addisionele 5 ml 1 N natriumhidroksied is bygevoeg. Die

oplossing is vir 4 uur by kamertemperatuur geroer totdat hidrolise van die estergroep,

soos deur dlc aangetoon, volledig was. Die reaksiemengsel is hierna afgekoel na 0°C en

di-t-butieldikarbonaat (1.4 g) in dioksaan (3 ml) is bygevoeg. Die reaksiemengsel is

vir 24 uur by DoC geroer en met 3 N waterstofchloried na pH 2 aangesuur. Die gepresi

piteerde materiaal (1.64 g) is afgefiltreer en gedroog. Kristallisasle uit metanol-eter

het suiwer N-t-Boc-R/~Gln)Thz (129b, 1.36 g, 83%) gelewer. Smp. 124-126°C;

1H-k.m.r. (DMSO-d6) 81.52 (9H, s, (CH3)3C), 4.77 (lH, m, CH-NH), 8.25 (lH, d, J

= 7.5 Hz, CH-NH), 8.49 (lH, s, tiasoolproton); FAB (gliserolmatriks) m/z 330

(MH+).

Gevind: C 47.60, H 5.75, N 12.70, S 10.08. Bereken vir C13H19N305S: C 47.41, H

5.81, N 12.76, S 9.73.

N-Bensieloksikarboniel-S-2-amino-3-metielbutiramied (131)

N-ebz-S-valien (130, 10 g, 40 mmol) in droe tetrahidrofuraan (150 ml) is geroer en

na -23°C afgekoel. N-metielmorfolien (4.4 ml, 40 mmol) en isobutielchloorformiaat

(5.2 ml, 40 mmol) is bygevoeg. 'n Wit presipitaat het onmiddellik gevorm. Die meng

sel is vir 25 minute by -23°C geroer. Droe NH3(gas) is vir 30 minute by -23°C deur

die mengsel geborrel. Die reaksiemengsel is toegelaat om tot kamertemperatuur op te

warm en die wit presipitaat afgefiltreer. Die vaste stof is met water (200 ml) en

dichloormetaan (100 ml) gewas. Dit is uit etanol geherkristalliseer om die amied (131)

as fyn naalde (6.8 g, 68%) te lewer. Smp. 218-219°C; [G']~5-21.2° (c 5,

dimetielformamied); 1H-k.m.r. 80.82 (3H, d, J = 7 Hz) en 0.91 (3H, d, J = 7 Hz)

(CH3)2CH), 3.87 nn, dd, J = 7 en J = 9 Hz, CH-NH), 5.09 (2H, s, PhCH2), 7.15

(lH, d, J = 9 Hz, NH-eH); mJz 250 (M+).

Gevind: C 62.26, H 7.30, N 11.08. Bereken vir C13H1SN203: C 62.38, H 7.25, N

11.19.
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N-Bensieloksikarboniel-S-2-amino-3-metielbutironitricl (132)

Die amied (131, 5 g, 20 mmol) is in 'n mengsel van dimetielformamied (30 ml) en

dimetoksietaan (20 ml) by OOC gesuspendeer. Die grootste gedeelte van die materiaal

het nie opgelos nie. By hierdie geroerde suspensie (teen vog beskerm met 'n kalsium

chlorieddroogbuis) is tionielchloried (3 ml, 33 mmol) oor 'n tydperk van 1 minuut

gevoeg. Die interne temperatuur het tot 20°C gestyg oor 'n periodc van 3 minute. Die

ysbad is verwyder en die reaksiemengsel, wat stadig donkerbruin geword het, is vir 2

uur by karnertemperatuur gelaat. Die reaksiemengsel is op fyn ys (200 g) en natrium

bikarbonaat (50 g) gegooi en die mengsel met etiel asetaat (300 ml) geekstraheer. Die

organiese fase is met water (2x300 ml) gewas, gedroog (anhidriese natriumsulfaat) en

in vacuo drooggedamp. Die oranje olie wat verkry is, is oor silika (200 g) gechromato

grafeer met heksaarr-etiel asetaat (1:1) as elueermiddel om die nitriel (132, 3.3 g, 72%)

te lewer. Na kristallisasie uit eter-heksaan het dit smp. 55-56°C gehad. [a]:55-35.4°

(c 11.5, dimetielformamied); 1H-k.m.r. 01.07 (3R, d, J = 7 Hz, CH3CH), 1.10 (3H, d,

J = 7 Hz, CH3CH), 2.10 (lH, m, (CH3)2CH), 4.5.5 nn, dd, J = 7 en J = 9 Hz, CH

NH), 5.21 (2H, s, C6H5-CH2-); m/z 232 (M+). Gevind: C 57.13, H 6.86, N 12.18.

Bereken vir C13H16N202: C 62.22, H 6.94, N 12.04.

N-Bensieloksikarboniel-S-2-amino-3-metielbutirotioamied (133)

Droe etanol (50 ml) is eers met ammoniak(gas) by OoC en daarna met waterstofsulfied

(gas) by OoC versadig. Kristalle van arnmoninmwaterstofsulfied (NH4HS) het gevorm.

By die geroerde oplossing is die nitriel (132, 4.5 g, 19 mmol) in dimetoksietaan (15 ml)

gevoeg. Die mengsel is toegelaat om tot karnertemperatuur op te warm. Na 3 uur is

die mengsel met water (20 ml) verdun en met etiel asetaat (200 ml) geekstraheer. Die

organiese fase is met water (100 ml) gewas en gedroog (anhidriese natriumsulfaat). Die

oplosmiddel is in vacuo afgedamp om 'n bruin olie (5..5 g) te lewer, wat op silika (200

g) in etiel asetaat-heksaan (1:3) gechromatografeer is om die tioamied (133, 4.65 g,
?-

92%) te lewer. Smp. 112-1l3°C (uit eter-heksaan); [O]i)·)+10.0o(c 10.5, dimetielform-

amied); IH-k.m.r. 0 0.98 (6H, d, 2x, J = 7 Hz, (CH3)2CH-), 2.10 nn, m,
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(CH3)2CH-), 4.36 (IH, dd, J = 7 en J = 9 Hz, ClI-NIl), 5.13 (2H, s, C6H5CH2-),

5.80 (IH, d, J = 9 Hz, CH-NH), 8.30 (IH, br s) en 8.65 (HI, br s) (CSNH2); m/z 266

(M+).

Gevind: C 58.41, H 6.57, N 10.32, S 11.72. Bereken vir C13HlSN202S : C 58.62,

H 6.81, N 10.51, S 12.04.

Etiel RIS-2-{N-bensieloksikarboniel-1 '-amino-2'-metielpropiel)tiasool--4-karb-

oksielsuur (134)

Die tioamied (133, 710 mg, 2.67 mmol) is opgelos in droe dimetielformamied (7 ml).

Etiel broompiruvaat (0.4 mI, 3 mmol) is bygevoeg. Na 1.5 uur by kamertemperatuur

is die reaksiemengsel met etiel asetaat (40 ml) verdun en met water (25 ml), waterige

5% natriumbikarbonaat (50 ml) en water (50 ml) gewas, Die organiese fase is gedroog

(anhidriese natriumsulfaat) en in vacuo drooggedamp om 'n geel olie te lewer wat op

silika (50 g) in etiel asetaat-heksaan (1:3) gechromatografeer is om die R]S-tiasool

(134, 905 mg, 93%) te lewer. Smp. 85-87°C (uit etcr-hrksaan); vmaks 3410, 3300,

1715 en 1695 em-I; 1H-k.m.r. 00.93 (3I1, d, J = 7 Hz, CTI3CH-), 0.95 (3H, d, J = 7

Hz, CH3CH-), 1.42 (3H, t, J = 7 Hz, CH3CH2), 2.4.5 (III, m, (CH3)2CH-), 4.45 (2H,

k, J = 7 Hz, CH3CH20) 5.02 un, dd, J = 6 en J = 9 Hz, CH-NH), 5.20 (2H, s,

C6H5CH2-), 5.65 (lH, d, J = 9 Hz, CH-NH), 8.17 (III, s, tiasoolproton); FAB (in

gliserolmatriks) m/z 363 (MH+).

Gevind: C 59.48, H 6.03, N 7.54, S 8.60. Bereken vir CI8H22N204S : C 59.65, H 6.12,

N 7.72, S 8.85.

RIB-2-{1'-amino-2'-metielpropiel )tiasool-4-karhoksj('lsumhidroehloried (13.5)

Die tiasoolester (134, 950 mg) in dimetoksietaan (10 ml) en gekonsentreerde soutsuur

(10 ml) is in 'n argonatmosfeer vir 6 uur onder terugvloei verhit. Die reaksiemengsel is

afgekoel en met eter (3x20 ml) geekstraheer, Die waterige rase is drooggedamp en die

residu uit etanol-eter gekristalliseer om Rjs-(Val)Thz.IICl (135, 566 mg, 85%) te

lewer. Smp. 268-270
oC

(ontbinding) (Lit.4g smp. 269-272°C); Amaks 235 nm (( 5850
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in water); FAB (in gliserolmatriks) m/z 200 (vry basis + n+).

Etiel Rf5-2=!N-benskarboniel-l'-amino-21-meticlpronie1iliasool-4-karboksielsnur

S-2-Bensamido-3-metielbutirotioamied (200 mg, [Q]~4+83.0o (c 1, etanol)), wat

volgens die metode van Dean et al.4g berei is, is vir 30 minute onder terugvloei verhit

met etiel broompiruvaat (175 mg) in etanol (4 ml). Die oplosrniddel is in vacuo verwy

der en die residu (255 mg) in chloroform (20 ml) opgelos. Die organiese fase is met

waterige natriumbikarbonaat (2xlO ml) en water (20 rnl) gewas. Die chloroform is

afgedamp en die residu op silika (3 g) gechromatografeer. Eluering met etiel asetaat

heksaan (1:3) het N-benskarboniel-R/s-(Val)Thz-DEt (206 rug) gelewer. Na kristal

Iisasie uit waterige etanol was die smp. 120-121°C (Lit.Jig smp. 119-120
oC); [a155 -"

--{l.gO (c 3, etanol), (Lit.4g [a]54-3.7° (c 2.5, 95% etanolj ); I H- k.m.r. {) 0.95 (6H, d,

2x, J = 7 Hz, (CH3)2CH), 5.08 (IH, dd, J = 6 en J = 9 Hz, CH-NH), 6.80 (IH, d, J =
9 Hz, CH-NH), 8.19 (s, IH, tiasoolproton); m/z 332 (M+).

Die bogenoemde reaksie is ook in deuterometanol uitgevoer. Die produk het smp.

118-120
oC,

m/z 332 en 333 (ca. 1:9 M+ en (M-H+D)+) gehad. Die 1H-k.m.r.

spektrum (CDC~) van die verbinding was identies (Win die wat hierbo beskryf is,

behalwe dat die intensiteit van die singulet by fJ 5.02 met rnoer as 80% afgeneem het en

die doeblet by {) 6.80 hoofsaaklik deur 'n singulet vervang is.

5.5 EKSPERIMENTEEL VAN AFDELING 2.6

Penta-D-pivaloiel-B-D-galaktose (136)

Fyngemaalde en watervrye D-galaktose (13..52 g, 75.0 mmol) is gesuspen

deer in droe piridien (150 ml). Die suspensie is verhit na 75°C en pivaloielchloried

(83.1 ml, 675.4 mmol) is drupsgewys oor 'n tydperk van 30 minute bygevoeg. Die

volledige oplossing van D-galaktose na 10 minute het met die gclyktydige vorming van

piridiniumchloriedsoute gepaard gegaan. Na In reaksietyd van 2 dae by 75°C is die
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reaksiemengsel na kamertemperatuur laat afkoel, en die oplosmiddel verwyder onder

verminderde druk. Die residu is met eter (3x1.50 rnl) deurgeroer en gefiltreer. Die

gekombineerde filtrate is met 2 N swaelsuur (lxl00 ml), versadigde waterige natrium

bikarbonaat (5xl00 ml) en water (lxl00 ml) geekstraheer. Die organiese fase is ge

droog (anhidriese natriumsulfaat), gefiltreer (seIliet) en ingedamp. Die residu is uit

absolute etanol by OoC gekristalliseer om 32.46 g (72%) van die penta-Oe-pivaloielderi

vaat (136) te gee. Smp. 120°C; [a]~5+12.41° (c 2.0, chloroform); lImaks 1738 (C=O),

1143 (C-o-e) en 1079 (C-Q-C) em-1; I H-k.m.r. b 1.08 (ISH, s, 2x, C(CR 3)3)' 1.13

(9H, s, C(CH3)3)' 1.16 (9H, s, C(CH3)3)' 1.25 (9H, s, C(CH3)3)' 3.95 (lR, dd, J6a 6b,
= 8.2 en J5 6b = 5.4 Hz, H~b), 4.07 (IH, dd, J5 6a == 5.8 en J5 6b = 5.4 Hz, H-.5),

, "
4.14 (IH, dd, J6a,6b == 8.2 en J5,6a =5.8 Hz, H~a), .5.14 (IH, dd, J2,3 = 10.3 en J3,4

= 3.3 Hz, H-3), 5.33 (IH, dd, J2,3 = 10.3 en J1,2 = 8.2 Hz, H-2), 5.40 (IH, d, J3,4 =

133.3 Hz, H-4), 5.69 (IH, d, J1,2 = 8.2 Hz, H-l)j C-k.m.r. 827.05 (k, .5x, C(CH3)3)'

38.73 (s, 4x, C(CH3)3)' 39.06 (s, C(CH3)3)' 60.6.5 (t, C~), 66.43 (d), 67.65 (d), 71.02

(d) en 71.73 (d) (C-2 - C-5), 92.09 (d, C-l), 176.46 (s, OC-Q), 176.52 (s, OC-G),

176.81 (s, OC-Q), 177.14 (s, OC-Q) en 177.76 (s, OC-Q); m/z 543 (1, M+

C(CH3)3)j Analise bereken vir C31H520 U: C 61.98, II 8.n. Gevind: C 61.69, H 8.81.

2,3,4,6-Tetra-Q-pivaloiel-fr-D-galaktopiranosi(llchJoried(142a)

Penta-Q-pivaloiel-,O-D-galaktose (136, 2.0 g, 3.33 mmol) is opgelos in ysasynsuur

(20 ml), waarna 'n kontinue stroom waterstofchloried (gas) vir 7 uur by kamertempe

ratuur deur die mengsel geborrel is. Die vlugtige komponente is versigtig verwyder in

vacuo. Die residu is opgelos in eter (30 ml) en met versadigde waterige natriumbikar

bonaat (3x30 ml) en water (lx30 ml) geekstraheer. Die organiese fase is gedroog

(anhidriese natriumsulfaat), gefiltreer (selIiet) en ingedamp onder verminderde druk.

Die residuele stroop is gekristalliseer uit heksaan hy DoC om die suiwer chloorderivaat

(142a) in 'n opbrengs van 68% (1.21 g) te lewer. Smp. 101-102°C; [Q]~3+1l3.9° (c

12.9, chloroform); vmaks 1736 (C=O), 1156 (C-Q-e)cm-1; IH-k.m.r. 81.12 (9H, s,

C(CH3)3)' 1.17 (I8H, s, 2x, C(CH3)3)' 1.25 (9R, s, C(CH3)3)' 4.04 un, dd, J6a,6b =
11.2 en J5,6b = 6.8 Hz, H~b), 4.12 (IH, dd, J6a,6b = 11.2 en J5,6a = 6.8 Hz, H-6a),
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4.54 (IH, dd, J5,6a = J5,6b =6.8 Hz, H-5), 5.19 (Ill, dd, 32,3 = 10.2 en J 1,2 = 3.9

Hz, H-2), 5.50 (lII, dd, J2,3 = 10.2 en 33,4 = 3.2 Hz, H-3), 5.52 (lH, d, J3,4 = 3.2

Hz, H-4), 6.36 (Ill, d, J 1,2 = 3.9 Hz, a-n, 13C-k.m.r. h26.90 (k, 4x, C(CH3)3)'

38.61 (s, 3x, C(CH3)3)' 38.94 (s, C(CH3)3)' 60.48 (t, C-{»), 66.66 (d), 67.10 (d), 67.8.5

(d) en 69.66 (d) (C-2 - C-5), 91.29 (d, C-l), 176.49 (s, OC-0), 176.80 (s, OC-o),

177.32 (s, OC-0) en 177.57 (s, OC-o); m/z 536 (0.3, M+ met 37ce, 534 (1, M+ met

35C£) ; Analise bereken vir C26H4309Cll: C 58.36, H 8.10, Cl 6.63. Gevind: C 58.41,

H 8.0.5, Cl 6.73.

2.3.4.6-Tetra-o-pivaloiel-a-D-galaktopiranosielbromied (142b)

By 'n meganies geroerde oplossing van penta-Q-pivaloicl-/3-D-galaktose (136, 1.0 g,

1.66 mmol) in anhidriese dichloormetaan (1.5 ml) by OoC is 'n oplossing van 45%

waterstofbromied in ysasynsuur (1.5 ml) drupsgewys gcvoeg. Die reaksiemengsel is vir

24 uur by kamertemperatuur geroer, waarna anhidriese tolueen (10 ml) bygevoeg is en

die vlugtige komponente in vacuo verwyder is. Die prosodure is herhaal met toluccn

(10 ml) en eter (10 mil. Die residuele vaste stof is opgeios in eter (10 ml) en

geekstraheer met waterige versadigde natriumwaterstofkarbonaat (3x10 mI) en water

[lxlOmil. Die organiese fase is gedroog met anhidriese natriumsulfaat, gefiltreer deur

selliet en die filtraat ingedamp onder verminderde druk. Die residuele stroop is gekris

talliseer nit warm heksaan om die suiwer broomderivaat (l42b) in 'n opbrengs van

85.5% (0.825 g) te lewer. Smp. 114-116°C; [a]50+19.7° (c 16..5, chloroform); vmaks

1737 (C=O), 1137 (C-o-e) em-I; 111-k.m.r. 01.11 (9Il, s, C(CH3)3)' 1.19 (ISH, s,

2x, C(CII3)3)' 1.24 (9H, s, C(CH3)3)' 4.04 (lH, del, J6a,6b = 11.2 en J5,6b = 6.9 Hz,

H-6b), 4.13 (lII, dd, J6a,6b = 11.2 en J5,6a = 6.9 Hz, H-{)a), 4.50 (Ill, dd, J5:6a ~

J5,6b ~ 6.9 Hz, H-5), 5.01 (lH, dd, J2,3 = 10.0 en J1,2 = 4.0 Hz, H-2), 5.48 (IH, dd,

J2:3 = 1'0.0 en J 3,4 = 3.4 Hz, H-3) , 5.52 (lH, d, J3:1 = 3.'1 Hz, H-1), 6.68 (lH, d,

J1,2 = 4.0 Hz, H-l); 13C-k.m.r. 0 27.05 (k, 4x, C(CH3)3)' 38.01 (s, 3x, C(CH3)3)'

39.06 (s, C(CH3)3)' 60.51 (t, C-6), 66.60(d), 67.83(d), 68.10(d) en 71.55(d) (C-2 

C-5), 88.38 (d, C-l), 176.52 (s, OC-o), 1i6.81 (s, OC-O), 177.14 (s, OC-0), 177.76
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(s, OC-Q); m/z 580 (1, M+ met 8IBr), 578 (1, M+ met 79Br); Analise bereken vir

C26H4309Br1: C 53.S!!, H 7.48, Br 13.79. Gevind: C 53.82, H 7.39, Br 13.80.

Die bereiding van 2.3.h,6-tetra-O-pivaloTel-B-D-galaktopiranosielasiC'd (137) vanaf

2,3.4.6-tetra-Q-pivalCljgl-a--[)-galaktopiranosielchloricd (I42a)

'n Oplossing van 2,3,4~6-tetra-()-pivaloTel-fr-D-galaktopiranosielchloried (I42a, 2.02

g, 3.78 mmol) in droe drnetieformamied (.5 ml) is oor In tydperk van 30 minute drups

gewys by 'n suspensie van natriumasied (1.30 g, 20.0 rnmol) in dimetielformamied (15

mI) by 120°C gevoeg. Na In reaksietyd van 2 uur by 120°C het substitusie volledig

plaasgevind, waarna die reakssmengsel na kamertemperatuur laat afkoel is. Die meng

sel is gefiltreer deur selliet en die filtraat gekonsentreer in vacuo. Die residuele stroop

is op silika gechromatografeer (heksaan:etiel asetaat 5:1), en daaropvolgende kristalli

sasie van die suiwer pr~t.lk(Rf = 0.58, heksaan.etiel asetaat 4:1) uit heksaan het 1.86 g

(91%) van die asied (131J gelewer. Smp.88-890C; [a]52-14.3° (e 5.7, chloroform);

vmaks 2121 (-N3), 17;]7 (C~O), 1140 (C-o-e) em-I; 1II-k.rn.r. (500 MHz) 81.07

(9H, s, C(CH3)3)' 1.14 (18H, s, 2x, C(CII3)3)' 1.23 (9H, s, C(CH3)3)' 4.00 (IH, dd,

J5,6b= 10.1 en J6a,6b ::: 6.9 Hz, H-{)b), 4.04 (lH, dd, J6a,6b = 6.9 en J5,6a = 5.9 Hz,

H-6a), 4.15 [IH, dd, J S,6b ~ 10.1 en J5,6a. = 5.9 Hz, H-5), 4.59 (IH, d, J1,2 = 8.6

Hz, H-1), 5.08 (lH, dd, J2 3 =10.4 en J3 4 = 3.0 Hz, H-3), 5.16 (IH, dd, J2 3 = 10.4
" ,

en J1 2 = 8.6 Hz, H-2), 5.39 (III, d, J3 if = 3.0 Hz, H-4); 13C-k.m.r. 827.10 (k, 4x,
, , t

C(CH3)3)' 38.72 (8, C(CH3)3)' 38.76 (s, C(CH3)3)' 38.82 (8, C(CH3)3)' 39.09 (s,

C(CH3)3)' 60.92 (t, ~), 66.49(d), 67.92(d), 70.n(d) en i3.05(d) (C-2 - C-5), 88.51

(d, C-1), 176.70 (s, 2=<, OC-o), 177,18 (s, O.Q-Q), 177.82 (s, OC-Q); m/z 542 (1,

M+); Analise bereken \1(' C26If43N309: C 57.66, II 8.00, N 7.76. Gevind: C 57.56, H

7.95, N 7.81.

2,3,4,6-Tetra-Q-pivall()ie1-ll'-f)-galaktopiranosi('lbromied (142b) is op soortgelyke

wyse as bogenoemde, na. die asledderivaat (1~7) omgesit. Hierdie produk is deur

analise as identies aan bog;enO€rnde bewys.
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Die bereiding van 2,3,4,6-tetra-Q-pivaloiel-8=D-:galaktopiranosielasied (137) vanaf

penta O-pivaloiel-8=D-:galaktose (136)

Titaantetrachloried (1.4 ml, 11.82 mmol) en trimetielsilielasied (1.6 ml, 11.82 mmol) is

drupsgewys by 'n oplossing van penta-Q-pivaloiel-,LJ-D-galaktose (136, 7.10 g, 11.82

mmol), afgekoel na -70°C, gevoeg. Die reaksiernengsel is vir 4..) uur onder 'n inerte

atmosfeer meganies geroer. Die mengsel is laat opwarm na 0°C, verdun met water (70

ml) en geekstraheer met dichloormetaan (3x100 ml). Die gekombineerde organiese

fases is gedroog (anhidriese natriumsulfaat), gefiltreer (selliet) en onder vakuurn afge

damp. Die residu is gechromatografeer op Si02 (heksaan:etiel asetaat 5:1) om die

suiwer produk (137) as 'n olie te gee. Kristallisasie nit heksaan en droging van die

kristalle in vacuo het 5.69 g (90%) 2,3,4,6-tetra-o-pivaloiel-,LJ-D-galaktopiranosiel

asied (137) gelewer. Hierdie produk is deur analise as identies aan bogenoemde pro

dukte, wat berei is vanaf die 1-halogeengesubstitueerde derivate (142a en 142b),

bewys.

2.3,4,6-Tetra-Q-pivaloiel-B--D-galaktopi ranosielami<'n (138)

'n Oplossing van 2,3,4,6-tetra-Q-pivaloiel-,LJ-D-galaktopiranosielasied (137, 4.58 g,

8,45 mmol) in anhidriese etiel asetaat (20 ml) is met 207 mg platlnumdioksied (mono

hidraat) vir 2 uur by kamertemperatuur gehidrogeneer onder 100 kPa H2 druk. Die

mengsel is deur selliet filtreer, gewas met etiel asetaat (SO ml) en die filtraat ingedamp.

Die homogene produk (138) is in 74% (3.22 g) opbrengs as 'n kleurlose stroop (Rf =

0.31, heksaan:etiel asetaat 4:1) verkry na chromatografie op Si02 met heksaan-etiel

asetaat (4:1). [a]b9+9.2° (c 9.8, chloroform); vrnaks 3431 en 3350 (-NH2, doeblet),

1731 (C=O), 1149 (C-o-C) em-I; 1H-k.m.r. fJ 1.04 (9H, 5, C(CH3)3)' 1.09 (ISH, 5,

2x, C(CH3)3)' 1.18 (9H, s, C(CH3)3)' 1.86 (2H, br m, -NH2), 3.90 (lH, dd, J6a,6b =

13.5 en J... 6b = 9.2 Hz, H-£b), 3.92 (lH, dd, J ... 6a = J ... 6b = 9.2 Hz, H-.5), 4.04 (lII,v, v, J,

dd, J6a,6b = 13.5 en J5,6a = 9.2 Hz, H--{)a), 4.11 (lH, d, J1,2 = 8.7 Hz, H-1), 4.95

(IH, dd, J2,3 = 10.3 en J1,2 = 8.7 Hz, H-2), 5.09 (1I1, dd, J2,3 = 10.3 en J3,4 = 3.2

Hz, H-3), 5.34 (lH, d, J3 4 = 3.2 Hz, H-4); 13C-k.m.r. fJ 27.10 (k, 4x, C(CH3)3)',
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38.70 (s, 3x, C(CH3)3)' 39.03 (s, C(CH3)3)' 61.21 (t, C-6), 67.06(d), 69.76(d), 71.21

(d) en 71.54(d) (C-2 - C-5), 85,41(d, C-1), 176.85 (s, OC-o), 177.00 (s, OC-o),

177.75 (OC-o, s), 177.85 (OC-o, s); m/z 516 (1, M+); Analise bereken vir

C26H45N109: C 60.56, H 8.80, N 2.72. Gevind: C 60.67, H 8.74, N 2.71.

Die bereiding van N-{3'-metieibutilideen)-2,3,4,6-trtra-Q-pivaIoieI-8-D-galakto

piranosielamien (I43) vanaf 2,3.4.6-tetra-o-pivaIoiel-8-D-galaktopiranosieiamien

By 'n heterogene mengsel van 2,3,4,6-tetra-o-pivaloicI-,B-D-galaktopiranosieiamien

(138, 700 mg, 1.36 mmoI) en anhidriese natriumsulfaat (2 g) in droe heksaan (2 ml) is

ysasynsuur (0.05 ml van 'n voorafbereide ysasynsuur (1 ml) oplossing in heksaan (2 mI,

0.27 mmol)) en isovaleraldehied (0.15 mI, 1.36 mmoI) gevoeg. Na 'n reaksietyd van 30

sekondes is die mengsel verdun met droe eter (20 mI) en gefiltreer deur selliet. Die

filtraat is onmiddellik ingedamp onder verminderde drnk by kamertemperatuur om die

Schiff-basis (143) bevattende residu as 'n kleurlose stroop te lewer.

Infrarooi-spektroskopie van die produk in chloroform het die afwesigheid van die

-NH2 absorpsiebande by 3431 en 3350 em-1 en die teenwoordigheld van die sterk

C=N absorpsieband by 1670 em-1 vertoon. Die Schiff-basis (143) is onmiddellik vir

die volgende reaksie gebruik.

Die bereiding van N-{3'-metielbntiIideen)-2,3,4.6-tetra-0-pivaloiel-fr-D-galakto

piranosielamien (153) en N::!3'-metielbutilideen)-2.3.4.6-tetra-G-pivaloiel-IJ-D

galaktopiranosielamien (143) vanaf 2.3.4,6-tetra-0-piv1l1oiei-8-D-galaktopiranosiel

asied (137)

2,3,4,6-Tetra-D-pivaioiei-,B-D-gaiaktopiranosieiasied (137, 510 mg, 0.94 rnmol) is

opgelos in anhidriese tetrahidrofuraan (2 mI), waarna trifenielfosfien ( 247 mg, 0.94

mrnol) bygevoeg is. Vorming van die ,B-iminofosforaantussenproduk (155), wat met

hewige vrystelling van N2(gas) gepaard gegaan het, het na 'n reaksietyd van 30 minute

by kamertemperatuur volledig plaasgevind. Die tussenproduk (15.5) is normaalweg nie



323

geisoleer nie, maar 'n analitiese monster is weI verkry dour die mengsel in vacuo droog

te damp en die residu te chromatografeer op silika (heksaan.eticl asetaat.trietielamien

100:15:2).. 1H-k.m.r. D1.02 (9H, s, C(CH3)3)' 1.06 (9II, s, C(CR3)3)' 1.08 (9H, s,

C(CR3)3)' 1.26 (9R, s, C(CR3)3)' 3.72 (IH, dd, J5,6a = J5,6b = 7.2 Hz, R-5), 3.91

(IH, dd, J6 6b = 11.5 en J5 6b = 7.2 Hz, H-6b), 3.97 (III, dd, J6a 6b = 11.5 en J5 6a
a" "

= 7.2 Hz, H-{)a), 4.33 ua, dd, JI,p = 18.8 en J1,2 = 8.2 lIz, II-I), 5.00 (IR, dd, .12,3

= lOA en J 3 4 = 3.5 Hz, H-3), 5.33 (lR, d, J3 4 = 3..5 Hz, H-!), 5.43 (IR, dd, J2 3 =, , ,
10.4 en J1,2 = 8.2 Rz, H-2), 7.25-7.75 (15H, m, P(~H5)3)'

Isovaleraldehied (0.1 mI, 0.94 mmoI) is by die ~iminofosforaanbevattende reaksie

mengsel gevoeg. Die mengsel is vir 4 dae by kamerternperatuur onder 'n inerte

atmosfeer meganies geroer. Die vlugtige komponente is verwyder in vacuo om 'n

mengsel van die a- en ,8-Schiff-basisse (1.53 en 14:l onderskeidelik) as 'n kleurlose

residuele stroop te lewer. Infrarooi-spektroskopie van die ru-produk in chloroform het

die afwesigheid van die -N3 absorpsieband by 2121 em-1 en die teenwoordigheid van

die sterk C=N absorpsieband by 1670 em-1 vertoon. Die ru-produk is onmiddellik en

sonder enige suiwering vir die volgende reaksie gebruik.

2.3:4.5-Di-o-isopropilideen-l-o-rnesiel-B-D-frllktopiranose (1.58)

'n Oplossing van 2,3;4,5-di-0-isopropilideen-,8-D-fruktopiranoseI74 (1.57, 5 g, 19.1

mmol) in droe piridien (15 ml) is afgekoel na OoC en mesielehloried (1.6 ml. 21.0

mmol), opgelos in piridien (4 ml), is oor 'n tydperk van 20 minute drupsgewys byge

voeg. Die reaksiemengsel is oornag by kamerternperatuur meganies geroer. Alhoewel

die produk wat vorm dieselfde Rrwaarde het as die uitgangsmateriaal wat dte aanbe

tref (Rf = 0.26, heksaan:etiel asetaat 7:3), is daar 'n kleurverandering van swart na

mosterd-bruin (ehroomsuur as sproei-indikator en verhitting). Die mengsel is inge

damp onder verminderde druk en die residu tussen etiel asetaat (100 mI) en water

(2x50 mI) verdeel. Die organiese rase is gedroog (anhidriese natriumsulfaat), gefiltreer

(selliet) en afgedamp onder verminderde druk. Die residu is gechromatografeer (hek-
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saan:etiel asetaat 7:3) om, na kristallisasie van die suiwer produk uit heksaan-etlel

asetaat, 5.91 g (95.8%) 2,3;4,5-di-o-isopropilideen-1-0-mesiel-,B-D-fruktopiranose

(158) te lewer. Smp. 118°C; [ll']f/-201.4° (c 1.6, chloroform); vmaks 2296 (C-H),

1178 (C-o-e) em-I; lH-k.m.r. s 1.30 (3H, s, C-CII3), 1.38 (3R, s, C-CH3), 1.44

(3H, s, C-eH3), 1.51 (3H, s, C-eH3), 3.02 (3H, s, OSO-eTI3), 3.72 (lH, d, J6a,6b =

12.9 Hz, H-6b), 3.87 (lH, dd, J6a,6b = 12.9 en J5,6a = 1.7 Hz, H-6a), 4.17 (lH, d,

J1a,lb = 11.0 Hz, H-1b), 4.20 (lH, dd, J4,5 = 8.0 en J5,6a = 1.7 Hz, H-5), 4.27 (l H,

d, J1a,l b = 11.0 Hz, H-la), 4.27 (nr, d, J3,4 = 2.7 Hz, B-3), 5.58 (lH, dd, J4,5 = 8.0
13en J3 4 = 2.7 Hz, H-4); C-k.m.r. ~ 23.92 (k, C-eH3), 25.15 (k, C-CH3), 25.80 (k,,

C-CH3), 26.45 (k, C-CH3), 37.48 (k, OSO-CH3), 61.34 (t, C-{), 69.63 (t, C-1),

69.77(d), 70.21(d) en 70.49(d) (C-3 - C-5), 100.61 (s, C-2), 114.81 (s, 2x, C(CH3)2);

m/z 323 (100 MH+); Analise bereken vir C13H2207S1 : C 48.44, H 6.88, S 9.9.5.

Gevind: C 48.39, H 6.91, S 9.91.

l-Asido-2,3:4,5--di-Q-isopropilideen-8=D-fruktopiranose (1.59)

By 'n suspensie van natriumasied (2.76 g, 42.4 mmol) in anhidriese dimetielformamied

(20 ml) by 120°C is 'n oplossing van 2,3;4,~i-0-isopropi1ideen-1-o-mesiel-,B-D

fruktopiranose (1.58, 5.46 g, 16.9 mmol) in dimetielformamied (10 mI) oar 'n tydperk

van 30 minute bygedrup. Na 'n reaksietyd van 24 uur by 120°C is die reaksiemengsel

afgekoel tot by kamertemperatuur, gefiltreer deur sellict en die filtraat gekonsentreer

in vacuo. Die residuele stroop is op silika gechromatografeer met heksaan:etiel asetaat

(4:1) as elueermiddel. Die suiwer asiedderivaat (159) is in 'n opbrengs van 74% (3.58

g) as 'n kleurlose stroop (Rf = 0.51, heksaan:etiel asetaat 7:3) verkry. [a]51-94.6° (c
_ -1 1 (

1.6, chloroform); vmaks 2111 (-N3), 11/8 (C-o-e) em ; R-k.m.r. 51.33 3R, s,

C-CH3), 1.46 (3H, s, C-CH3), 1.48 (3R, s, C-CH3), 1.5.5 (3R, s, C-CH3), 3.25 (lH,

d, Jia,lb = 13.0 Hz, H-1b), 3.58 (lH, d, J1a,l b == 13.0 Hz, II-1a), 3.75 (1H, J6a,6b =
13.0 en J 5,6a ~ 0.8 Hz, H-{)b), 3.91 (lR, dd, J6a,6b = 13.0 en J5,6a = 1.7 Hz, H-{)a),

4.22 (1H, ddd, J4 - = 7.5, J_ 6 = 1.7 en J~ 6b ~ 0.8 Hz, H-5), 4.28 (1H, d, J 3 4 = 2.6.o .:J, a o, ,

Hz, H-3), 4.59 (IH, dd, J4,5 = 7.5 en J
3A

= 2.6 Hz, II-i); 13C-k.m.r. ~ 23.97 (k,
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C-eH3), 24.75 (k, C-eH3), 25.81 (k, C-eH3), 26.56 (k, C-eH3), 55.50 (t, C-l),

61.49 (t, C-6), 70.04(d) en 70.74(d,2x) (C-3 - C-5), 102.63 (s, C-2), 109.08 (s,

C(CH3)2)' 109.17 (s, C(CH3)2); m/z 270 (100, M+-15), 229 (94, M+-eH2N3); Ana

lise bereken vir C12H19N305 : C 50.52, H 6.71, N 14.73. Gevind: C 50.59, H 6.65,

N 14.79.

1'-R/8-N-{l '-nitriIo-3'-metielbutie1)-2,3:4,5-di-Q-isopropilideen-8-D-frukto

piranosielamien (162)

Trifenielfosfien (139 mg, 0.53 mmol) is by 'n meganies geroerde oplossing van

l-asido-2,3;4,5-di-Q-isopropilideen-,8-D--fruktopiranose (159, 151 mg, 0.53 mmol)

in droe dimetoksietaan gevoeg. Na 'n reaksietyd van 30 minute, waartydens hewige

vrystelling van N2(gas) plaasgevind het, is isovalcraldehied (0.06 ml, 0.53 mmol)

bygevoeg en die mengsel is vir 'n verdere 18 uur by kamertemperatuur geroer. 'n

Infrarooi-spektrum van 'n monster van die Schiff-basis (161) bcvattende reaksiemeng

sel in chloroform het die mediumintensiteitabsorpsiehand van die C=N groep by 1670

em-1 vertoon. Die reaksiemengsel is direk en sonder enige suiwering gebruik vir die

bereiding van die a-aminonitriel (162).

Die Schiff-basis (161) bevattende reaksiemengsel is afgekoel na -78°C (asetoon-droe

ys) onder 'n inerte atmosfeer en trimetielsilielsianied (0.13 ml, 1.1 mmol) en watervrye

tintetrachloried (0.12 ml, 1.1 mmol) is bygevoeg. Die mengsel is vir 10 uur by -78°C

geroer. Fyngernaalde kaliumwaterstofkarbonaat (.500 mg) is porsiegewys by die meng

sel gevoeg, waarna die mengsel na -30°C laat opwarrn en met water (15 mI) verdun is.

Die waterige reaksiemengsel is geekstraheer met chloroform (3x30 ml). Die gekombi

neerde organiese fases is gedroog (anhidriese natriumsulfaat), gefiltreer (selliet) en

ingedamp onder vakuum. Chromatografie van die residuele stroop op silika (heksaan:

etiel asetaat 4:1) het suiwer a-aminonitriel (162, 121 mg, 64.5%) as 'n kleurlose stroop

(Rr= 0.27, heksaan:etiel asetaat 4:1) gelewer. Spektroskopiese analise (lH_ en 13C_

k.m.r.) het aangetoon dat die produk (162) uit 'n mengsel van 2 diastereomere in 'n 3:2
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verhouding (diastereomeer A:diastereomeer B) bestaan. Geen paging is aangewend am

die diastereomere te skei nie. [ll']~2-19.8° (e 1.0, chloroform); vmaks 3340 (N-H),

2220 (C:N), 1060 (C-o-e) ern-I; tn]» 354 (3, M+), 171 (100, M+-eH2NHCH(CN)

CH2CH(CH3)2-0C(CH3)2); MS(EI) : Akkurate massa mlz 3.j4.2161 (1\1+, bereken

354.2155 vir C1SH30N205)'

Diastereomeer A: IH-k.m.r. 0 0.91 (3H, d, J3,,4' = 6.4 Hz, CH3-i'), 0.95 (3H, d,

J 3',1" = 6.4 Hz, CH3-1"), 1.33 (3Il, s, C-CH3), 1.37 (3H, s, C-CH3), 1.47 (3H, s,

C-CH3), 1.51 (3H, s, C-CH3), 1.6,1 (2H, dd, J 1, 2' = 7.8 en J2, 3' = 7.5 Hz, H-2'a en, ,
H-2'b), 1.79-2.00 (1H, m, H-3'), 2.80 (lII, d, J1a,1b = 12.0 Hz, H-lb), 3.24 (1H, d,

J 1a,lb = 12.0 Hz, H-1a), 3.57 (lII, t, J l ' ,2' = 7.8 Hz, II-I'), 3.74 (lH, d, J6a,6b =

13.0 Hz, a-eu; 3.86 un, dd, J6a,6b = 13.0 en J5,6a = 1.9 Hz, H-6a), 4.21 (lH, dd,

J 4,5 = 8.0 en J5,6a = 1.9 Hz, H-5), 4.24 (I H, d, J3,'1 = 2.4 Hz, H-3), 4.57 (lH, dd,

J 45 = 8.0 en J3 4 = 2.4 Hz, H-1); 13C-k.m.r. 0 21.77 (k, CH3-i'), 22.62 (k,, ,
CH3-1 "), 23.94 (k, C-CH3), 24.91 (d, C-3'), 25.30 (k, C-CI-I3), 25.85 (k, C-CH3),

26.46 (k, C-CH3), 41.71 (t, C-2'), 49.24 (d, C-1'), .52.94 (t, C-1), 61.20 (t, C-6),

70.11(d), 70.81(d) en 71.73(d) (C-3 - C-5), 102.61 (s, C-2), 108.26 (s, C(CH3)2)'

108.96 (s, C(CH3)2)' 120.10 (s, C:N).

Diastereomeer B: 1H-k.m.r. 0 0.92 (3I1, d, J3,,4' = 6.4 Hz, CH3-i'), 0.96 (3H, d,

J3,,I" = 6.4 Hz, CH3-1"), 1.33 (3Il, 5, C-CIJ3), 1.38 (3H, 5, C-CH3), 1.48 (3H, 5,

C-GH3), 1.51 (3H, 5, C-CH3), 1.65 (2H, dd, J1',2' = 7.8 en J2',3' = 7.5 Hz, H-2'a. en

H-2'b), 1.79-2.00 (lH, m, H-3'), 3.02 (211, s, H-1a en H-1b), 3.73 (lH, t, J1' ,2' = 7.8

Hz, H-1'), 3.75 un, d, J6a,6b = 13.0 Hz, H-6b), 3.87 nrt, dd, .J6a,6b = 13.0 en J5,6a

= 1.9 Hz, H-6a), 4.21 (lH, dd, J4 • = 8.0 en J. c a = 1.9 Hz, H-5), 4.26 (lH, d, J3 4
,.) .:J,1I ,

= 2.4 Hz', H-3), 4.80 (Lll, dd, J4 ~ = S.O en .J3 ,A = 2.4 Hz, H-i); 13C-k.m.r. 021.86
,:..I . ,t:

(k, CH3-i'), 22.7D (k, CH3-1"), 23.99 (k, c-en3), 25.00 (d, C-3'), 25.30 (k, C-

CH3), 25.85 (k, C-GH3), 26.46 (k, C-CH3), 42.41 (t, C-2'), 49.32 (d, C-1 '), 54.00 (t,

C-1), 61.20 (t, C-6), 70.18(d), 70.81(d) en 71.7:1(0) (C-3 - C-5), 102.97 (s, C-2),



327

2-Trimetielsilielbensotiasool (171 )178

'n Oplossing van n-butiellitium (45.4 ml, 1.6 M) in heksaan is verdun met anhidriese

tetrahidrofuraan (10 ml) en die oplossing is na -78°C (asetoon-droe ys) afgekoel onder

'n inerte atmosfeer. Bensotlasool (7.9 ml, 72.64 mmol) is verdun met tetrahidrofuraan

(10 ml) en drupsgewys oor In tydperk van 20 minute by die mcganies geroerde oplos

sing by -78°C gevoeg. Sorg is geneem dat die temperatuur van die mengsel rue hoer as

--650C styg nie. TrimetielsiIielchloried (9.7 ml, 72.64 mmol) is onmiddellik hierna by

die mengsel gevoeg. Die reaksiemengsel is oor 'n tydperk van 5 uur na

kamertemperatuur laat opwarm. Die mengsel is gekonsentreer onder verminderde

druk, waarna heksaan (20 ml) bygevoeg is en die litiumchloriedsoute deur filtrasie

(selliet) verwyder is. Die filtraat is gekonsentreer onder verminderde druk en

gedistilleer om 10.85 g (72%) 2-trimetielsilielbensotia.<;ool (171) te lewer. K.p.

146°C/30 mm; IH-k.m.r. 8 0.4.5 (gIl, s, Si(CH3)3)' 7.20-S.20 (4H, m, aromatiese

protone); m/z 207 (13, M+); MS(EI): Akkurate massa ttilz 207.0521 (M+, bereken

207.0538 vir ClOHI3NlSlSil)'

N={II-Nitrilo-3'-metielbutiel)-2,3,4,6-tetra-D-pivaloieI-B-D-galaktopiranosiel

amien (174a)

Die Schiff-basis(143) bevattende reaksiemengsel, berei volgens die reeds genoemde

eksperimentele prosedure vanaf 2,3,4,6-tetra-D-pivaloiel-jJ-D-galaktopiranosiel

amien (138, 700 mg, 1.36 mmol), is afgekoel na -7SoC (asetoon-droe ys) onder 'n

inerte atmosfeer en trimetielsilielsianied (0.34 ml, 2.72 mmol) en watervrye tintetra

chloried (0.18 ml. 1.49 mmol) is bygevoeg. Na 'n reaksietyd van 10 uur by -7SoC is

fyngernaalde kaliumwaterstofkarbonaat (400 mg) porsiegewys bygevoeg, waarna die

mengsel na -30°C laat opwarm is. Die reaksiemengsel is met water (20 ml) verdun en

met chloroform (3x50 ml) geekstraheer. Die gekornbineerde organiese fases is gedroog

(anhidriese natriumsulfaat), gefiltreer (selliet) en onder vorrninderde druk ingedamp.
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Chromatografie van die residu op silika (heksaan:etiel asetaat 5:1) en kristallisasie van

die suiwer produk (Rf = 0.42, heksaan.etiel asetaat 100:15) uit heptaan het 612 mg

(74%) kristallyne fr-aminonitriel (174a) gelewer. Met chromatografie is 84 mg (12%)

2,3,4,6-tetra-0-pivaloiel-{J-D-galaktopiranosielamicn (138) geisoleer. Die analise

van die o--aminonltriel (l74a) is as volg: Smp. 154°C; [a]50+20.8° (c 4.4, chloro

form); vmaks 3380 (N-H), 2254 (C::N), 1735 (C=O), 1150 (C-o-e) cm-l; IH-k.m.r.

6 0.89 (6H, 2x, d, J3141 = J 311" = 6.5 Hz, CH3-4
1 en CH3-1"), 1.09 (9H, s,, ,

C(CH3)3)' 1.13 (9H, 5, C(CH3)3)' 1.16 (9H, s, C(CH3)3)' 1.24 (9H, 8, C(CH3)3)' 1.58

(2H, m, H-2'a en H-2'b), 1.83 (IH, m, H-31), 2.16 (III, dd, J 1 NH = 10.5 en JNH l', ,
= 8.0 Hz, NH), 3.58 (lH, dt, JNH l' = J1I 21 = 8.0 Hz, II-I '), 4.02 (IH, dd, J6a 6b =, , ,
11.1 en J5,6b = 6.0 Hz, H-6b), 4.07 (lH, dd, J6a,6b = 11.1 en J5,6a = 7.8 Hz, H-6a),

4.11 (IH, dd, J5,6a = 7.8 en J5,6b = 6.0 Hz, H-5), 4.17 (III, dd, J l,NH = 10.5 en J l,2

= 8.8 Hz), 5.00 (IH, dd, J2 3 = 10.3 en J1 2 = 8.8 Hz, H-2), 5.16 (IH, dd, J2 3 = 10.3
" ,

13en J3 4 = 3.2 Hz, H-3), 5.40 (HI, d, J3 '1 = 3.2 Hz, H-4); C-k.m.r. 6 21.89 (k,, ,
CH3-4

1), 22.20 (k, CH3-1"), 24.41 (d, C-3'), 27.10 (k, 4x, C(CH3)3)' 38.70 (s, 3x,

C(CH3)3)' 39.04 (s, C(CH3)3)' 43.64 (t, C-2'), 46.16 (d, c-i '), 61.20 (t, C-6),

66.90(d), 68.38(d), 70.99(d) en 71.92(d) (C-2 - C-.5), 88.92 (d, C-l), 120.66 (s, C::N),

176.80 (8, OC-0), 177.00 (s, OC-o), 177.68 (s, OC-D), 177.80 (s, OC-o); m/z 610

(1, M+), 449 (16, M+-NHCH(CN)CH2CH(CH3)2); Analise bereken vir

C32H53N209: C 63.03, H 8.76, N 4.59. Gevind: C 63.11, II 8.67, N 4.61.

Die bereiding van 'n mengsel van N-(l'-nitrilo-3'-metielbutiel)-2.3.4,6-tetra-0

pivaloiel-a-D-gaJaktopiranosielamien (l74c) en N=!'1 '-nitrilo-3'-metielhutiel)

2.3.4.6-tetra-0-pivaloiel-l1-D-g<lJaktopiranosieJamirn (174a) vanaf 2.3.4.6-tetra-0

-pivaloiel-B-D-galaktopiranosielasied (137)

In Mengsel van die a- en {J-Schiff-basisse (153 en 143 onderskeidelik) is volgens die

asa-\Vittig-roete vanaf 2,3,4,6-tetra-o-pivaloiel-{J-D-galaktopiranosielasied (137,

510 mg, 0.94 mmol) berei (die eksperimentele prosedure is reeds bespreek). Die ru-

produkte is onmiddellik en sonder enige suiwering vir die Strecker-reaksie gebruik.
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Die Schiff-basisse bevattende mengsel in anhidriese tetrahidrofuraan (2 ml) is afgekoel

na -7SoC (asetoon-droe ys) onder 'n inerte atrnosfeer. Trimetielsilielsianied (0.27 ml,

2.17 mmol) en watervrye tintetrachloried (0.26 ml, 2.17 mmol) is by die mengsel

gevoeg. Die reaksiemengsel is vir 10 uur by -7SoC meganies geroer. Fyngemaalde

kaliumwaterstofkarbonaat (700 mg) is porsiegewys bygevoeg, waarna die mengsel na

-30oC laat opwarm is en met water (30 ml) verdun is. Die waterige reaksiemengsel is

met chloroform (3x50 ml) geekatraheer. Die gekornbineerde chloroformfases is gedroog

(anhidriese natriumsulfaat), gefiltreer (selliet) en ingedamp onder verminderde druk.

Chromatografie van die residuele stroop op silika (heksaan:etiel asetaat 10:1) het 235

mg (40.9%) N-(1 '-nitril0--3'-metielbutiel)-2,3,4,6-tetra-G-pivaloiel-a--D-galakto

piranosielamien (174c; Rf = 0.49, heksaan:etiel asetaat 100:15) en 201 mg (35%) N

(1'-nitril 0--3'-metielbutiel)-2,3,4,6-tetra-G-pivalorel-~D-galaktopiranosielamien

(174a; Rf = 0.42, heksaan:etiel asetaat 100:15) gelewer. Die ~produk (174a) is reeds

gekarakteriseer. Die IH_ en 13C-k.m.r.-analise van die a--produk (174c) is as volg:

1H-k.m.r. b0.91 (6H, d, 2x, .13' ,1" = .13',4' = 6.5 Hz, CH3-!' en CH3-1"), 1.11 (9H,

s, C(CH3)3)' 1.14 (9H, s, C(CH3)3)' 1.17 (9H, s, C(CH3)3)' 1.25 (9H, s, C(CH3)3)'

1.67 (2H, dd, .11',2' = .12'3' = 8.2 Hz, H-2'a en H-2'b), 1.S9 (HI, d, JNH,l ' = 12.2 Hz,

NH-eH-eN), 1.92 (IH, m, CH(CH3)2)' 3.68 (lH, <It, .INTI l' = 12.2 en Jl' 2' = 8.2, ,
Hz, H-l'), 3.94 (IH, dd, J6a,6b = 11.2 en J5,6b = 6.9 Hz, H-6b), 4.10 (IH, dd, J6a,6b

= 11.2 en J5,6a = 6.9 Hz, H-6a), 4.37 (IH, dd, .J5,6a = .15,6b = 6.9 Hz, H-5), 5.00

(IH, d, .13,4 = 4.6 Hz, H-!), 5.31 (IH, dd, .12,3 = 10.8 en .11,2 = 3.2 Hz, H-2), .5.43

(IH, d, J1,2= 3.2 Hz, H-1), 5.45 (HI, dd, .12,3 = 10.8 en .13,4 = 4.6 Hz, H-3);

13C-k.m.r. b 22.0S (k, CH3-!'), 22.13 (k, CH3-1"), 24.90 (d, C-3'), 27.07 (k, 4x,

C(CH3)3)' 38.65 (8, C(CH3)3)' 38.73 (s, C(CH3)3)' 38.79 (s, C(CH3)3)' 39.06 (s,

C(CH3)3)' 42.42 (t, C-2'), 44.95 (d, C-1'), 61.74 (t, C-6), 66.61 (d), 66.78 (d), 67.67

(d) en 67.73 (d) (C-2 - C-5), 82.34 (d, C-l), 119.73 (8, C=N), 176.42 (s, OC-G),

176.88 (8, OC-Q), 177.41 (8, OC-G), 177.82 (s, OC-G); Analise bereken vir

C32H53N209: C 63.03, H 8.76, N 4.59. Gevind: C 62.95, H 8.66, N 4.65.
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N=Cl'-nitrilo-3'-metielbutiel)-N-trifluoorasetiel-2,3A,6-tetra-Q-pivaloiel-B-D

galaktopiranosielamien (174b)

By 'n meganies geroerde oplossing van N-(I'-nitrilo-3'-metielbutiel)-2,3,4,6-tetra

O-pivaloiel-/J--D-galaktopiranosielamien (174a, 240 mg, 0,39 mmol) in droe dichloor

metaan (1 ml) by OoC is trifluoorasynsuuranhidried (O.;j ml) drupsgewys gevoeg. Die

reaksiemengsel is vir 30 minute by OoC en vir 9 uur by kamertemperatuur geroer. Die

vlugtige komponente van die mengsel is verwyder in vacuo. Suiwer N-trifluoorase

taatderivaat (174b, 261 mg, 94%) is as 'n kleurlose stroop (Rr = 0.48, heksaan:etiel

asetaat 100:15) verkry deur chromatografie (heksaan.etiel asetaat 10:1) van die

residuele stroop. [a]~8+13.8° (c 5.2, chloroform); vmaks 30·10 (N-H), 2254 (C=N),

1741 (C=O), 1156 (C-Q-e) em-1; 1H-k.m.r, 8 0.98 (3H, d, J3, 4' = 6.6 Hz,,
CH3-4'), 0.99 (3H, d, J3',1" = 6.6 Hz, CH3-1"), 1.11 (9H, s, C(CH3)3)' 1.14 (18H, s,

2x, C(CH3)3)' 1.28 (9H, s, C(CH3)3)' 1.40-1.80 (2H, m, H-2'a en H-2'b), 2.20-2.40

(lH, m, H-3'), 3.92 (lH, dd, J6a,6b = 10.8 en J5,6b = 5.0 Hz, H-6b), 4.15 [lH, dd,

J5,6a = 7.5 en J5,6b = 5.0 Hz, H-5), 4.26 (lH, dd, J6a,6b = 10.8 en J5,6a = 7.5 Hz,

H-6a), 4.36 (IH, dd, J 1, 2'a = 10.2 en J1, 2'b = 5.1 Hz, II-I'), 5.12 (lH, d, J1 2 = 9.9
" ,

Hz, H-1), 5,16 (IH, dd, J2 3 = 9.9 en J3 4 = 2.9 Hz, H-3), .5.47 (IH, d, J3 4 = 2,9 Hz,
" ,

H-4), 5,56 (lH, dd, J1,2 = J2,3 = 9.9 Hz, H-2); l:lC-k.m.r. 821.90 (k, CH3-4'),

23,51 (k, CH3-1"), 25,94 (d, C-3'), 27.80 (k, 4x, C(CH3)3)' 39.50 (s, C(CH3)3)' 39.63

(t, C-2'), 39.88 (s, C(CH3)3)' 40.14 (8, 2x, C(CH3)3)' 44.99 (d, C-1'), 61.41 (t, C-6),

65.20 (d), 67.41 (d), 72,17 (d) en 75.15 (d) (C-2 - C-5), 85.3.5 (d, C-1), 117.41 (k,

CF3)' 119,09 (s, C=N), 157.91 (k, CO-eF3)' 177.08 (s, OC-Q), 177.28 (8, OC-Q),

177,93 (s, OC-Q), 178.44 (8, OC-Q); m/z 707 (1, MH+); Analise bereken vir

C34H52N201OF3: C 57.86, H 7.43, F 8.08. Gevind C .57,97, H 7.39, F 8.11.

N41 '-tioamido-3'-metielbutieO-N-trinuoorasetiel-2.3.4.6-tetra-Q-pivaloiel

8=D-galaktopiranosielamien (l7ib)

Waterstofsulfied(gas) is vir 20 minute denr 'n mengsel van dimetielformamied (2 ml]

en trietielamien (1 ml) by OoC geborrel, waartydens wit kristallyne trietielammonium-
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waterstofsulfied gevorm het. 'n Oplossing van N-{1 '-nitrilo-3'-metielbutiel)-N-tri

fluoorasetiel-2,3,4,6-tetra-o-pivaloiel-,B-D-galaktopiranosielamien (174b, 202 mg,

0.29 mmol) in anhidriese dimetielformamied (1 ml) is by die triotielamrnoniumwater

stofsulfied gevoeg. Die kristallyne sulfledreagens het onmiddellik opgelos en die

mengsel het 'n blou-groen kleur aangeneem. Die reaksicmengsel is vir 12 uur by

kamertemperatuur meganies geroer. Die oplosmiddel is afgedamp in vacuo. Die residu

is op silika gechromatografeer (heksaan:etiel asetaat 4:1) om die tioamied (177b) in In

opbrengs van 84.5% (179 mg) as 'n kleurlose stroop (Rr = 0.36, heksaan:etiel asetaat

4:1) te lewer. [a]:61+12.7° (c 6.7, chloroform); vmaks 3420 en 3403 (-NH2, doeblet),

1737 (C=O), 1154 (C-o-e) em-I; 1H-k.m.r. 00.94 (3R, d, .13' 4' = 5.7 Hz, CH3-4'),,
0.97 (3H, d, J3' ,1" = 6.0Hz, CH3-1"), 1.10 (9H, s, C(CH:3)3)' 1.12 (9H, s, C(CH3)3)'

1.16 (9H, s, C(CH3)3)' 1.26 (9R, s, C(CH3)3)' 1.40-1.60 (2H, m, H-2'a en H-2'b),

1.80-2.10 (lH, m, H-3'), 3.95 uu, dd, J6a,6b = 10.1 en J5,6b = 5.5 Hz, H-6b), 4.05

(lH, dd, .16a ,6b = 10.1 en .15,6a = 7.3 Hz, H--{)a), 4.11 (lJI, dd, J5,6a = 7.3 en J5,6b =

5.5 Hz, H-5), 4.45 (lH, d, .11,2 = 9.8 Hz, H-1), 4.99 (lH, dd, .12,3 = 9.5 en .13,4 = 2.5

Hz, H-3), 5.37 (lH, d, J3,4 = 2.5 Hz, H-4), 5.66 (lJI, t, .11',2' = 7.3 Hz, H-l'), 5.69

[IH, dd, .11,2 = 9.8 en .12,3 = 9.5 Hz, H-2), 8.4.5 en 8.69 (2H, br s, CS-NH2);

13C-k.m.r. 0 21.78 (k, CH3-4'), 24.29 (k, CH3-1
f1

) , 24.72 (d, C-3'), 27.75 (k, 4x,

C(CH3)3)' 39.60 (8, 2x, C(CH3)3)' 39.86 (s, 2x, C(CII3)3)' 46.62 (t, C-2'), 61.00 (d,

C-l'), 61.83 (t, C--6), 67.79 (d), 68.18 (d), 74.22 (d) en 74.66 (d) (C-2 - C-.5), 92.46

(d, C-1), 121.00 (k, CF3)' 159.00 (k, CO-GF3)' 177.00 (s, OC-G), 177.61 (s, OC-o),

178.62 (8, OC-Q), 178.99 (s, OC-0), 204.60 (s, CS-NH2); m/z 740 (2, M+); Analise

bereken vir C34H54N201OS1F3: C 55.20, II 7.36, F 7.70. Gevind: C 55.29, H 7.41,

F 7.68.

.N=[l':-<i' "~tokgikarbonielti asolieI-2' ")-3'-metielbllt ielJ-N-t.rinlloorasetieI-2.3.4.6

tetra-Q-pivaloiel-B--D-galaktopiranosielamien (178b)

By 'n hewig geroerde heterogene mengsel van N-{l'-tioamido-3'-metielbutiel)-N-tri

fluoorasetiel-2,3,4,6-tetra-Q-pivaloiel-,B-D-galaktopiranosielamien (177b, 69 mg,
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0.093 mmol) en fyngemaalde kaliumwaterstofkarbonaat (75 mg, 0.75 mmol) in anhi

driese dimetoksietaan (1 ml) is etiel broompiruvaat (0.0-'1 ml, 0.28 mmol) gevoeg. Na

'n reaksietyd van 1 minuut by kamertemperatunr is die liggeel reaksiemengsel na OoC

afgekoel en 'n voorafbereide mengsel van trifluoorasynsuuranhidried (0.05 ml, 0.37

mmol) en piridien (0.07 ml, 0.85 mmol) in anhidriese dimetoksietaan (0.5 ml) is

bygevoeg. Die reaksiemengsel het rooi-bruin van klenr geword en dic het aangetoon

dat tiasoolvorming byna onmiddellik volledig plaasgevind het. Die mengsel is

opgewarm na kamertemperatuur en die vlugtige komponente is versigtig onder vakuum

afgedamp. Die residu is gesuspendeer in chloroform (10 ml) en met water (2x5 ml)

geekstraheer. Die organiese fase is gedroog (anhidriese natriumsulfaat), gefiltreer

(selliet) en afgedamp in vacuo. Chromatografie van die residu op silika met

hekaan:etiel asetaat (4:1) as elueermiddel het die tiasooklerivaat (l78b) in 'n opbrengs

van 73.1% (57 mg) as 'n kleurlose stroop (Rf = 0.42, heksaan.etiel asetaat 4:1) gelewer.

[a]:b6-32.7° (c 2.9, chloroform); vmaks 1735 (C=O), 1706 (C=O), 1154 (C-o-e)

ern-1; IH-k.m.r. (500 MHz) 0 0.82 (9I1, s, C(CH3)3)' 0.91 (3H, d, J3,,4' = 6.5 Hz,

CH3-4'), 0.95 (3H, d, J3',I" = 6.6 Hz, CH3-1"), 1.06 (9H, s, C(CH3)3)' 1.17 (9H, s,

C(CH3)3)' 1.36 (3H, dd, J2""a,3"" = J2''''b,3"" = 7.2 lIz, CH3-3""), 1.40 (9H, s,

C(CH3)3)' 1.48 (lH, m, H-3'), 2.09 (2H, m, H-2'a en H-2'b), 4.09 (IH, dd, J6a,6b =

10.0 en J5,6b = 5.0 Hz, H-6b), 4.14 (HI, dd, J5,6a = 7.5 en J5,6b = 5.0 Hz, H-5),

4.19 (lH, dd, J6a,6b = 10.0 en J5,6a = 7.5 Hz, H-6a), 4.31 (lH, dk, J2""a,2""b = 10.8

en J2""b,3"" = 7.2 Hz, H-2""b), 4.40 (lH, dk, J2""a,2'"'b = 10.8 en J2""a,3"" = 7.2

Hz, H-2''''a), 5.01 (lH, dd, J2,3 = 9.8 en J3,4 = 2.8 Hz, H-3), 5.19 (lH, d, J1,2 = 9.0

Hz, H-1), 5.36 (lH, dd, J1',2'a = J1',2'b = 7.3 Hz, II-I'), 5.43 (lH, d, J3,4 = 2.8 Hz,

H-4), 5.64 (lH, dd, J2 3 = 9.8 en J1 2 = 9.0 Hz, H-2), 8.04 (lH, s, tiasoolproton);, ,
13C-k.m.r. 0 15.12 (k, CH3-3""), 23.14 (k, CH3-1 '), 23.29 (k, CH3-1"), 25.72 (d,

C-3'), 27.64 (k, C(CH3)3)' 27.81 (k, 2x, C(CH3)3)' 28.16 (k, C(CH3)3)' 39.19 (s,

C(CH3)3)' 39.53 (s, C(CH3)3)' 39.56 (s, C(CH3)3)' 39.98 (s, C(CH3)3)' 42.41 (t,

C-2'), 58.80 (d, C-1'), 61.75 (t, C-6), 62.01 (t, C-2""), 66.70 (d), 67.43 (d), 73.56 (d)

en 74.26 (d) (C-2 - C-5), 85.45 (d, C-1), 117.81 (k, CF3), 129.99 (d, C-5'"), 147.03
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(s, C-2"'), 159.00 (k, CO-GF3), 162.21 (s, C-4'"), 167.99 (s, CO-QEt), 174.76 (s,

OC-o), 177.80 (s, OC-o), 178.22 (s, OC-o), 178.60 (s, OC-o); m/z 836 (31, MH+);

MS(EI): Akkurate massa m/z 835.3658 (M+, bereken 835.3662 vir C39H58N2012S1F3)'

5.6 EKSPERIMENTEEL VAN AFDELING 2.7

'N TIPIESE PROSEDURE VIR DIE BEREIDING VAN N-BESKERM

DE a-AMINOKARBOKSA~flEDE (201) VANAF N-BESKERMDE

a-AMINOKARBOKSIELSURE (200)

N-t-Butoksikarboniel-5-fenielalanien (200a, 5.0 g, 18.85 mmol) is in

ahidriese dimetoksietaan (40 ml) opgelos en afgekocl na -13°C (asetoon-droe ys).. By

die meganies geroerde oplossing onder In inerte atmosfeer is N-metielmorfolien (2.1 ml,

18.85 mmol) en isobutielchloorformiaat (2.5 ml, 18.8.5 ml) gevoeg. In Dik wit presipi

taat het onmiddellik gevorm. Na In reaksietyd van 15 minute is ammoniak(gas) vir 5

minute by -13°C en 15 minute by kamertemperatuur deur die reaksiemengsel gcborrel.

Water (30 ml) is by die mengsel gevoeg en die amied is met chloroform (3x5 ml) ge

ekstraheer. Die gekombineerde organiese fases is gedroog (anhidriese natriumsulfaat),

gefiltreer (selliet) en die filtraat onder verminderde druk ingedamp. Die wit residuele

presipitaat is uit heksaan-etiel asetaat geherkristalliseer om 4.85 g (97.4%) N-t-but

oksikarboniel-5-2-amino-3-fenielpropionamied (201a) te lewer.

N-t-Butoksikarboniel-5-2-amino-3-fenielpropionamied (201a)

° (. 112 ° ) [] 21 ° ( ).Smp. 148 C LIt. smp. 148 C; Q'D +13.9 c 1.3, chloroform; vmaks 3022

(NH2), 3409 en 3360 (NH2, doeblet), 3015 (aromatiese C-H), 1691 (C=O), 1164

-1 1(C-o-e) em ; H-k.m.r. b 1.38 (9H, s, C(CH:3)3)' 3.05 (2H, d, J = 6.8 Hz, CH2-

C6H5), 4.38 (m, m, CH-NH), 5.12 (lH, d, J = 8.1 Hz, CH-NH), 5.68 (IH, br s) en

5.95 (lH: br s) (CO-NH2), 7.19-7.34 (5II, m, CH2-run.j); 13C-k.m.r. b 29.08 (k, 3x,

C(CH3)3)' 39.27 (t, CH2-G6H.j), 56.00 (d, CH-NH), 81.40 (s, C(CH3)3)' 127.79 (d,

CH van C6H5), 129.49 (d, 2x, CH van C6H;), 130.14 (d, 2x, CH van C6H5), 137.44 (s,

C van C6H5), V56.15 (s, N-e-o) , 174.62 (CO-NII2); m/z 264 (2, M+); MS(EI):
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N-t-Butoksikarboniel-2S,3B-2-amino-3-metieloentanamied (201 b)

Cd 0 (u 112 0 ) [ ] 20 0 ( )Opbrengs 9470; Smpt, 166 C LIt, smp. 166 C; (\' D -20.1 eLI, chloroform;

v k 3526 (N-H), 3430 en 3410 (NH2, doeblet), 1688 (C=O), 1163 (C-o-e), em-I;rna s
I H- k.m.r. 60.90 (3H, t, J = 7.1 Hz, CH2-eH3), 0.94 (3Il, d, .J = 6.8 Hz, CH-eH3),

1.00-1.30 (2H, m, CH2-eH3), 1.43 (9H s, C(CII3)3)' 1.45-1.90 (IH, rn, CH-eH3),

3.99 (IH, dd, J = 8.0 Hz, CH-NH), 5.06 (lII, d, J = 8.0 Hz, CH-NH), 5.67 un, br s)

13en 6,09 (IH, br s) (CO-NH2); C-k,rn.r. 612,26 (k, CH2-eH3), 16.39 (k, CH-eH3),

25.50 (t, CH2-eH3), 29.12 (k, 3x, C(CH3)3)' 37.8.5 (d, CH-eH3), 59.99 (d, CH-NH),

+80.53 (s, C(CH3)3)' 156.90 (s, N-eO-D), 174.20 (s, CO-NH2); m/z 230 (1, M ), 186

(49, M+-eONH2); MS(EI): Akkurate massa m/z 230.1615 (M+, bereken 230.1630 vir

CllH22N203)'

N-t-Butoksikarboniel-B-2-amino-3-metielbutiramied (201c)

Cd 0 (. 112 0 [] 20 0 ( form)Opbrengs 8910; Smp. 156 C LIt. smp. 157 C); aD -8.6 c 2.4, chloroform ;

(
-1vrnaks 3520 (N-H), 3440 en 3405 (NH2, doeblet), 1680 C=O), 1160 (C-o-e) em ;

IH-k.m.r. (DMSO-d6) 60.78 (3H, d, J = 7.1 Hz, CH3-4), 0.82 (3H, d, J = 7.6 Hz,

CH3-1 '), 1.35 (9H, s, C(CH3)3)' 1.87 (lJI, dkk, J = 7.6, J = 7.1 en J = 6.9 Hz, CH

CH(CH3)2)' 3.71 (lH, dd, J = 9.0 en J = 6.9 Hz, CTI-NH), 6.47 (lH, d, J = 9.0 Hz,

CH-NH), 7.00 (lH, br s) en 7.26 (lH, br s) (CO-NH2); 13C-k.m.r. (Dl>.IS0-d6) 6

18.67 (k, CH3-4), 20.03 (k, CH3-1
1

) , 28.89 (k, 3x, C(CH3)3)' 31.03 (d, CH(CH3)2)'

60.20 (d, CH-NH), 78.61 (s, C(CH3)3)' 156.14 (s, N-eO-G), 174.22 (s, CO-NH2);

m/z 216 (1, M+), 172 (32, M+-eONH2); MS(EI): Akkurate massa m/z 216.1469

(M+, bereken 216.1474 vir ClQH20N203).

'n Tipiese nrosedure vir die bereiding van N-beskerrnde fr-arninokarbokstioamiede

(202) vana! N-beskermde fr-aminokarboksamiede (201)

By In oplossing van N-t-butoksikarboniel-B-2-amino-3-fenielpropionamied (201a,
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4.73 g, 17.89 mmol) in anhidriese dirnetoksietaan (35 ml) is 2,4-bis-(p-metoksifeniel)

-1,2,3,4-ditiadifosfetaan-2,4-disulfied (203, 3.62 g, 8.95 mmol) gevoeg. Die reaksie

mengsel is vir 4 uur by kamertemperatuur onder 'n inerte atmosfeer meganies geroer,

waarna die oplosmiddel onder verminderde druk verwyder is. Die residuele stroop is in

diehloormetaan (100 ml) opgelos en met waterige natriumhidroksied (1% (1 g per 100

ml), 70 ml) gewas. Die waterige fase is herhaaldelik met dichloormetaan (4x100 ml)

geekstraheer. Die gekombineerde organiese fases is met water (lx70 ml) gewas, ge

droog (a.nhidriese natriumsulfaat), gefiltreer (selliet) en afgedamp onder vakuum. Die

residu is op silika geehromatografeer (heksaan:eticl asetaat 3:2) en die suiwer produk

(Rf = 0.43, heksaan:etiel asetaat 1:1) uit heksaan-etiel asetaat gekristalliseer om 4.47

g (89.1%) tioamied (202a) te lewer.

N-t-Butoksikarboniel-5-2-amino-:l-fenielpropiontioamied (202a)

Smpt. 101°C (Lit. 112 smp. 101°C); (a]53+31.9° (c 1.5, chloroform); vmaks 3420

(NH), 3360 en 3300 (NH2, doeblet), 3000 (arornatiese C-H), 1680 (C=O), 1250 (C=S),

1160 (C-o-e) cm-l ; IH-k.m.r. 0 1.37 (9H, s, C(CH3)3)' 3.10 (2H, d, J = 6.5 Hz,

CH2-G6H5), 4.67 (IH, dd, J = 8..5 en J = 6.5 Hz, CH-NH), 5.39 (IH, d, J = 8.5 Hz,

CH-GH), 7.15-7.35 (5H, m, CH2~H.5)' 7.54 (HI, br s) en 7.69 (lH, br s) (CS-

13NH2); C-k.m.r. 029.10 (k, 3x, C(CH3)3)' 42.60 (t, CH2-e6H5), 62.00 (d, CH-NH),

81.60 (8, C(CH3)3)' 127.85 (d, CH van C6H.5), 129A6 (d, 2x, CH van C6H.5), 130.11

(d, 2x, CH van C6H5), 137.32 (s, C van C6Hs), 1.56.22 (s, N-eO-D), 209.24 (s, CS

NH2); tn]» 280 (16, M+), 164 (31, M+-NHOCOC(CH3)3); MS(EI): Akkurate massa

m/z 280.1231 (M+, bereken 280.1245 vir C14H20N202S1)'

N-t-Butoksikarboniel-2S,3S-2-amino-3-metielpentantioamied (202b)

Opbrengs 87%; Rf = 0.51 (heksaan.etiel asetaat 1:1); Smpt. 131°C (Lit. 1l2 smp.

132
0

C); (a]50-61.1
0

(c 11.8, chloroform); vmaks 3435 (N-H), 3300 en 3199 (NH2,

doeblet), 1692 (C=O), 1247 (C=S), 1164 (C-o-e) em-I; 1H-k.m.r. 00.85 (3H, t, J =

7.2 Hz, CH2-CH3), 0.89 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH-CH3), 1.00-1.20 (2H, m, CH2-GH3),
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1.38 (9H, s, C(CH3)3)' 1.50-1.85 (lH, m, CH-CII3), 4.27 (lH, dd, J = 9.0 Hz,

CH-NH), 5.43 (III, d, J = 9.0 Hz, CII-NII), 8.15 (HI, br s) en 8.66 (lH, br s) (CS

NH2); 13G-k.m.r. 8 11.87 (k, CH2-CU3), 16.29 (k, CH-GH3), 25.58 (t, CH2-CH3),

29.17 (k, 3x, C(CH3)3)' 40.18 (d, Cn-CH3), 64.70; (d, CII-NII), 81.01 (s, C(CH3)3}'
156.86 (s, N-CO-o), 210.49 (s, CS-NH2); m/z 246 (16, M+), 186 (27, M+-CSNH2);

MS(EI}: Akkurate massa m/z 246.1421 (M+, bereken 246.1402 vir Cl1H22N202S1)'

N-t-Butoksikarboniel-S-2-amino-3-metielbutirotioamied (202c)

Opbrengs 93%; Rf = 0.47 (heksaan.etiel asetaat 1:1); Smpt. 108°C (Lit. 112 smp.

108°C); [1l]~°-40.3° (c 2.3, chloroform); vmaks 3440 (N-H), 3360 en 3290 (NH2,

doeblet), 1690 (C=O), 1250 (C=S), 1160 (C-Q-C) em-1; 1H-k.m.r. 80.95 (6H, d, 2x,

J = 6.5 Hz, CH(CH3)2)' 1.39 (9H, s, C(CII3)3)' 2.1.5 (lR, m, CH(CH3)2)' 4.29 (lH,

dd, J = 8.8 Hz, CH-NH), 5.42 (1H, d, J = 8.8 lIz, CH-NH), 7.99 (1H, br s) en 8.51

(lH, br s) (CS-NR2); 13C-k.m.r. b' 19.12 (k, CH3-4), 20.30 (k, CH3-1'), 29.17 (k, 3x,

C(CH3)3)' 34.30 (d, CH(CH3)2)' 6·5.87 (d, CH-NII), 81.10 (s, C(CH3)3)' 156.84 (s,

N-CO-G), 210.24 (s, CS-NH2); m/z 232 (39, M+), 172 (3.5, M+-eSNH2); MS(EI):

Akkurate massa m/z 232.1239 (M+, bereken 232.124.5 vir ClOH20N202S1)'

Bepaling of Lawesson-reaksie met behoud van opti~se suiwerheid van die substraat

gepaard gaan:

N-t-Butoksikarhoniel-S-2-amino-3-meticIhutironitrieI (210)

N-t-Butoksikarboniel-S-2-amino-3-metieIbutiramied (201c, 5.0 g, 23.1 mmoI) is in

In mengsel van anhidriese dimetielformamied (30 ml) en anhidriese dimetoksletaan (30

ml) opgelos. Die meganies geroerde opIossing is onder In inerte atmosfeer na OoC

afgekoel en gedistilleerde tionielchloried (2.7 ml, 38.0 mmol) is drupsgewys bygevoeg.
-

In Temperatuurstyging is waargeneem. Na 3 minute is die ysbad verwyder en is die

reaksiemengsel vir 3 uur by kamertemperatuur geroer. Ys (200 g) en

natriumwaterstofkarbonaat (50 g) is gemeng en hy die reaksiemengsel gevoeg. Die

waterige mengsel is met etiel asetaat (2x300 mI) g(>(ikstraheer en die gekombinecrde
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organiese fases is gedroog (anhldricse natriurnsulfaat), gefiltreer (selliet) en afgedamp

in vacuo. Die residuele stroop is uit heksaan-etiel asetaat gekristallieer om, na droging

van die kristalle in vacuo, 3.90 g (S.5%) van die nitriel (210) te lewer. Rf = 0.41 (hek

saan:etiel asetaat 4:1); Smp. 7S0Cj [o]b9--£8.2° (c 1.5, chloroform); "maks 3447

(N-H), 2255 (C:N), 1715 (C=O), 115S (C-o-e) em-I; IH-k.m.r. 81.02 (3H, d, J =

6.6 Hz, CH3-4), 1.05 (3H, d, J = 6.6 Hz, CH3-1 I), 1.42 (9H, s, C(CH3)3)' 1.S7 (lH,

dkk, J = 6.6 Hz, CH(CH3)2)' 4.42 (lII, dd, J = 7.9 en J = 6.6 Hz, CH-NH), 5.0S (HI,

br d, J = 7.9 Hz, CH-NH); 13C-k.m.r. 8 17.S6 (k, CH3-4), lS.44 (k, CH3-1'), 28.12

(k, 3x, C(CH3)3)' 31.69 (d, CH(CH3)2)' 4S.38 (d, CH-NH), SO.97 (s, C(CH3)3)'

117.99 (s, C:N), 154.45 (s, N-eO-Q); m/z 199 (1, MU+), 143 (52, MH+-e(CH3)3);

MS(EI): Akkurate massa m/z 198.1359 (M+, bereken 198.1368 vir ClOH1SN202)'

N-t-Butoksikarboniel-5-2-amino-3-metielbutirotioamied (202c)

Absolute etanol (20 ml) is na OOC afgekoel en met ammoniak(gas) versadig. Water

stofsulfied(gas) is by OOC deur die mengsel geborrel, waartydens wit kristallyne am

moniumwaterstofsulfied (NH4SH) gevorm het. N-t-butoksikarboniel-5-2-amino-3

metielbutironitriel (210, 1.0 g, 5.04 mmol) is in kokende absolute etanol (25 ml) opge

los, die oplossing toegelaat om tot kamertempcratuur af te koel, en by die NH4SH

suspensie gevoeg. Die magneties geroerde reaksiemengsel het geleidelik geel geword en

meeste van die NH4SH kristalle het opgelos, Dic (heksaan:etiel asetaat 3:2) het aange

toon dat die tioneringsreaksie na 4 uur by kamertemperatuur volledig verloop het. Die

reaksiemengsel is met water (SO ml) verdun en met chloroform (2x40 ml) geekstraheer.

Die gekombineerde organiese fases is gedroog met anhidriese natriumsulfaat, gefiltreer

deur selliet en afgedamp onder verminderde druk. Die residuele stroop is op silika

gechromatografeer (heksaan:etiel asetaat 1:1) en die suiwer produk is uit heksaan-etiel
.

asetaat gekristalliseer om die tioamied (202c) in In opbrengs van S6.3% (1.01 g) te

lewer. Smp. lOSoC (Lit. 112 smp. 10So); [a]6°-4l.So (c 3.1, chloroform). Die optiese

rotasie van die produk (202c) wat met die Lawessori-reaksie berei is, is [Q]~°-40.3° (c

2.3, chloroform).
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1'S.2'B-4-MetieI-2=!N-t-butoksikarbonieI-l '-amino-2'-metieibutieI)tiasooi (218)

Chloorpropanoon (0.16 ml, 2.03 mI) is by 'n oplossing van litiumbromied (176 mg, 2.03

ml) in droe dimetoksietaan (1 ml) gevoeg en die reaksiemengsel is oornag by 80°C

verhit. Die reaksiemengsel, bevattende die gevormde I-broompropanoon, is na kamer

temperatuur afgekoel en N-t-butoksikarboniel-2S,3S-2-amino-3-metielpentantio

amied (202b, 100 mg, 0.41 mmol), opgelos in deutero-etanol (2 ml), is bygevoeg. Die

reaksiemengsel is vir 8 uur by kamertemperatuur meganies geroer, waarna die vlugtige

komponente intacuo verwyder is. Die residuele stroop is gechromatografeer [heksaani'

etiel asetaat 5:1) om suiwer 4-metieltiasool (218) as 'n kleurlose stroop (Rf = 0.5,

heksaan:etiel asetaat 4:1) in 'n opbrengs van 85% (98 mg) ge lewer. [a:]~0-54,4o (c

2.9, chloroform); vmaks 3430 (N-H), 1700 (C=O), 1160 (C-o-e) em-I; IH-k.m.r.

(80 MHz) 80.88 (3H, t, J = 7.3 Hz, CH2-GH3), 0.89 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH-CH3),

1.00-1.35 (2H, m, CH2-CH3), 1.43 (9R, s, C(CH3)3)' 1.95-2.20 (lH, m, CH-CH3),

2.43 (3H, s, C-CH3), 4.89 (1R, dd, J = 8.9 en J = 6.7 Hz, CH-NH), 5.32 (IH, d, J =

8.9 Hz, CH-NH), 6.75 (lH, s, tiasoolproton); m/z 284 (5, M+), 227 (42, M+

C(CH3)3); MS(EI): Akkurate massa m/z 284.1578 (M+, bereken 284.1558 vir

C14H24N202S1)'

l' S.2'B-4-Feniel-2=!N-t-butoksikarboni('I-I '-amino-2'-metielbutiel)tiasool (219)

By 'n meganies geroerde oplossing van N-t-hutoksikarboniel-2S,3S-2-amino-3

metielpentantioamied (202b, 100 mg, 0.41 mmol) in deutero-etanol (1 ml) is feniel

asielbromied (81 mg, 0,41 mmol) gevoeg. Na In reaksietyd van 7 uur by kamertem

peratuur is die oplosmiddel verwyder in vacuo. Die residu is gechromatografeer (hek

saan:etiel asetaat 5:1) om 117 mg (83%) stroperige 4-fenieltiasool (219; Rf = 0.49,

heksaan:etiel asetaat 4:1) te lewer. [0']50-52.6° (c 4.9, chloroform); vmaks 3430

(N-H) , 2980 (aromatiese C-H) , 1710 (C=O), 1160 (C-o-C) em-I; IH-k.m.r. (80

MHz) 0 1.00 (3H, t, J = 7.0 Hz, CH2-eH3), 1.05 (3H, d, J = 6.0 Hz, CH-CH3),

1.10-1.40 (2H, m, CH2-CH3), 1.52 (9H, 5, C(CH:3)3)' 2.00-2.30 (lH, m, CH-CH3),

5.00 un, dd, J = 8.2 en J = 6.0 Hz, CII-NH), .5.40 (1H, hr d, .J = 8.2 Hz, CH-NH),
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7.25-8.00 (5H, m, ~H5)' 7.35 (lR, s, tiasoolproton): m/z 3·16 (13, M+), 290 (37,

MH+-eH(CH3)CH2CH3); MS(EI): Akkurate massa m/z 346.1701 (M+, bereken

346.1715 vir C19H26N202S1).

1.3-Dibroom-2-propanoon (229b)

1,3-Dibroom-2-propanoon is volgens die metode van Kim et al.219 berei. By 'n hewig

geroerde yskoue oplossing van 1,3~ichloor-2-propano9n (.5.0 g, 39.4 mmol) in asetoon

(150 ml) is verpoeierde litiumbromied (50 g) porsiegewys bygevoeg. Die reaksiemeng

sel is vir 3 dae by 18-200C meganies geroer. Afdamping van die oplosmiddel onder

verminderde druk het 'n residuele bruin vaste stof gelewer, wat vervolgens tussen

water (120 ml) en dichloormetaan (200 ml) verdeel is. Die waterfase is weer eens met

dichloormetaan (2x100 ml) gewas. Die gekombineerde organiese fases is gewas met

yskoue water (lxl00 ml), gedroog (anhidriese natriumsulfaat), gefiltreer (selliet) en

afgedarnp onder verminderde druk. Suiwer kristallyne 1,3~ibroom-2-propanoon

(6.13 g, 72.1%) is verkry deur die tweemaligc kristallisasie van die ru-produk uit

°petroleum eter. Smp. 25-27 C.

l' RIS.2'5-4-Broommetiel-2:=£N-t-butoksikarboniel-l'-amino-2'-metielbutiel)

tiasool (220)

1,3-Dibroom-2-propanoon (88 mg, 0.41 mmol) is by 'n oplossing van N-t-butoksi

karboniel-2S,35-2-amino-3-metielpentantioamied (202b, 100 mg, 0.41 mmol) in

deutero-etanol (1.5 ml) gevoeg. Die reaksiernengsel is vir 24 uur by kamertemperatuur

meganies geroer. Die oplosmiddel is afgedamp in racuo en die residuele stroop is op 'n

koue silikakolom (-WoC) gechromatografeer (heksaan:etiel asetaat 4:1) om 'n

stroperige diastereomeriese mengsel (diasteromeer A:diastereomeer B ca. 7:3) van

4-broommetieltiasool (220, 88 mg, 59.7%) as 'n enkel kol volgens dic (Rf = 0.38,

heksaan:etiel asetaat 4:1) te lewer. Geen poging is aangewend om die twee diastereo

mere te skei nie aangesien die verhouding waarin dit voorkom geredelik met behulp

van k.m.r.- en m.s.-analise bepaalbaar was. [0]6.5-14.1° (c 6.2, chloroform); vmaks
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3440 (N-H) , 1710 (C=O), 1160 (C-o-e) em-I. MS(EI): Akkurate massa m/z

362.0669 (M+, bereken 362.0664 vir C14H2:3N202S1Brl)'

Diastereomeer A: IH-k.m.r. (500 MHz) b 0.90 (3H, t, J = 7.5 Hz, CH2-eH3), 0.91

(3H, d, J = 6.8 Hz, CH-eH3), 1.10-1.20 (2H, m, CH2-eH3), 1.44 (9H, s, C(CH3)3)'
2.00-2.10 (IH, m, CH-eH3), 4.53 (2H, s, CH2-Br), 4.88 (ea. 70% van die intensiteit

van IH vanwee deuteriumuitruiling, m, CH-NH), 5.23 (l H, br m, CH-NH en CD

NH), 7.17 (lH, s, tiasoolproton); 13C-k.m.r. (500 MHz) b 11.64 (k, CH2-eH3), 15.66

(k, CH-eH3), 24.69 (t, CH2-eH3), 27.18 (t, CH2-Br), 28.12 (k, 3x, C(CH3)3)' 39.97

(d, CH-eH3), 57.35 (d, CH-NH), 79.96 (s, C(CH3)3)' 116.99 (d, C-5), 128.56 (s,

C-2), 152.15 (s, C-4), 155.31 (s, N-GO-Q); m/z 364 (4.1, M+ met SIBr), 362 (4.0,

M+ met 7gBr) en 365 (0.8, (M-H+D)+ met 81 Br), 363 (0.8, (M-H+D)+ met 79Br).

Diastereomeer B: 1H-k.m.r. (500 MHz) b 0.85 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH-eH3), 0.95

(3H, t, J = 7.5 Hz, CH2-eH3), 1.21-1.30 (2H, m, CH2-eU3), 1.45 (9H, s, C(CH3)3)'

2.10-2.20 (IH, m, CH-eH3), 4.64 (2H, s, CH2-Br),(CH-NH is volledig met deute

rium uitgeruil), 5.15 (lH, br s, CD-NH), 7.18 (lII, s, tiasoolproton): 13C-k.m.r. (500

MHz) b 11.64 (k, CH2-eH3), 13.60 (k, CH-GH3), 26.50 (t, CH2-eH3), 27.18 (t,

CH2-Br), 27.94 (k, 3x, 'C(CH3)3)' 39.92 (d, CH-eII3), .57.35 (d, CD-NH), 79.96 (s,

C(CH3)3)' 116.64 (d, C-5) , 128.56 (8, C-2), 152.15 (s, C-1), 1.55.31 (s, N-eO-Q);

m/z 365 (0.8, (M-H+D)+ met 8I Br), 363 (0.8, (M-H+D)+ met 79Br).

1I RIS,2'8-4-ehloorrnetiel-2dN-t-butoksikarboniel-1'-amino-2'-metielbutiel)

tiasool (221)

By In oplossing van N-t-butoksikarboniel-2S,35-2-amin(}-3-metielpentantioamied

(202b, 100 mg, 0.41 mmol) in deutero-etanol (1 ml) is 1,3-dichloor-2-propanoon (52

mg, 0.41 mmol) gevoeg. Die reaksiernengsel is vir 34 uur by kamertemperatuur mega

nies geroer, waarna die oplosmiddeI verwyder is in racuo. Die residuele stroop is op In

koue silikakolom (_10°C) gechromatografeer (heksaan:etiel asetaat 4:1) om 'n strope-
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rige diastereomeriese mengsel van 4-ehloormetieltiasool (221, 66 mg, 51%) as In enkele

kol volgens die (Rf = 0.44, heksaan.etiel asetaat 4:1) te lewer. Die diastereomere is nie

geskei nie. [alb5_11.60 (c 5.9, chloroform); vmaks 3440 (N-H), 1710(C=O), 1160

(C-o-e) em-I; 1H-k.m.r. (80 MHz) D1.00 (3H, t, J = 7.0 Hz, CH2CH3), 1.05 (3H,

d, J = 6.0 Hz, CH-eH3), 1.25-1.50 (2H, m, CH2-eH3), 1.58 (9H, s, C(CH3)3)'

2.00-2.35 (lH, m, CH-GH3), 4.75 (2H, s, CH2-Gl'), 5.20 (ca. 50% van die intensiteit

van IH vanwee deuteriumuitruiling, m, CH-NH), 5.20 (IH, br m, CH-NH (50%) en

CD-NH (50%)), 7.30 (IH, 5, tiasoolproton); MS(EI): Akkurate massa m/z 318.1144

(M+, bereken 318.1169 vir C14H23N202S1Cl1).

Diastereomeer A: m/z 320 (0.9, M+ met 37Cl), 318 (2.6, M+ met 35Cl), 321 (0.4,

(M-H+D)+ met 37Cl'), 319 (1.3, (M-H+D)+ met 35Cl);

Diastereomeer B: m/z 321 (0.4, (M-H+D)+ met 37Cl) , 319 (1.3 (M-H+D)+ met

35Cl').

Etiel1' R/S,2 1~2=(N-t-butoksikarboniel-1 '-amino-2'-metielbutiel)tiasoo!-4

karboksielsuur (222)

N-t-Butoksikarboniel-2S,3~2-amino--3-metielpentantioamied (202b, 100 mg, 0.41

mmol) is opgelos in deutero--etanol (1 ml). Etiel broompiruvaat (0.05 ml, 0.41 mmol)

is by die oplossing gevoeg en die reaksiemengsel is vir 30 uur by kamertemperatuur

meganies geroer. Die oplosmiddel is onder verminderde druk verwyder en die residu

gechromatografeer (heksaan:etiel asetaat 4:1). Die suiwer etielester (222, 109 mg,

78.4%) is uit heksaan-etiel asetaat gekristalliseer om, na droging in vacuo, kristalle te

, 0 (. 112 0 [ ] 14 5 0lewer met n smeltpunt 108 C LIt. smp. 103 C). aD· -7.9 (e 1.3, chloroform);

vmaks 3442 (N-H), 1712 (C=O), 1165 (C-o-e) em-I; 1H-k.m.r. (80 MHz) 8 0.95

(3H, t, .J = 7.2, CH2-eH3), 1.00 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH-eH3), 1.30 (2H, ill,

CH2-GH3), 1.35 (3H, t, J = 7.1 Hz, OCH2-GH3), 1.45 (9H, s, C(CH3)3)' 2.00-2.35

(lH, ill, CH-GH3), 4.31 (2H, k, J = 7.1 Hz, O-GH2-GH3
), 5.10 (ca. 28% van die

intensiteit van IH vanwee deuteriumuitruiling, m, CH-NH), 5.20 (lH, br m, CH-NH



342

(28%) en CD-NIl (72%)), 7.91 (lH, s, tiasoolproton);

Diastereomeer A: m/z 342 (2.7, M+), 343 (3.5, (M-H+D)+);

Diastereomeer B: m/z 343 (3.5, (M-H+D)+); MS(EI): Akkurate massa m/z 342.1620

(M+, bereken 342.1613 vir C16H26N204S1)'

I' RIB-4-Broommetiel-2-{N-t-butoksikarboniel-1'-amino-2'-fenieletiel)

tiasool (223)

By 'n meganies geroerde oplossing van N-t-butoksikarboniel-5-2-amino-3-feniel

propiontioamied (202a, 200 mg, 0.71 rnmol) in deutero-etanol (1.5 ml) by 90°C is 'n

oplossing van 1,3-dibroom-2-propanoon (154 mg, 0.71 mmol) in deutero-etanol (1

ml) drupsgewys gevoeg. Na 'n reaksietyd van 15 minute by 90°C is die reaksiemengsel

afgekoel tot by kamertemperatuur en die oplosmiddel verwyder in vacuo. Die donker

bruin residuele stroop is op 'n koue silikakolom (_10°C) gechromatografeer (heksaan: ~

etiel asetaat 4:1) om suiwer broomtiasool (223, 153 mg, 53.9%) as 'n kleurlose stroop

(Rf = 0.33, heksaan:etiel asetaat 4:1) te lewer. Die suiwer produk (223) is uit heksaan

-etiel asetaat gekristalliseer om kristalle met smeltpunt 118-119
0C

te gee. [aJi,I
-18.4° (c 1.6, chloroform); vmaks 3420 (N-H), 3000 (aromatiese C-H), 1720 (C=O),

1160 (C-o-C) ern-1; 1H-k.m.r. (80 MHz) 0 1.50 (9H, s, C(CH3)3)' 3.34 (2H, s,

CH2-C6H5), 4.61 (2H, s, CH2-Br), 5.25 (ca. 75% van die intensiteit van IH vanwee

deuteriumuitruiling, m, CH-NH), 5.25 (1H, m, CH-NH (75%) en CD-NH (25%)),

7.10-7.40 (5H, m, CH2~H5)' 7.14 (1H, s, tiasoolproton); MS(EI): Akkurate massa

m/z 396.0499 (M+, bereken 396.0508 vir C17H21N202S1Br1).

Enantiomeer A: m/z 398 (1.6, M+ met SIBr), 396 (1.5, ~[+ met 79Br) en 399 (0.3,

(M-H+D)+ met Sl Br), 397 (0.3, (M-H+D)+ met 79Br);

Enantiomeer B: m/z 399 (0.3, (~[-H+D)+ met SIBr), 397 (0.3, (M-H+D)+ met

79Br). .
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l' R/B-4-ehloormetiel-2-(N-t-butoksikarboniel-1 I-amino-2 '-fenieletiel)

tiasool (224)

By 'n meganies geroerde oplossing van N-t-butoksikarboniel-S-2-amino-3-feniel

propiontioamied (202a, 100 mg, 0.36 mmol) in deutero-etanol (1 ml) by 90°C is 'n

oplossing van 1,3-dichloor-2-propanoon (45 mg, 0.36 mmol) in deutero-etanol (0.5

ml) drupsgewys bygevoeg. Na 'n reaksietyd van 3 uur by 90°C is die reaksiemengsel

na kamertemperatuur afgekoel en die oplosmiddel verwydcr in vacuo. Die residuele

stroop is op 'n koue silikakolom (-10°C) gechromatografecr (heksaan:etiel asetaat 4:1)

om suiwer chloortiasool (224, 65 mg, 51.6%) as 'n kleurlose stroop (Rf = 0.31, heksaan

:etiel asetaat 4:1) te lewer. Die suiwer produk (224) is uit heksaan-etiel asetaat gekris

talliseer. Smp. 109-111°C; [a]~0-16.5° (c 2.4, chloroform); vmaks 3420 (N-H), 1720

(C=O), 1160 (C-o-e) cm-1; 1H-k.m.r. (80 MHz) 0 1.25 (9H, s, C(CH3)3)' 3.15

(2H, s, CH2-e6H5), 4.57 (2H, s, CH2-el) , 5.15 (ca. 45% van die intensiteit van 1H

vanwee deuteriumuitruiling, m, CH-NH), 5.15 (lH, m, CH-NH (45%) en CD-NH

(55%)), 6.95-7.13 (.5H, m, CH2~H5)' 7.13 (lH, s, tiasoolproton); MS(EI): Akkurate

massa m/z 352.1025 (M+, bereken 352.1012 vir C17H21N20 2S1Cl1)

Enantiomeer A: tnlz 354 (0.7, M+ met 37co, 352 (2.0, M+ met 35C£) , 366 (0.4,

(M-H+D)+ met 37Cl), 353 (1.1, (M-H+D)+ met 35Cl);

Enantiomeer B: m/z 355 (004, (M-H+D)+ met 37Cl) , 3.53 (1.1, (M-H+D)+ met

35Cl).

Etiel I' R/S-2-{N-t-butoksikarboniel-1 '-amino-2'-fenieletieI)tia..,ool-4-karboksiel

suur(225)

N-t-butoksikarboniel-S-2-amino-3-fenielpropiontioamied (202a, 100 mg, 0.36

mmol) is opgelos in deutero-etanol (1 ml), waarna die oplossing verhit is na 90°C.

Etiel broompiruvaat (0.04 ml, 0.36 mmol) is by die oplossing gevoeg en die reaksie

mengsel is vir 15 minute by 90°C meganies geroer. Die oplosmiddel is verwyder in

vacuo en die residuele stroop gechromatografeer (heksaan:etiel asetaat 7:3). Die suiwer

etielester (225, 95.2 mg, 70.9%) is uit heksaan-etiel asetaat gekristalliseer. Smp.
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o ru 112 ° [J 19 ° (111 C LIt. smp. 111 C); aD -7.4 c 1.5, chloroform); vmaks 3435 (N-H), 1716

(C=O), 1167 (C-o-G) em-I; l U- k.m.r. (80 MHz) fJ 1.35 (9Il, s, C(CH3)3)' 1.39

(3H, t, J :::: 7.1 Hz, OCH2-eH3), 3.31 (2H, d, J = 6.0 Hz, CH2-G6H5), 4.40 (2H, k, J

= 7.1 Hz, O-eH2-GH3), 5.25 (ca. 2.5% van die intensiteit van IH vanwee deuterium

uitruiling, m, CH-NH), 5.25 (IH, br m, CH-NH (25%) en CD-NH (75%)), 7.00-7.35

(5H, m, CHf·~H5)' 8.03 (IH, s, tiasoolproton);

Enantiomeer A: m/z 376 (4, M+), 377 (6, (M-H+D)+);

Enantiomeer B: m/z 377 (6, (M-H+D)+); MS(E1): Akkurate massa m/z 376.1468

(M+, bereken 376.1457 vir C19H24N204S1)'

5.8 EKSPERIMENTEEL VAN AFDELING 2.8

1,3-Dibroom-2-propanoon (229b)

Die benadering tot die bereiding van 229b is in bostaande afdeling (kyk

Eksperimenteel van Afdeling2.7) volledig bespreek.

1I RIs-4-ehloormetiel-2-=(N-t-butoksikarboniel-l '-amino-2'-fenieletiel)-

tiasool (230a)

Die verbinding (230a) is in anhidriese dimetoksietaan soortgelyk aan die gedeutereerde

analoog (224, kyk Eksperimenteel van Afdeling 2.7) in 'n opbrengs van 52% berei,

° []20 o(Smp. 110-111 C; aD -16.3 c 2.5, chloroform).

I' RI5-4-Broommetiel-2-=(N-t-butoksikarboniel-l '-amino-2 '-fenieletiel)-

tiasool (230b)

Die verbinding (230b) is in anhidriese dlmetoksietaan, soortgelyk aan die gedeutereerde

analoog (223, kyk Eksperimenteel van Afdeling 2.7) in 'n opbrengs van 54.5% berei.
• 0 ?O 0

Smp. 118-119 C; [0']5 -19.1 (c 1.9, chloroform).
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I' R/s-4-Metielalkohol-2=fN-t-butoksikarboniel-I '-amino-2'-fenieletiel)-

tiasool (231) en I' R/s-4-Formiel-2-:!N-t-hutoksikarboniel-l '-amino-2'-feniel

etiel)tiasool (232)

Silwertosilaat (203 mg, 0.73 mmol) is by In oplossing van 11 R/8-4-broornmetiel-2

(N-t-butoksikarboniel-l'-amino-2'-fenieletiel)tiasool (230b, 262 mg, 0.66 mmol) in

anhidriese dimetielsulfoksied (1 ml, 2x gedistillcer vanaf kalsiumhidried in vacuo)

gevoeg. Die reaksiemengsel is onder 'n inerte atrnosfeer vir 12 uur by

kamertemperatuur meganies geroer, waartydens In fyn wit presipitaat ontwikkel het.

Na die byvoeging van trietielamien (0.1 ml) is die rnengsel vir 15 minute geroer en

daarna verdun met eter (2ml). Die eterfase is afgeskei en die oplosmiddel is verwyder

in vacuo. Die residuele stroop is opgelos in heksaan-etiel asetaat (2:3), waartydens die

alkoholderivaat (231, 51 mg) spontaan uitgekristalliseer het. Die kristalle is afgeskei

deur filtrasie en die filtraat is ingedamp onder verminderde druk. Chromatografie van

die residu op watervrye silika (heksaan:etiel asetaat 2:3) en kristallisasie van die suiwer

fraksies uit heksaan-etiel asetaat het die 4-formielderivaat (2:32, R
f

= 0.32,

heksaan:etiel asetaat 2:3) in 'n opbrengs van 57% (125 mg) en die alkoholderivaat (231,

Rf = 0.27, heksaan.etiel asetaat 2:3) in 'n totale ophrengs van 33% (22 mg + 51 mg)

gelewer.

Analise van die 4-rnetielalkoholderivaat (231):

Smp. 118-120oC; [a]6 I-4.oO (c 1.5, chloroform); vmaks 3440 (N-H), 3400 (O-H,

waterstofgebind, breed), 3000 (aromatiese C-H), 1720 (C=O), 1160 (C-o-e) em-1;

1H-k.m.r. (80MHz) 0 1.35 (9H, 5, C(CH3)3)' 2.30 (IH, br 5, volledig uitruilbaar met

D20, CH2-DH), 3.19 (2H, d, J = 6.0 Hz, CH2-e6H5), 4.70 (2H, s, CH2-GH), 5.20

(1H, m, CH-NH), .5.20 (1H, m, CH-NH), 7.00-7.30 (.5H, m, CH2~H5)' 7.05 (IH, s,

tiasoolproton): m/z 261 (4, M+-DC(CH3)3)' 243 (24, M+-eH2-C6Hfj )j MS(EI):

Akkurate massa mjz 334.1349 (M+, bereken 334.1351 vir C17H22N203S1)'
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Analise van die 4--formielderivaat (232)

Smp. 113-114°C; [a]51--4.3° (c 1.9, chloroform); vmaks 3420 (N-H) , 1700 (C=O),

1150 (C-Q-C) ern-1; 1H-k.m.r. (80 MHz) b 1.41 (gIl, s, C(CII3)3)' 3.35 (2H, d, J =

6.0 Hz, CH2-C6H5), 5.30 (lH, m, ClI-NIl), 5.30 (III, m, CH-NH), 7.10-7040 (5H, m,

CH2~H5), 8.08 (lH, 5, tiasoolproton), 10.05 (lII, s, cn-Q); m/z 332 (5, M+), 241

(57, M+-CH2C6H5); MS(EI): Akkurate massa tu]: 332.1211 (M+, bereken 332.1195

vir C17H20N203S1).

Die oksidasie van 1'R/s-4-chloormetiel-2-(N-t-butoksikarboniel-1 '-amino-2'-

fenieletiel)tiasool (230a) onder dieselfde kondisies as bostaande, het die

4-metielalkoholderivaat (231; smp. 119-120
oC; [al~°--4.3° (c 0.9, chloroform)) in 'n

opbrengs van 27% en die 4-formielderivaat (232; smp. 113-114°C; [a]61--4.7° (c 1.5,

chloroform)) in 'n opbrengs van 46% gelewer.

Metiel I' R/B-2-dN-t-butoksikarboniel-l'-amino-2'-fenieletiel)tiasoo1--4

karboksielsuur (233)

'n Mengsel van l' R/B-4-metielalkohol-2-(N-t-butoksikarboniel-1 '-amino-2'-feniel

etiel)tiasool (231, 100 mg, 0.3 mmol) en aktiewe mangaandioksied227 (530 mg, 6.10

mmol) in droe heksaan (2 ml) en droe asetoon (1 ml) is vir 5 uur by OoC onder 'n

inerte atmosfeer meganies geroer. Die reaksiemengsel is deur selliet filtreer en die

filtraat ingedamp onder verminderde druk. 1H-k.m.r.-analise (80 MHz) van die

residuele stroop (Rf = 0.32, heksaan:etiel asetaat, 2:3) het bevestig dat die produk die

ooreenkomstige 4-formieltiasoolderivaat (232, >9.5% suiwerheid) is.

Die ongesuiwerde 4-formieltiasoolderivaat (232, 110 mg) is opgelos in anhidriese

metanol (2 ml) en natriumsianied (73 mg, 1.5 mmol), ysasynsuur (27 mg, 004.5 mmol)

en aktie'we mangaandioksied227 (530 mg, 6.1 mmol) is bygevoeg. Die mengsel is vir 12

uur by kamertemperatuur onder 'n inerte atrnosfeer meganies geroer, waarna die

vlugtige komponente onder vakuum verwyder is. Die residu is tussen water (5 ml) en

etiel asetaat (30 ml) verdeel. Die organiese fase is gedroog; (anhidriese natriumsulfaat),
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gefiltreer (selliet) en ingedamp onder verminderde druk. Die residuele stroop is gechro

matografeer met heksaan-etiel asetaat (3:2) as elueermiddcl. Die suiwer produk (Rf =

0.14, heksaan:etiel asetaat 4:1) is uit heksaan-ctiel asetaat gckristalliseer om 92 mg

(85%) metielester (233) te lewer. Smp. 116°C; [a]b9-2AO (c 1.0, chloroform); vmaks

3435 (N-H), 1718 (C=O), 1167 (C-o-e) em-I; IH-k.m.r. (80 MHz) 8 1.32 (9H, s,

C(CH3)3)' 3.25 (2II, d, J = 6.0 Hz, CH2-e6H5), 3.90 (3TI, s, CO-eH3), 5.23 (HI, m,

CH-NH), 5.23 (IH, m, CH-NH), 7.0a-7.3.5 (5H, m, CJT2~H5)' 8.0S (IH, s, tiasooI

proton); m/z 362 (3, M+), 271 (34, M+-eH2C6HS); Akkurate massa m/z 362.1289

(M+, bereken 362.1300 vir CI8H22N204S1)'

1,3,4-Tribroom-but-2-oon (240)

By 'n meganies geroerde oplossing van 2-trimetielsilieloksibutadieen (0.14 rnl, 0.81

mmol) in dichloormetaan (1 ml) by -30°C (asetoon/droe ys) is broom (ca. 0.04 mI,

0.81 mmoI) gevoeg. Die reaksiernengsel is vir S minute hy -30°C geroer, waarna dit na

kamertemperatuur opgewarm is. 'Vater (1 mI) is by die mengseI gevoeg en daarna met

dichloormetaan (2x2 ml) geekstraheer. Die gekombineerde organiese fases is gedroog

(anhidriese natriumsulfaat), gefiltreer (selIiet) en ingedamp hy kamertemperatuur

onder verminderde druk. IH-k.m.r.-analise het die produk (240, 2S0 mg) met 'n

suiwerheid van> 97% bevestig. IH-k.m.r. (80 MHz) 83.67 (lH, dd, J4a 4b = 10.0 en,
J3 4b = 4.4 Hz, H-4b), 3.96 (IH, dd, J3 4a = 10.3 en J4a 4b = 10.0 Hz, H-!a), 4.08

, "
(IH, d, J 1a,l b = 12.0 Hz, H-lb), 4.34 (IH, d, J 1a,l b = 12.0 Hz, H-la), 4.99 (IH, dd,

J3,4a = 10.3 en J3,4b = 4.4 Hz, H-3).

4--{1" .2"-Dibroometiel)-l'R/5-2-:fN-t-hutoksikarbonieI-l '-amino-2'-fenieletieI}-

tiasooI (243)

1,3,4-Tribroom-but-2-oon (240, 250 mg, 0.81 mmol) is opgelos in anhidriese di

metoksietaan (1.5 ml) en N-t-butoksikarboniel-5-2-amino-3-fenielpropiontioamied

(202a, lSI mg, 0.54 mmol) is bygevoeg. Die reaksiemengsel is vir 10 uur by kamertem-

peratuur onder 'n inerte atmosfeer meganies geroer, Die vlngtige komponente is ver-
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wyder in vacuo en die residu is tussen chloroform (S ml) en waterige natriumbikarbo

naat (2 ml) verdeel. Die organiese fase is gedroog (anhidriese natriumsulfaat), gefil

treer (selliet) en ingedamp onder verminderde druk. Chromatografie van die residuele

stroop op 'n koue silikakolom (-10°C) met heksaan-etiel asetaat (4:1) as elueermiddel

het 'n diastereomeriese mengsel van die dibroorntiasoolderivaat (243) in 'n opbrengs

van 43% (114 mg) as 'n kleurlose stroop (Rf = 0.42, heksaan:etiel asetaat 4:1) gelewer.

Geen poging is aangewend om die diastereomeriese mengsel te skei nie aangesien beide

diastereomere m.b.v. 1H_ en 13C-k.m.r.-spektroskopie (diastereomeer A : diastereo

meer BN 1:1) gekarakteriseer kon word. [Q']~7.9_18.2° (c 1.9, chloroform); vmaks

3433 (N-H), 3012 (aromatiese C-H), 1i12 (C=O), 1163 (C-o-G) em-I; m/z 330 (8,

M+-2 Br), 301(10), 299(20) en 297(10) (MH+-GH2C6HS-oCOC(CH3)3)' 214 (3S,

M+-2 Br-NH-t-Boc); MS(EI): Akkurate massa mjz 487.9761 (M+, bereken 487.9770

vir C18H22N202S1Br2).

Diastereomeer A: 1H-k.m.r. (SOO MHz, DMSO-d6) fJ 1.31 (9H, s, C(CH3)3)' 3.29

(2H, m, CH2-G6HS)' 4.17 (lH, dd, J2"a,2"b = 10.0 en J1",2"b = S.O Hz, H-2"b), 4.28

(lH, dd, J2"a,2"b = J 1",2"a = 10.0 Hz, H-2"a), 4.96 (lH, m, CH-NH), 4.96 (lH, m,

CH-NH), S.61 (lH, dd, J1",2"a = 10.0 en J1",2"b = S.O Hz, H-l"), 7.1S-7.27 (SH, m,

CH2~HS)' 7.27 (lH, s, tiasoolproton); 13C-k.m.r. (200 ~IHz, CDCf3) fJ 29.12 (k, 3x,

C(CH3)3)' 34.70 (t, CH2-G6HS), 42.0.5 (t, CH2-Br), 4·5.S0 (d, CH-Br), S4.33 (d,

CH-NH), 81.13 (s, C(CH3)3)' 118.65 (d, C-5), 127.66 (d, CH van C6HS)' 129.16 (d,

2x, CH van C6HS)' 130.41 (d, 2x, CH van C6HS), 130..56 (s, C-4), 136.68 (s, C van

C6HS)' lS3.43 (s, C-2), lSS.74 (8, N-eO-o).

Diastereomeer B: 1H-k.m.r. (SOO MHz, DMSO-d6) fJ 1.31 (9H, s, C(CH3)3)' 3.29

(2H, m, CH2-G6HS)' 4.19 (lH, dd, J2"a,2"b = 10.0 en J1",2"b = S.O Hz, H-2"b), 4.33

(lH, dd, J2"a,2"b = J 1",2"a = 10.0 Hz, H-2"a), 4.96 (lH, m, CH-NH), 4.96 (lH, m,

CH-NH), S.63 un, dd, J1",2"a = 10.0 en J 1",2"b = S.O Hz, H-1"), 7.15-7.27 (SH, m,

CH2~H5)' 7.27 (lH, s, tiasoolproton); 13C-k.m.r. (200 J\fIIz, CDCl3) fJ 29.12 (k, 3x,

C(CH3)3)' 34.70 (t, CH2-e6HS), 42.41 (t, CH2-Br), 4·5.66 (d, CH-Br), S4.49 (d,
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CH-NH), 81.17 (s, C(CH3)3)' 118.72 (d, C-5) , 127.75 (d, CH van C6H5), 129.35 (d,

2x, CH van C6H5), 130.53 (d, 2x, CH van C6H5), 130.56 (s, C-4), 136.89 (s, C van

C6H5), 153.57(s, C-2), 155.74 (s, N-CO-o).

5.9 EKSPERIMENTEEL VAN AFDELING 2.9

Die volgende N-beskermde fr-aminokarboksamiede (201eJ) is vanaf die

ooreenkomstige N-beskermde fr-aminokarboksielsure (200('J) volgens die standaard

prosedure (sien Eksperimenteel van Afdeling 2.7) berei:

N-t-Butoksikarboniel-S-2-aminopropionamied (201e)

~ ° (Li 112 ° [] 19 °Opbrengs 8770; Smp. 124 C LIt. smp. 123.5 C); aD -25.0 (e 6.7, chloroform);

vmaks 3485 (N-H), 3438 en 3342 (NH2, doeblet), 1686 (C=O), 1163 (C-o-C) em-1;

1H-k.m.r. 01.31 (3H, d, J = 7.1 Hz, CH-CH3), 1.38 (9H, s, C(CH3)3)' 4.19 (IH, m,

CH-NH), 5.45 (IH, d, J = 6.6 Hz, CH-NH), 6.34 (IH, br s) en 6.67 (IH, br s)(CO-

13NH2); C-k.m.r. 0 19.35 (k, CH-CH3), 29.12 (k, 3x, C(CH3)3)' 50.48 (d, CH-NH),

80.79 (8, C(CH3)3)' 156.40 (s, N-CO-D), 176.80 (8, CO-NH2); m/z 188 (2, M+), 144

(100, M+ -CONH2); MS(EI): Akkurate massa m/z 188.1139 (M+, bereken 188.1161

vir C8H16N203).

N-t-Butoksikarboniel-S-2-amin0-4-metielpentanami('d (201f)

Opbrengs 92%; Smp. 144°C (Lit. 112 smp. 144°C); [a]:6°-36.8° (e 2.5, chloroform);

vmaks 3487 (N-H), 3443 en 3411 (NH2, doeblet), 1692 (C=O), 1163 (C-o-C) em-I;

1H-k.m.r. t5 0.91 (3H, d, J = 6.1 Hz, CH3-5), 0.93 (3H, d, J = 6.3 Hz, CH3-1'), 1.42

(9H, s, C(CH3)3)' 1.40-1.60 (2H, m, CH-CH2-CH), 1.60-1.75 (IH, m, CH(CH3)2)'

4.14 (1H, m, CH-NH), 5.08 (IH, br d, J ~ 8.3 Hz, CH-NH), 5.90 (IH, br s) en 6.43

(lH, br" 8) (CO-NH2); 13C- k.m.r. t5 22.69 (k, CH3-·S), 23.77 (k, CH3-1'), 25.53 (d,

CH(CH3)2)' 29.12 (k, 3x, C(CH3)3)' 42.07, (t, CH-CH2-CH), 53.43 [d, CH-NH),

80.50 (s, C(CH3)3)' 156.62 (s, N-CO-o), 176.35 (s, CO-NH2); ui]: 230 (1, ~'1+), 186

(42, M+-CONH2); MS(EI): Akkurate massa m/z 230.1639 (M+, bereken 230.1630 vir

Cl l H22N203)·
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Die volgende N-beskermde a-aminokarbokstioamierle (202d-f) is vanaf die ooreen

komstige N-beskermde fr-aminokarboksamiede (201d-f) volgens die standaard -:

prosedure(sien Eksperimenteel van Afdeling 2.7) berei:

N-Bensieloksikarboniel-S-2-amino-3-metielbutirotioarnirrl (202d)

Opbrengs 85%; Rf = 0.43 (heksaan:etiel asetaat 1:1); Srnp. 100-101°C; [a]~1-51.1° (e

12.2, chloroform); vmaks 3435 (N-H), 3368 en 3302 (NH2, docblet), 3036 (aromatiese

C-H), 1709 (C=O), 1228 (C=S) em-I; IH-k.rn.r. 50.91 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH3--~:),

0.97 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH3-1'), 2.06 (lH, dkk, J = 8.6, J = 6.8 en J = 6.8 lIz,

CH(CH3)2)' 4.32 (lH, dd, J = 9.0 en J = 8.6 Hz, CTI-NH), 5.05 (2H, s, CH2-e6HS)'

5.83 (IH, d, J = 9.0 Hz, CH-NH), 7.20-7.40 (SH, m, CH2~HS)' 8.04 (IH, br s) en

8.36 (IH, br s) (CO-NH2); 13C-k.m.r. 519.11 (k, CH3-4), 20.33 (k, CH3-1'), 34.29

(d, CH(CH3)2)' 66.23 (d, CH-NH), 68.04 (t, CH2-e6H.j ) , 128.52 (d, 2x, CH van

C6H5), 129.25 (d, CH van C6H5), 129.43 (d, 2x, CH van C6H5), 136.91 (s, C van

C6H5), 157.41 (s, N-eO-D), 209.42 (s, CS-NH2); m/z 266 (20, M+), 206 (31, M+

CSNH2); MS(EI): Akkurate massa tu]» 266.1099 (M+, bereken 266.1089 vir

C13H18N202SI)'

N-t-Butoksikarboniel-S-2-aminopropiontioamied (202e)

Opbrengs 87%; Rf = 0.37 (heksaan:etiel asetaat 1:1); Smp. 103°C (Lit. 112 smp.

103°C); [a]l/-36.8° (e 8.7, chloroform); vrnaks 3439 (N-H), 330S en 3201 (NH2,

doeblet), 1693 (C=O), 1238 (C=S), 1159 (C-o-e) em-I; IH-k.rn.r. 0 1.38 (9H, s,

C(CH3)3)' 1.~O (3H, d, J = 7.0 Hz, CH-eH3), 4..56 (1 H, rn, CH-NH), 5.5.5 (IH, br d,

J =: 6.6 Hz, CH-NH), 8.19 (IH, br s) en 8.44 (IH, br s) (CS-NH2); 13C-k.rn.r. 022.77

(k, CH-CH3), 29.16 (k, 3x, C(CH3)3)' 55.93 (d, CH-NH), S1.24 (s, C(CH3)3)' 156.34

(s, N-CO-o) , 211.36 (s, CS-NH2); m/z 204 (68, M+), 144 (61, M+-eSNH2);

MS(EI): Akkurate rnassa m/z 204.0950 (M+, bereken 204.0932 vir CSH16N202S1)'
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N-t-Butoksikarboniel-S--2-amin0-4-meti('lpentantioamied (202f)

Opbrengs 93%; Rf = 0.52 (heksaan:etiel asetaat 1:1); Smp. 158°C (Lit.112 smp.

157.50C); [a]~1-46.9° (c 8.1, chloroform); vrnaks 3437 (N-H), 3367 en 3301 (NH2,

doeblct), 1697 (C=O), 1249 (C=S), 1163 (C-o-e)cm-I; IH-k.m.r. 00.80 (6H, 2x, br

d, J ~ 4.8 Hz, CH(CH3)2)' 1.28 (sn, s, C(CII3)3)' 1.40-1.55 (2H, m, CH-eH2-eH),

1.55-1.70 (IH, m, CH(CH3)2)' 4.53 (lII, m, CII-NIT) , 5.55 (lII, br d, J ~ 8.2 lIz,

13CH-NH), 8.49 (1H, br s) en 8.85 (lII, br s)(CS-NH2); C-k.m.r. 022.78 (k, CH3-5),

23.75 (k, CH3-1 '), 25.56 (d, CH(CH3)2)' 29.13 (k, 3x, C(CH3)3)' 45.49 (t, CH-eH2

CH), 58.62 (d, CH-NH), 80.89 (s, C(CH3)3)' 1.56.79 (s, N-eO-Q), 211.55 (s, CS

NH2),; rn/z 246 (6, M+), 190 (41, MH+-e(CH3)3)' 186 (8, M+-eSNH2); MS(EI):

Akkurate massa m/z 246.1397 (M+, bereken 246.1402 vir CllH22N202SI)'

'n Tipiese prosedure vir die bereiding van etiel I'S-2-(N-beskermde l'-aminoalkieIl

tiasool-4-karboksielsure (246a-f) vanaf N-heskermde a-aminokarhokstioamiede

(202a-f) (Gemodifiseerde Hantzsch-reaksie)

'n Heterogene mengsel van N-t-butoksikarhoniel-5-2-arnino-3-fenielpropiontio

amied (202a, 307 mg, 1.09 mmol) en fyngemaalde kaliurnwaterstofkarbonaat (877 mg,

8.76 mmol) in anhidriese dimetoksietaan (2 ml) is vir 5 minute onder 'n inerte

atmosfeer meganies geroer, waarna etiel broompiruvaat (0.4 ml, 3.28 mmol) bygevoeg

is. Na 'n reaksietyd van 1 minuut by kamertemperatuur, is die hewig geroerde liggeel

reaksiemengsel na 0° afgekoel en 'n voorafbereide mengsel van trifluoorasynsuuranhi

dried (0.6 mI, 4.38 mmol) en piridien (0.8 mI. 9.85 mmol) in dimetoksietaan (1 ml)

bygevoeg. Die reaksiemengsel het rooi-bruin van kleur geword en dic het aangetoon

dat tiasoolvorming byna onmiddellik volledig plaasgevind het. Die mengsel is na

kamertemperatuur laat opwarm en die vlugtige komponente is versigtig onder vermin

derde druk afgedamp. Die residu is gesuspendeer in chloroform (.50 ml) en geekstraheer

met water (2x20 mI). Die organiese fase is gedroog (anhidriese natriurnsulfaat), gefil

treer (selliet) en ingedamp in vacuo. Chromatografie van die residuele stroop met

heksaan-etiel asetaat (7:3) as elueerrniddel het die produk (Rr = 0.53, heksaan:etiel
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asetaat 3:2) as In kleurlose stroop gelewer. Kristallisasie uit heksaan-etiel asetaat het

388 mg (94.3%) van die opties suiwer tiasoolaminosuurderivaat (246a) gegee.

Etiel l'8-2=CN-t-butoksikarboniel-l '-amino-2'-fenielctieOtiasool-4-karboksielsuur

(246a)

Smp. 111°C (Lit.112 smp. 111°C); [aJ50-20.1° (c 1.0, chloroform); vmaks 3435

(N-H), 1718 (C=O), 1167 (C-o-e) ern-1; 1H-k.m.r. (500 MHz) b 1.37 (9R, s,

C(CH3)3)' 1.39 (3H, t, J = 7.2 Hz, OCH2-eH3), 3.31 (2H, d, J = 6.0 Hz, CH2

C6H5), 4.41 (2H, k, J = 7.2 Hz, O-eH2-CH3), 5.26 (lH, m, CH-NH), 5.26 (IH, m,

CH-NH), 7.10-7.32 (5R, m, CH2~H5)' 8.01 (HI, s, tiasoolproton); 13C-k.m.r. (500

MHz) 0 14.37 (k, OCH2-GH3), 28.26 (k, 3x, C(CH3)3)' 41.60 (t, CH2-C6H5), 53.9.5

(d, CII-NH), 61.44 (t, O-GH2-CII3), 81.00 (s, C(CH3)3)' 126.96 (d, C-5), 127.10 (d,

CH van C6H5), 128.59 (d, 2x, CH van C6H5), 129.41 (d, 2x, CH van C6H5), 136.20 (s,

C van C6H5), 147.30 (s, C-2), 155.80 (8, N-eO-D), 161.32 (s, C--4:), 172.90 (s, CO

OEt); m/z 376 (14, M+), 331 (11, M+-oCH2CH3), 285 (74, M+-GH2C6H.j ) ;

MS(EI): Akkurate massa m/z 376.1165 (M+, bereken 376.1457 vir C19H24N204S1)'

Etiel l'S, 2'S-2=(N-t-butoksikarhoniel-l '-amino-2'-metielhutielltiasool--4:-karb

oksielsuur (246b)

Opbrengs 94.3%; Rf = 0.57 (heksaan:etiel asetaat 3:2); Smp. 103°C (Lit. 112 smp.

103°C); [a]i/-35.4° (c 2.6, chloroform); vrnaks 3442 (N-H), 1712 (C=O), 1165 (C-Q

-C) cm-1; 1H-k.m.r. b 0.86 (3H, t, J = 7.3 Hz, CH2-eH3), 0.89 (3H, d, J = 6.8 Hz,

CH-CH3), 1.00-1.30 (2H, m, CH2-GH3), 1.36 (3Il, t, .J = 7.2 lIz, O-GH2-GH3), 1.40

(9H, s, C(CH3)3)' 2.00-2.20 (lH, m, CH-CH3), 4.38 (2H, k, J = 7.2 Hz, O-GH2

CH3), 4.89 (lH, dd, J = 8.6 en J = 6.1 Hz, CH-NH), 5.30 (lH, d, J = 8.6 Hz, CH

NH), 8.04 (lH, s, tiasoolproton); 13C-k.m.r. 012.34 (k, CH2-CH3), 15.17 (k, OCH2

CH3), 16.59 (k, Cn-eH3), 25.24 (t, CH2-GH3), 29.10 (k, 3x, C(CH3)3)' 40.55 (d,

CH-eH3), 58.27 (d, CH-NH), 62.17 (t, O-CH2-GH3), 80.82 (s, C(CH3)3)' 127.57 (d,

C-5), 148.5 (8, C-2), 156.12 (s, N-C'O-0), 162.1.j (s, C-4), 173.71 (s, CO-oEt); m/z
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342 (7, M+), 297 (8, M+-oCH2CH3); MS(EI): Akkurate massa m/z 342.1629 (M+,

bereken 342.1613 vir CI6H26N204S1)'

Etiel l' S-Z-(N-t-butoksikarboniel-l '-amino-Z'-metielpropiel)tiasool-4-karboksiel

stIur (246c)

Opbrengs 89%; Rf = 0.54 (heksaan:etiel asetaat 3:2); Smp. 125°C (Lit.112 smp.

125.50C); [ll']52-42.0 o (c 2.7, chloroform); vmaks 3441 (~-H), 1715 (C=O), 1165

(C-o-e) cm-1; IH-k.rn.r. (500 MHz) 00.89 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH3-3'), 0.96 (3H,

d, J = 6.8 Hz, CH3-1"), 1.38 (3H, t, J = 7.1 Hz, OCH2-eH3), 1.45 (9H, s, C(CH3)3)'

2.42 (IH, m, CH(CH3)2)' 4.39 (2H, k, J = 7.1 Hz, O-GHZ-eH3), 4.88 (IH, m, CH

NH), 5.29 (IH, br m, CH-NH), 8.04 (lII, s, tiasoolproton); 13C-k.rn.r. (500 MHz) 0

14.38 (k, OCH2-eH3), 17.32 (k, CH3-3'), 19.44 (k, CH3-1"), 28.34 (k, 3x, C(CH3)3)'

33.33 (d, CH(CH3)2)' 58.90 (d, CH-NH), 61.39 (t, O-GH2-eH3), 81.07 (s, C(CH3)3)'
126.70 (d, C-5), 147.80 (8, C-2), 1.55.60 (8, N-eO-Q), 161.35 (s, C-4), 175.61 (8,

CO-oEt); m/z 328 (8, 1'1+), 28.5 (68, 1\1+-eH(CH3)2)' 272 (49, MH+-e(CH3)3);

MS(EI): Akkurate massa rn/z 328.1451 (M+, bereken 328.H.57 vir C15H24N204S1)'

Etiel l'5'-2-{N-bensieloksikarboniel-1 '-amino-Z'-metielpropiel)tiasool-4-karboksiel-

Sliur (246d)

Opbrengs 92%; Rf = 0.44 (heksaan:etiel asetaat 3:2); Srnp. 85°C; [ll']~4-28.0o (c 2.1,

chloroform); vrnaks 3436 (N-H), 1720 (C=O), 1207 (C-o-e) em-I; IH-k.m.r. (500

MHz) 00.91 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH3-3'), 0.95 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH3-1"), 1.38 (3H,

t, J = 7.1 Hz~ OCH2-eH3), 2.40 (IH, m, CH(CH3)2)' 4.39 (2H, k, J = 7.1 Hz, 0

CH2-GH3), 4.93 (IH, dd, J = 8.2 en J = 6.1 Hz, CH-NH), 5.10 (2H, s, CH2-e6H5),

5.55 (IH, d, J = 8.2 Hz, CH-NH), 7.25-7.40 (5H, m, CH2~H5)' 8.05 (IH, s, tiasool

proton); '13C-k.rn. r. (500 11Hz) 014.36 (k, OCH2-GH3), 17.45 (k, CH3-3'), 19.39 (k,

CH3-1"), 33.44 (d, CH(CH3)2)' 58.65 [d, CH-NH), 61.43 (t, 0-GHZ-GH3), 67.19 (t,

CH2-e6H5), 126.83 (d, C-5), 128.08 (d, 2x, CH van C6H5), 128.22 (d, CH van

C6H5), 128.54 (d, 2x, CH van C6H.j ) , 136.00 (s, C van C6H5), 147.46 (8, C-2), 156.04
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(s, N-eO-o) , 161.29 (s, C-4), 174.50 (s, CO-QEt); ta]» 362 (42, M+), 319 (42,

M+-eH(CH3)2); !\IS(EI): Akkurate massa m/z 362.131R (M+, bereken 362.1300 vir

CI8H22N204S1)'

Etiel 11S-2=£N-t-butoksikarboniel-l l-aminoet ieDtiasool-'!-karboksielsuur (246e)

Opbrengs 87%; Rf = 0.41 (heksaan:etiel asetaat 3:2); Smp. 89°C (Lit. 112 smp.

89.5
0C); [a)51-41.8° (c 5.1, chloroform); vrnaks 3443 (I\-H), 1716 (C=O), 1169

(C-Q-e) em-I; IH-k.m.r. (500 MHz) 6 1.35 (3H, t, J = 7.2 Hz, OCH2-eH3), 1.40

(9H, s, C(CH3)3)' 1.58 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH-CH3), 4.37 (2H, k, J = 7.2 Hz, 0

CH2-eH3), 5.06 (lH, m, CH-NH), 5.22 (IH, br d, J ~ 6.6 Hz, CH-NH), 8.05 (IH, s,

tiasoolproton): 13C-k.m.r. (500 MHz) 5 14.83 (k, OCH2-eH3), 22.19 (k, CH-eH3),

28.67 (k, 3x, C(CH3)3)' 49.20 (d, CH-NH), 61.48 (t, 0-CH2-eH3), 80.20 (s,

C(CH3)3)' 126.62 (d, C-5) , 146.52 (s, C-2), 154.14 (8, N-CO-Q), 160.54 (s, C-4),

174.03 (s, CO-QEt); m/z 300 (3, M+), 255 (7, M+-QCH2CH3), 244 (73,

MH+-e(CH3)3); MS(EI): Akkurate massa m/z 300.1137 (M+, bereken 300.1144 vir

C13H20N204S1)'

Etiel 118-24N-t-blltoksikarbonieI-l '-amino-3'-m<,tielhntieIltiasool-4-karboksiel-

suur (246£)

Opbrengs 90%; Rf = 0.58 (heksaan:etiel asetaat 3:2); Smp. 92°C (Lit. 112 smp. 92°C);

[a)63-44.0o (c 5.8, chloroform); vmaks 3440 (N-H), 1714 (C=O), 1167 (C-Q-e)

em-1; IH-k.m.r. 8 0.93 (3H, d, J = 6.2 Hz, CH3-4'), 0.95 (3H, d, J = 6.2 Hz,

CH3-1"), 1.36 (3H, t, J = 7.1 Hz, OCH2-CH3), 1.40 (9Il, s, C(CH3)3)' 1.70 (2H, m,

CH-eH2-GH), 1.90 (lH, ill, CH(CH3)2)' 4.37 (2H, k, J = 7.1 Hz, O-eH2-eH3), 5.02

(lH, m, CH-NH), 5.06 (IH, d, J = 8.6 Hz, CH-NH), 8.04 (1H, s, tiasoolproton);

13C-k.rn~r. 814.43 (k, OCH2-eH3), 21.75 (k, CH3-4'), 23.06 (k, CH3-1"), 24.96 (d,

CH(CH3)2)' 28.36 (k, 3x, C(CH3)3)' 44.44 (t, CH-CH2-eH), 51.33 (d, CH-NH),

61.47 (t, O-CH2-eH3), 80.12 (s, C(CH3)3)' 126.95 (d, C-.5), 147.19 (s, C-2), 155.05

(s, N-CO-Q) , 161.30 (s, C-4), 17.5.91 (s, CO-QEt),; tn]» 342 (13, M+), 297 (19,
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M+-oCH2CH3), 286 (72, MH+-G(CH3)3); MS(EI): Akkurate massa m/z 342.1637

(M+, bereken 342.1613 vir C16H26N204S1)'

Die bereiding van die rasemiese analoe van bostaande tiasoolaminosuurderivate (246a

f) is voIgens die standaard Hantzsch-reaksiekondisies (sien Eksperimenteel van

Afdeling 2.4) berei. Die analises van die verbindings is identies aan die van die opties

suiwer analoe, behalwe die spesifieke optiese rotasies wat vanwee die rasemiese aard

van die verbindings baie laag is.

5.10 EKSPERIMENTEEL VAN AFDELING 2.10

:y=BensieI-R=1£Iutamaat (R-250)

Die bereiding van die koper(II)sout van die R--glutamiensnurkoper(II)

kompleks tetrahidraat (R-251c):

'n Oplossing van koper(II)asetaat monohidraat (9.926 g, 49.72 mmol) in water (130

ml) is drupsgewys oor 'n tydperk van 1 uur by 'n meganies geroerde opIossing van

R-glutamiensuur (R-247, 7.0 g, 47.58 mmoI) in water (45 ml) by 70°C gevoeg. Die

reaksiemengsel is vir 3 dae by kamertemperatuur geroer am volledige presipitasie van

R-251c te verkry. Die produk is gelsoleer deur filtrasie en die presipitaat is gewas met

water (1x20 ml), etanol (1x20 ml) en eter (lx20 ml). Droging van die presipitaat by

50°C vir 24 uur in vacuo het R-2.51c as 'n fyn blou poeier in 'n opbrengs van 94.6%

(11.0 g) gelewer.

Die bereiding van die N,N,N',N'-tetrametieIguanidiniumsout van die R-glutamien

snurkoper(II)kompleks (R-252):

N,N,N' ,N'-Tetrametielguanidien (2.77 mI, 22.01 mmoI) is drupsgewys oar 'n tydperk

van 30 minute by 'n geroerde mengsel van die koperflljsout van die R-glutamiensuur

koper(II)kompleks tetrahidraat (R-2.51c, 2.7 g, .5.52 mmol) en R-glutamiensuur

(R-247, 1.62 g, 11.04 mmol) in dimetielformamied (10 mI) en water (1.6 ml) gevoeg.

Na die oplos van al die vaste stowwe ('" 3 uur) is die reaksiemengsel met 'n dimetiel-
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formamied/water (9/1) mengsel (30 mI) verdun. Geen poging is aangewend om die

produk (R-252) te isoleer nie.

Die bereiding van die -y-bensiel-R-glutarniensuurkoper(TI)sout (R-253):

By 'n geroerde oplossing van die R-gIntamiensuurkoper(II)kompIeks (R-2.52), berei

soos bo vermeld, is bensielbromied (2.7.5 mI, 23.18 mmol) bygevoeg, Die reaksiemeng

sel is vir 30 uur by kamertemperatuur meganies geroer, waartydens 'n blou pap gevorm

het. Die O-gealkileerde produk (R-2.53) is nie gelsoleer nie, en is direk in die volgende

stap gebruik.

Die bereiding van vry -y-bensiel-R-gl11tamaat (R-2.50):

Die blou pap, bevattende R-253, is na 'n versadigde waterige oplossing van die di

natriumsout van etileendlamlentetra-asynsuur (EDTA), vars berei deur die porsiege

wyse byvoeging van etileendiamientetra-asynsuur (3.15 g) by 'n geroerde oplossing van

natriumwaterstofkarbonaat (1.77 g) in water (21..5 ml), oorgedra. Die mengsel is hewig

geroer totdat ontbinding van R-2.53 volledig plaasgevind het (N 45 minute). Asetoon

(10 ml) is bygevoeg om die ontbinding te versnel. Die mengsel is in yswater afgekoel

en gefiltreer, waarna die kristalle met yskoue water (20 mI) gewas is. Herkristallisasie

van die produk uit water het 7.90 g (70%) {'-bensiel-R-glutamaat (R-2.50) gelewer.

Die geisoleerde produk (R-2.50) is homogeen bewys deur die (Rf = 0.56,

t-butanoI:ysasynsuur:water 18:2:5). Smp. 176°C (Lit.235,236 smp. 174.5-176°C);

[a]56- 21.2° (c 1.2, ysasynsuur).

1=BensieI-s-glutamaat (5-250)

Smp. 176°C (Lit.235,236 smp. 174.5-176°C); [n]6,5+19.90 (c 2.1, ysasynsuur) (Lit.235

[a]D+19.9° (c 6.0, ysasynsuurj).

1=Bensiel-N-t-hutoksikarhoniel-5'-glut.amaat (8-2:)4)

Trietielarnien (11.73 ml) is by 'n hewig geroerde suspensie van {'-bensiel-B-glutamaat
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(5-250, 5.0 g, 21.1 mmol) in droe dimetielformamied (10.5 ml) by kamertemperatuur

gevoeg. Na byvoeging van di-t-butieldikarbonaat (9.21 g, 42.2 mmol) is die reaksie

mengsel vir 30 minute by 60°C verhit, waartydens die uitgangsmateriaal (5-250)

volledig opgelos het. Die vlugtige komponente is verwyder in rccuo, waarna die residu

vir 10 minute met yskoue waterstofchloried (pH 2.15, 30 ml) behandel is. Die waterige

fase is met etiel asetaat (5x150 ml) geekstraheer. Die gekombineerde organiese fases is

gedroog (anhidriese natriumsulfaat), gefiltreer (selliet) en ingedamp onder verminderde

druk. Chromatografie van die residu met etiel asetaat-metanol (93:7) as elueermiddel

het 7.0 g (98.5%) van die N-t-Boc-derivaat (8-2.54) as In kleurlose stroop (Rr = 0.24,

chloroform:metanol:water 100:10:1) gelewer. In Analitiese monster is uit metanol-eter

by OOC gekristalliseer. Smp. 64°C (Lit.243 smp. 65-66°C); [a]~8+12.9° (c 2.2,

chloroform); IH-k.m.r. (80 MHz) 0 1.42 (9H, s, C(CH3)3)' 1.90-2.70 (4H, m, CH2

CH2), 4.30 un, ill, CH-NH), 5.10 (2H, s, CH2-C6H.j ) , 5.20 (lH, m, CH-NH), 7.35

(5H, m, CH2~H5)' 8.55 (lH, br s, volledig uitruilbaar met D20 , CO-QH).

1=Bensiel-N-I-butoksikarboniel-R-glntamaat (R-2.54)

Smp. 65°C (Lit.243 smp. 65-66°C); [a]b9-12.6° (c 1..5, chloroform) {Lit.243 [a]55

-13.2° (c 6.0, chloroform».

N-I-Butoksikarboniel-8-2-amin0-4-bpnsieloksikarhonielhlltiramied (5-2.5.5)

Die verbinding (8-2.5.5) is ooreenkomstig die standaard prosedure vir die bereiding van

karboksamiede (sien Eksperimenteel van Afdeling 2.7) vanaf "'(-bensiel-N-t-butoksi

karboniel-5-glutamaat (8-254) in In opbrengs van 82% berei. Smp. 126-127°C

. 188 _ ° ) []21 ° ( ) . 188 [ ]25 ° ((LIt. smp. 122.u-124.0 C; aD -8.6 c 1.9, chloroform, (LIt. aD -D.3 c

1.1, metanolj): vmaks 3400 (N-H), 3350 en 3180 (NH2, doeblet), 1690 (C=O), 1180

(c-o-cj cm-1; IH-k.m.r. 0 lAO (9H, 5, C{CH3)3)' 1.80-2.70 (4H, m, CH2-CH2),

4.22 un, m, CH-NH), 5.09 (2H, 5, CH2-C6H5), 5.44 un, br d, J = 7.4 Hz, CH-NH),

5.96 un, br s) en 6.47 (IR, br s) (CO-NII2), 7.32 (.SH, m, CH2~H5); 13C-k.m.r. 8

27.89 (t, CH2-eH20 ), 28.29 (k, 3x, C{('H3)3)' 30.43 [t, CH2-eH20 ), 53.19 Cd,
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CH-NH), 66.55 (t, CH2-e6H5), 80.14 (s, C(CH3)3), 128.27 (d, 2x, CH van C6H5),

128.30 (d, CH van C6H5), 128.57 (d, 2x, CH van CGHS)' 135.68 (s, C van C6H5),

155.75 (s, N-eO-0), 173.09 (s, CO-DBn), 174.16 (s, CO-NH2); m/z 337 (1, MH+),

292 (11, M+-eONH2); MS(EI): Akkurate massa m/z 336.1674 (M+, bereken 336.1685

vir C17H24N205)'

N-t-Butoksikarboniel-R-2-amin0--4-bensieloksikarbonielbut iramied (R-255)

Smp. 127°C; [a]52+10.1 ° (c 1.0, chloroform); MS(EI): Akkurate massa m/z 336.1678

+(M ,bereken 336.1685 vir C17H24N205)'

N-t-Butoksikarboniel-5-2-amin0-4-bensieloksikarbonielhutirotioamied (5-2,156)

Die verbinding (5-256) is ooreenkomstig die standaard prosedure vir die bereiding van

karbokstioamiede (sien Eksperimenteel van Afdeling 2.7) vanaf N-t-butoksi

karboniel-5-2-amin0-4-bensieloksikarbonielbutiramied (S-2,5.5) in 'n opbrengs van

90.9% berei (Rf = 0.38, heksaan:etiel asetaat 1:1); Smp. 133-134°C; [a]51-11.3° (c

1.6, chloroform); vmaks 3420 (N-H), 3300 en 3200 (NH2, doeblet), 1700 (C=O), 1160

(C-o-e), 1050 (C=S) em-I; 1H- k.m.r. 0 1.34 (9H, s, C(CH3)3)' 1.80-2.70 (4H, m,

CH2-eH2), 4.42 (lH, dt, J = 7.5 Hz, CH-NH), 5.0.5 (2H, s, CH2-e6HS)' 5.48 (IH, br

d, J = 7.5 Hz, CH-NH), 7.27 (5H, m, CH2~H5)' 7.51 (1H, br s) en 7.88 (lH, br s)

(CO-NH2); 13C-k.m.r. 028.15 (k, 3x, C(CH3)3)' 30.27 (t, CH2-eH20 ), 30.50 (t,

CH2-GH2-D), 58.41 (d, CH-NH), 66.39 (t, CH2-e6H5), 80.17 (s, C(CH3)3)' 128.01

(d, 2x, CH van C6H.5), 128.09 (d, CH van C6HS)' 128.37 (d, 2x, CH van C6H5), 135.46

(s, C van C6H.5), 155.48 (s, N-eO-0) , 172.85 (s, CO-0Bn), 208.37 (s, CS-NH2);

m/z 352 (2, M+), 292 (39, M+-GSNH2); MS(EI): Akkurate massa m/z 352.1469

(M+, bereken 352.1457 vir C17H24N204S1)'

N-t-Butoksikarboniel-R-2-amin0-4-bensieloksikarbonielbutirotioamied (R-256)

.0 [ ] 22 ° ( )Smp. 134..:> C; aD +10.1 C 4.2, chloroform; MS(EI): Akkurate massa m/z

352.1463 (M+, bereken 352.14.57 vir C1jH2tN204S1)'
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Etiel 8-2={N-t-butoksikarboniel-l '-amino-3'-lX'n~ieloksikarhonielpropiel)tiasool-1

karboksielsuur (8-257)

Die verbinding (8-2.57) is ooreenkomstig die gemodifiscerde Hantzsch-reaksiekondisies

(sien Eksperimenteel van Afdeling 2.9) vanaf N-f-butoksikarhoniel-8-2-amin0-4

bensieloksikarbonielbutirotioamied (8-2.56) in 'n opbrengs van 91.9% berei. Rf = 0.39

(heksaan:etiel asetaat 4:3); Smp. 119-1200C (Lit.t88 smp. 118-120
0C); [a]i/-36.6° (c

2.4, chloroform); vmaks 3440 (N-H), 1720 (C=O), 1180 (C-o-e) em-1; IH-k.m.r. D

1.36 (3H, t, J = 7.2 Hz, OCH2-eH3), 1.40 (9H, s, C(CH3)3)' 2.10-2.60 (4H, m,

CH2-eH2), 4.37 (2H, k, J = 7.2 Hz, O-eR2-eH3), 5.04 (lII, m, CH-NH), 5.09 (2H,

s, CH2-G6HS)' S.47 (IH, br d, J = 7.5 Hz, CH-NT-I), 7.31 (5R, m, CH2~R5)' 8.05

(IH, s, tiasoolproton); 13C-k.m.r. D14.43 (k, OCH2-CH3), 28.35 (k, 3x, C(CH3)3)'

30.56 (t, CH2-eH20), 30.69 (t, CH2-CH2-o), 52..59 (d, CH-NH), 61.47 (t,

O-eH2-eH3), 66.62 (t, CH2-G6H.5), 81.10 (8, C(CH3)3)' 127.20 (d, C-5), 128.23 (d,

3x, CH van C6H5), 128.54 (d, 2x, CII van C6IIS)' 135.63 (s, C van C6HS)' 147.32 (s,

C-2), 155.50 (s, N-GO-o) , 161.17 (s, C-1), 172.69 (5, CO-0Bn), 173.51 (s,

CO-oEt); m/z 448 (8, M+), 392 (83, MH+-e(CH3)3); MS(EI): Akkurate massa m/z

448.1641 (M+, bereken 448.1668 vir C22H28N206S1).

Etiel R-2={N-t-hutoksikarboniel-l'-amino-3'-hen~iplok~ikarhonieIpropiel)tiasool

4-karboksielsuur (R-257)

Smp. 118-119°C (Lit. 188 smp. 118-120
0C); [a]65+48.6° (c 0.8, chloroform); MS(EI):

Akkurate massa m/z 448.1671 (M+, bereken 448.1668 vir C22H28N206S1).

Etiel 8-2=fN-t-hutoksikarhoniel-l'-amino-3'-karhoksielpropiel)tiasool-1-karh-

oksielsuur (8-258)

'n Mengsel van etiel 8-2-{N-t-hutoksikarhonieI-l '-amino-3'-bensieloksikarhonieI

propiel)tiasool-4-karboksielsuur (8-257, 750 mg, 1.67 mmol), arnmoniumformiaat

(527 mg, 8.36 mmol) en 10% palladium op koolstof (58.5 mg) in anhidriese metanoI (30

ml) is vir 5 minute by 85°C verhit. Gedurende die tyrlperk het volledige hidrolise van
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die -y-bensiel substituent plaasgevind (dfe, heksaan:etiel asetaat 5:3). Die katalis is

afgefiltreer (selliet) en die filtraat is ingedamp onder vermindcrde druk. Die ")'-Suur

(5-258) is in 'n opbrengs van 95.9% (575 mg) vanuit etanol-heksaan gekristalliseer.

Smp. 138°C; [O']~1-32.1° (c 1.0, metanol); vmaks (KBr) 3344 (N-H), 3400-2400

(O-H, breed), 1700 (C=O), 1237 (C-o-e) em-I; In-k.m.r. (DMSO-d6) D1.27 (3H,

t, J = 7.1 Hz, OCH2-eH3), 1.39 (9I1, s, C(CH3)3)' 1.80-2.40 (4H, m, CH2-eH2),

4.39 (2H, k, J = 7.1 Hz, O-eH2-eH3), 4.78 (IH, m, CH-NH), 7.86 (IH, br d, J = 7.8

Hz, CH-NH), 8.39 (IH, 5, tiasoolproton); 13C-k.m.r. (DMSO-d6) D 19.39 (k,

OCH2-GH3), 33.34 (k, 3x, C(CH3)3)' 34.74 (t, CH2-CH20), 35.91 (t, CH2-eH2-G),

57.58 (d, CH-NH), 65.89 (t, O-CH2-eH3), 83.79 (s, C(CH3)3)' 133.96 (d, C-5),

151.01 (s, C-2), 160.59 (s, N-eO-G), 16.5.9.5 (8, C-4), 180.00 (s, CO-GEt), 181.01 (s,

CO-GH); m/z 3.58 (9', M+), 330 (10, MH+-CU2CH3), 302 (26, MH+-C(CH3)3);

MS(EI): Akkurate massa m/z 358.1193 (:M+, bereken 3.58.1198 vir CI5H22N206S1)'

Etiel R-2--(N-t-butoksikarboniel-l '-amino-3'-karhoksielpropiel)tiasool-4-karlr-

oksielsuur (R-258)

Smp. 138°C; [0']61+36.3° (c 0.5, metanol); MS(El): Akkurate massa m/z 3.58.1210

(M+, bereken 358.1198 vir CI5H22N206S1)'

Etiel 5-2=fN-t-hutoksikarhoniel-l '-amino-3 '-amidopropiel)tiasool-4-karhoksiel-

suur (5-259) (N-t-Boe-$-={Gln)Thz-oEt)

Die verbinding (5-259) is ooreenkomstig die standaard prosedure vir die bereiding van

karboksamiede (sien Eksperimenteel van Afdeling 2.7) vanaf etiel 5-2-(N-t-butoksi

karboniel-l '-amino-3'-karboksielpropicl)tiasool-4-karboksielsuur (8-2.58) in 'n

opbrengs van 88.8% berei. In hierdie geval egter is dimetielformamied in plaas van

dimetoksieraan as oplosmiddel gebruik vanwee die onoplosbaarheid van die uitgangs

materiaal (Rr = 0.32, etiel asetaat:metanol 95:5); Smp. 143°C; [0']62-31.9° (e 1.4,

chloroform); vmaks 3400 (N-H), 3340 en 3190 (NH2, doeblet), 1720 (C=O), 1180
-1 1(C-G-e) em ; H-k.m.r. D1.36 (3H, t, J = 7.1 Hz, OCH2-CH3), 1.40 (9H, 5,
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C(CH3)3)' 2.10-2 ..50 (4H, m, CH2-CH2), 4.36 (2H, k, J = 7.1 Hz, O-CH2-CH3), 5.00

(lH, m, CH-NH), 5.68 un, br s) en 6.22 (LH, br s) (CO-NH2), 5.94 (lH, br d, J =

7.1 Hz, CH-NIl), 8.04 (lH, s, tiasoolproton); 13C-k.m.r. 8 14.45 (k, OCH2-CH3),

28.36 (k, 3x, C{CH3)3)' 31.15 (t, CIT2-CIl20), 32.05 (t, CII2-CH2-o), 52.84 (d,

CH-NH), 61.53 (t, O-CH2-CH3), 80.38 (s, C(CH3)3)' 127.31 (d, C-5), 147.07 (s,

C-2) , 155.57 (s, N-CO-o), 161.22 (5, C-4), 173.80 (5, CO-oEt), 174.84 (s, CO

NH2); m/z 357 (3, M+), 301 (74, MH+-C(CH3)3); MS(EI): Akkurate massa m/z

357.1346 (M+, bereken 357.1358 vir C1.5H23N305S1)'

Etiel R-2-dN-t-butoksikaroonieI-1'-amino-3'-amirlopropiel)tiasoo1-4-karboksiel-

suur (R-259) (N-t-Boc-R=fGln)Thz-0Et)

Smp. 142°C; [0']55+34.1° (c 1.5, chloroform); MS(EI): Akkurate massa tii]» 357.1349

(M+, bereken 357.1358 vir C15H23N30.jS1)'

5-2={N-t-ButoksikarbonieI-1'-amino-3'-amidopropi£'))t iasool-4-karboksielsllur

(5-260) (N-t-Boc-S=(GlnlThz)

'n Reaksiemengsel van etiel 5-2-(N-t-butoksikarbonicI-1 '-amino-3'-amidopropicl)

tiasool- 4-karboksieIsuur (5-2.59, 125 mg, 0.38 mmol) en 1 N natriumhidroksied (0.38

ml) in dioksaan (2.5 ml) en water (2.5 ml) is vir 1.5 uur by kamertemperatuur mega

nies geroer. Die mengsel is met eter (Ix1.5 ml) geekstraheer, waarna die waterige rase

na oOC afgekoel is en na pH 2 met 3 N waterstofchloried aangesuur is. Die ontskermde

suur (5-260) het onmiddellik spontaan uitgekristalliseer en is geisoleer deur filtrasie.

Die kristalle (Rr = 0.24, chloroform:metanol:water 100:10:1) is met water (lx5 ml)

gewas en oornag gedroog in vacuo. Herkristallisasie uit etanol-heksaan het 107 mg

(85.6%) suiwer N-t-Boc-8-(Gln)Thz (8-260) gelewer. Smp. 169-1700C; [0']55-3.5.8°

(c 2.7, dimetielformamied); vmaks 3410 (N-H), 33.57 en 3246 (NH2, doeblet), 3200

(O-H, breed), 1683 (C=O), 1166 (C-o-C) cm-1; 1H-k.m.r. (D?\IS0-<i6) 8 1.38 (9H,

s, C(CH3)3)' 1.80-2.30 (4H, m, CH2-CH2), 4.73 (lH, m, CH-NH), 6.78 (IH, br s) en

7.29 (lH, br s) (CO-NH2), 7.79 (1H, d, J = 8.0 Hz, CH-NH), 8.31 (lH, s, tiasool-
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proton); 13C-k.m.r. (DMSO-d6) 6 28.10 (k, 3x, C(CH3)3)' 29.69 (t, CH2-GH20),

31.18 (t, CH2-eU2-D), 52.51 (d, CII-NH), 78.48 (s, C(CH3)3)' 128.18 (d. C-5),

146.86 (s,C-2), 155.27 (s, N-CO-G), 162.03 (s, C-1), 173.39 (s, CO-NH2), 175.33 (s,

CO-oH); m/z 329 (8, M+), 312 (2, M+-GIl), 273, (30, MII+-GCCH3)3); MS(EI):

Akkurate massa tn]» 329.1026 (M+, bereken 329.1045 vir C13H19N305S1).

R-2:=fN-t-Butoksikarboniel-1 '-amino-3 '-amidopropieI)tia.sool-1-karboksielsuur

(R-260) (N-t-Boc-R=!Gln)Thz)

Smp. 169-170oC; [Q']~5+38.5° (c 1.4, dimetielformamied); MS(EI): Akkurate massa

m/z 329.1054 (M+, bereken 329.1045 vir C13H19N305S1).

Dunlaagchromatografiese resolusie van 5-260 en R-260 op chirale plate (sien Afdeling

2.7.2.b) is geredelik bewerkstellig.

(i) Ontwikkelingsmedium - metanol:water:asetonitriel 50:50:200

(ii) Sproeireagens - 0.1% ninhidrien, opgemaak met 0.1 g ninhidrien, 98 ml

n-butanol of etanol en 1 ml ysasynsuur,

(iii) Prosedure - Die chirale plate is vooraf vir 15 minute by 100°C verhit,

waarna die monster ("'2 JlL van 'n 1%oplossing van die monster in metanol

/water) aangebring is. Na die skeiding is die plate gedroog en met die 0.1%

ninhidriensproeireagens behandel. Verhitting van die plate vir 10 minute

by 110°C bet die aminosure as rooi-bruin kolle teen 'n wit agtergrond

gelewer.

(iv) Resolusie - 5-260 : Hf = 0.62

R-260 : Hf = 0..j3.
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5.11 EKSPElUMENTEEL VAN AFDELING 2.11

Die bereiding van etiel l'S,2'5-2-=(N-t-hlltoksikarboniel-1'-amino-2'-

metielbutiel)tiasool-4-karboksielsuur (l 'S,2' 5-246b) (N-t-Boc-1 'S,2' 5-(Ile)Thz-

GEt) volgens die gemodifiseerde Hantzsch-reaksiekonrlisies

Die prosedure vir die reaksie is volledig by die Eksperirnenteel van Afdeling 2.9 be

spreek. Smp. 103°C (Lit.112 smp. 103°C); [O']b7-35.4° (c 2.6, chloroform).

Die bereiding van N-t-Boc-1' R/S,2' s=(lle)Thz-oEt (l' R/S,2' 5-246b) volgens die

standaard Hantzsch-reaksiekondisies

Die bereiding van l 'RIS,2'S-246b is soortgelyk aan die prosedure vir die standaard

Hantzsch-reaksie beskryf in die Eksperirnenteel van Afdeling 2.4 uitgevoer. Die

produk (1'RjS,2'S-246b) is nie gekristalliseer nie, aangesien dit die diasteromeriese

samestelling kon verander. Die twee diasteriomere is nie chromatografies geskei nie.

[0']64-7.9° (c 1.2, chloroform). Die twee diastereomere (B-diastereomeer

R-diastereomeer 1: 1) is met behulp van 1U-k.m.r.-analise vanuit die totale produk

(1'RIS,2' 5-246b) gekarakteriseer.

s-diastereomeer: 1H-k.m.r. 80.88 (3H, t, J = 7.3 Hz, CH2-CH3), 0.91 (3H, d, J = 6.6

Hz, CH-eH3), 1.00-1.40 (2H, m, CH2-CH3), 1.38 (3H, t, .J = 7.1 Hz, OCH2-CH3),

1.42 (9H, s, C(CH3)3)' 2.00-2.40 (UI, m, Cn-eH3), 4.39 (2H, k, J = 7.1 Hz, O-CH2

-eH3), 4.91 (lH, dd, J = 9.0 en J = 6.1 Hz, CH-NH), .5.32 (III, d, J = 9.0 Hz, CH

NH), 8.05 (lH, s, tiasoolproton)

R-diastereomeer: 1H-k.m.r. 00.81 (3Il, d, J = 6.8 Hz, Cn-CH3), 0.94 (3H, t, .J = 7.6

Hz, CH2-eH3), 1.00-1.40 (2H, m, CH2-CH3), 1.38 (311, t, J = 7.1 Hz, O-CH2

CH3), 1.44 (9H, s, C(CH3)3)' 2.00-2.40 un, m. CH-eH3), 4.39 (2H, k, J = 7.1 Hz,

O-eH2-eH3), .5.04 (IH, dd, J = 9.0 en J = 4.5 Hz, CH-KII), .5.23 (UI, br d, J = 9.0

Hz, CH""::NH), 8.05 (lH, S, tiasoolproton).
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Die bereiding van N-t-Boc-1' RIS,2'8-me)Thz-oEt (246b) volgens die metode van

Schmidt et al.133

Etiel broompiruvaat (0.05 ml, 0.36 mmol) is by 'n meganies geroerde oplossing van

N-t-butoksika:rboniel-2S,38-2-arnino-3-metielpentantioamied (201h, 80 mg, 0.33

mmol) in anhidriese asetoon (of dlmetoksietaan) (0.8 ml) by -10°C gevoeg. Na 'n

reaksietyd van 1 uur by DoC is die mengsel na 'n vinnig geroerde oplossing van chloro

form (2 ml) en water (2 ml), versadig met kaliumwaterstofkarbonaat, oorgedra. Die

organiese fase is afgeskei en die waterige fase is met chloroform (3x2 ml) gewas. Die

gekombineerde organiese fases is gedroog (anhidriese natriumsulfaat), gefiltreer en

ingedamp onder verminderde druk. Die residu is onmiddellik in droe dichloormetaan

(1 ml) opgelos en afgekoel na -20°C. Piridien (0.06 ml, O. i2 mmol) en trifluoorasyn

suuranhidried (0.05 ml, 0.36 mmol) is bygevoeg terwyl die mengsel meganies geroer is.

Die temperatuur is oor 'n tydperk van 1 uur na OOC laat opwarm. Die vlugtige

komponente is versigtig verwyder in vacuo en die residu is in dichloormetaan (2 ml)

opgelos. Die organiese fase is met waterige versadigde natriumbikarbonaat gewas tot

pH 7, gevolg met koue waterige 1 N kaliumwaterstofsulfaat (1 ml). Die organiese Iase

is gedroog (anhidriese natriumsuIfaat), gefiltreer (seIliet) en ingedamp onder

verminderde druk. Die residuele stroop is op silika gechromatografeer (heksaan:etiel

asetaat 7:3) om 89 mg (80%) suiwer tiasool (1'R/S,2'8-246b) te lewer. Die produk is

nie gekristalliseer nie, aangesien dit die diastereomeriese samestelling kon verander.

N-t-Boc-I'RjS,2's-{Ile)Thz-0Et (246b) berei in asetoon: [aJb9-31.9° (c 0.7,

chloroform); In die IH-k.m.r.-spektrum van die produk word die volgende duplisering

van seine waargeneem: 64.89 (IH, dd, J = 8.6 en J = 6.0 Hz, CH-NH, s-diastereo

meer (100%)), 4.90-5.25 (IH, rn, eH-NH, R-diasterromeer (9.8%)).

N-t-Boc-I'RjS,2's-{Ile)Thz-oEt (216b) berei in dirnetoksietaan:

[a]b9-32.2° (c 6.2, chloroform); In die IH-k.m.r.-spektrum van die produk word die

volgende duplisering van seine waargeneem: 0 4.90 (IH, dd, J = 8.5 en J = 6.0 Hz,

CH-NH, s-diastereomeer (100%)), 4.96-.5.10 (IH. m, CH-NH, R-diastereomeer



365

(7.8%)).

5.12 EKSPERIMENTEEL VAN AFDELING 2.12

Op 'n eenvoudige manier kan sirkulere dichroisme (S.D.) voorgestel word

deur die verskil in die molekulere absorpsiekoeffisient e:

~(is as volg bereken:

~ _ pi ekhoogte x sens i tiwiteit x molekuH~re massa
e - Konsentrasie x padlengte x 33

waar:

sensitiwiteit -

padlengte -

konsentrasie -

piekhoogte -

o -10.002 em

1 mm

-1mg .ml

eenheidsafstand waarmee S.D.-kurwe

vanaf die basislyn afwyk (+ of -).

Die SD--5pektra is m.b.v, 'n Jaseo J-20 outomatiese spektropolarimeter te WNNR,

Pretoria opgeneem.

5.13 EKSPERIMENTEEL VAN HOOFSTUK 3

Die aanvangsmateriaal N-t-Boc-S-Leu, S-Pro-OMe.HCI en N-t-Boc

S-Val is van die Sigma Chemical Company verkry. Kolomchromatografie is met

Merck silikajel (70-230 mesh) of Sephadex LH-20 [Pharrnacia Fine Chemicals, AB,

Uppsala, Swede) uitgevoer. Instrumentasie en droog van oplosmiddels is soortgelyk as

in Afdelings 5.1 en .j.2 onderskeidelik beskryf. EI- en FAB-massaspektra is op 'n

Finnigan Mat 312 instrument en 'n Varian MAT-212j.j.5-188 massaspektrorneter
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(Au-kroesies) bepaal, maar akkurate massabepalings is met 'n Micromass 7070 E of 'n

Finnigan Mat 8200 dubbelfokuserende massaspektrometer bepaal. Elementanalises is

deur die Mikro-analitiese laboratorium te vVNNR, Pretoria, uitgevoer.

a. Ekspf'rimenteel van Afdeling 3.1.2 : Die Sintese van siklo[B-Pro-8-

(Gln)Thz::(Glv)Thz-S-Val-B-Leul (46):

N-t-Boc-B-Leu-B-Pro-OMe (299)

By 'n afgekoelde (-23°C) en geroerde oplossing van N-t-Boc-B-Leu (298, 5.15 g, 22.3

mrnol) in anhidriese tetrahidrofuraan (120 ml) is N-metielmorfolien (2.45 ml, 22.3

mrnol) en isobutielchloorformiaat (2.89 ml, 22.3 mmol) respektiewelik onder 'n stik

stofatmosfeer gevoeg. Na 'n reaksietyd van 15 minute by -23°C is 'n oplossing van

S--Pro-OMe.HCI (297, 3.69 g, 22.3 mmol) in droe dimetielformamied (15 ml), gevolg

deur N-metielmorfolien (2.45 ml, 22.3 mmol), bygedrup. Die reaksiefles is na 'n ysbad

oorgedra en vir 16 uur meganies geroer. Die reaksiemengsel is na kamertemperatuur

laat opwarm, deur selliet gefiltreer en die vaste stof met tetrahidrofuraan gewas. Die

filtraat is ingedarnp en die residu is opgelos in etiel asetaat (325 ml). Die organiese

fase is gewas met water (2 x 100 ml), 1% sitroensuur (2 x 100 ml), 2%

natriumbikarbonaat (2 x 100 ml), versadigde sout (NaCI) water (1 x 100 ml) en ge

droog (anhidriese natriumsulfaat). Na verwydering van die oplosmiddel onder vermin

derde druk, is die residuele stroop gesuiwer deur chromatografie met etiel asetaat

metileenchloried (1:9 --- 1:3) as elueermiddel. Die fraksie met Rf = 0.31 (die, etiel

asetaat:metileenchloried 1:5) is in 'n opbrengs van 80% (6.07 g) as 'n kleurlose stroop

geisoleer en as die dipeptiedderivaat 29.9 gekarakteriseer, [ll']55- 70.6° (chloroform);

v k 3310, 2960, 1750, 1710, 1650, 1513 br, 1437 br, 1170, 10,50 en 1025 em-1;rna s
1H-k.m.r. 80.96 (3H, d, J = 5 Hz, CHCH3), 1.03 (3H, d, J = 5 Hz, CHCH3), 1.44

(9H, 5, C(CH3)3)' 1.52 (lR, m, CR(CH 3)2)' 1.57-2.37 (6H, m), 3.58-3.99 (5H, m,

-QMe singulet by 83.75), 4.35-1.69 (2H, m, asimrnetriese waterstowwe), 5.19 (Lll, d,

J = 9 Hz, CH-NH). Bevredigende elementanalises is verkry na omskakeling na die

ooreenkomstige hidrochloriedsout (300).
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B-Leu-B-Pro-OMe.HCI (300) : Metode A

By In oplossing van eter (3 ml) by OOC wat met droe waterstofchloried versadig is, is

N-t-Boc-B-Leu-B-Pro-OMe (299, 200 mg, 0.58 mmol) met roering gevoeg. Die

mengsel is laat opwarm na kamertemperatuur en geroer vir 15 minute, waarna dietiel

eter (30 ml) bygevoeg is en die resulterende wit presipitaat deur filtrasie geisoleer is.

Die presipitaat is eenmalig vanuit dichloormetaan-eter gekristalliseer om 140 mg

(86%) van die hidroehloried 300 as kleurlose kristalle te lewer: Smp. 186-194 oC

(ontbind); [a:]~5-87.7° (chloroform); lImaks (KBr) 3340 br, 3280-2500 br, 1766, 1758,

... -1 1 (1610, 1576, 1506, 1455, 1373 en 1178 em ; H-k.m.r. D1.02 6H, 2x, d, J = 5 Hz,

CH(CH3)2)' 1.24-2.60 (7H, m), 3.51 (IH, m), 3.78 (3H, s, OMe), 3.96 (IH, m), 4.42

(IH, m, asimmetriese waterstof), 4.69 (IH, m, asimmetriese waterstof), 7.47-9.12 (3H,

br 5, -NH3); 13C-k.m.r. b 22.16(k), 23.20(k), 24.24(d), 24.99(t), 29.05(t), 39.84(t),

47.35(t), 50.79(d), 52.19(k), 59.24(d), 168.88(s), 172.32(s); FAB massaspektrum m/z

243 (M-CI)+.

Bereken vir C12H23Cll N20 3 : C 51.70, H 8.32, CI 12.72, N 10.05. Gevind: C 51.66,

H 8.19, CI 12.52, N 9.91.

Metode B

N-t-Boe-B-Leu (298, 4.88 g, 21.1 mmol) is opgelos in droe tetrahidrofuraan (100 ml)

en onder In inerte atmosfeer (N2) afgekoel na -23°C. N-metielmorfolien (2.32 ml,

21.1 mmol) is bygevoeg gevolg deur isobutielchloorformiaat (2.74 ml, 21.1 mmol). Na

In reaksietyd van 15 minute by -23°C is 'n oplossing van S-Pro-oMe.HCl (297, 3.49

g, 21.1 mmol) in droe dimetielformamied (15 mI), sowel as N-metielmorfolien (2.32

ml, 21.1 mmol), bygevoeg. Die reaksiefles is na 'n ysbad oorgedra en die reaksiemeng

sel is vir 18 uur geroer. Die reaksiemengsel is na kamertemperatuur laat opwarm, die

oplossing gefiltreer deur selliet en die vaste stowwe gewas met tetrahidrofuraan. Die

filtraat is ingedamp onder verminderde druk en die residu is opgelos in etiel asetaat

(300 ml). Die organiese fase is opeenvolgens gewas met water (2 x 100 ml), 1% sitroen

suur (2 x 100 ml), 2% natriumbikarbonaat (2 x 100 ml), versadigde sout (NaCl) water
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(1 x 100 ml) en gedroog (anhidriese natriumsulfaat). Die oplosmiddel is afgedamp in

vacuo, waarna die resulterende olie (6.7 g) opgelos is in 'n versadigde oplossing van

waterstofchloried in etieleter (75 ml) by DoC. Na 'n reaksictyd van 10 minute by OoC

en 15 minute by kamertemperatuur (monitor met dte) is etieleter (400 ml) bygevoeg

met gepaardgaande onmiddellike presipitasie. Die mengsel is vir 1 uur by DoC gelaat,

waarna filtrasie gevolg deur was van die kristalle met etieleter, 4.02 g (68%) van die

hidrochloried 300 gelewer het (eenmalig vanuit dichloormetaan-eter gekristalliseer).

Hierdie monster is m.b.v. analise as identies aan die produk deur bostaande metode A

verkry, bewys.

N-t-Boc-B-Val-S-Leu-S-Pro-OMe (302)

By 'n geroerde oplossing van N-t-Boc-B-Leu-B-Pro--OMe (299, 4.37 g, 12.76 mmol)

in dichloormetaan (22 ml) by OOC is trifluoorasynsuur (22 ml) drupsgewys gevoeg. Die

oplossing is na kamertemperatuur laat opwarm en vir 40 minute meganies geroer.

Koolstoftetrachloried (25 ml) is bygevoeg, waarna die viugtige komponente onder

verminderde druk verwyder is. Die byvoeging van koolstoftetrachloried (25 ml) en

verwydering van die vlugtige komponente in vacuo is nog twee maal herhaal om die

oormaat trifluoorasynsuur te verwyder. Die resulterende dik stroop (B-Leu-S

Pro.TFA) is in vacuovir 1 uur gedroog.

'n Meganies geroerde oplossing van N-t-Boc-B-Val (301, 2.52 g, 11.6 mmol) in droe

tetrahidrofuraan (60 ml) onder 'n stikstof atmosfeer is afgekoel na -23°C, waarna

N-metielmorfolien (1.28 ml, 11.6 mrnol) en isobutielchloorformiaat (1.50 ml, 11.6

mmol) bygevoeg is. Na 'n reaksietyd van 15 minute by -23°C is bogenoemde bereide

dipeptied (299) trifluoorasetaatsout in droe dimetielformamied (20 ml) opgelos, waarna

N-metielmorfolien (1.28 ml, 11.6 mmol) bygevoeg is. Die reaksiefles is na 'n ysbad

oorgedra en die reaksiemengsel vir 16 uur meganies geroer waartydens die mengsel na

kamertemperatuur opgewarm het. Die oplossing is gefiltreer deur selliet, die vaste star

gewas met tetrahidrofuraan en die filtraat gekonsentreer na 'n stroop in vacuo. Die
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residuele stroop is opgelos in etiel asetaat (300 ml) en die organiese fase is gewas met

water (1 x 100 ml), 1% sitroensuur (2 x 100 ml), 1% natrinmbikarbonaat (2 x 100 ml),

versadigde sout (NaCl) water (1 x 100 ml) en gedroog (anhidriese natriurnsulfaat). Na

afdamping van die oplosmiddel onder verminderde druk is die residuele geel stroop

gechromatografeer met etiel asetaat-dlchloorrnetaan (1:5 - 1:2 - 1:1) as elueermid

del. Die fraksies met Rf = 0.30 (dec, etiel asetaat:dichloormetaan 1:2) is geisoleer en

verwydering van oplosmiddel het 2.4 g (27%) as 'n wit vaste stof gelewer. Pogings om

die produk uit 'n verskeidenheid van oplosmiddels te kristalliseer was onsuksesvol.

Smp. 76-79°C; {al~5-73.4° (chloroform); 1H-k.m.r. 00.8.5-1.08 (12H, m}, 1.46 (9H,

s, C(CH3)3)' 1.60 (lH, m), 1.88-2.39 (7H, m), 3.60-4.10 (5R, m, OMe singulet by 0

3.77), 4.40-4.73 (2H, m, asimmetriese waterstowwe), 4.67 (l H, ill, asimmetriese

waterstof), 5.11 (1H, d, J = 9 Hz, CH-NH), 6.64 (lH, d, J == 9 Hz, CH-NH);

13C-k.m.r. 0 17.7(k), 19.3(k), 21.9(k), 23.3(k), 24.6(d), 25.0(t), 28.3(k), 29.0(t),

31.3(d), 41.8(t), 46.9(t), 49.l(d), .52.2(k), 58.8(d), 60.0(d), 79.8(s), 1.55.7(s), 171.0(s),

171.50(5), 172.4(s); FAB massaspektrum m/z 442 (M+H)+;

Bereken vir C22H39N306 : C .59.84, H 8.90, N 9.52. Gevind: C .59.77, H 8.88, N 9.59.

B-Val-S-Leu-S-Pro-oMe.HCl (:10:1):

Metode A

By 'n geroerde oplossing van N-t-Boc-B-Val-B-Leu-S-Pro-OMe (302, 1.67 g, 3.8

mmol) in droe etieleter (40 ml) by ooC is 'n versadigde oplossing van droe waterstof

chloried in eter (20 ml) met roering gevoeg. Die mengsel is laat opwarrn na kamertem-

peratuur en geroer vir 1.5 uur, waarna die vaste stowwe deur filtrasie verwyder is,

gewas is met water en geherkristalliseer is vanuit etiel asetaat-metanol-pentaan om

0.4 g van die hidrochloried 303 te lewer. Addisionele versadigde droe waterstofchloried

in eter (10 rnl}, gevoig deur pentaan, is by die filtraat gevoeg totdat 'n wolkerigheid

waargeneem is. Die reaksiemengsel is oornag gelaat by kamertemperatuur, die vaste

stof verwyder deur filtrasie, gewas met eter en eenmalige vanuit etiel asetaat -metanol

pentaan geherkristalliseer om 0.99 g kleurlose kristalle in 'n totale opbrengs van 1.39
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g (303,98%) te lewer. Smp. 221-2290C (ontbind); [a]55-81.2° (chloroform); vmaks

(KBr) 3490 br, 3370, 2990, 1756, 1695, 16.58, 1547, 1499 en 1477 em-I; 1H-k.m.r. b

0.88-1.24 (12H, m), 1.31-2.56 (SB, m), 3.40-4.11 (6H, m, bevat OMe singulet by b

3.74), 4.53 (LH, m, asimmetriese waterstof), 4.83 (lH, m, asimmetriese waterstof),

8.01, (IH, d, J = S Hz, CH-NH), 8.21-9.24 (3H, br s, -NH3); 13C-k.m.r. b 16.68(k),

18.91(k), 22.06(k), 23.23(k), 24.60(d), 25.05(t), 29.08(t), 30.35(d), 40.52(t), 47.18(t),

49.59(d), 52.23(k), 59.17(d), 60.05(d), 167.61(s), 170.89(8), 172.71(s); FAB massa

spektrum m/z 342 (M-GI)+; Bereken vir C17H32CIIN304: C 54.03, H 8.54, Cl 9.38,

N 11.12. Gevind: C 53.76, H 8.61, Cl 9.57, N 10.91.

Metode B

N-t-Boc-S-Val (301, 2.34 g, 10.8 mmol) is opgelos in droe tetrahidrofuraan (50 ml)

en afgekoel na -23°C met magnetiese roering onder 'n stikstofatmosfeer. N-metiel

morfolien (1.18 ml, 10.8 mmol) en isobutielchloorformiaat (1.40 ml, 10.8 mmol) is by

die oplossing gevoeg. Na 'n reaksictyd van 15 minute by -23°C is 'n oplossing van

S-Leu-S-Pro-OMe.HCl (300, 3.00 g, 10.8 mmol) in 'n mengsel van droe dimetielform

amied (10 ml) en droe chloroform (10 ml) bygevoeg, gevolg deur N-metielmorfolien

(1.18 ml, 10.8 mmoI). Die reaksiefels is na 'n ysbad oorgedra. Na 'n reaksietyd van 18

uur, waartydens die mengsel na kamertemperatuur laat opwarm is, is die oplossing

gefiltreer en die vaste stof met tetrahidrofuraan gewas. Die filtraat is ingedamp en die

residuele stroop is in etiel asetaat (2.50 ml) opgelos. Die organiese fase is gewas met

water (2 x 75 ml), 1% sitroensuur (2 x 75 ml), 2% natriumbikarbonaat (2 x 75 ml),

versadigde sout (NaCl) water (2 x 75 ml) en gedroog (anhidriese natriumsulfaat). Dic

het op een kol, Rf = 0.30 (etiel asetaat.dichloormetaan 1:2), gedui. Na verwydering

van die vlugtige komponente onder verminderde druk, is die amorfe wit poeier (4.53 g)

in 'n versadigde oplossing van waterstofchloried in eter (35 ml) by OoC opgelos. Die

mengsel is vir 10 minute by DoC en 23 minute by kamertemperatuur geroer (gemonitor

met dzc), waarna etieleter (200 ml) bygevoeg is en die mengsel vir 1.5 uur by OoC

gestoor is om volledige presipitasie te bewerksteIIig. Na verwydering (filtrasie) en was
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(etieleter) van die vaste stof, het eenmalige kristallisasie vanuit etiel asetaat-metanol

pentaan die hidrochloried 303 in 'n opbrengs van 86% (3.52 g) gelewer. Hierdie

monster is m.b.v. analise as identies aan die produk deur bostaande metode A verkry,

bewys.

N-t-Boc=£Glv)Thz-S-VaI-5-Leu-5-Pro-OMe (304)

N-t-Boc-(Gly)Thz (112, 1.16 g, 0.45 mmoI) is opgelos in droe tetrahidrofuraan (20

mI) en N-metielmorfolien (0.47 mI, 0.47 mmol) is bygevoeg. Die mengsel is afgekoel

na -23°C. Isobutielchloorformiaat (0.69 mI, 0.47 mmoI) is bygevoeg en na 3 minute,

N-hidroksisuksienimied (494 mg, 0.47 rnmol). Die mengsel is na kamertemperatuur

laat opwarm. Na 'n reaksietyd van 12 uur is die mengsel gefiltreer om die gepresipi

teerde materiaal te verwyder. Die vaste stof is met tetrahidrofuraan gewas en die

gekombineerde filtraat gekonsentreer in vacuo. Die residuele geel stroop is opgelos in

droe tetrahidrofuraan (20 ml) en droe dimetielformamied (4 ml) en N-metielmorfolien

(0.47 mI, 0.47 mmol) is bygevoeg. Terwyl die oplossing meganies geroer is by kamer

temperatuur, is fyn verdeelde S-Val-S-Leu-S-Pro-OMe.HCI (303, 1.5 g, 4 mmol)

porsiegewys oor 'n tydperk van 5 minute bygevoeg. Die reaksiemengsel is vir 16 uur by

kamertemperatuur geroer. Die oplosmiddels is verwyder in vacuo en die residu opgelos

in chloroform (200 ml). Die chloroformoplossing is gewas met 3% sitroensuur (3 x 10

ml), waterige natriumbikarbonaat (2 x 10 ml) en water (1 x 10 ml) en gedroog (anhi

driese natriumsulfaat). Die oplosmiddel is verwyder in vacuo en die residuele stroop op

silika (100 g) gechromatografeer. Eluering met 2.5% metanol in chloroform het die

beskermde tetrapeptied (304, 1.98 g, 86%) as 'n kleurlose skuim gelewer. Smp. 111

113°C; [0'];55-62.2° (c 2, metanol); IH-k.m.r. b 0.85 (3H, d, J = 6.9 Hz, CHCH
3),

0.89 (3H, d, J = 7.5 Hz, CHCH3), 0.90 (3H, d, J = 6.7 Hz, CHCH3), 0.93 (3H, d, J =

7.0 Hz, CHCH3), 1.43 (9H, s, C(CH3)3)' 1.55 (2H, m, CH-CH2-GH), 1.80-2.30 (6H,

m)(CH2CH2-eH2N, CH2-GH(CH3)2 en CH-CH(CH3)2)' 3.60 (lH, m, CH2-GHa
NCO), 3.73 (3H, s, OMe), 3.85 un, m, CH2-CHb-NCO), 4.50-5.11 (3H, 3x, m,

CH-N-eO), 4.6.5 (2H, d, J = 6.0 Hz, CH2-NHCO), 6.8·5 (IH, br t, J = 6.0 Hz, CH2-
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CO), 8.18 un, s, tiasoolproton); 13C-k.m.r. b 18.1(k), 19A(k), 22.0(k), 23.3(k), 24.6

(t), 25.0(d), 18.4(k, 3x), 29.0(t), 31.6(d), 41.6(t), 42.5(t), 46.9(t), 49.2(d), 52.2(k),

58.3(d), 58.8(d), 80.6(s), 124.2(d), 149.4(s), 1.55.6(s), 160.9(s), 169.3(8), 170.9(8),

171.1(s), 172.5(s); EI m/z 581 (1\1+); MS(EI): Akkurate massa ta]» 581.2856 (1\1+,

bereken 581.2883 vir C27H43N507S1)'

N-t-Boc-.s=(Gln)ThzdGly)Thz-5-Val-5-Leu-5-Pro-OMe (305)

'n Meganies geroerde oplossing van N-t-Boc-(Gly)Thz-S-Val-S-Leu-S-Pro-OMe

(304, 510 mg, 0.88 mmol) in droe dichloorrnetaan (3 ml) is afgekoel na OoC en tri

fluoorasynsuur (3 ml) is drupsgewys bygevoeg. Die reaksiemengsel is vir 15 minute by

OoC geroer, waarna dit na kamertemperatuur Iaat opwarrn is. Na 'n reaksietyd van 1

uur is die mengsel verdun met droe koolstoftetrachloried (20 ml) en die vlugtige kom

ponente verwyder onder verminderde druk. Die residuele tetrapeptied (304) trifluoor

asetaat is oornag gedroog in vacuo. By'n oplossing van (Gly)Thz-5-Val-5-Leu-S--

Pro-OMe.TFA in droe dimetielformamied (1.5 ml) is N-t-Boc-5-(Gln)Thz (5-260,

318 mg, 0.97 mmol) gevoeg en die mengsel is afgekoel na aOc. Dietielfosforielsianied

(292, 0.15 ml, 0.97 mmol) en trietielamien (0.27 ml, 1.94 mmol) is drupsgewys byge

voeg. Na 'n reaksietyd van 1 uur by OOC is die reaksiemengsel laat opwarm na kamer

temperatuur en na 'n verdere 4 uur is die mengsel verdun met etiel asetaat (20 ml).

Die organiese rase is geekstraheer met 5% waterstofehloried (1 x 15 ml), waterige

kaliumbikarbonaat (1 x 15 ml) en versadigde sout (NaCl) oplossing (1 x 15 ml) en

gedroog (anhidriese natriumsulfaat). Die vlugtige komponente is verwyder onder

verminderde druk. Chromatografie van die residuele stroop op silika (etiel asetaat +

5% metanol) het 30.) (H f = 004.5, chloroform:metanol:water 100:10:1) in 'n opbrengs

van 91% (633 mg) as 'n wit amorfe poeier gelewer. Die beskermde pentapeptied (30.5)

is eenrnalig vanuit etiel asetaat-heksaan gepresipiteer. Smp. 131-132°C; [a]61-52.5°

(C 2.8, chloroform); vrnaks 3400, 3300 br, 3000, 2980, 1740, 1650 br, 1540, 1490, 14.50,

1370, 12-10 br en 1170 em-I; IH-k.m.r. b0.90 (3H, d, J = 6.6 Hz, CHCH3), 0.93 (3R,
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d, J = 6.3 Hz, CHCH3), 0.95 (3H, d, J = 6.2 Hz, CHCH3), 0.99 (3H, d, J = 5.4 Hz,

CHCH3), 1.42 (9H, s, C(CH3)3)' 1.60 (2fT, m, CH-CH2-eH), 1.80-2.50 (lOH, m)

(CH2CH2-CH2N, CH2-CH(CH3)2' CH-CH(CH3)2' CH2CH2-CONH2), 3.60 (1H, m,

CH
2-CHa-NCO), 3.69 (3H, s, OMe), 3.85 (1H, m, CH2-eHb-NCO), 4.31 (2H, d, J

=5.5 Hz, CH2-NHCO), 4.40-5.11 (4H, 3x, m, CH-NH), 5.92 (lH, br s) en 6.39 (lH,

br s)(CONH2), 6.18 (lH, br d, J = 8.1 Hz, CH-NH), 7.43 un, br d, J = 7.8 Hz,

CH-NH), 7.93 (lH, br d, J = 9.3 Hz, CH-NH), 8.33 un, s, tiasoolproton), 8.35 (lH,

s, tiasoolproton), 8.35 (1H, br t, J = 5.5 Hz, CH2-NH)j 13C-k.m.r. b 18.38(k), 19.36

(k), 21.79(k), 23.27(k), 24.55(d), 24.91(t), 28.30(k,3x), 28.96(t), 30.44(t), 31.78(t),

31.78(d), 40.87(t), 41.02(t), 46.92(t), 49.23(d), 52.24(k), 52.59(d), 58.40(d), 58.77(d),

80.28(s), 124.00(d), 124.67(d), 148.50(s, 2x), 15.5.61(s), 160.72(s), 161.23(s), 167.97(s),

171.22(s), 171.31(s), 172.32(s), 173.44(s), 174.87(s); MS (EI) : Akkurate massa m/z

792.3311 (M+, bepaal 792.3298 vir C35H52N809S2)'

~S-Pro-S-:<Gln)Thz-{Glv)Thz-S-Val-S-Lelll(46)

Die pentapeptied metielester (30.5, 83 mg, 0.10.5 mmol) is opgelos in In mengsel van

dioksaan (1 ml) en water (1 ml). IN Natriumhidroksied (0.11 ml, 0.11 mmol) is byge

voeg en die reaksiemengsel is vir 3 uur by kamertemperatuur meganies geroer. Die

mengsel is met eter (5 ml) verdun en die waterige fase is afgeskei. Die waterige fase is

met yskoue 3N waterstofchloried aangesuur na pH 2 en onmiddellik met chloroform

(3x8 ml) geekstraheer. Die gekombineerde organiese fases is gedroog (anhidriese

natriumsulfaat), gefiltreer (selliet) en ingedamp onder verminderde druk om i2 mg

(88.3%) van die ontskermde suur (306) as 'n amorfe wit poeier te lewer. Na 'n een

malige presipitasie vanuit etanol-eter het 306 'n smeltpunt van 164°C; [a]51-19.4° (c

1.0, metanol).

Die ontskermde pentapeptiedsuur (306, 72 mg, 0.093 mmol) is in droe dimetoksietaan

(1 ml) en droe dimetielformamied (0.5 ml) opgelos en na -20°C afgekoel. By die

meganies geroerde oplossing, onder 'n inerte atmosfeer (N2), is pentafluoorfenol (17
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mg, 0.093 mmol) en N,N'-disikloheksielkarhldiirnied (19 mg, 0.093 mmol) gevoeg en

die reaksiemengsel is oornag laat opwarm na. kamertemperatuur. Na filtrasie deur

selliet (gewas met 5 ml droe dimetoksietaan) en verwydering van die vlugtige kornpo

nente in vacuo by kamertemperatuur , is die residuele stroop op Sephadex LH-20 (in

chloroform) gechromatografeer om byna, suiwer (> 95% volgens dec)

pentafluoorfenielester (307, 76 mg, 87%) as "n kleurlose stroop (Rf = 0.37, etiel asetaat

+ 7% metanol) te lewer. Hierdie reakriewe verhinding is sonder enige verdere

suiwering en droging direk in die volgende reaksie gebmik.

Die pentafluoorfenielester (307, 76 mg, 0.081 rnmol) is met trifluoorasynsuur (3 ml) vir

1 uur by OoC laat reageer. Die reaksiernengsel is verdun met koolstoftetrachloried (10

ml) en die vlugtige komponente verwyder i71 vacuo. Na herhaling van hierdie prose

dure (koolstoftetrachloried, 10 ml) is die residuele stroop van die pentapeptiedtrifluoor

asetaat vir 2 uur in vacuo (308) gedroog. In Oplossing van die trifluoorasynsuursout

(308) en droe dioksaan (10 ml) is oor 'n tydperk van 1 uur m.b.v. In motoraangedrewe

spuit by 'n hewig geroerde mengsel van dioksaan (22,j ml), i-butanol (11 ml) en 4-pir

rolidinopiridien (11.9 mg, 0.081 mmol) by 9.5°C gevoeg. Die reaksiemengsel is vir 'n

verdere 2.5 uur by die temperatuur hewig gercer, waarna dit na kamertemperatuur laat

afkoel is. Die reaksiemengsel is filtreer dellr selliet en die filtraat ingedamp onder

verminderde druk. Na droging in l'acuo is di e residuele stroop opeenvolgens op Sepha

dex LH-20 (in chloroform) en silika (etiel ~etaat + 7% metanol) gechromatografeer

om die sikliese pentapeptied (46, 38 mg, 719'<.) as 'n amorfe wit poeier te lewer. Na

presipitasie vanuit etiel asetaat-heksaan het dit srop, 129-130oC; Rf = 0.42 (chloro

form:metanol:water 100:10:1); [a]54-14iAo (c 1.4, chloroform); v
maks

3390,3275 br,

3000,2980, 1670, 1645, 1.540, 1490 en 1440 er~-l; IH-k .m .r. 00.80-1.20 (12H, m, 4 x

CH3), 1.20-2.90 (12H, m), 3.35-3.80 (2H, m, .Q]Z-NCO), 4.20-.5.60 (6H, m, 4x

CH-NO + CH2-NHCO), .5.64 (lH, br s), en .5.78 enti.41 (totaallH, br s) (CO-NH
2),

7.47, 7.62, 7.82, 7.98, 8.55 en 8.90 (totaal 4If, <I, NH-eO), 8.06 un, m) en 8.08 (lH,

m) (2x, tiasoolprotone): 13C-k.m.r. b 18.24(1\). 19.09(k), 21.92(k), 22.94(k), 24.81(d),
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24.95(t), 28.27(t), 29.11(t), 29.93(d), 31.59(t), 40.61(t), 41.12(t), 47.51(t), 50.8S(d),

52.23(d), 53.51(d), 55.73(d), 59.02(d), SO.23(s), 123.75(d), 123.S4(d), 124.S1(d). 124.91

(d), 148.13(8), 14S.26(s), 149.40(s), 150.07(s), 159.94(s), 160.17(s), 160.70(s), 161.46(s),

164.95(s), 166.52(s), 16S.33(s), 169.41(s), 170.12(s), 170.50(s), 170.S1(s), 172.69(s),

173.28(s), 173.S0(s), 174.01(s); MS(EI) mJz 660 (M+); MS(EI): Akkurate massa m/z

6~0.2503 (1\1+, bereken 660.2512 vir C29H40NS06S2)'

b. Eksperimenteel van Afdeling 3.1.3

i) Die sintese van siklo[S-Pro-S-Leu-R=(Gln)Thz-(Glv)Thz-S-Vall

(R-266):

N-t-Boc-S-Leu-oMe (310)

Tionielchloried (10.9 ml, 0.15 mol) is drupsgewys by absolute metanol (150 ml) by OoC

gevoeg. N-t-Eoc-S-Leu (13.12 g, 0.1 mol) is by die rnengsel gevoeg, waarna dit vir 3

uur onder terugvloei verhit is. Die reaksiemengsel is laat afkoel na kamertemperatuur

en die vlugtige komponente is verwyder in vacuo. Die metielester (310) is vanuit

dirnetoksietaan gekristalliseer in 'n opbrengs van 97% (14.0S g). Smp. 130°C; [aJi/
+19.3° (c 6.2, rnetanol); 1H-k.m. r. (CD3-GD) (SO MHz) 8 0.S3 (6H, d, 2x, J = 5.0

Hz, CH(CH3)2)' 1.63 (2H, m, CH-eTI2), 3.68 (3TI, s, OCH3), 3.90 (lH, t, J = 6.4 Hz,

CH-NH!), 4.70 (3H, br s, CH-NH!); MS : tn]» 146 (5, M+); MS(EI): Akkurate

rnassa m/z 146.1199 (M+, bereken 146.1181 vir C7II16NI02)'

Die eksperimentele prosedures van die onderstaande reeks eksperimente

word nie beskryf nie, omrede dit grootliks met die aangegee in die

Eksperimenteel van Afdeling 3.1.2 en die beskrywing van die sintese van

siklo[S-Pro-S-Leu-s-(Gln)Thz-(Gly)Thz-S-Val] (S-266) ooreenkom.

N-t-Boc-5'-Pr(}-S-Leu-oMe (312)

Opbrengs: 73%; Smp. 121-122
oC

(etiel asetaat-heksaan); Rf = 0.35 (etiel asetaat:

heksaan 1:1); [0]52-84.7° (c 4.9, chloroform); vrnaks 3420, 3000, 2960, 1840, 17S0,



376

1750, 1680, 1510, 1400, 1370 en 1160 cm-1; 1U-k.m.r. (500 MHz) b 0.85 (6H, d, 2x, J

= 4.0 Hz, CH(CH3)2)' 1.42 (911, S, C(CH3)3)' 1.45-1.60 (2H, m, CH-eH2-eH),

1.80-2.30 (4H, m, CH-eH2-eH2), 2.29 (III, m, CII(CH3)2)' 3.20-3.60 (2H, m,

CH2-NCO), 3.67 (3H, 8, OCH3), 4.21 (lH, br d, J ~ 8.8 Hz, CH-NH), 4.18 (lH, m,

CH-eOOCH3), 4.50 (lH, dd, J = 8.8 en 3.6 lIz, CH-NCO); 13C-k.m.r. (500 MHz) b

21.70(k), 22.70(k), 24.72(t), 25A8(d), 27.91(t), 28.16(k), 41.3.5(t), 46.88(t), 50.59(d),

51.99(k), 57.04(d), 80.29(8), 154.00(8), 168.63(s), 172.!H(s); MS: mlz 342 (25, M+);

MS (EI): Akkurate massa mlz 342.2139 (M+, bepaal 342.2155 vir C17H30N205)'

N-t-Boc-S-Val-S-Pro-S-Leu-oMe (313)

Opbrengs: 91.6%; Stroop; Rf = 0.47 (heksaan:etiel asetaat 3:7); [0']52-71.40 (c 3.2,

chloroform); vmak8 3420, 3300 br, 3000, 2980, 1740, 1700, 1680, 1630, 1500, 1440, 1370

en 1160 em-1; IH-k.m.r. (500 MHz) b 0.87 (3H, d, J = 5.9 Hz, CH-eH3), 0.88 (3H,

d, J = 5.9, CH-eH3), 0.90 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH-CH3), 0.96 (3H, d, J = 6.8 Hz,

CH-eH3), 1.40 (9Il, 8, C(CH3)3)' 1.45-1.6.5 (2H, m, CH-GH2-CH), 1.80-2.30 (.5H,

m, CH-CH2CH2 en CH-eH(CH3)2)' 2.33 (lH, m, CH2-GH(CH3)2)' 3.55 (IH, ddd, J

= 9.9, 8.0 en 4.30 Hz, CH2-eHa-NCO), 3.68 (HI, m, CH2-CHb-NCO), 3.68 (3H, s,

OCH3), 4.26 (lH, dd, J = lOA en 6.2 Hz, CH-eH-NH), 4.48 un, ddd, J = 8.9, 7.8 en

5.2 Hz, CH-eOOCH3), 4.57 (lH, dd, J = 8.2 en 2.9 Hz, CH-NCO), 5.19 (lH, d, J =

lOA Hz, CH-CH-NH), 7.11 (lH, d, J = 7.8 Hz, NH-eH-COOCH
3);

13C-k.m.r. (500

MHz) b 17.37(k), 19.45(k), 21.89(k), 22.7.5(k), 24.71(t), 2.5.15(d), 26.99(t), 28.35(k),

31.47(d), 41.55(t), 47.65(t), 50.99(d), 52.16(k), 56.79(d), 59.75(d), 79.59(8), 155.79(s),
~

170.74(s), 172.54(s), 173.08(8); MS: m/z 581 (6, M I ); MS (EI): Akkurate massa mlz

581.2898 (M+, bepaal 581.2883 vir C?_H43N_O-S1)._I • oJ 1

N-t-Boc=fGlv)Thz-S-V<lI-S-Pro-S-Lf'u-DMe (314)

Opbrengs: 87.8%; Stroop; Rf = 0.53 (etiel asetaat + 6% metanol); [0]51-65.10 (c 1.2,

chloroform); vmaks 3450, 3396, 3300 br, 3121, 3012, 2964, 2875, 2359, 1710, 1678, 1504,
-1 1

1244 en 1162 em ; H-k.m.r. (.500 MHz) b 0.89 (3H, d, J = 6.2 Hz, CH-eH
3),

0.90
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(3H, d, J = 6.3 Hz, CH-GH3), 0.99 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH-GH3), 1.02 (3H, d, J =

6.8 Hz, CH-GH3), 1.44 (9H, s, C(CII3)3)' 1.48-1.64 (2H, m, CH-GH2-GH), 1.80-2.30

(5H, m, CH2CH2-GH2N en CH-GH(CH3)2)' 2.33 (UI, m, CH2-GH(CH3)2)' 3.68

(lH, m, CH2-GUa-NCO), 3.69 (3H, s, OCH3), 3.81 (lH, m, CH2-GHb-NCO), 4.51

(lH, ddd, J = 8.9, 7.9 en 5.2 Hz, CH-GOOCH3), 4.5,) (2H, m, CR2-NH), 4.58 ua,

dd, J = 8.1 en 2.9 Hz, CH-NCO), 4.73 (lH, dd, J = 9.3 en 7.2 Hz, CH-GH-GH3),

5.32 (lH, br t, CR2-NH), 7.1.5 (lH, d, J = 7.9 Hz, NH-GHCOOCH3), 7.80 (lH, d, J

= 9.3 Hz, CH-GH-NR), 7.97 (lH, s, tiasoolproton); 13C-k.m.r. (500 MHz) o18.06(k),

19.35(k), 21.90(k), 22.76(k), 24.74(t), 2.5.11(d), 27.09(t), 28.32(k), 31.72(d), 41.54(t),

42.30(t), 47.67(t), 51.00(d), 52.17(k), 5.5.57(d), 59.8.5(d), 80.52(s), 123.85(d), 149.30(s),

155.57(s), 160.78(s), 169.31(s), 170.71(s), 171.85(s), 173.10(s); MS: m/z 581 (6, M+);

MS(EI): Akkurate massa m/z 581.2867 (M+, bepaal .581.2883 vir C27H43N507S1)'

N-t-Boe-R={Gln)Thz-fGlv)Thz-5-Val-5-Pro-S-Leu-oMe (R-31.5)

Opbrengs 86%; Smp. 130°C (metanol); Rf = 0.14 (etiel asetaat + 6% metanol); [a]i>l

-46.4° (e 0.3, ysasynsuur); vmaks (KBr) 3400, 1740, 1660 en 1640 em-I; 1H-k.m.r.

(500 MHz, DMSO-(6) 00.84 (3H, d, J = 6.,) Hz, CH-GR3), 0.87 (3H, d, J = 6.7 Hz,

CH-GH3), 0.90 (3H, d, J = 6.7 Hz, CH-GH3), 0.96 (3H, d, J = 6.7 Hz, CH-GH;3)'

1.40 (9H, s, C(CH3)3)' 1.48-1.60 (2H, m, CH-eH2-GH), 1.60-2.00 (4H, m, CH2CH2

-GONH2), 1.80-2.30 (6H, m, CH2-eH(CII3)2' CH2CH2-GH2-N en CH-eH(CH3)2)'

3.60 (3H, s, OCH3), 3.62 (lH, m, CH2-GHa-NCO), 3.71 (lH, m, CH2-GHb-NCO),

4.25 (lH, ddd, J = 9.9, 7.5 en 5.2 Hz, CH-GOOCH3), 4.37 (lR, dd, J = 8.5 en 4.4 Hz,

CH-NCO), 4.59 (IH, dd, J = 8.9 en 6.3 Hz, CR-GH-GH3), 4.76 (2H, dd, J = 5.9 en

4.9 Hz, CR2-NH), 4.80 (lH, m, CH-GH2CH2CONH2), 6.75 (lH, br s) en 7.25 (lH, br

s) (CO-NH2), 7.80 nn, d, J = 7.7 Hz, NH-t-Boc), 7.86 (lH, d, J = 8.9 Hz, NH-GH

-GH), 8.21 (lR, d, J = 7.5 Hz, NH-eHCOOCH3), 9.2.5 un, t, J = 5.9 Hz, CH2-NH),

8.17 (lH, s, tiasoolproton), 8.22 (lR, S, tiasoolproton): 13C-k.m.r. (500 MHz,

DMSO-(6) 0 17.76(k), 19.07(k), 21.28(k), 22.72(k), 24.0.5(t), 24.36(d), 28.12(k), 28.93

(t), 29.77(t), 30.70(t), 31.24(d), 40.08(t), 40.76(t), 47.13(t), 50.22(d), .51.68(k),
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52.60(d), 54.97(d), 58.90(d), 78.54(s), 124.31(d, 2x), 148.52(s), 148.81(s), 155.25(s),

159.75(8), 160.93(8), 169.13(s), 170.43(s), 171.85(s), 172.85(s), 173.35(8), 175.31(s); MS:

m/z 793 (1, MH+); MS(EI): Akkurate massa m/z 792.3276 (M+, bepaal 792.3298 vir

C35H52NS09S2)·

N-t-Boc-R==(Gln)Thz==(Gly)Thz-5-Val-5-Pro-5-Leu (316)

Smp. 146°C (gepresipiteer vanuit metanol-eter); [a]63-16.8° (c 2.9, ysasynsuur).

SiklQIS-Pro-5-Leu-R-{Gln)Thz-{Glv)Thz-5-Vall (R-266)

Die onsuksesvolle siklisering van die lineere pentapeptied (316) as die ooreenkomstige

2,4,5-trichloorfenolester (317) is volgens die metode van Pettit et al.54 uitgevoer.

Siklisering van die lineere pentapeptied (316) as die ooreenkomstige pentafluoorfeniel

ester (319; Rf = 0.38, etiel asetaat + 7% metanol) is suksesvol in 'n opbrengs van 46%

uitgevoer. Die analise van die sikliese peptied (R-266), sowel as die van die lineere

peptiedvoorlopers van R-266 wat volgens die alternatiewe roete gesintetiseer is, word

in die Eksperimenteel van 5.13.b(ii) volledig bespreek.

ii) Die sintese van siklo[S-Pro-S-Leu-S-{Gln)Thz-{Gly)Thz-5-Vall

(5-266) asook die an:llises van die line(ire peptiedvoorlopers van R-266

volgens hierdie roote gpsintetiseer:

N-t-Boc-5-Val-5-Pro-OMe (321)

By 'n meganies geroerde oplossing van 5-Pro metielester (297, 4.0 g, 24.15 mmol) en

N-t-Boc-5-Val (301, 5.29 g, 24.1.j mmol) in 1,2-dimetoksietaan by OoC, is trietiel

amien (7.07 ml, .50.72 mmol) en dietielfoaforielsianied (4.03 ml, 26.56 mmol) gevoeg.

Na 1 uur by OoC en 4 uur by kamertemperatuur is die reaksiemengsel met etiel asetaat

(250 ml) verdun en opeenvolgens met 5% waterstofchloried (lx50 ml), waterige

natriumwaterstofkarbonaat (lx50 ml) en versadigde sout (NaCl) oplossing (lx50 ml)

gewas. Verwydering van die oplosmiddel in vacuo en chromatografie van die residuele

stroop het die beskennde dipeptied (321) as 'n kieurlose stroop (Rr = 0.35,
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heksaan:etiel asetaat 1:1) in In opbrengs van 92% (7.29 g) gelewer. [0'155_70.0° (c 4.0,

chloroform); vmaks 3420, 1740, 1700 en 1640 em-I; 1H-k.m.r. 00.91 (3H, d, J = 6.6

Hz, CH-eH3), 1.00 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH-eH3), 1.40 (9H, s, C(CH3)3)' 1.85-2.30

(4H, m), 2.00 (lH, m, CH(CH3)2)' 3.55-3.80 (2H, m, CH2-N), 3.69 (3H, s, OCH3),

4.25 (lH, dd, J = 9.2 en 6.3 Hz, N-eH-eON), 4.50 (IH, m, N-eH-eOOCH3), 5.18

(lH, d, J = 9.2 Hz, NH-eO); 13C-k.m.r. a17.33(k), 19.24(k), 24.96(t), 28.31(k,3X),

29.00(t), 31.31(d), 47.08(t), 52.12(k), 56.77(d), 58.74(d), 79.41(s), 155.84(s), 171.15(s),

172.44(s); MS(EI): Akkurate massa m/z 328.1984 (M+, bereken 328.1998 vir

C16H28N205)'

N-t-Boe={GlylThz-B-VaI-5-Pro-OMe (322)

By In meganies geroerde oplossing van N-t-Boc-5-Val-5-Pro-OMe (321, 3.93 g,

11.96 mmol) in droe dichloorrnetaan (20 ml) by OOC, is trifluoorasynsuur (20 ml)

drupsgewys gevoeg. Na In reaksietyd van 1 uur by OOC en 1 uur by kamertemperatuur

is die mengsel verdun met droe koolstoftetraehloried (100 ml) en die vlugtige kompo

nente verwyder in vacuo. Die residu, In kleurlose stroop, is onder vakuum vir 12 uur

gedroog en daarna direk, sonder enige verdere suiwering, in die daaropvolgende reaksie

gebruik.

Die dipeptied (321) trifluoorasetaat en N-t-Boc-(Gly)Thz (112, 3.09 g, 11.96 mmol) is

in droe dimetoksietaan (9 ml) opgelos. Die oplossing is na OOC afgekoel en trietiel

amien (3.66 ml, 26.31 mmol) en dietielfosforielsianied (2.0 ml, 13.16 mmol) is drupsge

wys bygevoeg. Na 1 uur by OoC is die mengsel na kamertemperatuur laat opwarm.

Na In reaksietyd van 4 uur is die reaksiemengsel verdun met etiel asetaat (100 ml) en

opeenvolgens met 5% waterstofchloried (lx.50 mI), waterige natriumwaterstofkarbonaat

(lx50 mI) en versadigde sout (NaCl) oplossing (Ix.50 ml) gewas. Die organiese fase is

gedroog (anhidriese natriumsulfaat) en die oplosmiddel verwyder in vacuo. Chromato

grafie van die residuele stroop op In kolom van silikajel (250 g) in heksaan-etiel

asetaat (3:7) het die beskermde tripeptied (322, 5.09 g, 91%) as In kleurlose stroop (Rr
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= 0.57, etiel asetaat + 7% metanol) gelewer. [a]~5-39.8° (c 2.4, chloroform); vmaks

3~40, 3380, 1740, 1720 en 1640 em-\ 1H-k.m. r. 00.98 (3Il, d, J = 6.6 Hz, CH-eH?),
-<.J

1.06 (3R, d, J = 6.6 Hz, CH-eH3), 1.43 (9H, s, C(CII3)3)' 1.88-2.30 (4H, m), 2.00

(lH, m, CH(CH3)2)' 3.69 (lH, m) en 3.85 (lH, m)(CH2-NCO), 3.70 (3H, s, OCH3),

4.51 un, ill, N-GH-eOOCH3), 4.52 (2H, ill, CH2-NIICO), 4.72 (lH, dd, J = 9.2 en

7.1 Hz, CH-NHCO), 5.40 (lH, br t, NH-Boc), 7.90 (lH, d, J = 9.2 Hz, CH-NH-eO),

7.95 un, s, tiasoolproton): 13C-k.m.r. 0 17.93(k), 19.24(k), 24.99(t), 28.29(k, 3x),

29.05(t), 31.57(d), 42.24(t), 47.30(t), 52.18(k), 55.55(d), 58.87(d), 80.10(s), 123.72(d),

149.33(s), 155.52(s), 160.82(s), 169.00(s), 170.4g(s), 172.41(s); MS(EI): Akkurate

massa infz 468.2029 (M+, bereken 468.2043 vir C21H32N406S1).

N-t-Boc-B-{Gln)Thz=fGlv)Thz-S-Val-5-Pro-OMe (5-323)

Trifluoorasynsuur (4 ml) is drupsgewys by 'n geroerde oplossing van N-t-Boc

(Gly)Thz-5-Val-S-Pro-OMe (322, 500 mg, 1.07 mmol) in droe diehloormetaan (4

ml) by OoC gevoeg. Na 'n reaksietyd van 1 uur by OoC en 1 uur by kamertemperatuur

is die reaksiemengsel verdun met droe koolstoftetraehloried (20 ml) en die vlugtige

komponente verwyder in 1'acuo om die tripeptied (322) trifluoorasetaat as 'n kleurlose

stroop te lewer. Die produk is gedroog onder vakuum vir 24 uur en direk, sonder enige

verdere suiwering, in die daaropvolgende reaksie gebruik.

In Oplossing van die tripeptied (:322) trifluoorasetaat en N-t-Boc-5-(Gln)Thz

(5-260, 350mg, 1.07 mmol) in droe dimetielformamied (3 ml) is afgekoel na OoC, en

trietielamien (0.33 ml, 2.35 mmol) en dietielfosforielsianied (0.18 ml, 1.18 mmol) is

drupsgewys oor 'n periode van 0.5 uur bygevoeg. Na In reaksietyd van 1 uur by OoC en

6 uur by kamertemperatuur is die oplosmiddels verwyder in vacuo. Die residuele

stroop is gechromatografeer op Sephadex LH-20 in chloroform-metanol (2:1) om die

beskermde tetrapeptied (S-323, 674 mg, 93%) te lewer. Smp. 129-130oC (etiel

asetaat-heksaan); R f = 0.47 (ehloroform:metanol:water 100:10:1); [a]56-70.6° (c 1.3,

chloroform); vrnaks 3400, 1740, 1665 en 1640 em-I; 1H-k.m.r. 0 1.01 (3H, d, J = 6.8
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Hz, CR-eH3), 1.08 (3H, d, J = 6.8 Hz, Cn-eH3), 1.41 (9H, s, C(CH3)3)' 1.80-2.40

(9R, m), 3.68 (lH, m) en 3.79 (lH, m)(CH2-NCO), 3.72 (3H, s, OCH3), 4.55 (lH, m,

N-eR-eOOCH3), 4.76 (IH, dd, J = 9.3 en 7.1 Hz, CH-NH), 4.77 (IH, dd, J = 16.5

en 5.2 Hz) en 4.95 (1H, dd, J = 16.5 en 6.1 Hz)(CH2-NHCO), 4.94 (IH, m, CH2
CH-NH), 5.55 (IH, br s) en 6.36 (IR, br s)(CO-NH2), 6.26 (lH, d, J = 8.1 Hz, NH

Boe), 7.88 (lH, d, J = 9.5 Hz, CH-NH), 8.03 (lH, s) en 8.04 (IH, s)(tiasoolprotone,

132x), 8.33 (1R, dd, J = 6.1 en 5.2 Hz, CH2-NH); C-k.m.r. D18.02(k), 19.22(k),

24.88(t), 28.30(k, 3x), 29.08(t), 30.18(t), 31.75(t), 31.89(d), 40.67(t), 47.48(t), 52.31

(k), 52.50(d), 55.42(d), 58.70(d), 80.17(s), 123.75(d), 124.23(d), 148.97(8), 149.05(8),

155.80(s), 160.53(s), 161.01(s), 166.82(s), 170.76(s), 172.48(s), 173.21(s), 174.89(8);

MS: m/z 679 (M+); Analise bereken vir C29H41N708S2: C 51.23, H 6.09, N 14.44.

Gevind: C 51.34, H 6.18, N 14.30.

N-t-Boe-R::{ Gln)Thz-(Giv)Thz-S-Val-S-Pro-OMe (R-323)

Opbrengs: 86%; Smp. 129-130oC (etanol-etiel asetaat-heksaan); Rf = 0.47 (chloro

form:metanol:water 100:10:1); [a]62-26.8° (c 3.0, ysasynsuur); vmaks 3400,1740,1665

en 1640 em-I; 1H-k.m.r. (DMSO-d6) 00.87 (3R, d, J = 6.7 Hz, CH-eH3), 0.95 (3R,

d, J = 6.8 Hz, CH-eH3), 1.38 (9H, s, C(CH3)3)' 1.70-2.30 (9H, m), 3.60 (3H, 8,

OCH3), 3.60 (IH, m) en 3.77 (lH, m)(CH2-NCO), 4.33 (lH, dd, J = 8.5 en 5.3 Hz,

CH-eOOCH3), 4.59 (lH, dd, J = 8.6 en 7.5 Hz, CH-NH), 4.71 (2R, br d, J = 6.0 Hz,

CH2-NHCO), 4.78 (IH, m, CH2-eH-NH), 6.76 (1H, br s) en 7.27 (IR, br s)(CO

NH2), 7.82 (1H, d, J = 7.8 Hz, NH-Boc), 7.90 un, d, J = 8.6 Hz, CH-NH), 9.27 (IR,

br t, J = 6.0 Hz, CH2-NH-eO), 8.16 (1H, s) en 8.21 (1H, s)(tiasoolprotone, 2x);

13C-k.m.r. (DMSO-d6) 0 17.71(k), 18.89(k), 24.57(t), 28.09(k, 3x), 28.56(t), 29.74(t),

30.54(d), 31.21(t), 40.75(t), 46.91(t), 51.71(k), 52.58(d), M.95(d), 58.46(d), 78.56(8),

124.40(d), 124.46(d), 148.41(8), 148.81(8), 155.29(s), 159.82(8), 160.96(8), 169.50(8),

170.52(8), 172.06(8), 173.40(8), 17.5.92(s); MS : tn]» 679 (2, M+); MS(EI) : Akkurate

massa m/z 679.2439 (~l+, bepaal679.24.58 vir C29H41N708S2)'
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N-t-Boe-5'-Leu-HGlnlThz=CGlvlThz-5'-Val-8-Pro-Oi\fe (5'-324)

N-t-Boe-S'-(Gln)Thz-(Gly)Thz-5'-Val-5'-Pro-OMe (8-323, 531 mg, 0.78 mmol) is

opgelos in trifluoorasynsuur (4 ml) by OoC. Na 'n reaksietyd van 15 minute by OoC en

45 minute by kamertemperatuur is die reaksiemengsel verdun met droe koolstoftetra

chloried (40 ml) en die vlugtige komponente verwyder onder verminderde druk. Die

residu, die tetrapeptied (5'-323) trifluoorasetaat as 'n kleurlose glas, is vir 24 uur

gedroog in vacuo en sonder enige verdere suiwering in die daaropvolgende reaksie

gebruik.

'n Meganies geroerde oplossing van die tetrapeptied (5-323) trifluoorasetaat en N-t

Boe-S'-Leu (298, 217 mg, 0.94 mmol) in droe dimetielformamied (8 ml) is afgekoel na

OoC en trietielamlen (0.26 ml, 1.88 mmol) en dietielfosforielsianied (0.14 ml, 0.94

mmol) is drupsgewys bygevoeg. Na 1 uur by OoC en 4 uur by kamertemperatuur is die

vlugtige komponente verwyder in vacuo. Die residuele stroop is op Sephadex LH-20 in

chloroform-metanol (2:1) gechromatografeer. Die hooffraksie (R f == 0.52,

ehloroform:metanol:water 100:10:1) is verder gesuiwer deur chromatografie op In

silikakolom (50 g) in 7% metanol in etiel asetaat om die beskermde pentapeptied

(S-324, 533 mg, 86%) as In amorfe wit poeier te lewer. Smp. 125-126°C (gepresipiteer

vanuit etiel asetaat-heksaan); [a]i>6-75.0o (c 3.7, chloroform); vmaks 3400, 1740, 1660

-1 1 ~ (en 1640 em ; H-k.m.r. u 0.80 6Il, d, 2x, J = 5.4 Hz, CH(CH3)2)' 0.98 (3H, d, J =
6.8 Hz, CH-eH3), 1.06 (3H, d, J = 6.6 Hz, Cn-eH3), 1.36 (9H, s, C(CH3)3)' 1.53

(2H, m, CH-CH2-CH), 1.8D-2.40 (IOH, m), 3.68 (HI, m) en 3.89 (IH, m)(CH2

NCO), 3.69 (3H, 5, OCH3), 4.22 (IH, m, CH-NH-Boe), 4.55 (IH, m, N-CH

COOCH3), 4.78 (IH, dd, J = 9.3 en 7.7 Hz, CH-Cn-NH), 4.87 (2H, d, J = 5.7 Hz,

CH2-NHCO), .5.21 (IH, m, CH2-CH-NH), 5.31 (IH, d, J = 7.7 Hz, NH-Boe), .5.82

(IH, br s) en 6.60 (IH, br s )(CO-NH2), 7.90 (IH, d, .J = 9.3 Hz, CHCH-NH), 8.01

(IH, s) en 8.03 (lH, s)(tiasoolprotone, 2x), 8.11 (IH, d, J = 7.9 Hz, CH-NH-CO),

8.43 (IH, br t, J = 5.7 Hz, CHZ-NH); 13C-k.m.r. D 18.08(k), 19.18(k), 21.90(k),

22.79(k), 24.63(d), 24.92(t), 28.30(k.3x), 29.12(t), 30.21(t), 31.6S(t), 31.74(d), 40.82(t),
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41.7S(t), 47.54(t), 51.00(d), 52.27(k), 52.51(d), 55.53(d), 58.99(d), 80.10(s), 123.90(d),

124.34(d), 148.92(s,2x), 155.72(s), 160.6.5(s), 161.12(s), 167.34(8), 170.78(s), 172.28(s),

172.57(s), 173.47(8), 175.00(s); MS: m/z 792 (1, M+); Analise bereken vir

C35H52N809S2: C 53.00, H 6.62, N 14.13, S S.09. Gevind C 53.08, H 6.74, N 14.27, S

8.21.

N-t-Boc-5-Leu-R-:CGln)Thz==fGlv)Thz-S-VaI-5-Pro-oMe (R-324)

Opbrengs 85%; Smp. 125-126°C (gepresipiteer vanuit etiel asetaar-heksaan); Rf =
0.52 (chloroform:metanol:water 100:10:1); [a]52-31.0o (e 1.4, ysasynsuur); lImaks

3400, 1740, 1660 en 1640 em-I; I H-k.m.r. b 0.93 (3H, d, J = 5.9 Hz,CH-eH3), 0.94

(3H, d, J = 5.9 Hz, CH-eH3), 0.99 (3H, d, J = 6.7 Hz, CH-GH3), 1.07 (3H, d, J =
6.7 Hz, CR-eH3), 1.35 (lH, m, CH2-eH-GH3), 1.39 (9R, s, C(CH3)3)' 1.65 (2H, m,

CH-eH2-eH), 1.90-2.40 (9H, m), 3.71 (3H, s, OCH3), 3.75 (lH, m) en 3.92 (lH,

m)(CH2-NCO), 4.21 (lH, m, CTI-NH-Boc), 4.49 (IH, dd, J = 8.2 en 5.2 Hz, CH

COOCH3), 4.75 (IR, dd, J = 9.3 en 7.8 Hz, CH-eH-NH), 4.76 (IH, dd, J = 11.8 en

6.1 Hz) en 4.S7 (IH, dd, J = 11.S en 6.1 Hz)(CR2-NHCO), 5.15 (IH, ill, CH2-eH

NH), 5.30 (JH, d, J = 7.6 Hz, CH-NII-Boc), 5.62 (IH, br s) en 6.49 (lH, br s)(CO

NH2), 7.79 (IH, d, J = 7.8 Hz, CH2-eH-NH), 7.95 uu, d, J = 9.3 Hz, CHCH-NH),

8.22 (lH, br t, J = 6.1 Hz, CH2-NH-GO), 7.98 (IH, s) en 8.02 (IH, s)(tiasoolprotone,

2x); 13C-k.m.r. 0 IS.24(k), 19.09(k), 21.92(k), 22.94(k), 24.S1(d), 24.95(t), 28.28

(k,3x), 29.1l(t), 29.93(t), 31.59(d), 31.59(t), 40.61(t), 41.12(t), 47.52(t), 50.88(d),

52.30(k), 53.85(d), 55.73(d), 59.02(d), 80.51 (s), 124.00(d), 124.37(d), 148.84(8), 149.00

(s), 155.98(8), 160.76(s), 161.05(8), 167.35(s), 170.87(s), 172.29(s), 172.49(s), 173.27(5),

174.90(s); MS: ra]z 792 (2, M+); MS(EI): Akkurats massa m/z 792.3313 (M+, bepaal

792.3298 vir C3.SH52NS09S2)'

§ik1Q{8-Pro-S-Leu-S=(Gln)Thz-l Glv)Thz-S-VaII (S-266: doJastatien 3)

Die N-t-Boc pentapeptied metielester (5-324, 250 mg, 0.315 mmol) in dioksaan (1.5

ml) en water (1..5 rnl) is met IN natriumhidroksied (0.315 ml) by kamertemperatuur
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vir 3 uur behandel. Die reaksiemengsel is verdun met eter (5 ml). Die waterige fase is

afgeskei, aangesuur na pH 2 met yskoue 3N watcrstofchloricd en met chloroform (3xS

ml) geekstraheer. Die gekombineerde organiese fases is gedroog (anhidriese natrium

sulfaat) en die oplosmiddel verwyder in vacuo om die N-t-Boc pentapeptied (5-325,

230 mg, 94%) te lewer. Na presipitasie vanuit etanol en eter het 5-325 In smeltpunt

o []22 ... °( )van 168-170 C; a D-31.7 c 1.6, metanol .

Die N-t-Boc pentapeptied (5-325, 200 mg, 0.256 mmol) is opgelos in droe dimetoksi

etaan (3 ml) en droe dimetielformamied (1 ml), afgekoel na -20°C onder In stikstof

atmosfeer en met pentafluoorfenol (47.2 mg, 0.256 mmol) en N,NI-disikloheksielkarbo

diimied (52.8 mg, 0.256 mmol) behandel. Die reaksiemengsel is laat opwarm na kamer

temperatuur. Na In reaksietyd van 12 uur is die mcngsel deur selliet filtreer om die

disiklohekslelurea te verwyder. Die vlugtige komponente van die filtraat is verwyder

in vacuo en die residu gechromatografeer op Sephadex LH-20 in chloroform om die

pentafluoorfenielester (5-326, 210 mg, 87%) as 'n kleurlose olie met Rf = 0.42 (7%

metanol in etiel asetaat) te lewer.

Die pentafluoorfenielester (326, 114 mg, 0.120 mmol) is met trifluoorasynsuur (6 ml)

vir 0.5 uur by kamertemperatuur behandel. Verdunning van die reaksiemengsel met

koolstoftetrachloried (20 mI) en verwydering van die oplosmiddels in vacuo het die

pentapeptied trifluoorasetaatester (5-327) as 'n kleurlose glas gelewer. Na droging van

die materiaal vir 2 uur onder vakuum, is dit opgelos in droe dioksaan (10 mI). Hierdie

oplossing is drupsgewys oor 'n periode van 1 uur m.b.v. 'n motoraangedrewe spuit by

In hewig geroerde oplossing van 4-pirrolidinopiridien (li.7 mg, 0.120 mmol) in t-buta

nol (11 ml) en dioksaan (225 ml) by 95°C gevoeg. Na 'n reaksietyd van 2.5 uur by

95°C is die reaksiemengsel na kamertemperatuur laat afkoel, gefiltreer deur selliet en

die vlugtige komponente van die filtraat verwyder in vacuo. Die residu is opeenvolgens

gechromatografeer op Sephadex LH-20 in chloroform en op silika in 7% metanol in

chloroform, om die sikliese pentapeptied (5-266, 60 rng, 7.5.6%) as In amorfe wit poeier
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(Rf = 0.41, chloroform:metanol:water 100:10:1) te lewer. Na presipitering vanuit

etanol-etiel asetaat (1:1) met heksaan het S-266 'n smeltpunt van 187-188°C;

[a]55-53.3° (c 0.94, chloroform); vmaks 3427, 3379, 3330, 3090, 3020, 1670, 1629,

1544, 1501, 1494, 1445 en 1065 em-I; IH-k.m.r. (400 MHz) b 0.90 (3H, d, J = 6.6 Hz,

H-19c), 0.95 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-19d), 1.04 (3I1, d, J = 6.7 Hz, H-7b), 1.15 (3H, d,

J = 6.8 Hz, H-7c), 1.55 (2H, m, H-19a), 1.94 (2I1, m, H-4), 2.0.5 (IH, m, H-7a), 2.13

(2H, m, H-17a), 2.24 (2H, m, H-3), 2.33 (IH, m, H-19b), 2.53 (2H, m, H-17b), 3.69

un, dt, J = 9.6 en 5.9 Hz, H-.5b), 3.83 (lH, ddd, J = 11.0, 7.0 en 4.0 Hz, H-19), 3.87

(IH, ddd, J =9.6, 7.5 en 3.3 Hz, H-5a), 4.00 (IH, t, J = 7.8 Hz, H-2), 4.65 (IH, dd, J

= 18.1 en 2.4 Hz, H-12b), 4.75 (IH, dd, J = 9.2 en 7.2 Hz, H-7), 5.23 (lH, dd, J =
18.1 en 7.3 Hz, H-12a), 5.48 (lH, br s, H-(3a)), 5.52 urr, ddd, J = 10.9,9.2 en 4.6 Hz,

H-17), 6.29(lH, br s, H-(3b)), 6.39 (III, d, J = 7.0 JIz, H-(5)), 7.83 (IH, d, J = 9.2

Hz, H-(4)), 8.05 (IH, a, H-10), S.07 (lH, s, H-I5), 8.30 (IH, d, J = 9.2 Hz, H-(I)),

8.73 (IH, dd, J. = 7.3 en 2.4 Hz, H-(2)); 13C-k.m.r. b 18.55(k, C-19c),

19.53(k, C-19d), 21.18(k, C-7b), 23.30 (k, C-7c), 25.43(d, C-19b), 25.45(t, C-19a),

28.41( t, C-3) , 29.62(t, C-17a), 31.88(d, C-7a) , 33.27(t, C-17b), 37.71(t, C-4),

40.97(t, C-12), 48.26(t, C-5), 48.61(d, C-17), 54.97(d, C-19), 55.62(d, C-7), 62.61(d,

C-2) , 123.71(d, C-10), 124.26(d, C-15), 148.30(s, C-ll), 149.00(s, C-16), 160.30(s,

C-9) , 160.S0(s, C-14), 165.77(s, C-17c), 169.4(s, C-1), 170.92(s, C-6), 171.09(s,

C-8), 172.00(s, C-1S), 174.30(8, C-13); MS(EI): m/z 660 (M+); MS (Sp-SIMS)

(gliserol): Akkurate massa m/z 661.2576 ([M+H]+, bereken 661.2591 vir

C29H41NS06S2); Analise bereken vir C29H'WNS06S2: C 52.70, H 6.11, N 16.96, S

9.70. Gevind: C .52.82, H 6.30, N 16.80, S 9.55.

N-t-Boc-S-Leu-R=:fGlnlThz--{GlvlThz-S-VaI-S-Pro (R-325)

Opbrengs 96%; Smp. 170°C (gepreslplteer vanuit etanol en eter); [a]51-22.2° (c 0.6,

metanol).
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Pentapeptied pentafluoorfenielester (R-326)

Opbrengs 91%; Rf = 0.33 (etiel asetaat + 7% metanol).

§iklQ{5-Pro-8-Leu-R-(Gln)Thz-dGlv)Thz-S-Vall (R-266)

Opbrengs 71.3%; Smp. 180-181°C (gepresipiteer vanuit etanol-etiel asetaat-heksaan);
. ?1

Rf = 0.35 (chloroform:metanol:water 100:10:1); [aJi) +24.3° (c 0.7, chloroform);

vmaks 3427, 3379, 3330, 3090, 3020, 1670, 1629, 1.544, 1.501, 14!H, 1445, 1390 en 1065

cm-1; I H-k.m.r. (400 MHz) 80.49 (3R, d, J = 6.9 Hz, H-7c), 0.91 (3H, d, J = 6.6

Hz, H-19c), 0.93 (3H, d, J = 6.6 Hz, II-19d), 0.9.5 (31I, d, J = 6.8 Hz, H-7b), 1.26

un, ddd, J = 14.3, 10.9 en 5.3 Hz, H-19a1), 1.59 (lH, ddk, J = 9.1, 6.6 en 5.3 Hz,

H-19b), 1.88 (III, ddd, J = 14.3, 9.1 en 4.0 Hz, H-19a2), 2.03 (3H, m, H-4 en H-7a),

2.04 (IR, rn, H-3a), 2.37 (IH, m, H-3b) , 2.40 (2H, m, II-17b), 2.57 (IH, ddt, J =

18.8, 9.5 en 3.9 Hz, H-17a1), 2.67 (lH, ddt, J = 18.8, 7.0 en 4.8 Hz, H-17a2), 3.65

un, dt, J = 10.4 en 6.9 Hz, H-5b), 3.8.5 nn, dt, J = 10.4 en 6.1 Hz, H-5a), 4.33 un,

ddd, J = 10.9, 7.2 en 4.0 Hz, H-19), 4.38 (lH, dd, J = 8.2 en 6.9 Hz, H-2), 4.47 (Lll,

dd, J = 17.6 en 2.2 Hz, H-12b), 4.98 (HI, dd, J = 9.8 en 2.4 Hz, H-7), 5.31 [LH, br s,

H-(3a)), 5.41 (IH, ddd, J = 11.5, 9.2 en 3.8 Hz, H-17), .5.48 [l H, dd, J = 17.6 en 10.0

Hz, H-12a), 5.67 (IH, d, J = 7.2 Hz, H-(5)), 6.44 (Ill, br 5, H-(3b)), 7.54 (lH, d, J =
9.2 Hz, R-(4)) , 7.98 (lII, d, J = 9.8 Hz, H-(l)), 8.01 (LH, s, H-10), 8.07 (HI, s,

H-15), 8.27 (lH, dd, J = 10.0 en 2.2 Hz, H-(2)); 13C_k.m.r. 0 15.22(k, C-7c), 20.28·

(k, C-7b), 21.38(k, C-19c), 23.l8(k, C-19d), 25..54(d, C-19b), 25.54(t, C-4), 27.97(t,

C-17a), 29.49(t, C-3) , 31.40(t, C-17b), 32.37(d, C-7a) , 40.17(t, C-12), 40.96(t,

C-19a), 48.23(d, C-19), 48.43(t, C-.5), 52.91(d, C-17), M.17(d, C-7), 62.28(d, C-2),

124.10(d, C-lO) , 124.75(d, C-15), 147.76(5, C-ll), 148.09(s, C-16), 160.21(s, C-9),

162.15(s, C-14), 167.00(s, C-8), 170.13(s, C-1), 171.0.5(s, C-18), 171.20(s, C-{)),

173.10(s, C-17c) , 174.96(5, C-13); MS(EI): ta]: 660 (M+); MS(EI): Akkurate massa

m/z 660.2521 (M+, bepaal 660.2512 vir C29H40NS06S2)'
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5.14 EKSPERIMENTEEL VAN HOOFSTUK 4

Die SD-spektra is m.b.v. 'n Jasco J-20 outomatiese spektropolarimeter te

\VNNR, Pretoria opgeneem. Die MK-berekeninge met die SYBYL- en

ALCHEMY-rekenaarprogramme is m.b.v. 'n MicroVax 2 rekenaar te WNNR, Pretoria

uitgevoer.
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