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Menetelmd 3-(N-tosyyli-L-alaninyylioksi)-5-fenyylipyrrolijohdannaisten valmistamiseksi

Forfarande for framstilining av 3-(N-tosyl-L-alaninyloxi)-5-fenylpyrrolderivat
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Keksinndn kohteena on menetelmd esterin valmistamiseksi, jolla on kaava:

R 0-A
R ;:H:j (1)
N H
R

jossa A on happotdhde; R, samanlaiset tai erilaiset, on H, alempi alkyyli
tai aryyli tai molemmat P't vhdess# muodostavat rengasrakenteen ja P!

on H, alempi alkyyli tai aryyli. Menetelmd kdsittdi ensimmiisen yhdisteen,
jolla on kaava:

R0 R OH
\\//
2 /EH (11) . l (111)
~ tai
N H at SN H
t L]
R -~ R

ja toisen yhdisteen, joka on asyylihalidi, joka vastaa A:ta, yhdistami-

sen, jolloin t&md yhdistédminen suoritetaan orgaanisen hapon lisniollessa.

Uppfinningen avser ett forfarande f&r framstillning av en ester med
formeln (I) ddr A dr en syrarest; R, lika eller olika, &r H, ldgre
alkyl eller aryl eller bdda R tillsammans bildar en ringstruktur och R' &r
H, ldgre alkyl eller aryl. Férfarandet omfattar kombinering av en fdrsta
foérening med formeln ( 11, TII; och en andra fdrening som &r en acylhalid
som motsvarar A, varvid kombineringen genomf&rs i ndrvaro av en organisk

syra.
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Menetelméd 3—(N—tosyyli—L—alaninyylioksi)—S—fenyylipyrro—
lijohdannaisten valmistamiseksi

Keksinndén kohteena on menetelm# uusien esteriyh-
disteiden valmistamiseksi, jotka ovat kayttbkelpoisia
testindytteiden analysoimiseksi analyyttien kuten valko-
solujen, esteraasin ja proteaasin l#4sn#olon suhteen. Kek-
sintd on erityisen kdytt8kelpoinen valkosolutasojen ha-
vaitsemiseksi kehon nesteissd kuten virtsassa, ja se pel-
kistdd laboratorioprosessin t4llaista analyysia varten
hankalasta laskentamenetelm#std, joka vaatii mikroskoop-
pista tutkimista, nopeaksi, helpoksi kasta- ja lue-toimi-
tukseksi.

Ep&normaalin korkean valkosolutason l#sniolo jon-
kun potilaan virtsassa on mahdollinen osoitus sellaisis-
ta sairaustiloista kuin munuaisen tai virtsa- ja suku-
elinalueen infektio- tai muu toimintahdirié. Siten tarkka
virtsan valkosolu-informaatio voi olla verraton tyovéaline
lasksrille t&llaisten tautien diagnoosissa ja hoidossa.

Perinndisesti l&&kintdammattikunta on luottanut
ndkomédritysmenetelmiin valkosolu-populaation laskemisek-
si virtsalaskeutumassa tai linkoamattomassa virtsassa,
menetelmddn, joka vaatii kalliita laitteita kuten sentri-
fugin ja mikroskoopin, sekd my&s kliinikolta kohtuutto-
masti ajan kuluttamista. Lis#ksi perinndisid menetelmis
rasittaa se haitta, ettd ainoastaan ehyet solut maarite-
tdén. Virtsaelinryhm#ss8 esiintyvit valkosolut ovat alt-
tiina olosuhteille, jotka voivat edistai laajaa solun ha-
joamista. Esimerkiksi, on tunnettua, ettd virtsoissa,
joissa on epidnormaalin korkea pPH, valkosolun puoliintu-
misikd voi olla niinkin lyhyt kuin 60 minuuttia. Koska
hajonneet solut vdlttyvdt havaitsemiselta nakétutkimusme-
netelmissd, voi seurauksena olla erheellisen alhaisia
madrityksid ja v&&ris negatiivisia tuloksia.

Mikroskooppisen valkosoluanalyysin kahdesta mene-



10

15

20

25

30

35

81781

telmdastd - virtsalaskeutumasta ja linkoamattomasta, homo-
genoidusta virtsasta - edellinen on selvdsti haluttavin.
Vaikka luotettavat tulokset voivat totuttaa j&lkimmai-
seen, kdytetddn virtsan sedimentti-tutkimusta ylivoimai-
sesti p&ddosassa tapauksia. Se vaatii, ettd virtsanidyte
lingotaan ja laskeuma eristetddn ja saatetaan mikroskoop-
pitutkimukseen. Analyysin tekijd laskee sitten ndkokent-
tdan ilmestyneet valkosolut. T&ta teht&dvasd vaikeuttaa
vielda muiden virtsaaineosien l&sn&olo laskeutumassa, ku-
ten epiteelisolujen ja suolaosasten ldsndolo. Laskeutuman
aineosien vaihteleva sisdltd yhdessd muiden vaikeuttavien
tekijdiden kuten ndytteen epdhomogeenisyyden ja vaihtele-
vien optisten tehojen kanssa mikroskooppi-laitteistossa
voi johtaa suunnattomiin virheisiin lopullisessa maadri-
tyksessa.

Siten on selvdid, ettd nopea, helppo menetelmd val-
kosolujen mddrittamiseksi, menetelmd, joka poistaisi ai-
kaavievien menetelmien samoin kuin kalliiden laitteiden
tarpeen ja joka antaisi tarkkoja vasteita esteraasille,
proteaasille tai valkosoluille, olivatpa solut ehjia tai
hajonneita, olisi todella mittava edistys tekniikan ta-
solla. Tam& keksintd antaa tdllaisen edun. Lisdksi se pe-
rustuu, ei kykyyn nahdd valkosoluja, vaan entsymaattiseen
aktiivisuuteen, joka niilld on, ja siten se on p&d&asial-
lisesti vapaa edelld kuvatuista epdtarkkuuksista.

Perinndisesti estertimisreaktiot asyylihalidien ja
alkoholien (tai fenolien) vdlilla estereiden muodostami-
seksi on saatettu tapahtumaan emdksisiss8 vdliaineissa.
Ndin ensisijaisesti esterdinnissd muodostuneen halogeeni-
hapon (HCl, HF, HBr jne) neutraloimiseksi siirt&en siten
tasapainoa esterin muodostumisen eduksi.

Tapauksessa, jossa halutaan valmistaa aminoalkoho-
lien estereitd on kuitenkin ollut tarpeen korvata amino-
osa N-suojaryhmdlld, kuten asetyylill&, tosyylilld tai
tertbutyylioksikarbonyylilld. Muussa tapauksessa yhdiste
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asyloituu sekd hydroksyyli- ettd amiiniryhmill&i. Lis#ksi,
kun yhdiste on enolialkoholi, keto-muoto est&& o-asyloi-
tumisen ja sivureaktioiden nukleofiilisemmills funktio-
naalisilla ryhmilld tapahtuminen on todenn#k®isti.
Lyhyesti esitettynd t#min keksinn®n kohteena on
menetelm8 3-(N-tosyyli-L-alaninyylioksi)-5-fenyylipyrro-
lijohdannaisten valmistamiseksi, joiden kaava on

0
O‘C"'CH‘CH3
|
| N

N (1)
H Ts

>
o -z

jossa R on vety tai metyyli ja X on vety tai kloori,
Keksinntlle on tunnusomaista, ett& 3-hydroksi-5-
fenyylipyrrolijohdannainen, jonka kaava on

OH

N (I1)

jossa R ja X tarkoittavat samaa kuin edell#d, saatetaan
reagoimaan N-tosyyli-L-alaninyylikloridin kanssa, Kkun
ldsnd on liuotinta, joka on tetrahydrofuraani, metyleeni-
kloridi, kloroformi, asetoni, dietyylieetteri tai bent-
seeni, ja heikkoa orgaanista emdst&, joka on pyridiini
tai 2,6-lutidiini, sek#8 noin 2,4 ekvivalenttia trifluori-
etikkahappoa, laskettuna noin 1,2 ekvivalentista N-tosyy-
li-L-alaninyylikloridia.
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FI-patentista 77 229 tunnetussa menetelmdss&, joka
koskee 3-(N-tolueeni-4'-sulfonyyli)-l-alanyylioksi)indo-
lin valmistusta (k&yttdmattd orgaanista happoa), on saan-
to 18 %. Sit4d vastoin voidaan eristd& jopa 68 % puhdasta
tuotetta, kun reaktioon esilld olevan keksinndn mukaises-
ti sisdllytetddan orgaanista happoa. Ndin ollen esilléa
olevan keksinnén ansiosta saadaan puhdasta tuotetta mel-
kein 3,7 kertaa niin paljon kuin tunnetulla menetelm&alla.
On yll&attavad, ettd parannus on melkein 400 % tunnettuun
tekniikkaan verrattuna. Mainitussa FI-patentissa ei ole
kuvattu esilld olevassa keksinndssd kaytettyja lahtdai-
neita eikd menetelm&lld saatuja tuotteita.

Lampdtilan, jossa esilld olevan keksinndén mukainen
reaktio saatetaan tapahtumaan, tulisi varmistaa reagoi-
vien aineiden sekd myds tuotteiden pysyvyys ja voidaan
siten rutiininomaisesti madrittda tapaus tapaukselta.
Edullinen l&mp&tila-alue on noin ~-30°C:sta huoneen lampd-
tilaan. Ihanteellisesti reaktio saatetaan tapahtumaan
noin 0O°C:ssa.

Liuottimet, joita kdytetddn esterdintis varten,
ovat vedett6mid ja niiden tulisi olla suhteellisen vapaat
veden jdljistd. Edullinen liuotin on tetrahydrofuraani
(THF).

Aineita, jotka takaavat vedettdm&t olosuhteet,
kuten vedetdntd MgSO, ja molekyyliseuloja, voidaan myds
lisdtad reaktioseokseen.

Orgaaninen happo, joka on olennainen osa keksinndn
menetelmdssd mddritellsdn melko vdljdsti. Se kédsittdd al-
kaanihappoja, substituoituja alkaanihappoja, aromaattisia
karboksyylihappoja ja substituoituja aromaattisia karbok-
syylihappoja. Spesifisid yhdisteit3d "orgaanisen hapon"
piiristd ovat trifluorietikkahappo, oksaali-, sitruuna-,
etikka-, bentsoe-, 2,4-dinitrobentsoemetaanisulfonihappo
yms.

Seuraavat esimerkit annetaan auttamaan lukijaa
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edelleen ymmdrtd8m#idn ja kdyttdm#sn t&td keksintdia. Siten
edulliset suoritusmuodot selostetaan kokeellisen yksi-
tyiskohtaisesti ja tulokset analysoiden. Esimerkit on
tarkoitettu olemaan pelk#st##n kuvaavia eiki niiden mil-
ladn tavalla ole tarkoitettu rajoittavan t4ssi selostetun
ja vaaditun keksinn®én piirii.
Seuraavassa kokeellisessa osassa kidytet#in lyhen-
teitd seuraavasti:
g = gramma
kg = kilogramma
1 = litra
ml = millilitra
M = moolinen
mM = millimoolinen
N = normaalisuus
eq = ekvivalenttia
mol = grammamolekyylikaava (mooleja)
mmol = grammamolekyylikaava x 107 (millimooleja)
aq = vesipitoinen
hr = tunti
TLC = ohutlevykromatografia
Infrapuna (IR)-kirjoja saatiin Perkin-Elmer Model
710B tai 237 infrapuna-spektrofotometrilli liuoksina
CHCl,:ssa, ellei toisin ole esitetty:; polystyreenikalvon
1602 cm'-nauhaa k#&ytettiin ulkopuolisena kalibrointi-
standardina. Signaalit on esitetty yksik&ssi cm™.
Protonimagneettiset resonanssi(lH NMR)-kirjot saa-
tiin 89,55 MHz:ssa k3yttden JEOL FX-900 spektrometriia tai
MHz:ssa kdyttden Varian-T60 spektrometris; kirjot saa
tiin CDCl,;-liucoksissa ellei toisin ole esitetty. Kemial-
liset muutokset on ilmoitettu miljoonasosina alasp&in si-
sdisestd standardi-tetrametyylisilaanista.
Hiili-13-magneettiset resonanssi(13C NMR)-kirjot
saatiin 22,5 MHz:ssa kdyttden JEOL FX 900-spektrometria

Fourier-muunnoksella ja t#ys-protonilaajakaistakohinan
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irtikytkenndlla; kirjot saatiin CDCl;-liuoksessa, ellei
toisin ole esitetty. Hiili-muutokset esitetd&n miljoonas-
osina alaspdin sisdisestd standardi-tetrametyylisilaanis-
ta.

Orgaaniset reagenssit saatiin firmasta Aldrich
Chemical Company ja niitd kdytettiin puhdistamatta, ellei
toisin ole esitetty. Ep3dorgaaniset reagenssit olivat ACS
reagenssi-asteisia firmasta Fischer Scientific Company
tai muilta paamyyjiltd. Reaktioliuottimet olivat ACS-rea-
genssiasteisia; tetrahydrofuraani (THF) oli HPLC-asteista
firmasta J.T. Baker Chemical Company. Suolaliuos tarkoit-
taa kylldstettya vesipitoista natriumkloridi-liuosta.

Ohutlevykromatografia (TLC) suoritettiin kdyttden
piihappogeeli 60F-254-levyjd firmasta E.Merck. Pylvaskro-
matografia suoritettiin k#ytt#en E. Merck Silica Gel 60
(seulaluku 70-230 mesh). Kaikki esitetyt sulamispisteet
ja kiehumapisteet ovat korjaamattomia.

Kiytettiin seuraavaa suurpaine-nestekromatografia
(HPLC)-menetelmds. HPLC-pylvéds, mitoiltaan 250 x 4,6 mm,
tdytetty silanoidulla piihappogeelilld (Partisil, saatu
firmasta Waters and Associates), jonka keskimddrdinen
osaskoko oli 5 mikronia. Eluentti eli liikkuva faasi oli
nheksaanin ja etyyliasetaatin seos (7:3 tilavuusosaa).
Virtausmdsrs oli 1,5 ml/min 6,895 MPa:n (1000 psi) pai-
neessa. Eluoidut komponentit havaittiin k&yttden Varian
Aerographlaitetta (Varian Associates) lukemalla 254 nano-
metrin aallonpituudella.

Kaikissa tapauksissa mddritettiin puhdistetun
tuotteen pid&ttymisaika témdn tuotteen ldsndolon takaami-
seksi reaktioseoksia analysoitaessa. Pid&tysaika indok-
syyli-N-tosyyli-L-alaninaatille oli noin 9 minuuttia.
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3-(N-tosyyli-L-alaninyylioksi)-5-fenyylipyrro-
lin (4) synteesi
3-(N-tosyyli-L-alaninyylioksi)-5-fenyylipyrrolin

synteesi on esitetty seuraavassa reaktiosekvenssissi:

9;]/COOH
KHSOS, H20l>>HCg
asetoni, NaHC@3

COCH

KOH/EtOH

COO K
HO

-+
-C00 K KO
(1 ’
2H ()) . @-gfﬂ H,0  H ,N-CH,-COCH +
2 + SEeILs

ACZO
Pyridiini
120 C

NaOH/MeOH(Hzo
7

(2) 0°C

0
|

THF C-CH-
(0 _ C1-C-CH-CH,

Pyridiini, TFA N,
ooc H Ts
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N-tosyyli-L-alaniini

L-alaniinia (100 g; 1,11 moolia) liuotettiin 2,25
l:aan 1N natriumhydroksidia (aq), jddhdytettiin 5°C:seen
ja sekoitettiin samalla kun lisdttiin hitaasti liuos, jos-
sa oli p-tolueenisulfonyylikloridia (218 g; 1,11 moolia)
liuotettuna 450 ml:aan tolueenia. Seosta sekoitettiin ym-
pdristdn ldmpotilassa 20 tuntia. Kerrokset erotettiin ja
jadhdytetty vesipitoinen kerros tehtiin happameksi pH 1l:
een vikevilli kloorivetyhapolla. Valkoinen kiintea otsik-
koyhdiste koottiin suodattamalla, pestiin vedelld ja kui-
vattiin. Saanto 178,5 g (66 %), sp 134-5°cC.
IR (CHCl;) cm = 1726, 1340, 1165, 1095;
1H NMR (DMSO-Dg) & 1,20 (4, J=7, 3H), 2,40 (s, 3H), 3,85
(p, J=8, 1H), 6,4 (br s,‘lH) (COZH), 7,41 (4, JAB=8, 2H)
ja 7,75 (4, JAB=8’ 2H) /mallin keskus: 7,58; LAVAB=2O,49
Hz/, 8,03 (br 4, J=8, 1H) (NH).

N-tosyyli-L-alaninyyli-kloridi

Menetelmd A

N-tosyyli-L-alaniinin (12,4 g; 0,05 moolia) ja tio-
nyylikloridin (25 ml) seosta kuumennettiin 90 minuuttia
55°C:ssa ja haihdutettiin sitten pydrivdlld haihduttimella
40°C:ssa. Punainen kiinted j&3nnds liuotettiin 200 ml:aan
kiehuvaa CC14, poistettiin védri 20 g:lla uunikuivattua
Norit®)211-aktiivihiilt4 (American Norit Co, Inc.), suoda-
tettiin ja jadidhdytettiin. Kermanvdrinen kiinted otsikko-
tuote koottiin suodattamalla, pestiin heksaanilla ja kui-
vattiin. Saanto 8,48 g (65 %), sp 101-101,5°C;

IR (CHC1 cm_1 3360, 3260, 3025, 1775, 1605, 1350, 1170,
910;

1H NMR (DCD13) 1,48 (4, J=7, 3H) 2,43 (s, 3H), 4,33 (p,
J=8, 1H), 5,98 (br 4, J=8, 1H) (NH), 7,31 (d, Jpp =8, 2H)
ja 7,76 (4, JAB=8’ 2H) /mallin keskus: 7,53; AyAB=26,83
Hz/.

Analyysi yhdisteelle C10H12C1N03S:
Laskettu: C 45,89, H 4,62, N 5,35
Ldydetty: C 46,63, H 4,90, N 5,19

3)
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Menetelmd B

N-tosyyli-L-alaniinin (3,1 g; 13 mmoolia) ja tio-
nyylikloridin (6 nl) seosta kuumennettiin 90 minuuttia 50°C:
ssa ja laimennettiin sitten 50 ml:1la kuivaa heksaania.
Seosta sekoitettiin nopeasti, j&&hdytettiin ja kiinte&d tuo-
te suodatettiin. Saanto 3,15 g (93 %), sp 99-100°C. IR-
kirjo oli samanlainen kuin menetelmdlld A valmistetun
uudelleenkiteytetyn aineen vastaava kirjo. 2-hydroksi-

3 (karboksimetyyliamino)-hydrokanelihappo~-dikaliumsuola-
dihydraatti (1).

Sekoituksenalaista lietettd, jossa oli 1,0 kg
trans-kanelihappoa (6,75 moolia) 4,5 l:ssa asetonia, ki-
3:lla (2,47 kg; 29,4 moolia; 4,36 ekv)
Ja sitten varovasti vedelld (4,5 1). Syntynyttd paksua seos-

siteltiin ensin NaHCO

ta kdsiteltiin tiputtaen, 1,5-2,0 tunnin ajan, liuoksella,
jossa oli OXON (DuPont CO)-monopersulfaatti-yhdistettd
(3,78 kg; sisdltdi 1,825 ekv KHSOS) 0,4 mM vesipitoisessa
dinatrium—etyleenidiamiinitetraetikkahapossa (EDTA) (14,5 1;
valmistettu liuottamalla 2,17 g dinatrium-EDTA-dehydraat-
tia 14,5 l:aan tislattua vettd). /J.0. Edwards, et al.,
Photochem. Photobiol. 30, 63 (1979); R. Curci, et al.,
J.Org.Chem. 45, 4758 (1980)/. T&mdn lisd&misen aikana reak-
tioldmpdtila pidettiin 24-27°C:ssa kidyttden vesihaudetta;
reaktion pH:n havaittiin olevan noin 7,4. Kun lisdiminen
oli loppuunsuoritettu, seosta sekoitettiin vield 0,5 tun-
tia ja jddhdytettiin sitten noin 10°C:seen. Reaktioseos
tehtiin happameksi v&kev&lld HCl:114 (noin 1,2 1) pH 2:een
pitden ldmpétila noin 10°C:ssa ja kdsiteltiin sitten
CH2C12:11a (5,05 1) ja sekoitettiin voimakkaasti 10 minuut-
tia.

Kun seos oli saanut laskeutua, vesipitoinen kerros
dekantoitiin pois ja orgaaninen kerros, joka sisdlsi liuke-
nemattomia suocloja, suodatettiin paperin ldpi imua kdyttéden.
Suodatettu sakka pestiin CH,Cl,:1la (1,9 1) ja vesipitoista

kerrosta uutettiin t&114 suodoksella. Suodatettu sakka pes-
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tiin jdlleen CHZClZ:lla (3,15 1) ja vesipitoinen kerros
uutettiin tdl11d suodoksella. Yhdistetyt CHZClZ—kerrokset
uutettiin liuoksella, jossa oli KOH (593,3 g) vedessd
(6,31 1) - lievd lammitys noin 40°C:seen tarvitaan usein
emdsuuton aikana erottuvan sakan liuottamiseksi. CH2C12—
kerros uutettiin sitten liuoksella, jossa oli KOH (99 g)
vedessd (1,5 1) ja yhdistettyjd emdsuutteita kédsiteltiin
glysiinilld (481,7 g; 6,416 moolia; 0,95 ekv); orgaaninen
kerros hyldttiin.

Liuoksen pH asetettiin 11,5:een 25 %:sella vesi-
pitoisella KOH ja kuumennettiin sitten kiehuvaksi. Noin
900 ml matalalla kiehuvaa nestettd (asetonia ja vettd)
tislautui pois ennenkuin veden lampdtila saavutti 99°c¢,
minkd jdlkeen seosta keitettiin palautusjddhdyttden 2 tun-
tia. Jdsdhdyttdmisen jdlkeen reaktioseos uutettiin CHZCIZ:
lla (3,15 1), CHZClZ—faasi hyldttiin ja vesipitoinen faasi
haihdutettiin kuiviin alennetussa paineessa 70°C:11a hau-
teella. Jidnndstd keitettiin 95 %:ssa EtOH:ssa (8,83 1)

30 minuuttia, annettiin sitten hitaasti jd&htyd sekoit-

taen, minkd jdlkeen tuote erottuu hienoina kiteind. Ndmd

suodatettiin, pestiin tuoreella 95 %:1la EtOH:1lla (1,26 1)

ja kuivattiin 50-60°C:ssa uunissa antamaan otsikkoyhdiste

(1,77 g; 74,6 %) valkoisina kiteind, joiden sp oli = 120~

2°¢ (korjaamaton) .

IR(KBr) cm_l 3420 (br), 1590 (br), 1410, 1130, 710;

' WR (D,0-TSP) & 3,1 (s, 2H), 3,89 (d/F,p7=4, 1H) 3a

4,52 (d, AJAB7= 4, 1H) (mallin keskus: 4,21; AVAB=18,83

Hz), 4,68 (s, 6H, vaihdettavia protoneja), 7,4 (s, 5H);

TLC Rf = 0,59 (EtOH:1M trietyyliammoniumbikarbonaatti,

7:3).

Analyysi yhdisteelle C11H15N07K2:

Laskettu: C 37,59, H 4,30, N 3,99 %

Léydetty: C 37,22, H 4,24, N 3,96 %
N-asetyyli-3-asetoksi-5-fenyylipyrroli (2)
Suspensiota, jossa oli 2-hydroksi-3-(karboksimetyy=
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liamino)-hydrokanelihappo-dikaliumsuola-dihydraattia (1)
(1,0 kg; 2,87 moolia) pyridiinissd (3,0 1), k&dsiteltiin
etikkahapon anhydridillsd (4,0 1) ympiristén lédmp6tilassa
inertissd kaasuatmosf&idrissd. Tuloksena oli lievd eksoter-
minen reaktio ja reaktioldmpdtila nousi eksponentiaali-
sesti 60—700C:seen 1,5-2,5 tunnin aikana. Kun reaktio al-
koi jddhtyd, seosta kuumennettiin 120-123°C:ssa 15 minuut-
tia, annettiin sitten jdihtyd ympidrist&n ldmp&tilaan 1 tun-
nin aikana, jona aikana pyridiniumasetaatti erottui kitei-
nd. Seos suodatettiin paperin ldpi imua kdyttden ja suolat
pestiin EtOAc:1la kunnes olivat vdrittomid; suodos haihdu-
tettiin kuiviin tyhjdssi.

Tummanpunainen jddnnds liuotettiin EtOAc:iin (3,0 1)
pestiin kolme kertaa vedelld (1,0 1 kulloinkin), kuivat-
tiin MgSO4:llé ja kdsiteltiin Darco-G60(g)-aktiivihiilellé
(ICI Americas, Inc) (300 g). 30 minuutin sekoittamisen jal-
keen seos suodatettiin Celite R :n (Johns-Manville) 1lé&pi
ja haihdutettiin kuiviin tyhj&ssi antamaan punertavan orans-
sinvdrinen 6ljy. T&dmi 81jy liuotettiin ldmpim&dn 2-propa-
noliin (1,2 1), annettiin sitten jddhtyd hitaasti ympédris-
tén ldmpdtilaan yli y®n, minkd jdlkeen erottuu kiintei aine.
Kiteinen tuote suodatettiin, pestiin 50 %:1la vesipitoisel=-
la 2-propanolilla ja kuivattiin tyhj&ssi antamaan otsikko-
yhdiste (417 g; 60 %), sp = 58-60°C (korjaamaton). Tasti
koottiin annos EtZO:iin, kdsiteltiin Norit 211:11%, suo-
datettiin ja haihdutettiin alennetussa paineessa; 0°C:ssa
seisomisen jdlkeen erottui virittdmid pienid neulasia.

Ndmd suodatettiin, pestiin Et20/heksaanilla (1:1) ja tyhjs-
kuivattiin antamaan analyyttinen ndyte, jonka sp oli =
60-62,5°C (korjaamaton).

IR (CHC13) cm_l 3020, 1760, 1730, 1595, 1378, 1320, 1220
(br), 1030, 960, 903;

'w wr (cpcly) & 2,23 (s, 3m), 2,27 (s, 3H), 6,18 (d, J=2,
1H), 7,35 (s, 5H) 7,42 (4, J=2, 1H); TLC Rf = 0,56 (tolu-

eeni: dioksaani, 4:1).
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Analyysi yhdisteelle C14H13N03:
Laskettu: C 69,12, H 5,38, N 5,76
Loydetty: C 68,88, H 5,25, N 5,53

3-hydroksi-5-fenyylipyrroli (3)

Hienojakoinen annos N-asetyyli-3-asetoksi-5-fe-
nyylipyrrolia (2) (36,8 g; 0,16 moolia) vapautettiin hapes-
ta sekoittamalla virtaavassa argonvirrassa 10 minuuttia,
suspendoitiin sitten MeOH:iin (379 ml), josta happi oli
poistettu, jddhdytettiin -6°%C:seen (-15°C:ssa metanoli
(MeOH) /hiilihappojdd-kylvyssd) inerttikaasuatmosfddrissd
ja kdsiteltiin nopeasti jddkylmdlld deoksygenoidulla 2N
NaOH-liuoksella (300 ml). Reaktioldmp&tila nousi valittd-
mdsti emdksen lisdd@misen jdlkeen 18°C:seen ja noin 3 minuu-
tin kuluttua reaktioseos muuttui homogeeniseksi. Kun reak-
tioseos jddhtyi, yhdiste 3 erottui hienoina kiteind. 15 mi-
nuutin kuluttua lisdttiin kylmd@n deoksygenoidun 2M sitruu-
nahapon liuos (150 ml), syntynyttd seosta sekoitettiin 10
minuuttia ja suodatettiin sitten. Sakka pestiin perusteel-
lisesti deoksygenoidulla vedelld (200 ml), altistaen tuo-
te mahdollisimman vdhdn ilmalle, kuivattiin sitten tyh-
j6ssd yli y6n antamaan otsikkoyhdiste (22,3 g; 93,6 %)
vaaleanpunaisina pienind neulasina.

IR (KBr) cm—1 3400, 3110, 2900, 1600, 1580, 1555, 1480,
1268, 1180, 742, 640;

gl NMrR (DMs0-p®) $ 6,1 (m, 1W), 6,3 (m, 1H), 7,0-7,7
(m, 5H), 8,0 (s, 1H), 10,4 (br s, 1H); TLC Rf = 0,20~
0,28 (EtOH:CHCl3, 1:9).

Analyysi yhdisteelle ClngNO:

Laskettu: C 75,45, H 5,70, N 8,80

Loydetty: C 75,30, H 5,69, N 8,67

3-(N-tosyyli-L-alaninyylioksi)-5-fenyylipyrroli (4)

Liuosta, jossa oli vedetdntd tetrahydrofuraania
(THF, 450 ml), pyridiinid (43,8 ml; 0,542 moolia; 1,2 ekv)
ja trifluorietikkahappoa (85,0 ml; 1,10 moolia; 2,4 ekv)

ja jota pidettiin 0°C:ssa inertissi kaasuatmosfddrissi,
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kdsiteltiin yhtend annoksena 3-hydroksi-5-fenyylipyrro-
lin (3) (71,5 g; 0,45 moolia; 1,0 ekv) kanssa, minkid j&l-
keen lisdttiin vdlittOmédsti tiputtaen, 5-10 minuutin ai-
kana liuos, jossa oli vastavalmistettua N-tosyyli-L-ala-
ninyylikloridia (141,0 g; 0,54 moolia; 1,2 eq) vedettd-
mdssd THF:ssa (450 ml). Syntynyttd seosta sekoitettiin

15 minuuttia 0°C:ssa. Reaktio tukahdutettiin sitten lisH&-
mdlld liuos, jossa oli 1,0 M vesipitoista sitruunahappoa
(315 ml) ja EtOAc (1,35 1). Lyhyen sekoittamisen jdlkeen
faasit erotettiin ja orgaaninen kerros pestiin vesipitoi-
sella NaCl-liuoksella (360 ml; 0,8 g NaCl/ml vettd). Sit-
ten orgaanista kerrosta uutettiin kahdesti 5 %:1la vesi-
pitoisella NaHCO3-liuoksella (1,35 1 kummallakin kerralla)
ja pestiin sitten toisella annoksella vesipitoista NaCl
(360 ml1; 0,18 g NaCl/ml vettd). Punertavan ruskeata or-
gaanista kerrosta sekoitettiin ympdristdn ldmp&tilassa

15 minuuttia MgS0,:n (101 g) ja Darco-G60 (143 g) kanssa,
suodatettiin sitten Celite'n ldpi ja haihdutettiin kuiviin
tyhjtssd 37°C:1ta hauteelta antamaan (4) punertavan val-
keana kiintednd aineena. Raaka tuote jauhettiin jauheeksi
ja liuotettiin ldmpim&#&n (50°C) THF:iin (250 ml), sekoitet-
tiin voimakkaasti ja laimennettiin n-heksaanilla (250 ml).
Sekoittamista jatkettiin 1 tunti ympdristén lidmpdtilassa
kun tuote kiteytyi. Sakka suodatettiin, pestiin tolueenil-
la (noin 1,0 1) kunnes suodoa oli vidritén, kuivattiin
sitten tyhjdssd yli y8n antamaan otsikkoyhdiste (112 g;

65 %) valkoisena jauheena, jonka sp oli = 154,5-155°C.

IR (KC1l) cm_l 3350, 3325, 1760, 1508, 1320, 1155, 770;

'm »r (DMs0-a®) § 1,33 (4, g=7, 3H), 2,36 (s, 3H), 4,13
(p, J=8, 1H), 6,25 (m, 1H), 6,73 (m, 1lH), 7,05-7,50 (m,
5H€), 7,5-7,85 (m, 4H), 8,42 (d, J=8, 1H), 11,18 (br s, 1lH);
13¢ mMr (DMs0-a®) ppm 18,335, 21,001, 51,370, 98,061,
108,336, 125,423, 126,024, 126,610, 128,560, 128,756,
129,601, 132,397, 137,600, 138,380, 142,737, 169,919;
/7y = -70° (c = 1,11, MeOH); TLC Rf = 0,45 (EtOAc:hek-
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saani, 1:1); TLC Rf = 0,40 (tolueeni:dioksaani, 4:1).

Analyysi yhdisteelle C20H20N204S:

Laskettu: C 62,48, H 5,24, N 7,29

Loydetty: C 62,62, H 5,27, N 7,30
3-(N-tosyyli-L-alaninyylioksi)-l-metyyli-5-fenyy-
lipyrrolin (8) synteesi
3-(N-tosyyli-L-alaninyylioksi)-l-metyyli-5-fenyy-

lipyrrolin (8) synteesi kuvataan seuraavassa reaktiosek-

venssissa:

-+
c K : )
¢ HO coo x*
o7

- ’+
NH (CH ) CH,COOH N7 NCo0o K
KOH/H,,0 ” |

OH
" |
1) NaOH,CH.,OH
| < 3
J
0
pyridiini N—so —@_CH,
2 3
THF H
\' 4
i
I O-C—(l:H-CH3
| N— SO
N h 2 CHS
|
CH3

(8)
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2-hydroksi-3-(N-metyylikarboksimetyyliamino) -

hydro-kanelihappo-dikaliumsuola (5)

Seosta, jossa oli fd-fenyyliglysidihappo-kalium-
suolaa (30 g; 0,15 moolia), N-metyyliglysiiniid (13,2 g;
0,15 moolia), tislattua vettd (119 ml) ja KOH-liuosta
(9N; 22,3 ml), keitettiin palautusjdihdyttiden 3 tuntia an-
tamaan vaaleankeltainen liuos. Reaktioseos haihdutettiin
kuiviin alennetussa paineessa 70°C:ssa. J4&nnds kiteytet-
tiin sitten 95 %:sesta EtOH:sta (100 ml) antamaan valkoi-
nen sakka, joka kuivaamisen jdlkeen yli y®n alennetussa
paineessa 110°C:ssa, antoi 30,8 g valkoista kiintedtd ai-
netta (5), saanto 63 %.

IR (KCl) cm—l 3360 (br), 1580, 1405, 705;

'a nMr (cpjoD) S 2,30 (s, 3m), 2,98 (s, 2H), 3,70 (d,

J=3 Hz, 1H), 4,48 (4, J=3 Hz, 1H), 4,92 (s, 1H), 7,40

(s, S5H); TLC Rf = 0,51 (EtOH:1M trietyyliammoniumbikarbo-
naatti, 7:3). (Tuotteella ei ollut sulamispistettd 270°c:
n alapuolella).

3-asetoksi-N-metyyli~5-fenyylipyrroli (6)

Seosta, jossa oli 2-hydroksi-3-(N-metyylikarboksi-
metyyliamino) -hydro-kanelihappo-dikaliumsuolaa (5) (15,2 g,
46 mmoolia), etikkahapon anhydridid (173 ml) ja trietyyli-
amiinia (308 ml), kuumennettiin 90°C:ssa 19 tuntia. Reak-
tioseos, joka muuttui syvdn ruskeaksi vdrilt#3n, suodatet-
tiin ja sakka pestiin eetterilld. Suodos haihdutettiin
alennetussa paineessa antamaan syvidn ruskea jdidnnds, joka
koottiin eetteriin (300 ml) ja veteen (200 ml). Kerrokset
erotettiin ja eetteri-kerros pestiin toisella annoksella
vettd (200 ml). Eetteriliuos kuivattiin sitten MgSO4:llé,
suodatettiin ja haihdutettiin alennetussa paineessa anta-
maan 10,7 g ruskeata jd&nndstd, joka puhdistettiin haihdut-
tavalla tislauksella (120-135°C; 0,03 torria) ja kiteytta-
minen eetteristd antoi 3,0 g valkeita kiteitd (6) (saanto

30 %), sp = 64-65°C.
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IR (CHCl3) cml 2990, 1750, 1570, 1518, 1482, 1375, 1240

(br), 1024, 910, 700;

g NMr (CDC1;) © 2,20 (s, 3H), 3,58 (s, 3H), 6,10 (,

J=2 Hz, 1lH), 6,75 (d, J=2 Hz, 1H), 7,35 (s, 5H); TLC

Rf = 0,58 (Heksaani:EtOAc 7:3).

Analyysi yhdisteelle C13H13N02:

Laskettu: C 72,54, H 6,10, N 6,44

Loydetty: C 72,57, H 6,09, N 6,51
3-(N-tosyyli-L-alaninyylioksi)-1l-metyyli-5-fenyy-

lipyrroli (8)

Seokseen, jossa oli metanolia (15,5 ml), josta
happi oli poistettu, ja 3-asetoksi-l-metyyli-5-fenyylipyr-
rolia (6) (1,3 g, 6,2 mmoolia), argonatmosfddrissd, lisdt-
tiin deoksygenoitua NaOH (2N, 12,5 ml). Reaktioseosta se-
koitettiin jddhauteella 15 minuuttia. Lis&ttiin sitruuna-
happoa (2M, 7 ml), josta happi oli poistettu, ja synty-
nyttd seosta sekoitettiin jddhauteella 8 minuuttia. Reak-
tioseos haihdutettiin alennetussa paineessa, sitten lisdt-
tiin 20 ml vettd ja uutettiin kahdesti etyyliasetaatilla
(EtOAc) (50 ml). EtOAc-kerrokset yhdistettiin, kuivattiin
MgSO4:ll§, suodatettiin ja haihdutettiin alennetussa pai-
neessa antamaan 3-hydroksi-N-metyyli-5-fenyylipyrroli
(7) oranssinvdrisend jddnndksend. Td&hdn oranssinvdriseen
jddnnokseen lisdttiin argon-atmosfddrissda kylmd liuos,
jossa oli vedetdntd THF (12,4 ml), pyridiinid (0,6 ml, 7,4
mmoolia, 1,2 ekv) ja trifluorietikkahappoa (1,2 ml, 15
mmoolia, 2,4 ekv), mitd seurasi vdlittbmdsti liuoksen
lisddminen, jossa oli vastavalmistettua N-tosyyli-L-ala-
ninyylikloridia (1,2 g, 7,4 mmoolia, 1,2 ekv) vedettdmids-
sd THF:ssd (12,4 ml). Syntynyttd seosta sekoitettiin 1
tunti 0°C:ssa. Reaktio tukahdutettiin sitten lis&&#mdlli
vesipitoista sitruunahappoa (1M, 5 ml) ja EtOAc (30 ml).
Lyhyen sekoittamisen jdlkeen kerrokset erotettiin ja orgaa-
ninen kerros pestiin perdkkdin kylldstetylld NaCl-liuok-
sella, kahdesti 5 %:11la NaHCO3—1iuoksella ja jdlleen kyl-
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ldstetylld NaCl-liuoksella. EtOAc-uute kuivattiin sitten

MgSO4:llé, kdsiteltiin Norit 211:114, suodatettiin ja

haihdutettiin alennetussa paineessa antamaan raaka tuote

(8) oranssinvirisend jdinndksend. Tamd liuotettiin heksaa-

ni/EtOAc:iin (1:1) (5 ml) ja kromatografoitiin pylva&dlla

(SiOZ, 100 g) eluoiden heksaani/EtOAc:1la (7:3) antamaan

1 g (8) paksuna vaalean oranssinvidrisend 6l1jynd. Annos t&-

td raakatuotetta puhdistettiin edelleen puolivalmistavalla

HPLC:1la (pylvds, IBM piidioksidi, 1 cm x 25 cm; liikkuva

faasi, heksaani/EtOAc 8:2, virtausmiidri 4,0 ml/min;

paine 1,38 x 103 pa (0,2 psi) antamaan hunajan vdrinen

paksu (8).

IR (filmi) cm—l 3260, 2950, 1760, 1520, 1350, 1170, 770;

'w wr (DMso -dg) § 1,28 (4, 9=7, Hz, 3H), 2,36 (s, 3H),

3,58 (s, 3H), 5,85 (4, J=2, Hz, 1lH), 6,15 (m, 1H), 6,74

(8, J=2 Hz, 1H), 7,30-7,80 (m, 9H), 8,37 (4, J=8 Hz, 1H);

e wr (omso-a ) § 18,205, 20,936, 34,917, 51240, 100,598,

113,148, 126,544, 127,000, 128,105, 128,560, 129,601,

130,910, 132,202, 135,714, 138,315, 142,672, 169,724;

TLC Rf = 0,52 (tolueeni:dioksaani 4:1), suurerottelu-

massakirjo, C21H22N204S vaatii m/e 398,1300, Loydetty

m/e 398,1297.
3-(N-tosyyli-L-alaninyylioksi)~5-(p-kloorifenyyli)-
pyrroli (13)
3-(N-tosyyli-L-alaninyylioksi)-5-(p-kloorifenyyli)-

pyrrolin (13) synteesi on kuvattu seuraavassa reaktio-

kaaviossa:
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COOH _~COOH
0
KHSO.,H,0 _ HC1 (::) (9)
- S —
c1 asetoni, NaHCOy €l
Glysiini
KOH/H, 0
pH=11.5
v
- 4+
OAc HO Co0™K
l N ACZO N COO~K+-2H20
| pyridiini ’
1 Ac 121-2° Cl H
(11) (10)
1) NaOH
CH39H/H20
2) H,0
3
\
0
0 ]
OH 0-C-CH, - CH
| | c1-c-(l:nz-CH3 | | § 0
/N
s /N\ 'f H Ts
c1 H Ts c1 H
CF ,COOH
(12) pyridiini (13)
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Trans- ,B - (p-kloorifenyyli)glysidihappo (9)
Sekoituksenalaiseen lietteeseen, jossa oli p-kloo-
rikanelihappoa (68,5 g; 0,375 moolia) 260 ml:ssa asetonia,
lisdttiin NaHCO3 (137 g; 1,63 moolia), minkd jdlkeen lisdt-
tiin hitaasti 260 ml vettd. Tdh&n seokseen lisdttiin 2,5
tunnin aikana 22-27°C:ssa seos, jossa oli OXONE'a (211 g;
0,343 moolia), 12Q mg dinatrium-EDTA ja 805 ml vettd. 5
tunnin kuluttua seos tehtiin happameksi 70 ml:1la kylmdd
12 N HC1 pienentdmddn pH noin 2,5:een ja sitten uutettiin
700 ml:1la etyyliasetaattia. Uute pestiin suolaliuocksella,
kuivattiin MgSO4:11§, suodatettiin ja suodos haihdutettiin
kuiviin tyhjtssd. Valkoinen sakka kiteytettiin etyyliase-
taatista: sp 121-5°% (72,2 g; 97 %:n saanto).
'H NMR (CDC1,/DMSO-D.) © 7,3 (m, 4H), 4,05 (d, J=2, 1H),
ja 3,4 (4, J=2, 1H).
Analyysi yhdisteelle C9H7C103:
Laskettu: C 54,43, H 3,55, C1 17,85
Loydetty: C 54,53, H 3,80, C1 17,91
2-hydroksi-3-(karboksimetyyliamino)-p-kloorihydro-
kanelihappo-dikaliumsuola-dihydraatti (10)
Liuokseen, jossa oli KOH (85 %) (46,7 g; 0,709
moolia) ja 400 ml vettd, lisdttiin glysiinid (25,9 g; 0,345
moolia), mitd seurasi trans- /3-p-kloorifenyyliglysidihap—
po (9) (72,2 g; 0,3635 moolia). Tadtd seosta kuumennettiin
100°C:ssa 2 tuntia, jddhdytettiin huoneen ldmpdtilaan ja
lisdttiin riitt4vdsti KOH nostamaan pH 1l2:een. Sameata
liuosta uutettiin kolme kertaa etyyliasetaatilla, Jjoka
uute sitten hyl&ttiin; kirkas vesipitoinen liuos (noin
500 ml) haihdutettiin tyhj6ssd kuiviin kdyttden 70°C:sta
vesihaudetta. Sakka liuotettiin noin 350 ml:aan kuumaa
etanolia, suodatettiin ja suodosta jddhdytettiin j&ddhau-
teella useita tunteja. Kiteytynyt sakka koottiin suodatta-
malla ja pestiin pienelld mddrdlld kylmdd etanolia; sp
93-5°C dekarboksyloituen 185°C:ssa (57,2 g; 41 %).
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1y nMr (D,0-TSP) 87,4 (s, 4H), 4,4 (4, J=4, 1H),

4,05 (4, J=4, 1H), ja 3,1 (s, 2H).
Analyysi yhdisteelle CllHlOClNOSKZ‘ZHzo:
Laskettu: C 34,24, H 3,66, N 3,63
Loydetty: C 34,40, H 4,03, N 3,42

N-asetyyli-3-asetoksi-5-(p-kloorifenyyli)pyrro-

1i (11)

2-hydroksi-3-(karboksimetyyliamino)-p-kloorihydro-
kanelihappo-dikaliumsuola-dihydraattiin (10) (10 g; 0,02591
moolia) lisdttiin etikkahapon anhydridid (40 ml) ja pyri-
diini& (30 ml). T&t4 seosta limmitettiin lievasti 35°C:
seen, jossa pisteessd liuos muuttui eksotermiseksi 67°C:
seen, alkoi sitten jaddhtyd, minkd jdlkeen kuumentaminen
aloitettiin uudelleen. Seosta kuumennettiin 121-2°C:ssa
(sisdinen lamp&tila) yksi tunti ja j&&hdytettiin sitten.
Reaktioseokseen lisdttiin noin 30 ml etyyliasetaattia,
joka saosti suurimman osan pyridiniumasetaatti-suolasta;
tdmd suola koottiin suodattamalla ja pestiin pienelld mdd-
rdlld etyyliasetaattia. Suodos haihdutettiin sitten tyh-
jOssa 6ljyksi ja lisdttiin jddvettd. Tuotetta uutettiin
eetterilld ja eetteri-uutteet pestiin perdkkdin kahdesti
kylmdlld laimealla sitruunahapolla, kylmdlld vedelld, 3
kertaa kylmdlld laimealla vesipitoisella NaHCO3:lla, kyl-
mdlld vedelld ja suolaliuoksella, minkd jdlkeen kuivat-
tiin MgSO4:llé ja suodatettiin. Tuotetta kdsiteltiin 10
g:1lla Darco, sekoitettiin 20 minuuttia ja suodatettiin
sitten. Suodos haihdutettiin tyhjossd 6ljyksi. Oljyyn 1li-
sdttiin 25 ml 2-propanolia. Syntynyt liuos antoi, jddh-
dyttden ja raaputtaen vaaleankeltaisia kiteitd: sp 69-71°C
(3,4 g; 47 %); TLC Rf = 0,61 (tolueeni/dioksaani, 95:5).
Analyyttinen nidyte kiteytettiin uudelleen 2-propanolista,
mutta sulamispisteessd ei havaittu muutosta.
IR (KC1) cm } 1755 (C=0, esteri) ja 1730 (C=0, amidi);
4 nMr (cDC1 ) 87,4 (m, 5H), 6,2 (d, J=2, 1H), 2,4 (s,
3H) ja 2,3 (s, 3H).
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Analyysi yhdisteelle C14H12C1N03:
Laskettu: C 60,55, H 4,36, N 5,04
Loydetty: C 60,65, H 4,55, N 5,07

3-hydroksi-5-(p-kloorifenyyli)pyrroli (12)

N-asetyyli-3~asetoksi-5-p-kloorifenyylipyrrolin
(11) ndytteestd (2,8 g; 0,01 moolia) poistettiin happea
10 minuutin ajan Nz—virralla. Kiintedt aineet liuotettiin
sitten metanoliin (30 ml), josta happi oli poistettu ja
joka sitten jddhdytettiin -8°C:seen. Yhdelld kerralla li-
sdttiin kylmd deoksygenoitu liuos, jossa oli NaOH (1,6 g;
0,04 moolia) 20 ml:ssa HZO' jota liuosta sitten limmitet-
tiin lyhyesti 15°C:seen ja jéddhdytettiin sitten vdlitto-
masti —SOC:seen; 25 minuutin kuluttua kirkasta liuosta ki-
siteltiin kylmdlld sitruunahapon (4,2 g; 0,02 moolia)
liuocksella, josta happi oli poistettu, 15 ml:ssa H,0. Lam-
potila nousi lyhyeksi ajaksi 59 :seen. 0,5 tunnin sekoit-
tamisen jdlkeen -5°C:ssa sakka koottiin suodattamalla ja
pestiin kylmdlld deoksygenoidulla Hzozlla. Vaalean vihred-
td tuotetta kuivattiin tyhj&ssd huoneen ldmpdtilassa P205:
114 useita pdivid (1,3 g; 68 %); TLC Rf = 0,19 (CHCL3:EtOH,
9:1); IR (KCL) ei osoittanut merkkejid C=O-absorptiosta.
Analyysi yhdisteelle C10H8C1N0-1/6H20:

Laskettu: C 61,08, H 4,27, N 7,12
Loydetty: C 61,36, H 4,44, N 6,85
3-(N-tosyyli-L-alaninyylioksi~5-(p-kloorifenyyli)-

pyrroli (13)

THF :iin (15 ml), josta happi oli poistettu Nz:lla,
lisdttiin pyridiinid (0,65 ml; 0,008 moolia), trifluori-
etikkahappoa (1,27 ml; 0,0164 moolia) ja 3-hydroksi-5-p-
kloorifenyylipyrrolia (12) (1,3 g; 0,0065 moolia). Liuos
jddhdytettiin noin 0- -4°C:seen ja 10 minuutin aikana 1li-
sdttiin N-tosyyli-L-alaninyylikloridin (2,1 g; 0,008 moo-
lia) jddhdytetty liuos, josta happi oli poistettu Nz:lla,
15 ml:ssa THF. Senjidlkeen kun seosta oli pidetty 0°C:ssa

1 tunti, lisdttiin seos, jossa oli j&dtd ja 100 ml 1 N
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sitruunahappoa. Tdmd seos uutettiin etyyliasetaatilla

ja uute pestiin kerran kylm#llid suolaliucksella, kahdesti
kylmdlld laimealla NaHCO3:lla ja kerran kylmdlld suola-
liuoksella, minkd jilkeen se kuivattiin MgSO4:llé ja suo-
datettiin. Suodosta kdsiteltiin 2 g:lla Darco'a ja sekoi-
tettiin 10 minuuttia, suodatettiin ja suodos haihdutet-
tiin tyhjdssd punertavanruskeaksi 6ljyksi. Toinen kdsit-
tely 1,3 g:1la Darco'a antoi vaaleanpunertavan &ljyn. Ol3jy
lJiuotettiin tolueeni/sykloheksaaniin, (4:1) ja pantiin jda-
kaappiin ydksi. Saatiin vaalean lohenpunaisia kiteitd (1,45
g; 53 %; sp 113-5°C).

TLC Rf=0,47 (Etzo); IR (KCl) cm 1740 (C=0, esteri);

ly wMr (CDC1,) 48,4 (br, s, 1H), 7,8-7,2 (m, 8H), 6,7

(m, 1H), 6,2 (m, 1H), 5,5 (&, J=9, 1H), 4,2 (p, J=8, 1lH),
2,4 (s, 3H), 1,4 (4, 3H); MS (EI, DIP) m/e 418 ™, 2,3 %)
ja 420 (M, 0,8 2).

Analyysi yhdisteelle C20H19C1N204S:

Laskettu: C 57,34, H 4,57, N 6,69

Loydetty: C 57,53, H 4,58, N 6,67

-1
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Seuraavat kokeet osoittavat, etti orgaanisen hapon
ldsndolo ohjaa asyloinnin piiasiallisesti hydroksyyliryh-
mddn antamaan haluttu tuote (15) vihdiselli N-asyloinnil-
la (16).

Sitruunahapon kdyttd

Sekoituksenalaista kylmidi (-25°¢) seosta, jossa
oli 1,33 g (10 mmoolia) indoksyylid (14), 3,6 ml pyridiinisg,
27 ml kuivaa THF, 0,6 g (3 mmoolia), vedet®ntd sitruunahap-
poa ja 1,2 g vedeténtd MgSO4, kdsiteltiin tiputtaen (argon-
atmosféddrissd) liuoksella, jossa oli 3,93 g (15 mmoolia)
N-tosyyli-L-alaninyylikloridia 15 ml:ssa THF, 1 tunnin ajan.
HPLC-analyysi osoitti 31 %:n konversiota halutuksi esterik-
si (15).

Oksaalihapon kdyttd

Kylmad (OOC), sekoituksenalaista seosta, jossa oli
3,0 g (22,5 mmoolia) indoksyyli& (14), 7,2 ml pyridiinid,
54 ml kuivaa THF, 0,9 g (10 mmoolia) oksaalihappoa ja
1,2 g MgSO,, kdsiteltiin tiputtaen (argonatmosfdirissi)
8,64 g:1la (33 mmoolia) N-tosyyli-L-alaninyylikloridia
liuotettuna 30 ml:aan kuivaa THF 30 minuutin ajan. 1 tun-
nin kuluttua 0°C:ssa HPLC-analyysi osoittaa (15):n 57,5 %:n
saantoa.

Trifluorietikkahapon kdyttd

Kylmddn (OOC), sekoituksenalaiseen seokseen, jos-
sa o0li 594 ml pyridiini&, 35 g MgSO4, 1320 ml THF ja 107 ml
trifluorietikkahappoa, argonatmosfidrissd, lisidttiin 167 g
(1 mooli, puhtaus 79 %) indoksyylid (14), minkd jilkeen
lisdttiin vdlittémésti nopeasti 392,6 g (1,5 moolia) N-to-
syyli-L-alaninyylikloridia liuotettuna 880 ml:aan THF sel-
laisella lisdd@misnopeudella, ettd reaktion lampdtila pysyi
alle 10°C:n. Seosta sekoitettiin 0°C:ssa 1,5 tuntia ja
sitten huoneen ldmpdtilassa 1 tunti. Haihtuvat aineet pois-
tettiin pydriv&lld haihduttimella 45°C:ssa. Tumma viskoosi-
nen jdédnnds jaettiin 2 1l:n etyyliasetaattia ja 2 1l:n kyl-

mdd 1N sitruunahappoa kesken, suodatettiin aktiivihiilen
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ldpi emulsion murtamiseksi ja kerrokset erotettiin.
Etyyliasetaattifaasi pestiin kahdesti 1 l:n annoksilla
IN sitruunahappoa, sitten kahdesti 1 1l:n annoksilla kyl-
ldstettyd suolaliuosta, 3 kertaa 1 l:n annoksilla 5 %:sta
natriumbikarbonaattilivosta ja lopuksi kahdesti 2 1l:n
annoksilla suolaliuosta. Orgaaninen faasi kuivattiin
(CaClz), suodatettiin ja haihdutettiin. Tumma viskoosi-
nen jdannds liuotettiin 4 l:aan eetterid, lisdttiin 500 g
Darco-G60, suodatettiin 300 g:n Darco G-60 1ldpi, suodatus-
kakku pestiin 2 l:1la eetterid ja suodos haihdutettiin tum-
maksi viskoosiseksi Oljyksi. 0l1jy kiteytettiin 500 ml:sta
tolueenia antamaan 270 g (75 %:n saanto) 15, sp 99-101°C.
Uudelleenkiteyttdminen kuumasta tolueenista antoi 243,2 g
(68 %), sp 101,5-102,5°C.
Analyysi yhdisteelle C18H18N204S:
Laskettu: C 60,32; H 5,06; H 7,82
Loydetty: C 59,74, H 5,26, N 7,90

CH2C12:n kdyttd liuottimena

Ky lmaa (0°C) sekoituksenalaista seosta, jossa oli
217 g (20 mmoolia) 14, 25 ml kuivaa dikloorimetaania, 7,2
ml kuivaa pyridiinid ja 1,8 ml trifluorietikkahappoa, ké&a-
siteltiin tiputtaen (argonatmosfddrissd) 7,68 g:1lla (30
mmoolia) N-tosyyli-L-alaninyylikloridia, liuotettuna 20
ml:aan kuivaa dikloorimetaania, 10 minuutin ajan. Seosta
sekoitettiin 30 minuuttia 5°C:ssa ja sitten 1 tunti 25°¢:
ssa. Seos pestiin kylldstetylld natriumbikarbonaatilla ja
suolaliuoksella, kuivattiin sitten (MgSO4), suodatettiin
ja haihdutettiin. Jddnn&s liuotettiin eetteriin, poistet-
tiin vdri hiilelld, suodatettiin ja haihdutettiin. Ki-
teyttédminen tolueenista antoi 2,54 g (36 %) 15, sp
96-98°cC.

Di-isopropyylietyyliamiinin k&yttd

Sekoituksenalaista, kylmdd (OOC) seosta, jossa
oli 3,35 g (25 mmoolia) 1, 5,1 g (39 mmoolia) di-iso-
propyylietyyliamiinia, 80 ml kuivaa THF ja 1 g vedetdntd
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MgSO4, kdsiteltiin tiputtaen (argonatmosfddrissi) 9,81 g:
lla (37,5 mmoolia) N-tosyyli-L-alaninyylikloridia liuotet-
tuna 30 ml:aan kuivaa THF, 20 minuutin ajan. HPLC-analyy-
si osoitti 3-hydroksi-1-(N-p-tosyylisulfonyyli)alaninyyli-
indolin (16) 80 %:n saantoa (HPLC-piditysaika 10,5 min),
jolloin oli muodostunut ainoastaan j&dlkiid 15:sta. Siten
orgaanisen hapon poissaolosta oli tuloksena ainoastaan
jdlki halutusta esteristi.

Pyridiinin k&aytto

Sekoituksenalaista, kylmidi (OOC) seosta, jossa oli
3,35 g (25 mmoolia) 14, 8 ml (100 mmoolia) kuivaa pyridii-
nid, 80 ml kuivaa THF ja 1 g vedetdnti Mgso, (1 g), kdsi-
teltiin tiputtaen (argonatmosf&dirissi) 9,81 g:1la (37,5
mmoolia) N-tosyyli-L-alaninyyli-kloridia liuotettuna 30
ml:aan kuivaa THF, 20 minuutin ajan. HPLC-analyysi osoitti
16:n 80 %:n saantoa ja ainoastaan jdlkid 15:sta. Orgaani-
sen hapon poissaolosta oli tuloksena ainoastaan j&lki ha-

lutusta esteristi.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd 3-(N-tosyyli-L-alaninyylioksi)-5-fe-
nyylipyrrolijohdannaisten valmistamiseksi, joiden kaava

on

gl)
0-C-CH-CH;,
|
N
| | 7\ (I)
H Ts

jossa R on vety tai metyyli ja X on vety tai kloori,
tunnettu siitd, ettd 3-hydroksi-5-fenyylipyrroli-
johdannainen, jonka kaava on

OH

(I1)

jossa R ja X tarkoittavat samaa kuin edelld, saatetaan
reagoimaan N-tosyyli-L-alaninyylikloridin kanssa, kun
14snd on liuotinta, joka on tetrahydrofuraani, metyleeni-
kloridi, kloroformi, asetoni, dietyylieetteri tai bent-
seeni, ja heikkoa orgaanista emdstd, joka on pyridiini
tai 2,6-1lutidiini, sek8 noin 2,4 ekvivalenttia trifluori-
etikkahappoa, laskettuna noin 1,2 ekvivalentista N-tosyy-
li-L-alaninyylikloridia.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd reaktio suoritetaan pyridii-
nin ja trifluorietikkahapon l&sndollessa, jolloin pyri-
diinin ja trifluorietikkahapon v&linen moolisuhde on eni-
ntddn noin 4:1.
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Patentkrav

1. F6rfarande f6r framstdllning av 3-(N-tosyl-L-
alaninyloxi)-5-fenylpyrrolderivat med formeln

|| VRN (1)

vari R &8r vidte eller metyl och X 4r vidte eller klor,
kdnnetecknad ddrav, att ett 3-hydroxi-5-
fenylpyrrolderivat med formeln

OH

N (11)

vari R och X har ovan angivna betydelse, oms#tts med N-
tosyl-L-alaninylklorid, i n#érvaro av ett l&sningsmedel,
vilket utgdrs av tetrahydrofuran, metylenklorid, kloro-
form, aceton, dietyleter eller bensen, och en svag orga-
nisk bas, vilken utgdrs av pyridin eller 2,6-lutidin,
samt cirka 2,4 ekvivalent trifluor#dttiksyra ber#dknat pa
cirka 1,2 ekvivalent N-tosyl-L-alaninylklorid.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k 8 n n e -
tecknad dirav, att reaktionen genomfrs i ndrvaro
av pyridin och trifluordttiksyra, varvid molfdrhdllandet
mellan pyridin och trifluordttiksyra &r hégst cirka 4:1.
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