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Capitolo 1: Sintesi di D-omosteroidi e derivati

CAPITOLO 1

SINTESI DI D-OMOSTEROIDI E DERIVATI

Introduzione

Gli steroidi rappresentano un’importante classe di biomolecole, ampiamente
diffusa in natura, che svolge un ruolo fondamentale nella regolazione delle differenti
funzioni dell’organismo umano ed animale.! Numerosi membri di questa classe di
composti, largamente rappresentata anche nel regno vegetale,' presentano un ampio
spettro di attivita biologiche e, per questa ragione, notevoli e svariate sono le loro
applicazioni in campo medico e farmaceutico.” >

Gli steroidei presentano una struttura base derivante dal nucleo policiclico
ciclopentanperidrofenantrenico, costituito da tre anelli a sei atomi di carbonio ed un
anello a cinque atomi di carbonio identificati rispettivamente con le lettere A, B, C e D
(Figura 1). Tutti gli steroidi naturali presentano una giunzione degli anelli B e C di tipo
trans, sebbene si possano ottenere sinteticamente delle forme cis. Mentre gli anelli C e D
sono generalmente legati in posizione trans, la fusione A/B pud essere frans o cis
(Figura 1). La posizione di tutti gli atomi di idrogeno e dei sostituenti presenti sul nucleo
steroideo viene riferita al gruppo metilico legato all’atomo di carbonio in posizione 10
(C-10), gruppo che sporge verso 1’alto dal piano anulare (posizione ). Se il sostituente ¢
posizionato dallo stesso lato del piano anulare nel quale si trova il metile legato al C-10
(C-19), si dice che esso ¢ in posizione B3, nel caso contrario ¢ in posizione o (Figura 1).
Le giunzioni degli anelli possono essere definite riportando I’orientazione a o P per gli
opportuni idrogeni o eventuali sostituenti legati agli atomi di giunzione dei cicli. In
particolare, le orientazioni degli atomi di idrogeno localizzati nelle posizioni 5 e 14

permettono di definire, rispettivamente, le fusioni A/B e C/D.

27

Tutto trans ' A/B cis

Figura 1. Rappresentazione del nucleo steroideo
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Capitolo 1: Sintesi di D-omosteroidi e derivati

Il gruppo degli steroidi include anche composti che presentano sostanziali
variazioni del nucleo tetraciclico di base. Modifiche del normale scheletro steroideo
sono, usualmente, indicate mediante prefissi: per esempio composti che mancano di una
giunzione d’anello e presentano, pertanto, un anello aperto, sono chiamati ‘seco’ steroidi
(vitamina D e analoghi), mentre steroidi con un atomo di carbonio addizionale sono
indicati con il termine ‘omo’. Il prefisso ‘nor’ indica la perdita di un atomo di carbonio:
ad esempio i 19-nor-steroidi mancano del carbonio 19 (ovvero del metile legato al C-10);
il prefisso ‘ciclo’ si riferisce alla presenza di un anello extra formato legando tra loro due
atomi di carbonio dello scheletro steroideo.

La nomenclatura degli steroidei, originariamente basata sull’utilizzo di nomi
comuni derivanti dalle circostanze legate alla loro scoperta, ¢ stata ripresa e riorganizzata
nel 1960 dalla International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC).* Tenendo
conto delle regole emendate, la nomenclatura sistemica degli steroidi ¢ basata su una
serie di idrocarburi capostipiti che includono: 1’estrano, 1’androstano, il pregnano, il
colano, il colestano, I’ergostano il campestano, lo stigmastano, il lanostano e il

cicloartano (Figura 2).
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Figura 2. Rappresentazione degli scheletri steroidei di base da cui deriva
la nomenclatura sistematica degli steroidi
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I numerosi composti appartenenti alla famiglia degli steroidi possono essere

suddivisi in diversi sottogruppi: steroli, saponine e sapogenine, glicosidi cardiaci ed

agliconi, alcaloidi steroidei ed ecdisoni, isolati da piante e steroli, acidi biliari, ormoni

corticosurrenalici, ormoni sessuali femminili (estrogeni e progestinici), ormoni sessuali

maschili (androgeni) e vitamina D, presenti negli animali (Figura 3).

Per molti di questi composti caratterizzati dalla stessa struttura scheletrica, ¢ stata

riscontrata un’attivitd biologica marcatamente diversa. In particolare, D’attivita degli

steroidi ¢ correlata alla presenza di svariati gruppi funzionali in differenti posizioni, al

grado di insaturazione degli anelli ed alla diversa stereochimica dei centri chirali presenti

nello scheletro steroideo.
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Corticosteroidi Estrogeni

. tradiol
cortisone aldosterone estradiolo

Progestinici Androgeni
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Figura 3. Composti rappresentativi dei diversi gruppi di steroidi

La progettazione e la sintesi di nuove molecole a struttura steroidea,
biologicamente attive e capaci di esplicare un’efficace azione terapeutica, continuano da
sempre ad attirare I’interesse dei ricercatori.’ Recentemente, uno degli approcci piu
frequentemente usato nella realizzazione di nuovi derivati steroidei prevede la
combinazione di uno steroide con una o pit molecole differenti,”’ dotate di proprieta
chimiche e biologiche diverse, in un nuovo ibrido, uno steroide coniugato® le cui
caratteristiche possono differire da quelle dei composti originali.’

Un’altra strada per ottenere nuovi steroidi biologicamente attivi ¢ rappresentata
dalla possibilita di modificare 1’originale scheletro stearanico, ad esempio mediante
I’espansione dell’anello D: queste reazioni portano alla formazione dei corrispondenti D-
omosteroidi (Figura 4). Per via del loro significativo valore in campo medico, la sintesi
di questi analoghi degli steroidi continua a rappresentare un’importante area d’interesse
nell’ambito dello studio delle possibili modifiche chimiche del nucleo steroideo.
L’inserimento di un atomo di carbonio addizionale nell’anello D di uno steroide pud
alterarne, infatti, le proprieta biologiche.'” Alcuni esempi sono rappresentati dal D-
omoestradiolo (1, Figura 4) - che mostra un’affinita di legame per i recettori degli
estrogeni di tre ordini di grandezza piu bassa rispetto a quella dell’estradiolo'"' - da alcuni
derivati del D-omoestrone (2), dotati di significative proprieta antiossidanti'? (Figura 4)
e da nuovi D-omosteroidi derivati dall’androsterone, che hanno mostrato attivita anti-

cancro, anti-diabetica ed ipolipidemica.'?
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numerazione del nucleo
D-omosteroidico

Figura 4. D-Omosteroidi

L’espansione dell’anello D costituisce, tra ’altro, una ben nota trasformazione
coinvolta nel metabolismo di fase I degli steroidi.'* Steroidi identificati come 17a-cheto-
D-omo derivati rappresentano, infatti, i principali metaboliti isolati nel plasma, nelle
urine e nelle feci di cani, dopo una singola somministrazione orale di desogestrel."
Alcuni metaboliti con struttura D-omosteroidea sono stati isolati dalle urine umane, dopo
somministrazione orale di etinilestradiolo,'® un ormone ad attivita estrogena che
rappresenta il principale costituente di numerosi contraccettivi orali.'’

E stato ipotizzato che il meccanismo della reazione d’espansione dell’anello D
dell’etinilestradiolo coinvolga, con molta probabilita, una iniziale reazione di ossidazione
del triplo legame del gruppo etinilico, con formazione di un intermedio ad alta energia. 1l
riarrangiamento di quest’ultimo, mediante allargamento dell’anello D, porta ad un
derivato piu stabile, il 17-formil-17a-cheto-D-omosteroide (Figura 5); I’ossidazione del
gruppo formilico e la successiva spontanea decarbossilazione, fornisce il corrispondente
17a-cheto-D-omosteroide. Il citocromo P450 sembra essere responsabile del primo

. . . . . . 18. 19
processo di ossidazione coinvolto in questa trasformazione. ™

OH
\S C
P450
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O  OH 0) OH
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Figura 5. Possibile meccanismo della reazione d’espansione dell’anello D
nel metabolismo di fase I degli steroidi
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L’allargamento dell’anello D rappresenta, inoltre, un processo di decomposizione
frequentemente osservato durante 1’immagazzinamento di steroidi di comune impiego
clinico.**

In questo contesto, lo studio e la realizzazione di nuove strategie sintetiche,
finalizzate all’ottenimento di analoghi di steroidi naturali aventi uno scheletro D-

omosteroidico, rappresentano un’importante area di ricerca nel campo della chimica degli

steroidi.
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1.1. D-OMOSTEROIDI ISOLATI DA FONTI NATURALI

La maggior parte dei D-omosteroidi presenti in natura appartiene alla famiglia
degli alcaloidi steroidei,™ ** composti usualmente isolati da piante superiori e, in misura
minore, anche da microrganismi ¢ da animali. In particolare, si tratta di C-nor-D-
omosteroidi, un importante gruppo di alcaloidi steroidei in cui, oltre all’espansione di un
atomo di carbonio dell’anello D, ¢ presente anche un’alterazione delle dimensioni
dell’anello C, che risulta a cinque termini.

Alcune piante della famiglia delle Liliaceae, soprattutto del genere Veratrum, contengono
alcaloidi con scheletro C-nor-D-omosteroidico, che in passato sono stati ampiamente
impiegati in medicina come agenti ipotensivi.

Il potenziale farmacologico dei D-omosteroidi di origine naturale e la possibilita
di migliorarne [Dattivita biologica mediante opportune elaborazioni strutturali,
rappresentano la forza trainante che, negli ultimi anni, ha mantenuto vivo I’interesse della
ricerca per I’isolamento da fonti naturali e la delucidazione strutturale di nuovi derivati.

Due nuovi alcaloidi steroidei, la veramina (3) e la neojermininalina (4, Figura 6),
insieme con il gia noto glicoalcaloide pseudojervina, sono stati isolati da Veratrum album

L25

OH
=" “YoH
OH -,

“oH O
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4

Figura 6. Alcaloidi steroidei isolati da Veratrum album L

La germinina (5, Figura 7), isolata da Veratrum lobelianum Bernh, ha una
struttura strettamente correlata a quella della neojermininalina;”® I’imperiazina (6, Figura

7) & stata isolata da Petilium eduardi >’
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Figura 7. Germinina (5) e imperiazina (6)

Due membri di una nuova classe di alcaloidi C-nor-D-omosteroidei, I’impranina

(7) e diidroimpranina (8, Figura 8) sono stati recentemente isolati da Fritillaria

oA

R 7R=0
8 R =H (OH)

. . 4. 28
imperialis.

Tl
Tl

HO

H

Figura 8. Alcaloidi steroidei isolati da Fritillaria imperialis
Sei nuovi alcaloidi, di cui cinque con struttura C-nor-D-omosteroidica sono stati
isolati da Fritillaria pugqiensis: le puqienine C-E (9-11), la puqiedina (12) e il 3a-
pugqiedin-7-olo (13, Figura 9).%

OH ' o
v a A

12R! ===0H; R?=—OH; R*=H
13R'=110H; R*=—==0H; R’ =10H

Figura 9. Alcaloidi steroidei isolati da Fritillaria puqgiensis
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Tra 1 dodici nuovi glicosidi cardenolidici isolati da Thevetia ahouai (LINN), nove,
tra cui la tevetiogenina 3-O-B-gentobiosil-(1—4)-o-L-ramnopiranoside (14), sono C-nor-

D-omocardenolidi glicosidici (Figura 10).30

Figura 10. Tevetiogenina 3-O-B-gentobiosil-(1—4)-a-L-ramnopiranoside

La nakiterpiosina (15) e il nakiterpinosinone (16), recentemente isolati dalla
spugna di Okinawan Terpios hoshinota, rappresentano i primi C-nor-D-omosteroidi
ritrovati in un organismo marino (Figura 11). Entrambi i composti, contenenti un anello
D aromatico, sono dotati di una potente attivita citotossica contro cellule leucemiche

linfocitiche di topo (P388).>"*

15 16

Figura 11. C-Nor-D-omosteroidi isolati dalla spugna di Okinawan Terpios hoshinota
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1.2. SINTESI DI D-OMOSTEROIDI

L’approccio piu convenientemente utilizzato per la sintesi di D-omosteroidi,
consiste nella conversione dell’anello D a cinque termini di steroidi naturali in un anello
a sei termini.®® Per realizzare questa trasformazione le strategie disponibili prevedono
reazioni che determinano un riarrangiamento strutturale dell’anello D o, in alternativa,
reazioni di apertura di anello seguite da ciclizzazione. Un importante vantaggio di queste
procedure sintetiche ¢ che, generalmente, lasciano inalterate le configurazioni della
maggior parte dei centri chirali presenti nel nucleo steroideo. Tuttavia, la selettivita di
queste trasformazioni risulta spesso scarsa e, nel caso della sequenza di apertura-chiusura

d’anello, le strategie utilizzate richiedono usualmente numerosi passaggi.

1.2.1. SINTESI DI D-OMOSTEROIDI MENTIANTE RIARRANGIAMENTO

335 4 17-amminometil-17-

L’applicazione del riarrangiamento di Tiffeneau
idrossisteroidi rappresenta una classica procedura utilizzata per la sintesi di D-
omosteroidi.”® I trattamento con acido nitroso delle idrossiammine 17, ottenute a partire

dai corrispondenti 17-chetosteroidi’’>* attraverso la sequenza: chetone 2N, cianoidrina

riduzione | jdrossiammina, porta alla formazione dei corrispondenti D-omo-17a-chetoni 18
in misura prevalente, assieme ad una piccola quantita dei corrispondenti 17-chetoni 19
(Schema 1).

Questa reazione ¢ stata oggetto di numerosi studi che ne hanno migliorato la selettivita®

e, recentemente, ¢ stata spesso utilizzata per la sintesi di D-omopregnani.

Schema 1. Riarrangiamento di Tiffeneau di 17-amminometil-17-idrossisteroidi

10



Capitolo 1: Sintesi di D-omosteroidi e derivati

1.2.1.1. RIARRANGIAMENTI CATIONICI

Il riarrangiamento dell’anello D di 17-idrossi-20-cheto steroidi ¢ stato scoperto
nel 1938* ed ¢& ampiamente documentato in letteratura. I meccanismo del
riarrangiamento indotto da acidi di Lewis dei 17-idrossi-20-cheto steroidi puo essere
considerato come una trasposizione pinacolica; la chelazione iniziale dell’acido di Lewis
da parte del gruppo ossidrilico in posizione 17 e del gruppo chetonico in 20 ¢ seguita
dalla migrazione del legame C-16-C-17.*'** Questa chelazione determina
un’orientazione reciproca cis delle funzionalita ossigenate, con conseguente formazione
del corrispondente 17a-cheto-17a-idrossi-D-omosteroide che possiede il gruppo
ossidrilico legato al C-17 in posizione o (Figura 12).*> Mentre la stereoselettivita del
riarrangiamento pud essere spiegata sulla base della formazione del complesso ciclico
mostrato in figura 12, i fattori che controllano la regioselettivita del processo, ovvero la
migrazione del legame C-16—C-17 piuttosto che quella del legame C-13—C-17, non sono

stati completamente compresi. .44

A

Figura 12. Meccanismo del riarrangiamento dei 17-idrossi-20-cheto steroidi indotto da acidi di Lewis

Anche il riarrangiamento, indotto da acidi di Lewis, dell’anello D di 17-idrossi-
20-cheto steroidi, recanti sul C-16 un sostituente in posizione f3, porta alla formazione dei
corrispondenti 17a-cheto-17a-idrossi-D-omo isomeri.*®

Studi recenti hanno dimostrato che il trattamento del triamcinolone (20) con acidi
di Lewis porta all’ottenimento del corrispondente 17a-cheto-17a-idrossi-D-omosteroide
21 (Figura 13);*" questo risultato ¢ in disaccordo con dati precedentemente pubblicati

che riportano, invece, il 17-cheto-17a-idrossi-D-omo isomero 22 come unico prodotto di

reazione (Figura 13).*

11
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Figura 13. Struttura del triamcinolone (20) e dei corrispondentil 7a-cheto-17a-idrossi- e
17-cheto-17a-idrossi-D-omosteroidi 21 e 22

Nel riarrangiamento, indotto da acidi di Lewis, del triamcinolone la chelazione iniziale di
un metallo divalente o trivalente da parte del gruppo ossidrilico in posizione 17a e del
gruppo chetonico in 20, catalizza una reazione retro-aldolica che determina I’apertura
dell’anello D (Figura 14). La geometria del doppio legame C-17-C-20 ¢ determinata
dalla chelazione dello ione metallico da parte delle funzionalitd ossigenate e la
condensazione aldolica intramolecolare successiva procede attraverso uno stato di
transizione a sedia, nel quale il carbonile aldeidico in C-16 assume una posizione pseudo-
assiale. L’interazione diretta (intermedio A) o indiretta (intermedio B) tra il carbonile in
C-16 e lo ione metallico durante la chiusura dell’anello, determina la stereochimica del

centro chirale in C-16, nel prodotto finale (Figura 14).

A HO
HO? f\(@ Hji’
HO. / HO
ey HO CH3/ OH
aTh
orHQ\ 0™
Fe++
B

Figura 14. Meccanismo del riarrangiamento, indotto da acidi di Lewis, del triamcinolone (20)

Il trattamento del 16a,17a-epossi-3B-idrossi-S-pregnen-20-one (23) con tre
equivalenti di tricloruro di alluminio anidro, in acetonitrile anidro a 10°C, porta alla
formazione esclusiva e con rese elevate del 16B-cloro-3f,17a-diidrossi-17p-metil-D-

omo-5-androsten-17a-one (24). L’uso di due equivalenti di tricloruro di alluminio anidro,

12
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in acetonitrile a temperatura ambiente, porta, invece, ad una miscela del D-omosteroide
24 (65%) e della cloridrina 25 (35%) (Schema 2).*

Quando la temperatura di reazione ¢ mantenuta costante a 40°C per 7 ore, il trattamento
di 23 con tre equivalenti di tricloruro di alluminio, in acetonitrile, fornisce una miscela di
24 (70%) e 25 (27%); se, dopo 7 ore, la miscela di reazione ¢ trattata con un altro
equivalente di tricloruro di alluminio oppure portata alla temperatura di riflusso del
solvente, si osserva la formazione esclusiva del D-omosteroide 24. In nessun caso € stata

osservata la formazione del D-omosteroide 26 (Schema 2).

Schema 2. Trattamento del 16a,17a-epossi-3B-idrossi-5-pregnen-20-one (23) con AlCl;

Da un punto di vista meccanicistico, 1’apertura dell’anello ossiranico in 23 e il
riarrangiamento a D-omosteroide rappresentano, con molta probabilita, due vie distinte
successive (Figura 15). A bassa temperatura ed in presenza di tre equivalenti di AICl;3, in
un solvente polare come I’acetonitrile, la reazione segue la via a passando attraverso
I’intermedio A. D’altro canto, se i reagenti sono aggiunti a temperatura ambiente e la
temperatura viene poi aumentata € mantenuta costante a 40°C, si ottiene, oltre al D-
omosteroide 24 (70%), anche la cloridrina 25 (27%); la percentuale di 25 arriva fino al
35%, utilizzando due equivalenti di AlCl;. In quest’ultimo caso, probabilmente attraverso
I’intermedio B, si forma la cloroidrina 25 o, per ulteriore aggiunta di AICls, il D-omo
derivato 24 passando attraverso 1’intermedio A; in condizioni di riflusso, I’intermedio B

porta direttamente alla formazione di 24 attraverso I’intermedio C (Figura 15).

13
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+ N /Cl
Ng‘
H

C

Figura 15. Meccanismo di formazione di 24 e 25

L’apertura dell’anello ossiranico del derivato pregnenico protetto 27 con
fenilmagnesio bromuro porta alla formazione del derivato 28° che viene,
successivamente, convertito nel corrispondente D-omosteroide 30, mediante trattamento
con acido perclorico (Schema 3).”!

I1 passaggio piu interessante di questo processo sintetico ¢ rappresentato dall’idrolisi del
chetale 28: questa reazione, infatti, non porta alla formazione dell’atteso intermedio 29,
ma del corrispondente D-omosteroide 30. L’espansione dell’anello D** potrebbe essere
spiegata considerando la protonazione, da parte dell’acido perclorico, del gruppo
carbonilico in C-20 del composto 29, con formazione del carbocatione 30a. Il successivo
riarrangiamento di tipo Wagner-Meerwein, con migrazione regioselettiva del legame C-
16—C-17 ed incorporazione del C-20 nell’anello D, porta alla formazione del D-

omosteroide 30 (Schema 3).

14
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H | H riflusso, 72 or

H
AcO N

. \OH
PhMgBr Ph
Cul, THF /(j\) N
s

acetone-HC1Oy4
t.a, 1 ora.

H
NS
HO HO

29 30
Schema 3. Sintesi del D-omosteroide 30

i

Il D-omosteroide 30 rappresenta il precursore di una nuova classe di derivati

50,51

pregnanici con potenziale attivita antiandrogena; questi D-omosteroidi sono capaci,

infatti, di inibire ’enzima Sa-reduttasi responsabile della conversione del testosterone nel
pitl potente androgeno diidrotestosterone.> >
In virta della loro capacita di inibire I’enzima Sa-reduttasi, questi nuovi derivati
pregnanici potrebbero trovare applicazione nel trattamento di disturbi legati ad una piu
alta attivita androgena quali I’iperplasia prostatica benigna,’® il cancro alla prostata®’
disordini della pelle come ’acne, la seborrea, I’irsutismo e 1’alopecia androgenica.”®
L’ossidazione del (20R)-20-iodo-4-pregnen-3-one> (31) con acido m-
cloroperbenzoico (MCPBA) porta alla formazione del corrispondente iodosil derivato,
che, comportandosi da carbocatione “mascherato”, pud subire un riarrangiamento di tipo
Wagner-Meerwein; la migrazione regioselettiva del legame C-16-C-17 ¢

I’incorporazione del C-20 nell’anello D portano alla formazione del D-omoandrostano 32

(Schema 4, Tabella 1).°

OR
1
.
MCPBA
0
0
31 32 R =H, 3-CIC4H,CO, Me

Schema 4. Conversione del (20R)-20-iodo-4-pregnen-3-one (31) nel D-omoandrostano 32
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Tabella 1. Reazione del (20R)-20-iodo-4-pregnen-3-one (31) con MCPBA

MCPBA (equiv.) Solvente Prodotto (resa, %)
2.8 Cl1,CH, saturato con H,O 32 R=H (50);
32 R =3-CIC¢H4CO (45)
5 Bu‘OH-THF-H,0 3:2:1) | 32 R=H (75);
32 R = 3-CIC¢H4CO (8)
5 THF-H,0 (3: 1) 32R=H&I)
8 MeOH anidro 32 R = Me (80)
*MCPBA anidro

Due nuovi C-nor-D-omocorticosteroidi 37 e 38 (Schema 6) sono stati
recentemente isolati, come impurezze, durante il processo di produzione del
betametasone, potente agente antinflammatorio ampiamente impiegato nella terapia
dermatologica.®’~®
La sintesi del betametasone® (35) prevede un importante processo di fermentazione che ¢
responsabile dell’introduzione, nel nucleo corticosteroideo, di una funzione ossidrilica, in
posizione lla; la trasformazione dell’intermedio 33 nel triene 34, in cui il gruppo

C g eqe N . . 11 . .
ossidrilico ¢ stato convertito nel doppio legame A”'', & necessaria per la successiva

funzionalizzazione del C-9 e del C-11 (Schema 5).

OH

%O EtOZCOHzc
HO/,,' g g

33 34 35

Schema 5. Alcuni passaggi del processo di produzione del betametasone (35)

La formazione dei C-nor-D-omocorticosteroidi 37 e 38, isolati dal filtrato
dell’intermedio 34, puo essere attribuita ad un processo di contrazione/espansione degli
anelli C e D del corticosteroide 36, indotto dal pentacloruro di fosforo (Schema 6). Il
derivato 36, contenente un gruppo ossidrilico in posizione 12, si ottiene come
sottoprodotto durante il processo di ossidazione microbiologica necessario per la
produzione di 33.

E stato ipotizzato che il meccanismo di formazione di ciascuno di questi due
steroidi sia, con molta probabilita, un riarrangiamento di Wagner-Meerwein del

corrispondente 12B-idrossi steroide 36. L’origine dei C-nor-D-omocorticosteroidi 37 e 38
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¢ stata, infatti, confermata mediante trattamento del 12[B-idrossicorticosteroide 36 con
PCls (Schema 6).

I1 pentacloruro di fosforo ¢ un efficiente agente disidratante usualmente impiegato nella
conversione degli 11a- e 11pB-idrossi steroidi nei corrispondenti derivati recanti un
doppio legame in posizione A*''.** Cid nonostante, non & stata osservata alcuna
formazione del A'"'? triene nella reazione di 36 con PCls. 1l pentacloruro di fosforo
reagisce con il gruppo ossidrilico in posizione 123 formando il 12p3-clorofosfato; 1’abilita
di quest’ultimo a fungere da gruppo uscente ¢ incrementata dalla migrazione del legame
C-13—C-14 che porta alla formazione di un carbocatione intermedio piu stabile dal quale

si originano i C-nor-D-omocorticosteroidi 37 (via a) e 38 (via b) (Schema 6).%°

OCO,Et
OH 0
OH
PCI5/THF

-78°C

36

37
38
Schema 6. Meccanismo di formazione dei C-nor-D-omocorticosteroidi 37 e 38

Il trattamento con acido cloridrico in tetraidroforano (THF) per 2-3 ore, di dioli
steroidei del tipo 39 porta alla formazione dei corrispondenti prodotti riarrangiati 40

(Schema 7). R

OH O
OH \

O
! R HCI, THF, 2-3 ore AN

39 40

Schema 7. Riarrangiamento di dioli steroidei in ambiente acido
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1.2.1.2. RIARRANGIAMENTI ANIONICI/RADICALICI

Recentemente sono state sviluppate numerose procedure per la preparazione di D-
omosteroidi che prevedono 1’espansione dell’anello D mediante riarrangiamenti
anionici® o radicalici® dei corrispondenti ciclopropilchetoni steroidei.

In particolare, il trattamento con idrossido di sodio in metanolo degli 11,20-
dichetosteroidi 41 porta alla formazione dei corrispondenti D-omosteroidi 42 (Schema
8). In condizioni alcaline, I’enolizzazione del carbonile in C-11 ¢ seguita dalla rottura del

legame C-12—C-13 con conseguente inserimento di un atomo di carbonio addizionale

nell’anello D.” o
(6]
O \f 0 “\\U\

NaOH/MeOH
TBDMSO HO
H H
41 42

Schema 8. Riarrangiamento anionico di ciclopropildichetoni

Il ciclopropilchetone ottenuto per trattamento del 16-deidropregnenolone 43 con
dimetilsolfossonio metil ilide,’’* ¢ convertito nel corrispondente idrazone 44
(N,H,/Ba0);” la reazione di 44 con HgO/Hg(AcO),, seguita dal trattamento con NaBH,
produce il radicale 45 che riarrangia con rottura del legame C-16—C-17 per dare il
corrispondente D-omosteroide (Schema 9). La successiva idrolisi dell’acetato, seguita
dalla riduzione del doppio legame C-5-C-6 (H2/Pd-C) e dall’inversione della

configurazione al C-3, porta alla formazione D-omo analogo 46 (Schema 9).”""*

O
0
— Il
\\ 1. H,C—S(CHj3),, DMSO
2. N2H4/Ba0
AcO AcO
43
1. HgO/Hg(AcO),
2.NaBHy
-—
-—

AcO
L 45 _

HOY

Schema 9. Riarrangiamento radicalico di 44
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1.2.2. STRATEGIE DI FRAMMENTAZIONE-CICLIZZAZIONE

L’introduzione di un atomo di carbonio addizionale nelle molecole di steroidi
naturali per Dottenimento di D-omoandrosteni o D-omoestrani, ¢ stata realizzata
mediante una strategia di frammentazione-ciclizzazione che prevede la preliminare
formilazione dell’atomo di carbonio in posizione 16 di 17-chetosteroidi;” il 16-formil-
17-chetosteroide 47 pud essere successivamente convertito nel corrispondente D-
secosteroide 48 mediante una sequenza di reazioni che prevede una frammentazione di
Grob come passaggio principale (Schema 10).” 77 La presenza di un gruppo formilico e
di un gruppo allilico in questi prodotti di frammentazione, permette un’ampia possibilita

di ulteriori trasformazioni.
0

HCOOE N "
NaOMe w X
48
Anelli A,B= /i\'i)/ /@/

R=H, Ac R =Me, Bn

Schema 10. Strategia di frammentazione-ciclizzazione per 1’ottenimento di D-omoandrosteni o
D-omoestrani

I 3-metil”’ ¢ i 3-benzil”® eteri del D-secoestrone 48 sono stati convertiti nei corrispondenti
D-omosteroidi 51, sostituiti in posizione 16 con un alogeno, mediante una reazione di
ciclizzazione indotta da acidi di Lewis (MX,).” Atomi di F, Cl, Bro I possono essere
introdotti in posizione 16 mediante I'utilizzo di BF3'OEt2, SnCls, ZnBr2 0 BF3'OEt2/Nal,
rispettivamente (Schema 11). La reazione procede in maniera altamente stereoselettiva
portando alla formazione di solo due dei quattro possibili isomeri: il 16B-alo-17ap-
idrossi-D-omosteroide 51, come prodotto principale e 1’isomero 16B-alo-17aa-idrossi,

come prodotto secondario.

+ MXn

MXn H
N @

- - X =F, CLBr, I
49 50 51 R = Me, Bn

Schema 11. Meccanismo di formazione del 16B-alo-17aB-idrossi-D-omosteroide 51
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La selettiva formazione del prodotto cis 51 pud essere spiegata esaminando il
meccanismo della reazione: 1’addizione dell’alchene al sale di ossonio 49 avviene in anti
rispetto al gruppo metilico legato al C-13, mentre il successivo attacco dell’alogenuro al
carbocatione intermedio S50 avviene in sin rispetto allo stesso gruppo. L’ingresso del
nucleofilo dalla direzione  non ¢ sorprendente poiché, probabilmente, 1’alogeno
preferisce un’orientazione equatoriale.

Una simile sequenza di reazioni ¢ stata utilizzata per la sintesi di 16a-alo-17ac-
idrossi-13a-D-omoestroni 55 a partire dal 13B-estrone 52 previa conversione nel

corrispondente 13a-epimero 53 (Schema 12).*

0]
CH;COO
MeO MeO
52
MXn
OH

MeO

55 X=F,CLBr,1

Schema 12. Sintesi del 16a-alo-17aa-idrossi-13a-D-omoestrone 55

Gli steroidi appartenenti alla serie 130 sono derivati sintetici di steroidi naturali
caratterizzati dalla presenza di un metile 130 in posizione quasi-equatoriale e da una
giunzione cis degli anelli C e D. 17-Cheto-130-5-androsteni®' ed -estrani®> sono stati
sintetizzati mediante semplici reazioni di epimerizzazione del C-13.

Il trattamento dell’aldeide 56a o S56b con 1.1 equivalenti di acido p-
toluensolfonico in diclorometano, porta alla formazione dei corrispondenti D-omosteroidi
57a o 57b, rispettivamente, con i gruppi funzionali legati al C-16 e al C-17a in posizione
reciproca cis (Schema 13). L’ossidazione dei tosilati 57a e 57b con il reagente di Jones
(8 N), in acetone, produce i corrispondenti chetoni o,B-insaturi 58a e 58b mediante
simultanea ossidazione e B-eliminazione. La successiva idrogenazione di 58a e 58b, in

presenza di una quantita catalitica di Pd/C in EtOAc, determina la simultanea riduzione
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del doppio legame C-16—C-17 e I’idrogenolisi del gruppo benzilossi legato al C-3, con
conseguente formazione dei corrispondenti 3-idrossi-D-omoestroni 59a e 59b (Schema
13).% 1 derivati 59a, appartenenti alla serie 130, mostrano un’elevata selettivita di legame

per i recettori degli estrogeni."’

0]

p-TSOH, CH2C12
—_—

"X 0°C-t. a, 24 ore ‘OTs
BnO BnO
56a 130-CHj; 57a 130-CHj3; 160-OTs; 17a0-OH
56b 133-CH; 57b 13B-CHj3; 16B-OTs; 17ap-OH

reagente di Jones (8 N)
Me,CO, 0° C, 1 ora

H, (20 bar), Pd/C
-

EtOAc, 24 ore

59a 13a-CH; 58a 13a-CHj
59b 13B-CH; 58b 13B-CHj;

Schema 13. Sintesi dei 3-idrossi-D-omoestroni 59a € 59b

La reazione della secoaldeide 48 con aniline variamente sostituite 60, ed il
successivo trattamento con un acido di Lewis, porta alla formazione dei corrispondenti
sali di arilimminio 61 (Schema 14);** la chemoselettivita della successiva reazione di
ciclizzazione intramolecolare, catalizzata dall’acido di Lewis, dipende fortemente dalla
natura dell’anilina 60. La presenza di sostituenti elettron-attrattori, come il nitro gruppo,
favorisce la stereoselettiva formazione dell’N-arilammino-D-omosteroide 65, mentre
sostituenti elettron-donatori portano alla formazione dei derivati tetraidrochinolinici 64
con elevata stereoselettivita (Schema 14).%°*7
I carbocationi primari 62, che si originano dai sali di imminio 61 derivanti dalla
condensazione di 48 con aniline contenenti sostituenti elettron-donatori, forniscono gli
azasteroidi 64 attraverso una sostituzione elettrofila aromatica (Schema 14). I
carbocationi primari 62 sono in equilibrio, presumibilmente attraverso 61, con i

carbocationi secondari 63 che vengono, successivamente, stabilizzati dall’addizione di un

nucleofilo (X7), con formazione del D-omosteroide 65. Questa trasformazione prevale in
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presenza di sostituenti elettron-attrattori sull’anello aromatico che sfavoriscono la
reazione di Friedel-Crafts, permettendo, quindi, il percorso alternativo di ciclizzazione
che fornisce i1 derivati 65. La ciclizzazione del sale di imminio, ottenuto dalla
condensazione di 48 con [I’anilina da una miscela 1:1 dell’azasteroide 64 e del D-

omosteroide 65. Una tendenza simile ¢ stata osservata anche nella serie 130.%

R =H, CH3, OMe, Br, NO,

65 X=F,ClLBr,OTs

Schema 14. Reazione della secoaldeide 48 con aniline sostituite 60 e successiva ciclizzazione
intramolecolare dei sali di imminio 61

La ciclizzazione del sale di imminio 67, derivante dalla D-seco-pregnen aldeide®
66, porta alla formazione del corrispondente 16f-arilamino-17a-metil-17ap-fluoro-D-
omosteroide 71 solo come prodotto secondario (70:71 = 5,9:1) (Schema 15).° La
ciclizzazione dei sali di imminio, ottenuti dalla condensazione di 66 con altre aniline (p-
metossianilina, p-bromoanilina ed anilina), produce, esclusivamente, una miscela di due
derivati tetraidrochinolinici diastereoisomerici: il prodotto principale, avente una
giunzione trans (160, 17p) tra gli anelli D ed E, e I’isomero cis (16, 17B).

La differenza riscontrata nei prodotti ottenuti dalle reazioni di ciclizzazione dei
sali di imminio 61 (R = NO;) e 67 puo essere spiegata confrontando le strutture dei
carbocationi intermedi 62 (carbocatione primario) (Schema 14) e 68 (carbocatione
secondario) (Schema 15). L’effetto stabilizzante in 68 promuove la reazione di Friedel-

Crafts che porta alla formazione prevalente del derivato tetraidrochinolinico 70 (Schema

15).
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AcO

Schema 15. Ciclizzazione intramolecolare del sale di arilimminio 67

Nuovi D-omosteroidi biologicamente attivi (74), appartenenti alla serie degli
estrani e degli androstani, sono stati sintetizzati mediante una reazione di
frammentazione-ciclizzazione a partire dai corrispondenti 17p-idrossi-17a-sostituiti 16-
ossimmino steroidi’’ 73 o mediante una reazione di ciclizzazione dei corrispondenti D-
seco derivati 75.”

Il primo passaggio nella sintesi dei D-omosteroidi 74, a partire dai corrispondenti
ossimmino chetoni 72, consiste in un’addizione stereospecifica di picolillitio, benzillitio,
ioduro di metilmagnesio o ioduro di etilmagnesio, al gruppo carbonilico in C-17, con
ottenimento dei corrispondenti 17B-idrossi-16-ossimmino steroidi 73 variamente

394 {1 passaggio successivo, che porta alla formazione dei D-

sostituiti in posizione 17a;
omosteroidi 74, consiste in una reazione di frammentazione-ciclizzazione degli
ossimmino alcoli 73, mediante trattamento con idrossido di potassio in glicole etilenico a
riflusso. Il trattamento con #-butossido di potassio in z-butanolo, a riflusso, dei 17a-metil
o 17a-etil ossimmino alcoli 73 porta alla formazione dei corrispondenti D-omo derivati,

con rese elevate (Schema 16).
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Anche il trattamento dei D-seco derivati’>® 75 con idrossido di potassio in
glicole etilenico a riflusso, o con #-butossido di potassio in #-butanolo, a riflusso (nel caso
dei seco-ciano metil o etil chetoni), porta alla formazione dei D-omosteroidi 74 (Schema

16).

0
OH
/
—N
72
a-PyCH,Li, Et,0, THF, -10° C o
BnLi, THF, -10°C o
MeMgl, Et,O, THF o
EtMgl, Et,0, THF o
OH
\W\R. /OH
—N
g
73 R = H, CH,Py, Bn, Me, Et
KOH, (CH,0H),, 160°C, H,0 o tert-BuOK, tert-BuOH, riflusso o
tert-BuOK, tert-BuOH, riflusso TsCl, Py o

Ac,0, Py; EtONa, EtOH

(0] (0]
R
KOH, (CH,OH),, 160°C, H,O o R
tert-BuOK, tert-BuOH, riflusso CN
’1% NH,
o
74 R = H, Py, Ph, Me 75
Anelli A, B= o
HO MeO

Schema 16 Sintesi dei 16-ammino-17-sostituiti D-omosteroidi 74

L’ottenimento dei D-omosteroidi 74, mediante una reazione di ciclizzazione dei
corrispondenti D-seco derivati 75, conferma la formazione di un seco-ciano chetone 75
come intermedio nel meccanismo proposto per la reazione di frammentazione-

ciclizzazione dei 17B-idrossi-17a-sostituiti 16-ossimmino steroidi 73 (Schema 17).
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(0]
)k R
B CHR| g~ _CHR
73 = » =N|—™ ( _ - —
= | c=i N
75 B B
H,O
(@) (0]
_R R
-
NH, NH

74 R = H, Py, Ph, Me

Schema 17. Meccanismo proposto per la reazione di frammentazione-ciclizzazione dei
17B-idrossi-17a-sostituiti 16-ossimmino steroidi 73

1.2.3. SINTESI TOTALE DI D-OMOSTEROIDI

Il metodo di Torgov rappresenta una classica procedura per la sintesi totale di
steroidi, che ha reso possibile la produzione degli estroni su scala industriale.”® Questa
sequenza di reazioni ¢ stata anche applicata, con successo, alla sintesi D-omoestroni.”’

Recentemente ¢ stata riportata una procedura per la sintesi di steroidi e D-
omosteroidi sostituiti in posizione 17, basata sul metodo di Torgov. Questa strategia
sintetica prevede, inizialmente, una reazione, catalizzata da acidi di Lewis,”® tra il
reagente di Torgov 76 ed un precursore dell’anello D 77, contenente un silil enol etere;
questo primo passaggio, che porta alla formazione dei seco steroidi 78, permette la
formazione del legame C-12—C-13. La successiva formazione, catalizzata da acidi, del
legame C-8—C-14 determina la chiusura dell’anello C e I’ottenimento dei corrispondenti
steroidi e D-omosteroidi 79 (Schema 18).”'%° La selettiva riduzione catalitica del doppio
legame C-14-C-15 di 79 porta alla formazione dei corrispondenti steroidi e D-

omosteroidi aventi una giunzione trans tra gli anelli C e D.
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R
=~ R
OH ZnBl‘z, CH2C12, ‘ 13 )n
-10°C
+ ‘ >n > o 14
MeO TBDMSO
MeO
77 78
76 n=1,2 n=1,2

40°C

J p-TsOH, benzene,
R

MeO I I

79
n=1,2

Schema 18. Sintesi totale di steroidi e D-omosteroidi sostituiti in posizione 17

La sintesi di steroidi e D-omosteroidi, aventi una giunzione cis tra gli anelli C e
D, prevede l’iniziale formazione del legame C-8-C-14 mediante una reazione di
Mukaiyama, con trasferimento del gruppo silile dal silil enol etere di partenza 80
all’enolo dell’addotto. La successiva addizione di vinilmagnesio bromuro al gruppo
carbonilico non protetto di 81, seguita da una reazione di ciclizzazione dell’addotto 82, in
presenza di ZnBr,, porta alla formazione dei corrispondenti steroidi e D-omosteroidi 83
(Schema 19)."""'°! Sempre sulla base della chimica di Mukaiyama, & stata sviluppata
un’ulteriore efficiente procedura per la sintesi di steroidi e D-omo steroidi, aventi una

giunzione frans tra gli anelli C e D.'*"

Schema 19. Sintesi di steroidi e D-omosteroidi, aventi una giunzione cis tra gli anelli C e D
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L’anellazione del B-cianochetone ciclico 85 con il 6-(3-metossifenil)-1-esen-3-

103
6

one 8 porta alla formazione, con buone rese, del chetolo 87 che viene

successivamente ciclizzato per trattamento con HCIO4 in AcOH (Schema 20). 104
trattamento di 87 con p-TsOH in toluene, invece, non conduce al risultato atteso: I’enone
89 (21%) insieme al chetolo di partenza 87 (19%) sono ottenuti con una piccola quantita

del prodotto 88 (Schema 20). 105

KOrBu
(0) Et20
0 /( MeO

86
HCIO, p-TsOH
AcO / toluene
CN

|

O“‘ T e ""\f
MeO MeO/\7

88 89

Schema 20. Anellazione del B-cianochetone ciclico 85 con I’enone 86
e successiva ciclizzazione del chetolo 87

Recentemente ¢ stata riportata una procedura per la sintesi totale di derivati del 10a-D-
omoadrenosterone'® 98, che prevede una reazione di cicloaddizione intramolecolare di
Diels-Alder per la costruzione degli anelli B e C.'”" ' Sj tratta di un processo IMDAF,
in cui un anello furanico viene utilizzato come diene nella reazione di cicloaddizione di
Diels-Alder.'”

L’approccio IMDAF ¢ stato anche utilizzato con successo nella sintesi totale di vari

110,111 107,112

prodotti naturali, tra cui il (£)-androsterone.
La cicloaddizione intramolecolare dell’(E)-enone 91, in presenza di dimetilalluminio
cloruro come catalizzatore e in condizioni di controllo cinetico (0,1 equiv., -25°C, 2 ore),
porta alla formazione del prodotto eso 92, con rese elevate (Schema 21).

L’apertura del ponte ossigeno nel derivato ridotto 93 e la successiva ossidazione
dell’alcol risultante 94 forniscono I’intermedio 95. Lo stadio successivo, che determina
I’introduzione in posizione a del gruppo metilico al C-10, prevede la formazione

dell’enolato termodinamico di 95 e la stereoselettiva introduzione dell’elettrofilo in

posizione .
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La riduzione dell’enone 96, direttamente seguita dall’ossidazione di Jones, fornisce il
derivato 97 avente una fusione frans tra gli anelli B e C. Il D-omo derivato 98 viene,
infine, ottenuto mediante la classica procedura che determina la formazione dell’anello A

(Schema 21).

o o, ]

,\\\O \
0 Ha, Pd/CaCOs, OY\'K
EtOAc, t. a.
—>, R IMDéE R\ R |
(0)
® o]
90 92
NaOMe,
MeOH, t. a.

Oﬁ O/ﬁ
o A0 NaH (0.9 equiv.), A0
r THF, 0 °C, 4 ore; J SO3-py, DMSO,
- Mel, t. a. EtsN, CHyCly, t. a.
§ - -~ R X -T2 ™ R
07 : HOY

H
95
1. Li, NHj3 liq., ZBuOH, THF, -33 °C;
2. reagente di Jones, t. a.
(0] (0]

1. KOH, MeOH, 40°C; ©O
2. HC1 37%, 40 °C
257,40 ¢

(0)

97 98
Schema 21. Sintesi totale del 10a-D-omo-4-androsten-3,11,17-trione (98)

Una reazione di cicloaddizione di Diels-Alder del diene 99' ''* con p-

benzochinoni variamente sostituiti con atomi di fluoro (100) porta alla formazione dei

corrispondenti D-omosteroidi 101 (Schema 22).'1

= 0 X o
X
X\)K/X ‘ ‘
+ e
\O X/H(LX ‘ N )‘( X
99 100 X=F,H 101 X=F, H

Schema 22. Sintesi di D-omosteroidi sostituiti con atomi di fluoro

Recentemente ¢ stata riportata la sintesi totale stereoselettiva di un nuovo tipo di
steroide avente una giunzione cis non naturale tra gli anelli B e C (106, Schema 23).

Questo derivato del D-omoestradiolo ¢ stato ottenuto mediante una procedura che
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prevede la formazione dell’anello B del nucleo steroideo, attraverso due successive

D 116-119
reazioni di Hech.

L’iniziale reazione di Hech intermolecolare tra il derivato
dellottaidronaftalene'® = ' 102 e il bromoarene'”’ " 103, contenente un gruppo (Z)-
bromovinilico, porta alla formazione regio- e diastereoselettiva di 105 che viene
convertito, mediante una successiva reazione intramolecolare di Hech, nel D-

omoestradiolo 106 (Schema 23).""

OrBu

OrBu Pd(OAc),, PPhs, nBuyNOAc |
| Br DMF/CH;CN/H,0 |~
Q N Q/\jr 70 °C, 11 ore Br || H
= :
N2 MeO @) i
i =
MeO

102 103 52%, E (104) : Z (105)=1: 4.2

Pd(OAC)z, PPh3, )1BU4NOAC
DMF/CH;CN/H,0
115 °C, 15 ore

106

Schema 23. Sintesi stereoselettiva del D-omosteroide 106

Una sintesi totale del nucleo D-omosteroidico ¢ stata realizzata con un approccio
altamente stereoselettivo che prevede una ciclizzazione radicalica intramolecolare.'**
Nel tetraciclo 110, derivato dalla ciclizzazione radicalica del poliene 109, il gruppo ciano
legato al C-8 funge da gruppo funzionale latente per la successiva introduzione sul C-8
dell’atomo di idrogeno in posizione B, presente nel D-omoandrostano 114. La rimozione
del gruppo funzionale etossicarbonile sul C-4 fornisce il ciano chetone 111; la reazione di

. . .1
questo ultimo con un eccesso di Li'*

in NHj porta alla formazione dell’alcol 112.
L’ozonolisi di 112 e la successiva riduzione con Me,S forniscono il corrispondente
chetone 113, che per trattamento con il reagente di Jones viene convertito nel 4-metil-D-

omoandrostanolone 114 (Schema 24).
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/
|
\ CN
109

PO(Et |
THPO E% | -
\ CN \ —
CHO
o
107 108 CO4Et

Mn(OAc),2H,0
Cu(OAc), H,O
HOAc, Ar

1. Li, NH;, - 33°C, 4,5 ore
2. EtOH LiCl, DMSO, A
07 Y
EtO,C ~
110

112
1. O3, CH,Cly, MeOH, - 78°C
2. MeS, -78° C-t. a.

114

113
Schema 24. Sintesi del D-omosteroide 114
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CAPITOLO 2

N—METIL-B3-AMMINOACIDI

Introduzione

Durante la scorsa decade, la sintesi stereoselettiva di f-amminoacidi ha ricevuto

134-137

considerevole attenzione. I B-amminoacidi, sebbene meno abbondanti rispetto ai

loro o-analoghi, sono ampiamente rappresentati in natura,* '

specialmente in
composti di origine marina, ¢ sono comunemente prodotti da piante, animali, e
microrganismi.

Oltre ad essere costituenti di numerosi prodotti naturali biologicamente attivi'*' -

145,146

144 quali peptidi, terpeni, alcaloidi, macrolidi ed antibiotici B-lattamici, alcuni f-

amminoacidi, isolati in forma libera, presentano di per sé interessanti proprieta

147,148

farmacologiche: in particolare, molti mostrano potente attivita antibatterica. Sono

conosciuti, inoltre, numerosi metaboliti contenenti residui B-amminoacidici otticamente
attivi.'*

Il piu semplice B-amminoacido ¢ rappresentato dall’acido B-amminopropanoico
(B-alanina), un amminoacido non proteinogenico, componente essenziale di molti

150

composti biologicamente attivi, come la vitamina Bj; (acido pantotenico) ™ e I'L-

Carnosina (Figura 16).

(0]

) 0 0 HOM[I\\T
H,N K)kOH HOMN“AOH HZNWNH N
H

HO" YH
H o}

[-alanina R-(+)-acido pantotenico L-Carnosina

Figura 16. B-Alanina, acido pantotenico ed L-Carnosina

I B-amminoacidi possono essere considerati analoghi degli a-amminoacidi in
cui il gruppo carbossilico e quello amminico sono separati da due atomi di carbonio. E
possibile distinguere tre tipi generali di f-amminoacidi a catena aperta, a seconda che la

sostituzione abbia luogo sul carbonio legato al gruppo carbossilico (posizione ) o sul
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carbonio legato al gruppo amminico (posizione f) o, ancora, su entrambe le posizioni
(a,S-disostituzione).””' In aggiunta, i P-amminoacidi ciclici possono presentare il
gruppo carbossilico e/o il gruppo amminico come sostituenti dell’anello carbociclico o
possono incorporare il gruppo amminico in un anello eterociclico. Recentemente,
Seebach e collaboratori'™*'>* hanno proposto i termini p* e p*-, dove i numeri 2 ¢ 3
indicano la posizione delle catene laterali sullo scheletro dell’acido 3-

amminopropanoico, allo scopo di distinguere gli isomeri di posizione (Figura 17).

R!' ©

M
H,N"3 1™0oH

‘0.

R2
Bz-amminoacido R'=H
B3-ammin0acid0 R=H

B-amminoacido ciclico R'-R’= (CHy),

Figura 17. Generico f-amminoacicido in cui sono indicati i possibili siti di sostituzione

L’inserimento di un atomo di carbonio addizionale nello scheletro
amminoacidico ¢ indicato nella nomenclatura con il prefisso omo. Quindi, con il
termine di B-omoamminoacidi sono indicati analoghi degli ai-amminoacidi in cui un
gruppo CHp- & stato inserito tra il carbonio a e il gruppo carbossilico (B’

omoamminoacido) o tra il carbonio a e il gruppo amminico (B*-omoamminoacido)

dell’a-amminoacido corrispondente (Figura 18).

T I
2 2
H,N 3 INOH  HoN /3])\# OH

B3-Omovalina )
B“-Omovalina

B3-Leucina

Figura 18. Esempio di nomenclatura per i B-amminoacidi

Un aspetto molto importante di questa classe di composti ¢ rappresentato dal
loro impiego nella sintesi di peptidi modificati e dal loro inserimento, dopo opportuna
elaborazione, in sistemi peptidici isosterici."™* 1 B-amminoacidi costituiscono, inoltre i
precursori ideali degli antibiotici p-lattamici.'>
La sintesi di peptidi modificati contenenti f*-amminoacidi, come componenti strutturali

156,157 1 -
" oligomeri

chiave, ha attirato in maniera considerevole ’attenzione dei ricercatori:
composti esclusivamente da B-amminoacidi (B-peptidi) sono emersi recentemente come

nuova classe di peptidomimetici.
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158

Questi peptidi si sono rivelati interessanti per le loro caratteristiche strutturali ~* e per le

159

. . o . . . . 3 . e
importanti proprieta farmacologiche. L’incorporazione di p°-amminoacidi in

sequenze peptidiche consente, infatti, di ottenere ben definite strutture secondarie:'®" -

1 . . .o . . a1
% oligomeri composti interamente di P-amminoacidi possono adottare strutture

avvolte in soluzione ed hanno proprieta uniche rispetto ai corrispondenti o-peptidi.'®®
199 Sj ¢ scoperto che essi sono in grado di ripiegarsi e formare strutture secondarie ben
ordinate come eliche'” o configurazioni B,'”" o di organizzarsi in maniera tubolare a
seconda del tipo di sostituenti della catena peptidica principale.

In aggiunta, & stato provato che i p>-amminoacidi sono un utile strumento nella

sintesi di peptidi modificati con aumentata attivita e stabilita in vivo.'”>"'”

Peptidi
contenenti B’-amminoacidi sono in grado di mimare gli a-peptidi nelle interazioni
peptide-proteina e proteina-proteina € sono generalmente molto stabili all’idrolisi

176 -178

enzimatica a causa dell’incapacita da parte di proteasi e pepdidasi di scindere i

legami ammidici adiacenti ai p*-amminoacidi.'”"'*

Inoltre, la N-metilazione di p’-amminoacidi ed il loro successivo inserimento in catene
peptidiche, consentono 1’ottenimento di analoghi sintetici che mostrano una maggiore
attivita biologica, biodisponibilita e durata d’azione. L’ingombro sterico generato
dall’introduzione del gruppo metilico sull’atomo di azoto blocca i siti capaci di formare
legami a idrogeno intramolecolari ed i cambiamenti conformazionali del peptide,
conferendogli una minore flessibilita e modificandone, di conseguenza, 1’intensita
dell’attivita biologica.'®'

Queste proprieta, insieme con 1’aumentata idrofobicita, possono aumentare il potenziale
terapeutico del peptide. La sostituzione di un atomo di idrogeno con un gruppo metilico
sull’azoto negli N-metil-B*-amminoacidi, influisce notevolmente sulla conformazione
del peptide di cui il residuo amminoacidico fa parte e, quindi, se si tratta di molecole
d’interesse biologico, cio influisce notevolmente sull’interazione di queste con lo
specifico recettore. La rigidita conformazionale dei peptidi N-metilati'**'® puo
produrre composti con migliori caratteristiche di legame e nuova selettivita per sottotipi
recettoriali.'**'™

In particolare, 1’introduzione nella sequenza peptidica di un N-metil-B-amminoacido si
¢ rivelata una modifica particolarmente efficace'®® nella sintesi di analoghi della

Dermorfina (H-Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH,),'® un potente analgesico isolato

dalla pelle di un anfibio del Sud America (Phyllomedusa sauvagei). La Dermorfina
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mostra una potente affinita e un’elevata selettivita nei confronti dei recettori p-oppiodi
e queste proprieta si sono dimostrate superiori a quelle della morfina stessa. La piu
piccola sequenza della Dermorfina dotata di attivita analgesica ¢ rappresentata dalla
porzione tetrapeptidica N-terminale (H-Tyr-D-Ala-Phe-Gly).'*®

Lo sviluppo di nuovi farmaci a struttura peptidica dotati di attivita analgesica e privi
degli effetti collaterali degli analgesici narcotici come la morfina, rappresenta da
sempre un’interessante prospettiva, in particolare da quando sono state identificate ed
isolate le encefaline ed altri peptidi oppioidi endogeni. Comunque, i numerosi tentativi
di impiegare gli analgesici peptidici come agenti terapeutici, hanno avuto scarso
successo a causa degli effetti collaterali, della bassa biodisponibilita e dell’alto costo
legato alla loro produzione; inoltre, I'impiego di questi composti ha, in genere, una
limitata efficacia in vivo attribuibile alla facile degradazione da parte di differenti
proteasi: questo, naturalmente, si traduce in una minore durata dell’effetto analgesico
rispetto a quello provocato dalla morfina.

Recentemente sono stati sintetizzati analoghi tetrapeptidici della Dermorfina (Figura
19) che hanno mostrato un’azione analgesica piu potente e di piu lunga durata rispetto a

189-191

quella della morfina, in seguito a somministrazione orale: in questi derivati il

residuo amminoacidico C-terminale in posizione 4 ¢ sostituito dall’ N-metil-B-alanina.

HN HN
§—Tyr -D - Arg - Phe -MeBAla - OH >¥Tyr -D - Arg - Phe -MePAla - OH
H,N
: ADAMB
N-metil-B-amminoacido in posizione 4
H - Tyr - D - Arg - Phe - BAla - OH H- Tyr-D - Arg - Phe - Sar - OH
TAPA DAS-DER
B-amminoacido in posizione 4 N-metilazione in posizione 4

Figura 19. Analoghi tetrapeptidici della Dermorfina

L’introduzione di un N-metil-f-aminoacido in questi tetrapeptidi, determina una

192 -194 . st
92-19 ed un’incrementata attivita

maggiore stabilita alla degradazione enzimatica
analgesica che pud essere attribuita a fattori conformazionali."®”"”! La combinazione
dell’ N-metilazione e dell’omologazione del residuo amminoacidico in posizione 4, ¢,
infatti, responsabile di un incremento della selettivita per il sottotipo recettoriale p':
ciascuno degli analoghi in cui 1I’N-metil-B-alanina viene sostituita dalla B-alanina
(TAPA, Figura 19) o da un N-metil-a-amminoacido (DAS-DER, Figura 19)

mostrano, invece, una diminuzione dell’affinita per i recettori p.
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Recentemente ¢ stata presa in considerazione la possibilita di utilizzare
oligomeri dell’ N-metil-B-alanina per la determinazione di sequenze peptidiche dotate di
attivita biologica. Negli ultimi anni si ¢ osservato, infatti, un crescente interesse per la
sintesi di nuove librerie di peptidi che hanno consentito 1’identificazione, in vitro, di

numerose sequenze biologicamente attive;'”

tuttavia questi composti presentano dei
limiti, circa le loro applicazioni farmaceutiche, dovuti all’instabilita metabolica ed alle
caratteristiche di scarso assorbimento. Sono state, quindi, necessarie estese modifiche
dello scheletro peptidico al fine di ottenere composti con i livelli desiderati di attivita in

vivo: gli oligomeri di glicine N-sostituite'*®

o peptoidi ne rappresentano un esempio. In
maniera analoga, ¢ stata preparata una libreria combinatoriale di oligomeri dell’acido [-
amminopropanoico N-sostituito (B-peptoidi).'"®” Ci si aspetta che queste librerie di -
peptoidi abbiano una maggiore stabilita metabolica e migliorate proprieta
d’assorbimento, non solo perché le ammidi terziarie dei peptoidi forniscono uno
scheletro strutturale che ¢ piu stabile all’idrolisi e meno polare dei tipici legami
ammidici peptidici,'”® ma anche perché gli oligomeri dei p*-amminoacidi mostrano di
per sé maggiore stabilita alle proteasi ed esibiscono ben definite strutture secondarie.
Inoltre, i #*-amminoacidi N-metilati potrebbero essere utili strutture di base per

lo sviluppo di nuovi foldameri.'”

Per foldamero s’intende qualsiasi oligomero che ¢ in
grado di avvolgersi in modo conformazionalmente ordinato in soluzione, dando origine
a strutture stabilizzate da una serie di interazioni non-covalenti tra unita monometriche
non adiacenti.'”” Nell’ambito dello studio delle possibili soluzioni conformazionali
adottate dalle catene peptidiche in soluzione, ¢ ormai noto che i B-peptidi, e anche gli
oligomeri di P-amminoacidi, formano, in modo sorprendente, eliche stabili in
soluzione. ' In particolare, i peptidi costituiti esclusivamente da p*-amminoacidi
adottano una struttura a 14-elica, mentre i peptidi contenenti sia a che B-amminoacidi

possono adottare strutture a 11, 14 o 15-elica.”’

Da questi studi ¢ emerso, inoltre, che
certi schemi di sostituzione, nell’ambito della famiglia dei f-amminoacidi, influenzano
notevolmente la potenziale energia torsionale di superficie, permettendo la formazione
di una grande varieta di conformazioni regolari. Tali cambiamenti strutturali includono,
appunto, anche I’ N-metilazione: di conseguenza gli N-metil-B*-amminoacidi potrebbero

essere utili building block non solo nella sintesi di sostanze biologicamente attive ma

anche per lo sviluppo di foldameri.

35



Capitolo 2: N-metil-f*-amminoacidi

2.1. PROCEDURE SINTETICHE PER L’OTTENIMENTO DI N-METIL-ﬁ3-
AMMINOACIDI

Considerata I’importanza dei B’-amminoacidi, nonché dei peptidi in cui essi
sono inseriti, non deve stupire che lo sviluppo di nuovi metodi sintetici volti a fornire
p*-amminoacidi enantiomericamente puri, stia diventando un’area molto attiva di
ricerca. In questo contesto, I’interesse della comunita scientifica ¢ stato rivolto anche
verso la possibile applicazione biologica degli N-metil-p*-amminoacidi*® e verso le
procedure sintetiche relative al loro ottenimento.

Seebach e collaboratori hanno riportato una procedura di sintesi, basata
sull’omologazione di Arndt-Eistert degli a-amminoacidi, per la preparazione di N-
metil-p*-amminoacidi enantiomericamente puri, protetti sulla funzione amminica con il
gruppo tert-butilossicarbonile (Boc).2’'*

Gli N-Boc-a-amminoacidi (115) sono stati convertiti nei corrispondenti diazochetoni
116 mediante attivazione della funzione carbossilica via anidridi miste e successiva
reazione con diazometano (Schema 25). Il riarrangiamento di Wolff del diazochetone
116, contenente un centro chirale adiacente al gruppo carbonilico, avviene con
ritenzione della configurazione e porta alla formazione degli N-Boc-p’-
omoamminoacidi corrispondenti (117, Schema 25).

Gli N-Boc-N-metil-B*-omoamminoacidi (118) sono stati preparati con buone rese
mediante la metilazione della funzione amminica degli N-Boc-B*-omoamminoacidi 117

203,204

con la procedura di Benoitons, originariamente utilizzata per la metilazione degli

a-amminoacidi (Schema 25).

R R H
Boc. ) _OH 1.CICO,EL NEty, THE Boc. )
N 2N, B0 N N2
H O H O
116

115
JF3CC02Ag (cat.),
NEt;, THF, H,0
R o R o
Boc \ITI /I\)kOH NaH, Mel, THF Boc< I\‘I MOH
Y 118 o

Schema 25. Metilazione della funzione amminica di N-Boc-B’-amminoacidi, ottenuti
dai corrispondenti a-amminoacidi attraverso 1’omologazione di Arndt-Eistert.
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Gli N-Boc-N-metil-p*-omoamminoacidi (118) possono essere ottenuti anche mediante
omologazione dei corrispondenti N-Boc-N-metil-a-amminoacidi (119, Schema 26).
Tuttavia la purificazione degli N-metil-a-amminoacildiazometani 120, ottenuti a partire
dai corrispondenti N-metil-a-amminoacidi, mediante attivazione della funzione
carbossilica via anidridi miste e successiva reazione con diazometano, risulta

estremamente complicata.””

R R
BOC\N/IYOH NaH, Mel, THE_ Boc._ /I OH
e N W
|
\
H (0] Me O

115 119

1.CICO,Et, NEt3, THF
2.CH,N,, Et,O

I|< 0 F3CCO,Ag (cat.), li H
Boc \)k Boc
IT] / op <NEt.THE, HyO N/%Nz
Me Me O

118 120

Schema 26. Omologazione di Arndt-Eistert degli N-Boc-N-metil-a-amminoacidi 119

Piuttosto recentemente, ¢ stata presa in considerazione la possibilita di utilizzare
le N-(p-nitrobenzensolfonil) aziridine (N-nosil aziridine), prontamente disponibili a
partire dai corrispondenti o-amminoacidi, come intermedi chiave nella sintesi di B’-
amminoacidi e dei loro derivati N-alchilati.®® 11 forte effetto elettronattrattore del
gruppo p-nitrobenzensolfonile (Ns, nosile) puo facilitare 1’apertura nucleofilica
dell’anello dell’aziridina. E ben noto infatti, che, nonostante la tensione dell’anello
renda le aziridine suscettibili a reazioni di apertura, sono richiesti nucleofili
estremamente forti o catalisi acida nel caso di aziridine non attivate (X = H, alchile o
arile, Figura 20). Pertanto, diventa importante introdurre sostituenti che stabilizzano la
carica negativa sull’atomo di azoto (X = COR, CO;R, SO,R), al fine di aumentare la

207,208

reattivita degli anelli aziridinici verso 1 nucleofili. I1 gruppo p-toluensolfonile (X =

Ts) ¢ probabilmente il prototipo di questo tipo di sostituenti e sono state riportate molte

strategie per la preparazione di N-(p-toluensolfonil) aziridine enantiomericamente

209 . . . . . . . g
pure.” La successiva rimozione del gruppo tosile, tuttavia, ¢ problematica e richiede

tempi lunghi di reazione e ’uso di condizioni di reazione drastiche.”'’
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Q
NX
NG+ [ONX — N

Figura 20. Apertura dell’anello aziridinico

Pertanto, altri gruppi piu facilmente rimovibili, quale il gruppo elettronattrattore
nosile, ' sono stati presi in considerazione come equivalenti sintetici del gruppo tosile.
Le N-nosil aziridine 122 possono essere sintetizzate a partire dai corrispondenti 1,2-
amminoalcoli 121, che sono commercialmente disponibili o, in alternativa, facilmente
ottenuti a partire dai corrispondenti a-amminoacidi enantiomericamente puri.*'**"* La
successiva apertura nucleofilica con ioni cianuro dell’anello delle aziridine 122, seguita

dall’idrolisi dei nitrili intermedi 123, porta alla formazione degli N-nosil-’-

omoamminoacidi (124, Schema 27).

R 1. NsCl, R R
CH,Cl,/piridina, I \\7
OH 2- Ns < ONs
H2N/ 2-4 ore N~ O N
2. KOH 2M H \
Ns
121
122
NaCN,
CH;CN/H,0,
24 ore
HCI conc./AcOH
If riflusso, 4 ore li
Ns COH Ns CN
N ~_-L02 N/\/
H H
124 123

Schema 27. Sintesi di N-nosil-B*-amminoacidi mediante apertura nucleofila
regioselettiva delle corrispondenti N-nosil aziridine

La preparazione delle aziridine 122 ¢ risultata inizialmente problematica poiché
la reazione di 121 con 2.2 equivalenti del cloruro di p-nitrobenzensolfonile (NsCl) in
piridina, risultava incompleta anche a 100°C; tempi di reazione piu lunghi conducevano
a decomposizioni indesiderate ed i corrispondenti amminoalcooli dinosilati erano
recuperati con basse rese. Le N-nosil aziridine (122) sono state ottenute trattando 121
con un eccesso di NsClI (3 equiv) in CH,Cly/piridina a temperatura ambiente per 2-4 h,
e successivo trattamento con una soluzione acquosa di KOH 2 M (Schema 27).

Il successivo trattamento delle N-nosil aziridine 122 con NaCN in CH3CN/H,O ha
determinato D’apertura regioselettiva dell’anello aziridinico e la formazione dei

corrispondenti N-nosil-B-amminonitrili 123 (Schema 27). Gli N-nosil-p*-amminoacidi
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124 sono stati ottenuti mediante idrolisi di questi intermedi in una miscela di HCI
concentrato ed acido acetico a riflusso (Schema 27).

L’ N-nosil-B*-omofenilalanina (124 R = CH,Ph) ottenuta secondo la suddetta procedura,
¢ stata convertita nel corrispondente estere allilico 125 e, successivamente, metilata per
trattamento con CH;l e K,CO;3 (Schema 28). La rimozione del gruppo nosile da 126
con acido mercaptoacetico e DBU?'**"° ha portato alla formazione del corrispondente

N-metil B3-ammin0 estere 127 (Schema 28).

R Allilbromuro,K,CO3, R
Ns. CO,H DMF, 18 ore Ns JvcozAllile
N N
H

H
124 125
MCI, K2C03
R = CH,Ph DMF, 17 ore
Ii COLAllile LSH2C02H, DBU li CO,Alll
H_ pallile Ns HAllile
I\‘I/\/ DMF, 17 ore ]TI/\/
Me Me
127 126

Schema 28. Metilazione dell’ N-nosil-p*-omofenilalanina e successiva rimozione del gruppo nosile

Considerata ’attivita biologica notevolmente diversa dei peptidi contenenti
residui amminoacidici metilati sulla funzione amminica, nel corso degli anni ¢ stata
indagata la possibilita di convertire gli a-amminoacidi protetti sulla funzione amminica
con il gruppo fluorenilmetossicarbonile (Fmoc) nei corrispondenti derivati metilati. In
particolare, Friedinger e collaboratori hanno sviluppato una procedura che prevede la
reazione di N-Fmoc-a-amminoacidi (128) con formaldeide, seguita dalla riduzione dei
corrispondenti  1,3-ossazolidin-5-oni 129 con trietilsilano (TES) ed acido

trifluoroacetico (TFA) (Schema 29).%'°

R R R
CH,0, TsOH, | .
. TFA, ET3SiH
Fmoc - » =13 Fmoc
NJ\COZH toluene, riflusso ~ Fmoc NVO el Bt et NJ\C02H
H —0 CH;
128 129 130

Schema 29. Sintesi degli N-FmocN-metil-a-amminoacidi 130, mediante riduzione dei
corrispondenti 1,3-ossazolidin-5-oni 129
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Procedure sintetiche piu efficienti in termini di tempi e rese, prevedono
I"utilizzo di acidi di Lewis, per esempio I’AlCl; al posto del TFA,*' o, in particolare,
I’impiego del riscaldamento mediante microonde, che ha consentito di sintetizzare gli
ossazolidinoni intermedi in pochi minuti.*'®
Recentemente una sequenza di reazioni simili ¢ stata utilizzata per la conversione di N-
Fmoc-f*-omoamminoacidi nei derivati metilati sulla funzione amminica, mediante
riduzione dei corrispondenti ossazinanoni.*"” Il riscaldamento convenzionale degli N-
Fmoc-p*-omoamminoacidi 131 con acido p-toluensolfonico e paraformaldeide in
toluene porta, in 2 ore, alla formazione del prodotto 132 con rese mediocri; la reazione
va a completezza solo utilizzando un eccesso di reagenti e tempi di reazione piu lunghi.
La resa ed i tempi di reazione sono migliorati significativamente utilizzando il
riscaldamento con micronde, per 3 minuti a 130°C e come solvente 1’acetonitrile,
piuttosto che il toluene (Schema 30). La riduzione dell’intermedio 1,3-ossazinan-6-one
132 con AICI; e trietilsilano in diclorometano anidro, fornisce 1I’amminocido N-metilato
133 in 4 ore, a temperatura ambiente e dopo 1 minuto, per riscaldamento a 100°C con
microonde (Schema 30). Le difficolta legate alla separazione del prodotto N-metilato
133 dall’ N-Fmoc-f’-omoamminoacido di partenza hanno imposto la necessita di una
purificazione del prodotto 132 dall’amminoacido non reagito e dal catalizzatore, prima

dell’apertura riduttiva dell’anello.
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O (CH,O)n, TsOH (cat.),

I'{ Fmoc '
Fmoc Vk CH;CN N
N OH k

I
H 0~ o

131 132

ET;SiH, AICI;,
CH,Cl,

R 0]
|
F ~
moc I\‘I A)kOH
CHj3
133

Schema 30. Sintesi di N-Fmoc-N-metil-p*-amminoacidi mediante riduzione
dei corrispondenti ossazinanoni

L’assenza di racemizzazione durante la sequenza sintetica complessiva ¢ stata
provata mediante la sintesi dei derivati diastereoisomerici  dell’(R)-a-

metilbenzilammina con entrambi gli enantiomeri dell’ N-Fmoc-N-metil-B*-omoalanina:
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non si ¢ osservata racemizzazione quando i1 diastereoisomeri risultanti sono stati
analizzati mediante NMR e HPLC a fase inversa.

Tuttavia, i tentativi di sintetizzare 1’N-metil-N-Fmoc-p’-omofenilalanina, sia
impiegando la procedura di riscaldamento convenzionale, sia utilizzando il
riscaldamento mediante microonde, sono risultati insoddisfacenti, poiché, invece del
prodotto atteso, si otteneva, in tutti i casi, il derivato 134 (Schema 31). Composti di
questo tipo si sono rivelati interessanti per le loro varie attivita biologiche e per 1’abilita

) . . . . 12220221
di restringere la conformazione dei peptidi.**"

R
R o Fmoc <
N
Fmoc .. M (Cﬂz)WM‘I (cat.), A
N OH k
H (0] 0]
131 3

(CH2)1’13
TsOH (cat.), A

R = CH,Ph I
OH

Fmoc
134

Schema 31. Sintesi dell’acido carbossilico 134

Anche gli N-metil-B*-amminoacidi protetti sulla funzione amminica con il
gruppo benzilossicarbonilico (Cbz), sono stati ottenuti mediante riduzione dei
corrispondenti ossazinanoni (Schema 32) 22225

La procedura prevede, inizialmente, il trattamento degli N-Cbz-a-amminoacidi
135 con etilcloroformiato ed N-metilmorfolina (NMM); le anidridi miste, cosi ottenute,
sono, poi, convertite nei corrispondenti diazochetoni 136 per trattamento con
diazometano.***

Il successivo riarrangiamento di Wolff dei diazochetoni’® 136 fornisce gli M-
benzilossicarbonil-B3-0m0amminoacidi 137, che, per reazione con paraformaldeide, in
presenza di acido canforsolfonico (CSA)/AcOH, sono, convertiti nei corrispondenti
1,3-ossazinan-6-oni 138.

La riduzione di questi ultimi con trietilsilano, in presenza di acido trifluoroacetico,

porta alla formazione dei corrispondenti  N-benzilossicarbonil-N-metil-B’-

omoamminoacidi 139 (Schema 32).
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/AN CF3;CO,H, ET3SiH, CH,Cl, N
N OH
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Schema 32. Sintesi degli N-Cbz-N-metil-B*-omoamminoacidi 139 mediante riduzione dei
corrispondenti ossazinanoni 138
L’N-Cbz-N-metil-B’-omoamminoacido 146 ¢ stato preparato mediante una procedura
alternativa, poiché non sono stati ottenuti risultati soddisfacenti dai numerosi tentativi
di sintetizzare I’N-Cbz-p*-omoamminoacido 142 mediante il riarrangiamento di
Wolff**® del diazochetone 141, derivante dall’acido amminoisobutirrico protetto 140
(Schema 33).* In particolare, I’acido 3-ammino-3-metilbutanoico®’*** 144, ottenuto
dall’idrolisi del diidropirimidindione 143, ¢ stato convertito nel corrispondente
carbammato”” 142 (Schema 33). Il successivo trattamento dell’ N-benzilossicarbonil-
B*-omoamminoacido 142 con paraformaldeide, in presenza di (CSA)/AcOH porta alla
formazione del corrispondente 4,4-dimetil-1,3-0ssazinan-6-one 145. Infine, la riduzione
di 145 con trietilsilano, in presenza di acido trifluoroacetico, fornisce I’N-

benzilossicarbonil-N-metil-B*-omoamminoacido 146 (Schema 33).
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Schema 33. Sintesi dell’ N-Cbz-N-metil-B*-omoamminoacido 146

Un altro approccio impiegato per la sintesi di N-Cbz-N-metil-B*-amminoacidi &
rappresentato dall’omologazione dei corrispondenti N-metil-a-amminoacidi.****'
Questa strategia prevede I’iniziale conversione degli N-Cbz-a-amminoacidi 135 nei
corrispondenti  1,3-ossazolidin-5-oni 147.%° La riduzione di questi ultimi con
trietilsilano, in presenza di acido trifluoroacetico, fornisce i corrispondenti N-metil-o-

amminoacidi 148, che sono successivamente omologati mediante la procedura di

Arndt-Eistert (Schema 34).*%

R . R
R (CH20)n, CSA cat., | CF3COH, ET3SiH, (o, )\
| toluene, riflusso  Chz— VO CHyCh . N COxH
Cbz . > N |
ITI CO,H 9 CHj
H
135 147 148
1. CICOOEt,
J NMM
2. CH,N,

R 0) CF;COOAg, H,O, R
Cbz. M sonicazione Chz. |
ITI OH )y ITI ﬁrCHNz
CH; CH; O
139 149

Schema 34. Sintesi di N-Cbz-N-metil-B*-amminoacidi mediante omologazione di N-metil-o-
amminoacidi, ottenuti per riduzione dei corrispondenti 1,3-ossazolidin-5-oni
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CAPITOLO 3

RISULTATI E DISCUSSIONE DEI DATI SPERIMENTALI

3.1. SINTESI DI STEROIDI MODIFICATI

La progettazione e la realizzazione di molecole con potenziale impiego

farmacologico, biologicamente attive e capaci di esplicare un’efficace azione terapeutica,
rappresentano da sempre il centro dell’interesse della ricerca medico-scientifica.
L’ approfondimento della conoscenza dei processi fondamentali che regolano funzioni
specifiche dell’organismo, [I’isolamento, la definizione strutturale e la piena
comprensione dei meccanismi d’azione delle biomolecole coinvolte in questi processi,
rappresentano il punto di partenza per lo sviluppo di nuove sostanze biologicamente
attive. Uno degli orientamenti piu frequentemente usati nella progettazione della sintesi
di molecole di interesse farmacologico ¢, infatti, quello che prevede la modifica
strutturale di sostanze attive note, sia di origine naturale che sintetica. Questo approccio
risulta generalmente piu semplice, ed economicamente piu vantaggioso rispetto a quello
che prevede la sintesi totale delle molecole desiderate. Ad esempio, 1’elaborazione
strutturale di steroidi naturali rappresenta, la metodologia piul conveniente per
Iottenimento di nuove molecole a struttura steroidea:*>*** le difficolta legate alla loro
sintesi e dovute essenzialmente alla complessita sia strutturale che stereochimica di tali
composti, ne rendono difficile la sintesi totale, sia a livello industriale che su piccola
scala.

In questo contesto, nell’ambito dello studio delle possibili modifiche da apportare
al nucleo steroideo di base al fine di ottenere molecole a struttura steroidea
biologicamente attive, lo sviluppo di nuove metodologie sintetiche per I’ottenimento di
D-omosteroidi continua a rappresentare un’importante area di ricerca nel campo della
chimica degli steroidi.* L’inserimento di un atomo di carbonio addizionale nell’anello D
di uno steroide puo alterarne le proprieta biologiche.'® Vengono citati come esempi il D-

omoestradiolo - che mostra un’affinita di legame per i recettori degli estrogeni di tre
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ordini di grandezza piu bassa rispetto a quella dell’estradiolo -,'" alcuni derivati del D-
omoestrone, dotati di significative proprietd antiossidanti'> e nuovi D-omosteroidi
derivati dall’androsterone, che hanno mostrato attivita anti-cancro, anti-diabetica ed
ipolipidemica."

Le interessanti proprieta biologiche di alcuni rappresentanti di questa classe di
composti,''* I’esistenza di una importante via metabolica degli steroidi che prevede
I’espansione dell’anello D e la formazione di metaboliti a struttura D-omosteroidea,'* "¢
insieme all’osservazione che, 1’allargamento dell’anello D rappresenta un processo di
decomposizione frequente durante I’immagazzinamento di steroidi di comune impiego
clinico,”®** hanno diretto, negli ultimi anni, I’interesse di diversi gruppi di ricerca verso
lo studio di nuove metodologie sintetiche per I’ottenimento di D-omosteroidi® e
all’approfondimento di quelle gia esistenti.

Tra le numerose procedure riportate per I’ottenimento di D-omosteroidi, alcune
prevedono la conversione dell’anello D a cinque termini di 17-idrossi-20-chetosteroidi in
un anello a sei termini, mediante un riarrangiamento indotto da acidi di Lewis.***

Il meccanismo di questo tipo di riarrangiamento puo essere considerato simile ad una
trasposizione pinacolica: la chelazione iniziale dell’acido di Lewis da parte del gruppo
ossidrilico in posizione 17 e del gruppo chetonico in 20 ¢ seguita dalla migrazione del
legame C-16-C-17.*'* La chelazione determina una posizione reciproca cis delle
funzionalita ossigenate, con conseguente formazione del corrispondente 17a-cheto-17a-
idrossi-D-omosteroide che possiede il gruppo ossidrilico legato al C-17, in posizione o
(Figura 1).8

Mentre la stereoselettivita del riarrangiamento pud essere spiegata sulla base della
formazione del complesso ciclico mostrato in figura 1, i fattori che controllano la
regioselettivita del processo, ovvero la migrazione del legame C-16—C-17 piuttosto che

quella del legame C-13—-C-17, non sono stati completamente compresi.***’

WECQ\M’X
B
H

B H

Figura 1. Meccanismo del riarrangiamento indotto da acidi di Lewis dei 17-idrossi-20-chetosteroidi

Il riarrangiamento indotto dagli acidi di Lewis dei 17-idrossi-20-chetosteroidi, ¢

ampiamente documentato in letteratura; tuttavia non ci sono esempi di simili reazioni su
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semplici strutture corticosteroidee, recanti in posizione C-17 una catena laterale a
struttura diidrossiacetonica.

L’interesse per lo studio della reattivita di questi composti, nasce dalla
considerazione che la loro differenza strutturale rispetto agli altri sistemi riportati in
letteratura, potrebbe influenzare il decorso della reazione. In particolare, il gruppo
ossidrilico in posizione C-21 potrebbe coordinarsi all’acido di Lewis, controllando la
stereochimica del processo di riarrangiamento.”*

Al fine di studiare il riarrangiamento dell’anello D indotto da acidi di Lewis di
sistemi corticosteroidei caratterizzati dalla presenza di un residuo idrossimetilchetonico
orientato in posizione § e di un gruppo a-ossidrilico entrambi legati al C-17, ¢ stato scelto
come sistema modello I’idrocortisone, un importante glucocorticoide dotato di proprieta
anti-infiammatorie.>”

L’idrocortisone (11B,17a,21-triidrossi-4-pregnen-3,20-dione) 1a, ¢ stato solubilizzato in
1,4-diossano anidro e trattato con tricloruro di alluminio (1a/AlCl3, 1:3), alla temperatura
di riflusso del solvente per 90 minuti (Schema 1). La purificazione del grezzo di
reazione, mediante cromatografia su colonna corta, ha portato al recupero, con una resa
dell’87% (Tabella 1), di un solido giallo che ¢ stato identificato come I’11p3,17a-

diidrossi-17p-idrossimetil-D-omo-4-androsten-3,17a-dione (2a).

OH

il |OH
AlCl5y/1,4-diossan

A 90 min.

la-b 2a-b

a:R'= OH, R>= H 87%
b: R'=R%= 0 80%

Schema 1. Conversione degli steroidi 1a-b nei corrispondenti D-omo derivati 2a-b

Tabella 1. Rese della conversione di 1a-b nei corrispondenti D-omosteroidi 2a-b

Composto R' R? Resa (%)

2a OH H 87

2b (0] o 80
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La conversione dell’idrocortisone (1a) nel prodotto di riarrangiamento 2a non ¢ stata
invece osservata conducendo la reazione a temperatura ambiente. D’altro canto, il
trattamento dell’idrocortisone (1a) con uno o due equivalenti di tricloruro di alluminio
nelle stesse condizioni sperimentali riportate precedentemente, ha portato ad una parziale
formazione del corrispondente D-omosteroide 2a. Lo stesso risultato ¢ stato ottenuto
conducendo la reazione in etere etilico anidro alla temperatura di riflusso del solvente, in
presenza di 3 equivalenti di tricloruro di alluminio.
La struttura di 2a ¢ stata identificata mediante spettroscopia di risonanza magnetica
nucleare protonica e al carbonio 13.2** In particolare, lo spettro 'H-NMR di 2a, registrato
in dimetilsolfossido deuterato a 298 K, ha mostrato il tipico segnale a 5.57 ppm
attribuibile al protone H-4 dell’anello A. Inoltre, un doppietto a 4.42 ppm ed un
multipletto centrato a 4.22 ppm sono indicativi per il gruppo ossidrilico legato al C-11 e
per il protone H-11, rispettivamente: 1’aggiunta di acqua deuterata al campione determina
una semplificazione del segnale per H-11. I quattro protoni del gruppo ossidrilico e della
catena idrossimetilica, entrambi legati al C-17, mostrano un singoletto a 4.82 ppm per il
gruppo ossidrilico in C-17 e due multipletti centrati a 4.61 e 3.49 ppm per i protoni
metilenici e per il gruppo ossidrilico, rispettivamente. Lo scambio isotopico consente di
identificare 1 segnali relativi ad entrambe le funzioni ossidriliche e semplifica 1 segnali
relativi alla catena idrossimetilica legata al C-17, in una coppia di doppietti.

La configurazione del C-17 nel composto 2a (Figura 2) ¢ stata stabilita mediante
esperimenti NMR 2-D. In particolare lo spettro NOESY di 2a mostra chiaramente le forti

correlazioni indicate in Figura 2.

2a

Figura 2. Correlazioni esistenti tra i protoni dell’anello D nel composto 2a

I risultati ottenuti hanno dimostrato che il gruppo metilico legato al C-18, il gruppo
metilenico del sostituente in C-17 e I’idrogeno legato al C-16 si trovano sulla faccia
dell’anello D.

La procedura di riarrangiamento dell’anello D indotto da acidi di Lewis ¢ stata

47



Capitolo 3: Risultati e discussione dei dati sperimentali

successivamente estesa al cortisone (17a,21-diidrossi-4-pregnen-3,11,20-trione) (1b,
Schema 1). In particolare, 1b ¢ stato sottoposto alle stesse condizioni sperimentali
adottate per la, ed il corrispondente 17a-cheto-17a-idrossi-D-omosteroide 2b ¢ stato
ottenuto con una resa dell’80%, in seguito a purificazione mediante cromatografia su
colonna corta del grezzo di reazione (Tabella 1).** La struttura di 2b ¢ stata identificata
mediante spettroscopia di risonanza magnetica nucleare protonica e al carbonio 13 e la
stereochimica del C-17 ¢ stata attribuita in analogia a quella determinata per il composto
2a.

In letteratura ¢ riportato che 1 16a-metil-17-idrossi-20-chetosteroidi sono stabili o
scarsamente reattivi nelle condizioni sperimentali usate per il riarrangiamento dell’anello

D indotto da acidi di Lewis;>*>**

per questo motivo ¢ stata valutata 1’influenza della
presenza di un gruppo metilico in posizione 16a nel processo di riarrangiamento di
sistemi corticosteroidei.

A tale scopo il desametasone (9a-fluoro-11B,17a,21-triidrossi-160-metil-1,4-
pregnandiene-3,20-dione) 3, un 16a-metil-corticosteroide dotato di potente attivita
antinflammatoria, ¢ stato sottoposto al processo di riarrangiamento (Schema 2). Il
trattamento di 3 con tricloruro di alluminio, nelle stesse condizioni sperimentali adottate
per 1a e 1b, ha portato alla formazione del 9a-fluoro-11p,17a-diidrossi-17p-idrossimetil-

16B-metil-D-omo-1,4-androstadiene-3,17a-dione (4) con una resa del 78%, in seguito a

purificazione del grezzo di reazione (Schema 2).

OH

HO

(¢}

HO.
JOH N

AlCl3/1,4-diossano "'OH

A 90 min.

3 4

Schema 2. Conversione del desametasone (3) nel D-omosteroide 4

Dalla purificazione del grezzo di reazione mediante cromatografia su colonna
corta, sono state ottenute un numero limitato di frazioni miste arricchite nel composto 4 e
contenenti un secondo prodotto. L’analisi 'H-NMR di queste frazioni conferma la
presenza di segnali attribuibili ad un possibile isomero di 4, probabilmente un epimero.
Tuttavia la purificazione cromatografica del grezzo di reazione non ha consentito di

234

isolare questo prodotto secondario.”” La struttura del D-omo derivato 4 ¢ stata
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determinata mediante 'H- ¢ >’C-NMR. In particolare, lo spettro 'H-NMR di 4 registrato
in dimetilsolfossido deuterato a 298 K, ha mostrato i tipici segnali a 7.26, 6.20, ¢ 5.99
ppm attribuibili ai protoni dell’anello A H-1, H-2, e H-4, rispettivamente (Figura 3).

T T T T T T T T
0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

T
7.5

Figura 3. Spettro 'H-NMR (DMSO-d,, 300 MHz) del 9o-fluoro-11p,17a-diidrossi-17p-idrossimetil-16p-
metil-D-omo-1,4-androstadiene-3,17a-dione (4)

Lo scambio isotopico consente di identificare 1 segnali relativi a tutte le funzioni
ossidriliche del composto 4. Dopo aggiunta di acqua deuterata al campione, il complicato
multipletto a 5.43 ppm, il singoletto a 4.89 ppm, ed il tripletto a 4.55 ppm, attribuibili ai
gruppi ossidrilici in posizione 11, 17, ed al gruppo ossidrilico della catena idrossimetilica
in C-17, rispettivamente, spariscono. Lo scambio con deuterio semplifica la molteplicita
del segnale di entrambi i protoni metilenici in C-17, che risuonano a 3.67 e a 3.24 ppm,
ciascuno come un doppietto; in assenza di scambio isotopico, questi protoni mostrano,
invece, due chiari doppietti di doppietti. Dopo aggiunta di acqua deuterata al campione, il
complicato multipletto centrato a 4.11 ppm ¢ stato assegnato al protone H-11. In seguito
a scambio isotopico questo protone ha mostrato, infatti, un multipletto semplificato,
derivante dall’accoppiamento con i protoni H-12 e con I’atomo di fluoro legato al C-9.
Infine, lo spettro F.NMR di 4, registrato in cloroformio deuterato a 298 K, ha mostrato
solo un doppietto di doppietti centrato a -136.07 ppm.

La stereochimica dell’atomo di carbonio in posizione 17 del composto 4 ¢ stata
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assegnata in seguito alla conversione di questo ultimo nel corrispondente solfito ciclico™*
5 (Schema 3). Il trattamento di 4 con bromuro di tionile, in diclorometano ed in presenza
di bicarbonato di sodio, alla temperatura di riflusso per 60 minuti, ha portato alla

formazione, dopo purificazione cromatografica, del composto 5, con una resa dell’89%.

/ SOBI‘z/NaHCO3/CH2C12
'OH A 60 min.

Schema 3. Conversione del D-omosteroide 4 nel corrispondente solfito ciclico 5

La sintesi del derivato 5, in cui entrambe le funzionalita ossigenate del C-17 sono
bloccate in una struttura rigida, semplifica la determinazione della configurazione del C-
17. In particolare, lo spettro NOESY di 5 mostra chiaramente le forti correlazioni
esistenti tra i protoni metilenici in 4°, i protoni in 18, il protone in posizione 158 ed il

gruppo metilico al C-16 (Figura 4).
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Figura 4. Spettro NOESY omonucleare del composto 5
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Inoltre, lo spettro NOESY non mostra correlazioni tra i protoni in 18 ed il gruppo
metilico legato al C-16. Tutte le connessioni osservate per 1 protoni in 4’, confermano
I’orientazione B del gruppo metilenico. In particolare, la forte correlazione osservata tra i
protoni in 4’ ed il metile legato al C-16, suggeriscono per quest’ultimo un’orientazione
equatoriale.

I dati forniti dallo spettro NOESY del composto 5 identificano chiaramente la
configurazione del C-17 nel precursore 4. L’inversione della configurazione dell’atomo
di carbonio in posizione 16, osservata per il D-omosteroide 4, suggerisce la possibile
rottura, nel corso del processo di riarrangiamento, del legame C-16—-C-17 e la
conseguente formazione di un intermedio carbanionico al C-16; questo ultimo potrebbe
invertire la sua originale configurazione prima della formazione dell’anello D.

I risultati illustrati nel presente lavoro rappresentano un importante avanzamento

nell’ambito dello studio della reattivita dei 17-idrossi-20-chetosteroidi nel processo di
espansione dell’anello D, indotto dagli acidi di Lewis. In particolare, la presenza del
gruppo ossidrilico in posizione C-21 non influenza il normale decorso della reazione di
riarrangiamento: i D-omosteroidi preparati a partire dai corrispondenti corticosteroidi per
trattamento con tricloruro di alluminio, sono caratterizzati da una ben definita
stereochimica del C-17. Particolarmente interessante ¢ 1’inversione della configurazione
osservata per I’atomo di carbonio in posizione 16 nel D-omosteroide ottenuto dal
riarrangiamento del desametasone.
In questi nuovi isomeri dei corticosteroidi caratterizzati da un anello D a 6 termini,
’ulteriore elaborazione strutturale della funzione ossidrilica e di quella idrossimetilenica
legate al C-17, potrebbe portare all’ottenimento di molecole piu complesse di potenziale
interesse biologico.

Un’altra interessante elaborazione strutturale del nucleo steroideo di base, ¢
rappresentata dall’espansione dell’anello A. In particolare, I’interesse ¢ stato rivolto alla
sintesi di steroidi modificati aventi una struttura epossi lattonica a sette termini

239,24
A. 39,240

sull’anello Questi derivati vengono generalmente recuperati in miscela con altri

composti, come prodotti delle reazioni di ossidazione dei corrispondenti A*-3-

241,442

chetosteroidi e sono stati utilizzati come precursori per ottenere analoghi di prodotti

naturali, contenenti un anello A ad otto termini, caratterizzati da considerevole attivita

243

biologica™ (Figura 5). Essi, inoltre, rappresentano utili intermedi per la sintesi di

molecole a struttura steroidea in cui I’anello A ¢ rimpiazzato con una catena aperta
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opportunamente sostituita.>*'

X
0 0 4

X =H, OH; O
Figura S. Steroidi con struttura epossi lattonica a sette termini sull’anello A, precursori
di analoghi contenenti un anello A ad otto termini

In letteratura sono riportate varie procedure per l'ossidazione di A*-3-
chetosteroidi diversamente sostituiti sullo scheletro steroideo. Tuttavia, tutte queste
metodologie non hanno avuto come obiettivo principale la sintesi degli epossi lattoni, ma
hanno portato all’ottenimento di altri prodotti di ossidazione; solo in alcuni casi, gli
epossi lattoni sono stati ottenuti in miscele complicate insieme ad altri composti.**'**
Differenti agenti ossidanti sono stati testati su substrati protetti sulle varie funzionalita
presenti nello scheletro steroideo; reazioni di ossidazione condotte senza preliminare
protezione dei gruppi funzionali presenti, hanno portato a rese di prodotto molto basse.
In particolare, il trattamento di A*-3-chetosteroidi con perossido di idrogeno in presenza
di idrossido di sodio, o con t-butil idroperossido in presenza di idrossido di litio a
temperatura ambiente, ha portato alla formazione stereospecifica dei corrispondenti
4B,5p-epossidi senza allargamento dell’anello A.**
11 trattamento di A*-3-chetosteroidi con perossido di litio ha fornito i corrispondenti 4,5-
epossidi con rese basse, insieme ad un prodotto identificato come un A-nor-3,5-
secoacido, derivante dalla degradazione ossidativa del A*-3-chetone;** 1’impiego come
agente ossidante di perossido di sodio acquoso ha portato, invece, alla formazione dei
corrispondenti A*-3,6-dioni. In queste condizioni sperimentali non & stata osservata la
formazione dei corrispondenti epossi lattoni.***
L’ossidazione con acido m-cloroperbenzoico di A*-3-chetosteroidi sostituiti in posizione
19, a temperatura ambiente per 11 giorni, ha fornito i corrispondenti lattoli e 3,19-lattoni
attraverso la formazione di un intermedio, non isolato, a struttura epossi lattonica.**®

Differenti condizioni di ossidazione sono state sperimentate per il testosterone
acetilato sulla funzione ossidrilica in C-17; il trattamento con acido perbenzoico e acido
perclorico a temperatura ambiente, ha fornito miscele variabili di prodotti di ossidazione

la cui composizione dipende dai rapporti molari dei reagenti e dai tempi di reazione

(Schema 4).*"
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OAc

=
o

|

CHO OCHO ‘0

Schema 4. Prodotti di ossidazione del testosterone acetato

Il trattamento con acido m-cloroperbenzoico, a temperatura ambiente per due
giorni, di sistemi steroidei simili, contenenti un gruppo ossidrilico in posizione C-3 o C-
6, ha portato all’ottenimento dei corrispondenti enol lattoni come prodotti principali,
insieme ad una miscela dei corrispondenti 4B,5B-epossi lattoni (11%) e 4a,50-epossi
lattoni (3%), risultanti, probabilmente, dalla ulteriore ossidazione degli enol lattoni,
insieme a cospicue quantita di prodotto di partenza non reagito.***

Le procedure sintetiche presenti in letteratura consentono, quindi, di ottenere
steroidi modificati contenenti il raggruppamento epossi lattonico, soltanto con basse rese
ed in miscele complicate, insieme ad altri prodotti di ossidazione.*!**

In questo contesto, lo scopo del lavoro ¢ stato quello di sviluppare una nuova
procedura sintetica basata sull’ossidazione dei A’*-3-chetosteroidi con acido m-
cloroperbenzoico, per 1’ottenimento esclusivo di steroidi modificati con struttura epossi
lattonica.

Al fine di determinare un percorso sintetico piu efficace rispetto alle procedure
riportate in letteratura, alcuni A*-3-chetosteroidi sono stati trattati con acido m-
cloroperbenzoico (MCPA), in diclorometano a 0° C.*° Per evitare la formazione di
prodotti indesiderati derivanti da ulteriori trasformazioni degli epossi lattoni,**'** la
reazione ¢ stata costantemente controllata seguendo la scomparsa dei reagenti mediante
TLC e GC-MS, e prontamente trattata subito dopo la totale conversione del substrato di
partenza. La scelta della temperatura di 0° C ¢ risultata altresi fondamentale per la
esclusiva formazione degli epossi lattoni. Esperimenti riportati in letteratura hanno
dimostrato, infatti, che 1’'uso di temperature piu elevate porta al recupero di numerosi
prodotti di reazione derivanti, presumibilmente, da ulteriori trasformazioni degli epossi

241,243 d’

lattoni; altro canto, quando la reazione ¢ stata condotta a temperatura ambiente gli

. . . . 246
epossi lattoni sono stati recuperati con basse rese.
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Inizialmente la reazione ¢ stata testata su un substrato steroideo non protetto
contenente un gruppo ossidrile in posizione C-17. In particolare, il testosterone (6a) ¢
stato scelto come sistema modello e trattato con tre equivalenti di acido m-
cloroperbenzoico, in diclorometano a 0°C, per 24 ore. La purificazione del grezzo di
reazione, mediante cromatografia su colonna corta, ha portato al recupero degli epossi
lattoni 7a e 8a con rese del 63% e del 17%, rispettivamente (Schema 5, Tabella 2) e di

un’esigua quantita di una miscela di entrambi i prodotti.

6a-d
J MCPA, CH,Cl,, 0°C, 24 h

1
R 2 R!

Ta-d

Schema 5. Conversione dei A*-3-chetosteroidi 6 nei corrispondenti epossi lattoni 7 ¢ 8

Tabella 2. Conversione dei A*-3-chetosteroidi 6 nei corrispondenti epossi lattoni 7 ¢ 8

R! R’ R’ 7Resa (%) 8 Resa (%)
6a OH H H 63 17
6b COCH; H H 67 12
6c COCH; OH H 66 11
6d OH COCH,OH OH 68 14

Lo spettro '"H-NMR del grezzo di reazione ha rivelato la presenza di 7a e 8a come
unici prodotti di reazione. La sola differenza tra i due diastereoisomeri € rappresentata dal
diverso valore dello spostamento chimico dell’idrogeno ossiranico, nei loro spettri 'H-
NMR. In particolare, 1’idrogeno ossiranico dell’epossi lattone 8a cade a campi piu alti
(4.70 ppm) rispetto a quello di 7a (4.78 ppm). D’altro canto, il differente valore dello

242,243

spostamento chimico dell’idrogeno ossiranico ¢ stato utilizzato, in letteratura, per

distinguere i due diastereoisomeri, permettendo di assegnare, cosi, la stereochimica di 7a
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all’epossi lattone recuperato con resa piu alta.

In un esperimento successivo 7a ¢ stato trattato con un eccesso di litio alluminio
idruro, in tetraidrofurano anidro a riflusso. Questa reazione di riduzione ha portato alla
formazione del composto 9a che ¢ stato recuperato con una resa del 75%, dopo
purificazione del grezzo di reazione mediante cromatografia su colonna corta (Figura 6).
La formazione di questo composto, derivante dall’apertura dell’anello ossiranico e di
quello lattonico, ha confermato la presenza della funzione epossi lattonica sull’anello A
del composto di partenza 7a. La stereochimica di 9a ¢ stata assegnata assumendo che

I’integrita di tutti i centri chirali non reattivi di 7a rimanesse immutata.

OH

HO

W

| on
OH

9a

Figura 6. Struttura del derivato 9a, ottenuto per riduzione dell’epossi lattone 7a

Successivamente la reazione di ossidazione ¢ stata estesa ad altri sistemi. In
particolare, i A*-3-chetosteroidi 6b-d sono stati trattati con acido m-cloroperbenzoico
nelle stesse condizioni sperimentali adottate per 7a ed i corrispondenti epossi lattoni 7b-d
e 8b-d sono stati recuperati con rese comprese tra il 66 e il 68% e I’'11 e il 14%,
rispettivamente (Schema 5, Tabella 2). In tutte le reazioni, la purificazione del grezzo
mediante cromatografia su colonna corta, ha portato al recupero di una piccola quantita di
una miscela dei due diastereoisomeri.

Lo spettro 'H-NMR del grezzo di ciascuna reazione, ha rivelato la presenza di 7b-
d e 8b-d come unici prodotti di reazione. Anche in questo caso, il differente valore dello
spostamento chimico dell’idrogeno ossiranico, osservato per i composti 7b-d e 8b-d nei

loro spettri "H-NMR, ¢ stato utilizzato”*****

per distinguere 1 due diastereoisomeri.
Questi esperimenti hanno dimostrato che la presenza dei gruppi funzionali in C-11 e C-
17 e della catena funzionalizzata in C-17 non hanno avuto alcun effetto sul decorso della
reazione di ossidazione.

In definitiva, la metodologia sviluppata consente |’ottenimento di steroidi

modificati, aventi una struttura epossi lattonica a sette termini sull’anello A, come unici

prodotti della reazione di ossidazione dei corrispondenti A*-3-chetosteroidi. La procedura
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consente il recupero e la separazione di epossi lattoni con stereochimica definita; tali
composti costituiscono utili precursori per 1’ottenimento di nuove molecole a struttura
steroidea, realizzate attraverso ulteriori elaborazioni dell’ancllo A. La reazione di
riduzione che porta alla formazione del composto 9a, costituisce, tra ’altro, una prova
preliminare del potenziale utilizzo degli epossi lattoni come intermedi per la sintesi di

steroidi modificati con I’anello A aperto.”’
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3.2. SINTESI DI N-METIL-B*-~AMMINOACIDI

Un’altra importante classe di biomolecole, anch’essa coinvolta in un ampio

spettro di attivita biologiche, ¢ rappresentata da amminoacidi e peptidi naturali.
Negli ultimi anni sono stati scoperti e caratterizzati numerosi peptidi biologicamente
attivi che, mediante interazioni con opportuni recettori, regolano le cellule in una serie di
funzioni vitali quali il metabolismo, le difese immunitarie, la proliferazione cellulare.
Molti peptidi, inoltre, sono coinvolti nella patogenesi e nel controllo di diverse malattie.

L’importanza del ruolo svolto dai peptidi endogeni in molteplici processi
biologici dell’organismo, ha guidato da sempre I’interesse della comunita scientifica
verso lo studio e ’utilizzo dei peptidi in campo medico e farmaceutico.

Tuttavia, 1 numerosi tentativi di impiegare i peptidi naturali come agenti
terapeutici sono spesso falliti. Le limitazioni principali sono rappresentate dal rapido
metabolismo di questi composti in seguito a proteolisi, sia nel tratto gastrointestinale che
nel siero, dallo scarso assorbimento dopo somministrazione orale, dalla difficolta ad
attraversare le barriere biologiche come, ad esempio, la barriera ematoencefalica nel caso
di peptidi che agiscono sul sistema nervoso centrale. In particolare, 1’ostacolo principale
che limita il potenziale terapeutico dei peptidi ¢ rappresentato dall’azione metabolica
degli enzimi idrolitici. Le peptidasi sono enzimi ubiquitari che, soprattutto nel tratto
gastrointestinale, scindono velocemente i peptidi in frammenti piu piccoli rendendoli
completamente inattivi.

In questo contesto, diventa, quindi, importante disporre di analoghi sintetici dei
peptidi endogeni capaci di mimarne gli effetti a livello dei recettori cellulari, ed, al
contempo, dotati di una maggiore stabilita metabolica, una migliore biodisponibilita, una
piu alta affinita e selettivita recettoriale.

La larga disponibilita e la facile reperibilita dei peptidi naturali ne permette
I’utilizzo e I’elaborazione per I’ottenimento di peptidi modificati; in particolare, la sintesi
di peptidomimetici,”*’** ottenuti attraverso una modifica strutturale del peptide nativo,
determina un miglioramento di alcuni parametri farmaceutici quali la stabilita in vivo, la
solubilita, la permeabilita alle membrane e la biodisponibilita.

Recentemente, nell’ambito di studi finalizzati alla ricerca di analoghi sintetici di
peptidi naturali dotati di incrementata attivita e stabilita metabolica, la sintesi di peptidi

modificati contenenti f*-amminoacidi come componenti strutturali chiave ha attirato in
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maniera considerevole D’attenzione dei ricercatori: questi peptidi, infatti, presentano
interessanti caratteristiche strutturali'>® ed importanti proprieta farmacologiche.'

Nella progettazione di peptidomimetici contenenti p*-amminoacidi, gli approcci
frequentemente usati vanno dall’incorporazione di un singolo Bp’-amminoacido in un
peptide standard costituito da a-amminoacidi, alla sintesi di peptidi composti interamente

3 - . - 3 . 1 156,157
da p’-amminoacidi e conosciuti come [’-peptidi. >

Questi ultimi sono in grado di
formare, in solvente acquoso, stabili strutture ad elica, anche nel caso di oligomeri
relativamente corti costituiti solo da 6-8 residui; oligomeri di lunghezza simile composti
esclusivamente da o-amminoacidi non formano, invece, eliche stabili.

L’incorporazione di p*-amminoacidi in sequenze peptidiche consente di ottenere non solo

160-165

ben definite strutture secondarie, ma anche eccellente stabilitd e resistenza

metabolica. Peptidi contenenti p*-amminoacidi sono, infatti, generalmente molto stabili

176-178

all’idrolisi enzimatica a causa dell’incapacita di proteasi e pepdidasi di scindere 1

. . . .03 . . 4. 179.180
legami ammidici adiacenti ai f”-amminoacidi. "™

Un altro aspetto non trascurabile ¢
rappresentato dall’osservazione che i p*-amminoacidi non sono mutagenici. Tutte queste
caratteristiche fanno si che i p’-peptidi siano promettenti candidati come
peptidomimetici, per applicazioni farmaceutiche. La N-metilazione di p*-amminoacidi ed
il loro successivo inserimento in catene peptidiche possono consentire 1’ottenimento di
analoghi sintetici che mostrano una maggiore attivita biologica, stabilita metabolica,
biodisponibilita e durata d’azione. La sostituzione di un atomo di idrogeno con un gruppo
metilico sull’atomo di azoto, blocca 1 siti capaci di formare legami a idrogeno inter- ed
intramolecolari e determina un cambiamento della conformazione del peptide,
conferendogli una minore flessibilita e modificandone, di conseguenza, 1’intensita
dell’attivita biologica."®! E stato dimostrato che I’incorporazione di un N-alchil
amminoacido in un peptide riduce le conformazioni accessibili al legame C-C(O) del

. . g 249
precedente  residuo amminoacidico.

Inoltre, [D’ingombro sterico, generato
dall’introduzione del gruppo metilico sull’atomo di azoto, blocca i potenziali siti di
scissione degli enzimi proteolitici. Queste proprietd, insieme con [’aumentata
idrofobicita, possono accrescere il potenziale terapeutico del peptide.

La sostituzione di un atomo di idrogeno con un gruppo metilico sull’azoto negli
N-metil-B*-amminoacidi, influisce notevolmente anche sulla conformazione del peptide

di cui fa parte e quindi, se si tratta di molecole d’interesse biologico, cio influenza

considerevolmente I’interazione di queste con lo specifico recettore. Ne consegue che,
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I’inserimento in sequenze peptidiche di tali building block viene spesso presa in
considerazione qualora si cerchi di ottenere degli analoghi sintetici di peptidi naturali con
un’attivita biologica migliore.

In particolare, questa modifica si & rivelata particolarmente efficace'™ nella
sintesi di analoghi della Dermorfina (H-Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH,),"*” un
potente analgesico isolato dalla pelle di un anfibio del Sud America (Phyllomedusa
sauvagei). La Dermorfina mostra una potente affinita e un’elevata selettivita nei
confronti dei recettori p-oppiodi e queste proprieta si sono dimostrate superiori a quelle
della morfina stessa. La piu piccola sequenza della Dermorfina dotata di attivita
analgesica ¢ rappresentata dalla porzione tetrapeptidica N-terminale (H-Tyr-D-Ala-Phe-
Gly).!ss
Tuttavia, I’impiego di analgesici peptidici ha, in genere, una limitata efficacia in vivo
attribuibile alla loro facile degradazione da parte di differenti proteasi: questo,
naturalmente, si traduce in una minore durata dell’effetto analgesico rispetto a quello
provocato dalla morfina.

Alcuni analoghi tetrapeptidici della Dermorfina, in cui il residuo amminoacidico
C-terminale in posizione 4 ¢ sostituito dall’N-metil-B-alanina, mostrano un’azione
analgesica piu potente e di piu lunga durata rispetto a quella della morfina, in seguito a

189-191

somministrazione orale. L’introduzione in questi peptidi di un N-metil-f$-

aminoacido determina, infatti, una maggiore stabilita alla degradazione enzimatica'®*'*
ed un’incrementata attivita analgesica attribuibile a fattori conformazionali.

Inoltre, nell’ambito dello studio delle possibili soluzioni conformazionali adottate
dalle catene peptidiche in soluzione, i ’-amminoacidi N-metilati potrebbero essere utili
strutture di base per lo sviluppo di nuovi foldameri.'**'*

Alcuni N-metil-f-amminoacidi sono stati anche utilizzati per comprendere i
meccanismi coinvolti nella regolazione dei sistemi di trasporto gastrointestinali ad alta
affinita di f-amminoacidi, in organismi umani ed animali.**

In questo contesto, diventa, quindi, importante disporre di una procedura agevole
che consenta di ottenere N-metil-$’-amminoacidi otticamente attivi.

Sono conosciuti pochi metodi per la sintesi in soluzione di N-metil-8’-amminoacidi;
alcuni di questi approcci sintetici sono caratterizzati, tra 1’altro, da tempi di reazione
lunghi e/o condizioni di reazione drastiche.

In letteratura ¢ riportata la N-metilazione di B’-amminoacidi, protetti sulla
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funzione amminica con il gruppo tert-butilossicarbonile (Boc), ottenuti dai corrispondenti

201,202
77 questa procedura,

a-amminoacidi attraverso l’omologazione di Arndt-Eistert:
sebbene sia piu conveniente dell’omologazione di N-metil-oa-amminoacidi Boc-
protetti,”” risulta spesso problematica e richiede un’attenta scelta delle condizioni di

reazione per ottenere buone rese (Schema 6).

R R H
Boc. M _OH 1.CICOME NEts, THE Boc.
N Y 2.CH,N,, E,O N N2
H O H O
F3;CCO,Ag (cat.),
NEt3, THF, H,0

R (0]

1|z 0
Boc.. Qk NaH, Mel, THF M
N g on =————— Boesy OH

Me ILI

Schema 6. N-Metilazione di N-Boc-B*-amminoacidi ottenuti dai corrispondenti
a-amminoacidi attraverso I’omologazione di Arndt-Eistert.

Un’altra metodologia per I’ottenimento di N-metil-B’-amminoacidi, prevede
I’apertura con ioni cianuro dell’anello di N-(p-nitrobenzensolfonil)-aziridine (N-nosil
aziridine), facilmente ottenute dai corrispondenti 1,2-ammino alcoli.?%

Gli N-nosil-B-amminonitrili, ottenuti, vengono, successivamente, idrolizzati per dare 1

corrispondenti N-nosil-B*-amminoacidi (Schema 7).

R 1. NsCl, R R
CH,Cl,/piridina, \
OH 2-4 ore Ns )\/ONS W
H)N S ——— N —_— N
2. KOH 2M H \
Ns
NaCN,
CH3;CN/H;,0,
24 ore
R H.Cl conc./AcOH R
riflusso, 4 ore I
Ns JVCO H ™ Ns o CN
N 2 N7
H H

Schema 7. Sintesi di N-nosil-p*-amminoacidi mediante apertura nucleofila
regioselettiva delle corrispondenti N-nosil aziridine

L’N-nosil-B*-omofenilalanina, ottenuta secondo la suddetta procedura, ¢ stata
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convertita nel corrispondente estere allilico e, successivamente, metilata per trattamento

con CH;l e K»COs (Schema 8).2%

Ph Ph

r Allilbromuro,K,COs, L
Ns o CO,H DMF, 18 ore Ns CO,Allile

H H
\

Mel, K,CO3
DMF, 17 ore

Ph
I/ CO,Allile

N/\/

Me

Ns

Schema 8. Metilazione dell’ N-nosil-B*-omofenilalanina.

Recentemente ¢ stata riportata una procedura che permette la conversione di -
amminoacidi protetti sulla funzione amminica con il gruppo fluorenilmetossicarbonile
(Fmoc), nei corrispondenti derivati metilati sulla funzione amminica. Questo metodo
prevede, inizialmente, la formazione degli intermedi 1,3-ossazinan-6-oni, ottenuti per
trattamento dei corrispondenti N-Fomc-B*-amminoacidi con formaldeide; dalla riduzione
di questi ultimi con trietilsilano, in presenza di AICIls, si ottengono i corrispondenti N-

Fmoc-N-metil-B’-amminoacidi (Schema 9).>"

R O (CH,O)n, TsOH (cat.),  Fmoc-
Fmoc M CH;3CN N
N OH k

\
o 0~ o

ET3SiH, AlCl;,
CH,Cl,

R (0]
Fmoc M
N OH

|
CH;

Schema 9. Sintesi di N-Fmoc-N-metil-p*-amminoacidi mediante riduzione dei corrispondenti
ossazinanoni

Anche gli N-metil-p*-amminoacidi protetti sulla funzione amminica con il gruppo
benzilossicarbonilico (Cbz), sono stati ottenuti mediante riduzione dei corrispondenti

ossazinanoni (Schema 10).222,223
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) )R\ 1. CICOOEt, NMM ) R CFiC00Ag HO, U
Cbz 2. CH,N Cbz CHN ioazi Cbz
ITI CO,H 21N2 N/'}]/ 2 sonicazione I\‘I OH
H H o H (CH,0)n, CSA
cat., AcOH cat.
CgHg, riflusso
R O R
b ' . Cbz )
Cbz CF3;CO,H, ET3SiH, CH,Cl, N
ITI OH k
CHj 0 0

Schema 10. Sintesi degli N-Cbz-N-metil-B*-omoamminoacidi mediante riduzione
dei corrispondenti ossazinanoni

Un altro approccio impiegato per la sintesi di N-Cbz-N-metil-p*-amminoacidi
prevede D’iniziale conversione degli N-Cbz-a-amminoacidi nei corrispondenti 1,3-
ossazolidin-5-oni.>*° La riduzione di questi ultimi con trietilsilano, in presenza di acido
trifluoroacetico, fornisce 1 corrispondenti N-metil-o-amminoacidi, che sono,

successivamente omologati mediante la procedura di Arndt-Eistert (Schema 11).72%%!

R

R .
R (CH,O)n, CSA cat., I CF3COH, ET3SiH, ¢y, ]
toluene, riflusso Cbz—n” 0 CHyClp N COxH
Cbz > N \
I\‘I CO,H 9 CH;
H 1. CICOOEt,
NMM
2. CHyN,
R o) CF3COOAg, H,0, R
sonicazione
e, L Somieazione ¢y,
I\‘I oH N/'ﬁrCHNz
CH; CH; O

Schema 11. Sintesi di N-Cbz-N-metil-B*-amminoacidi mediante omologazione di N-metil-o-
amminoacidi, ottenuti per riduzione dei corrispondenti 1,3-ossazolidin-5-oni

Nel presente lavoro di tesi di dottorato di ricerca ¢ stata progettata e realizzata una
strategia alternativa di sintesi in soluzione, che permette I’ottenimento di N-metil-p*-
amminoacidi chirali a partire dai corrispondenti a-amminoacidi, in pochi stadi sintetici ed
evitando I’utilizzo di condizioni di reazione drastiche.””'** Tale strategia & basata
sull’utilizzo del gruppo 4-nitrobenzensolfonile (nosile) quale gruppo protettore della
funzione amminica.

Nella sintesi peptidica, sia in fase solida che in soluzione, i gruppi orto e para

nitrobenzensolfonilici sono usati soprattutto come gruppi protettori/attivanti per la N-

253,254 - 256

. . . C g . . 42255 .
alchilazione di peptidi, a-amminoacidi™” e derivati.

In particolare, il gruppo nosile ¢ stato utilizzato per la sintesi di N-metil-o-
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ammino esteri, sia attraverso il trattamento degli esteri metilici degli N-nosil-a-
amminoacidi con ioduro di metile in presenza di carbonato di potassio come base,”’ sia
attraverso 1’alchilazione diretta degli stessi con diazometano.”® Attualmente quest’ultima
metodologia, messa a punto nel nostro laboratorio, viene considerata come uno degli
approcci piu idonei per I’ottenimento di N-metil-a-amminoacidi ed N-metil peptidi in
soluzione.” Il gruppo protettore nosile, essendo fortemente elettronattrattore, aumenta la
reattivita della funzione solfonammidica nei confronti del diazometano, permettendo la

formazione dello ione metil diazonio responsabile della metilazione (Schema 12).

1 R!
o R O
/ \ I H - OCH3
— 8 Hv o . ,Q ) 0
N=N-CH, N=N—CH;

o O g

Schema 12. Meccanismo della N-metilazione mediante diazometano.

Il diazometano ¢ risultato, pertanto, un reagente molto efficace per la metilazione della
funzione a-amminica di esteri metilici di a-amminoacidi N-nosil protetti. La reazione di

\

metilazione ¢ quantitativa, veloce e non comporta alcuna racemizzazione dei prodotti

finali. Questa stessa procedura ¢ stata anche utilizzata con successo per la N-metilazione
sito-specifica di sistemi peptidici in soluzione.*®
Tenendo conto che la reazione di Arndt-Eistert ¢ considerata il metodo piu

1 i & pensato di progettare e

vantaggioso per la preparazione di acidi omologati,
realizzare una semplice procedura di sintesi in soluzione che permettesse 1’ottenimento di
N-metil-B*-amminoacidi con pochi stadi sintetici ed in condizioni di reazione blande.
Tale strategia di sintesi, basata sull’utilizzo del diazometano come agente metilante e del
gruppo p-nitrobenzensolfonile come gruppo protettore/attivante della funzione amminica,
prevede la diretta omologazione di o-amminoacidi ad N-metil-B*-amminoacidi, mediante
la procedura di Arndt-Eistert.”!

L’omologazione di o-amminoacidi protetti sulla funzione amminica ed

otticamente attivi, attraverso la trasposizione di Wolff dei corrispondenti diazochetoni, ¢
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ben nota in letteratura.”*>*** Le caratteristiche di facile reperibilita, basso costo ed elevata
purezza enantiomerica degli a-amminoacidi naturali, hanno reso, infatti, tali substrati i
materiali di partenza ideali per la preparazione di p*-amminoacidi.”*

L’acilazione di diazoalcani attraverso I’uso dei cloruri degli acidi carbossilici,
rappresenta una procedura comune per la sintesi di a-diazochetoni.?***® Tale procedura
di attivazione della funzione carbossilica non puo essere utilizzata per N-Boc ed N-Cbz
amminoacidi a causa della ben nota limitata stabilita dei corrispondenti cloruri che
spontaneamente decompongono nelle anidridi di Leuch.*®

Come illustrato nello Schema 13, a-amminoacidi protetti sulla funzione amminica
con il gruppo Cbz o Boc sono facilmente convertiti nei corrispondenti
amminoacildiazometani mediante reazione delle relative anidridi miste con

: 267,2 . . . . .
diazometano.””**® 11 successivo riarrangiamento di Wolff del diazochetone, contenente

un centro chirale adiacente al gruppo carbonilico, avviene con ritenzione della

configurazione.
i 1. Et;N/CICOOEt I" luce UV 0 PhCOOAg cat., RO
P 2. CHoN P Et;N/MeOH P M
N o2y N/WCHN2 R N OCHj
H Ho ) H
P =Boc, Cbz

Schema 13. Conversione di N-Boc- 0 N-Cbz-a-amminoacidi nei corrispondenti f*-ammino esteri.

Tuttavia, il metodo di attivazione della funzione carbossilica via anidridi miste &
caratterizzato da numerose difficolta relative alla preparazione di tali substrati e al loro
successivo utilizzo;** la conversione degli a-amminoacidi N-Boc ed N-Cbz protetti nei
corrispondenti diazochetoni, attraverso la reazione delle anidridi miste con diazometano,
¢ di fatto caratterizzata da basse rese. Miscele racemiche degli a-amminoacidi di partenza
e dei corrispondenti esteri metilici sono spesso ottenute come prodotti secondari.”®’

L’impiego della protezione Fmoc permette, a differenza delle protezioni Z e Boc,
di attivare la funzione carbossilica degli a-amminoacidi come cloruro, superando i
problemi legati all’utilizzo delle anidridi miste. Recentemente i cloruri degli N-Fmoc-a-
amminoacidi sono stati utilizzati con successo nella reazione di acilazione del
diazometano; gli N-Fmoc-a-amminoacildiazometani ottenuti sono stati convertiti nei

corrispondenti p*-amminoacidi mediante riarrangiamento di Wolff (Schema 14).%%!
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R H R H

A a1 CHyNy, CHCl A _cHN,
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Schema 14. Sintesi di N-Fmoc-p’-amminoacidi a partire dai cloruri
degli N-Fmoc-a-amminoacidi corrispondenti

In questo contesto, la stabilita del gruppo 4-nitrobenzensolfonile in ambiente

acido ha suggerito che una strategia di sintesi basata sull’impiego della protezione nosile
per gli a-amminoacidi, poteva consentire di utilizzare come substrati di partenza nella
sintesi di Arndt-Eistert i cloruri degli N-nosil-a-amminoacidi che sono facili da preparare
e piuttosto stabili.”*
I vantaggi legati all’utilizzo di tali composti sono rappresentati dalla facilita di
esecuzione e dall’elevata velocita della procedura di sintesi dell’amminoacido attivato,
dalle alte rese di reazione nonché, altro elemento non trascurabile, dall’agevole
disponibilita dei reagenti e dai bassi costi. Ma ’aspetto piu importante ¢ sicuramente
rappresentato  dall’impossibilita dei cloruri degli N-arilsolfonilamminoacidi  di
racemizzare attraverso la formazione dell’ossazolone.**

Il successivo trattamento dei cloruri degli N-nosil-a-amminoacidi con
diazometano dovrebbe consentire, in un unico stadio, non solo 1’ottenimento dell’atteso
a-diazochetone per addizione del diazometano al cloruro, ma anche la selettiva
metilazione della funzione amminica protetta con il gruppo nosile. Ci si aspetta, infatti,
che il diazometano si comporti da nucleofilo sul carbonio carbonilico attivato, ed anche
da base sulla funzione solfonammidica. Di conseguenza, la N-metilazione, resa possibile
dall’incremento dell’acidita della funzione NH dovuta alla presenza della protezione

nosile, dovrebbe verificarsi direttamente durante 1’acilazione del diazometano (Schema

15).
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Schema 15. Ipotesi di lavoro: impiego dei cloruri degli N-nosil-a-amminoacidi nella
sintesi di Arndt-Eistert

La formazione, in un unico passaggio, dell’ N-metildiazochetone renderebbe, percio, non
necessario un secondo stadio sintetico che invece ¢ previsto in tutte le classiche
procedure riportate in letteratura per la preparazione degli N-metil-B*-amminoacidi.

Al fine di verificare tale ipotesi, sono stati preparati e sperimentati un certo
numero di a-amminoacidi protetti sulla funzione amminica con il gruppo nosile.
In un esperimento tipico la L-valina (10a), scelta come substrato modello, ¢ stata sospesa
in acqua distillata e completamente solubilizzata mediante addizione di NaOH 1 N. Il
cloruro dell’acido p-nitrobenzensolfonico ¢ stato, poi, aggiunto lentamente alla soluzione,
mantenendo il pH della miscela di reazione a circa 9 per piccole aggiunte della soluzione
acquosa di NaOH (Schema 16)°® Gli estratti organici, ottenuti a seguito
dell’acidificazione della soluzione acquosa, consentono il recupero dell’N-(4-

nitrobenzensolfonil)-L-valina (11a) con una resa dell’86% (Tabella 3).

0 R g2 R R
[l - ‘.
0N s—ar v A _on DNOWIRO e OH
I HoN W 2l N
0 0 0
10a-g 11a-g
0
0

Schema 16. Protezione della funzione amminica degli a-amminoacidi 10a-g con il gruppo nosile
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Tabella 3. Sintesi degli N-(4-nitrobenzensolfonil)-a-amminoacidi 11a-g

Composto R! R’ Resa (%)
11a H CH(CHs), 86%
11b H CH; 84%
11c CH; H 67%
11d H CH,(CeHs) 65%
11e H CH(CH;)CH,CH; 84%
11f CH(CH;)CH,CH; H 85%
11g H CH,CH(CHa;), 84%

La caratterizzazione del prodotto ¢ stata realizzata mediante spettroscopia di risonanza
magnetica nucleare protonica, GC-MS, IR ¢ "C-NMR.

Nello spettro 'H-NMR di 11a ¢ possibile distinguere due doppietti a 0.78 ppm ¢ a
0.83 ppm caratteristici dei due gruppi metilici diastereotopici della valina. Il protone
metinico del gruppo isopropilico della catena laterale ¢ rappresentato da un multipletto
che risuona a 1.89-2.10 ppm. E possibile, inoltre, distinguere un doppietto di doppietti a
3.60 ppm relativo al protone legato al carbonio in a alla funzione carbossilica e due
doppietti a 8.03 ppm e a 8.38 ppm attribuibili ai protoni aromatici del nosile. Il doppietto
a 8.49 ppm ¢ relativo all’idrogeno solfonammidico, mentre il singoletto broad a 12.70
ppm ¢ caratteristico del protone carbossilico.

L’analisi GC-MS del prodotto grezzo di reazione ¢ stata effettuata previa
conversione dell’ N-nosil-L-valina (11a) nel corrispondente estere metilico mediante
aggiunta di una soluzione di diazometano ad un campione dell’ N-nosil-a-amminoacido;
questa trasformazione ¢ stata realizzata allo scopo di rendere il composto piu volatile. Un
vantaggio nell’utilizzo del gruppo protettore nosile rispetto agli altri gruppi protettori
della funzione amminica (Fmoc, Boc) utilizzati nella sintesi peptidica ¢, infatti,
rappresentato dalla possibilita di monitorare le reazioni e verificare la purezza dei
prodotti mediante analisi GC-MS. Caratteristica dei prodotti nosil protetti ¢ la presenza
nei corrispettivi spettri di massa dei picchi tipici della frammentazione del gruppo nosile
am/z 186 e am/z 122.

In particolare, lo spettro di massa (EI) dell’estere metilico del composto 11a ¢
caratterizzato dal picco relativo allo ione molecolare (M) a m/z 316. La perdita del
radicale isopropile dallo ione molecolare giustifica la presenza del frammento a m/z 273.

Il picco base dello spettro a m/z 257 ¢ relativo al frammento che si origina per perdita del

67



Capitolo 3: Risultati e discussione dei dati sperimentali

radicale COOCHj5 dallo ione molecolare. Infine, i frammenti a m/z 186, m/z 122, sono
strutturalmente correlabili alla presenza del gruppo protettore 4-nitrobenzensolfonile.

Il trattamento, nelle stesse condizioni, degli a-amminoacidi 10b-g (Schema 16)
ha portato alla formazione dei corrispondenti N-nosil-a-amminoacidi 11b-g con rese
comprese tra il 65% e 1’86% (Tabella 3).

A questo punto era necessario attivare la funzione carbossilica degli o-
amminoacidi nosil protetti 11, al fine di utilizzare gli stessi nella successiva fase di
omologazione.

I cloruri degli N-(4-nitrobenzensolfonil)-a-amminoacidi*® 12a-g (Schema 17)
sono stati preparati ponendo a riflusso in diclorometano anidro per 20-30 minuti il
cloruro di tionile ed i1 corrispondenti N-nosil-a-amminoacidi (11a-g) nel rapporto molare
12:1. I cloruri degli a-amminoacidi nosil protetti, recuperati per semplice allontanamento
del solvente in condizioni di pressione ridotta con rese comprese tra 1’86% e il 100%,

sono risultati piuttosto stabili e facili da preparare (Tabella 4).

1 1
R R2 R R2
3 SOCl, 3
Ns. on — 92 . N 4 a
N/S( CH,Cly, riflusso N Y + HCI +SOzT
Ho g ool
11a-g 12a-g

Schema 17. Conversione degli N-nosil-a-amminoacidi 11 nei corrispondenti cloruri 12

Tabella 4. Sintesi dei cloruri degli N-nosil-a-amminoacidi 12

Composto R R’ Resa (%)
12a H CH(CHs;), 99%
12b H CH; 100%
12¢ CH; H 95%
12d H CH,(C¢Hs) 86%
12¢ H CH(CH;)CH,CH; 100%
12f CH(CH;)CH,CH; H 100%
12¢g H CH,CH(CHs;), 95%

\

La caratterizzazione dei cloruri degli a-amminoacidi nosil protetti ¢ stata realizzata
mediante conversione nei corrispondenti esteri metilici per trattamento con metanolo
anidro.

Una volta sintetizzati i cloruri degli N-nosil-a-amminoacidi, il passo successivo ¢
stato il loro trattamento con diazometano al fine di ottenere in un unico passaggio i

corrispondenti  N-metil-N-(4-nitrobenzensolfonil)-a-amminoacildiazometani. Ci  si
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aspetta, infatti, che il diazometano si comporti non solo da nucleofilo sul carbonio
carbonilico attivato, ma anche da base sulla funzione amminica protetta con il gruppo
nosile. Per verificare quest’ipotesi, il cloruro della N-nosil-L-valina (12a), scelto come
sistema modello, € stato trattato con una soluzione 0.66 M di diazometano in
diclorometano, previamente anidrificata su KOH.””® In particolare, il cloruro 12a
solubilizzato in diclorometano anidro, viene lentamente aggiunto ad una soluzione di
diazometano in diclorometano nel rapporto molare di 1:10; il lento gocciolamento del
cloruro ¢ indispensabile per evitare la formazione del corrispondente clorometil chetone.
E altresi importante eliminare prima della reazione con il diazometano ogni traccia di
cloruro di tionile rimasto non reagito. E noto, infatti, dalla letteratura®’! che il cloruro di
tionile reagisce con diazometano per formare il bis-(clorometil)solfossido. Si lascia la
miscela di reazione sotto agitazione magnetica, in una miscela frigorifera di ghiaccio e
cloruro di sodio per 50 minuti, seguendo mediante TLC la scomparsa del cloruro di
partenza, previa conversione nel corrispondente estere metilico per trattamento con
metanolo anidro di un campione prelevato dalla miscela di reazione. In seguito a
purificazione cromatografica del grezzo di reazione ottenuto per semplice allontanamento
del solvente in condizioni di pressione ridotta, si recupera 1’N-metil-N-(4-

nitrobenzensolfonil)-L-valildiazometano 13a con una resa del 73% (Schema 18).%!

152 152
R’ R
2l Ns R//R CHN
NS\N CH2N2 \N Y 2
CH,Cl,, 0°C |
H o) ASY) CH; 0
12a-g 13a-g

Schema 18. Sintesi degli N-metil-N-nosil-a-amminoacildiazometani 13a-g

Tabella 5. Sintesi degli N-metil-N-nosil-a-amminoacildiazometani 13a-g

Composti R' R? Resa (%)
13a H CH(CHa;), 73%
13b H CH; 78%
13c CH; H 81%
13d H CH,(C¢Hs) 77%
13e H CH(CH;)CH,CH; 81%
13f CH(CH;)CH,CH; H 89%
13¢g H CH,CH(CHs;), 77%
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Il prodotto di reazione 13a ¢ stato caratterizzato mediante 'H-NMR (Figura 7) ¢ "°C-
NMR.

Nello spettro 'H-NMR di 13a ¢ possibile distinguere due doppietti a 0.66 ppm ¢ a
0.93 ppm caratteristici dei due gruppi metilici diastereotopici della valina. Il protone
metinico del gruppo isopropilico della catena laterale ¢ rappresentato da un multipletto
che risuona a 2.15-2.29 ppm. E possibile, inoltre, distinguere un singoletto a circa 2.90
ppm, caretteristico dei protoni del gruppo NCH3, che conferma I’avvenuta metilazione ed
un doppietto a 3.92 ppm relativo al protone legato al carbonio in a alla funzione
carbonilica. Lo spettro '"H-NMR presenta, come segnale caratteristico del diazochetone,
un singoletto a circa 5.57 ppm corrispondente all’idrogeno del gruppo CHN,. I due

multipletti a 7.97-8.04 e a 8.34-8.41 sono relativi ai protoni aromatici del nosile.

“,

Ns\N§CHN2

CHs O
13a

N 1 Mnmjm N
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g 3 I 38

Figura 7. Spettro 'H-NMR (CDCls;, 300 MHz) dell’ N-metil-N-nosil-L-valildiazometano (13a)

Il trattamento, nelle stesse condizioni, dei cloruri degli N-nosil-a-amminoacidi
12b-g (Schema 18) ha portato alla formazione dei corrispondenti N-metil-N-(4-
nitrobenzensolfonil)-a-amminoacildiazometani 13b-g con rese comprese tra il 73% e il
89% (Tabella 5).%"

La formazione in un unico stadio dei composti 13b-g, dovuta alla metilazione della

funzione solfonammidica che si verifica simultaneamente durante [’acilazione del
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diazometano, ¢ stata confermata mediante spettroscopia di risonza magnetica protonica.
Lo spettro 'H-NMR di ciascuno di questi composti presenta in tutti i casi singoletti che
risuonano nei range di 2.81-2.92 e di 5.50-5.83 ppm, attribuibili al gruppo metilico sulla
funzione amminica ed al protone del gruppo CHN,, rispettivamente.

Quindi il semplice trattamento dei cloruri degli N-nosil-a-amminoacidi con diazometano
consente di realizzare, in un singolo stadio, la sintesi degli N-metil-N-(4-
nitrobenzensolfonil)-a-amminoacildiazometani precursori per [’ottenimento, nella
successiva fase di omologazione, dei B’-amminoacidi corrispondenti, metilati sulla
funzione amminica.

Per verificare 1’assenza di racemizzazione nel processo di formazione degli N-
metil-N-(4-nitrobenzensolfonil)-a-amminoacildiazometani, sono stati sintetizzati, con la
metodologia gia definita, gli N-metil-N-nosil-a-diazochetoni della L-isoleucina (13e,
Schema 18) e della D-allo-isoleucina (13f). I due composti 13e e 13f, ottenuti
rispettivamente con una resa dell’81% e dell’89% (Tabella 5), presentano due centri
chirali, uno sulla catena laterale ed uno in posizione a rispetto al gruppo carbossilico e
differiscono unicamente per la configurazione di quest’ultimo stereocentro. Qualora nei
vari stadi di reazione ci fosse racemizzazione sullo stereocentro in a al carbonile, questo
comporterebbe la formazione di un nuovo prodotto diastereoisomero del primo. Al fine
di verificare la differenziazione dei segnali '"H-NMR dei diastereoisomeri 13e e 13f, &
stata predisposta una miscela dei due composti. Dallo spettro '"H-NMR (Figura 8) della
miscela dei prodotti di reazione, si puo notare che i due diastereoisomeri si differenziano
nettamente:

= nello spostamento chimico dei gruppi metilici in catena laterale;

* nello spostamento chimico relativo al protone legato al carbonio in o alla
funzione carbonilica, per il quale ¢ possibile distinguere un doppietto a 4.03 ppm
per 13e, ed un doppietto a 4.01 ppm per 13f;

» nello spostamento chimico relativo all’idrogeno del gruppo CHN,, che ¢
rappresentato da un singoletto a 5.50 ppm per 13e e da un singoletto a 5.55 ppm
per 13f.
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Figura 8. Spettro 'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) della miscela dell’ N-metil-N-nosil-L-isoleucildiazometano
(13e) e dell’ N-metil-N-nosil-D-allo-isoleucildiazometano (13f)

Il confronto dello spettro '"H-NMR della miscela (Figura 8) con gli spettri 'H-NMR di
13e (Figura 9) e di 13f (Figura 10) esclude la presenza in ciascun grezzo di reazione

dell’altro diastereoisomero.
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Figura 9. Spettro 'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) dell’ N-metil-N-nosil-L-isoleucildiazometano (13e)
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Figura 10. Spettro "H-NMR (CDCls, 300 MHz) dell’ N-metil-N-nosil-D-allo-isoleucildiazometano (13f)

Anche lo spettro *C-NMR della miscela dei due diastereoisomeri mostra che i
composti si differenziano nettamente per i1 segnali relativi a cinque dei sette atomi di
carbonio alifatici e per un segnale dei quattro complessivi relativi ai carboni aromatici.
Ciascuno degli spettri ?C-NMR dei due diastereoisomeri mostra segnali relativi ad una
sola molecola e cio¢ sette segnali per 1 carboni alifatici, quattro per quelli aromatici ed
uno per il carbonio carbonilico. Questi risultati dimostrano, quindi, che la stereochimica
di tutti i centri chirali ¢ totalmente mantenuta durante la reazione di formazione degli N-
metil-N-(4-nitrobenzensolfonil)-a-amminoacildiazometani.

Una volta ottenuti gli N-metil-N-nosil-a-amminoacildiazometani, si ¢ proceduto
alla loro conversione nei corrispondenti N-metil-N-nosil-B*-~omoamminoacidi, mediante
la trasposizione di Wolff.

Il riarrangiamento di Wolff*’? dei composti a-diazocarbonilici rappresenta il
passaggio principale nella reazione di omologazione di Arndt-Eistert degli acidi
carbossilici. Il riarrangiamento dell’a-diazochetone prevede una migrazione
stereospecifica del gruppo R' che segue o accompagna la perdita di azoto (Schema 19); il
chetene che ne deriva pud reagire con diversi nucleofili (R*XH) con conseguente

formazione di acidi carbossilici omologati o derivati.””

_ riarrangiamento di 1 R®

o + N R 3
N” Wolff /g R°XH X
R1 R2 C > Rl \RB

2 AN
R 0 0

Schema 19. Riarrangiamento di Wolff
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L’applicazione del riarrangiamento di Wolff ai diazochetoni derivanti da a-

) T 272
amminoacidi ¢ stata ben documentata.

Poiché nella maggior parte dei casi il
riarrangiamento procede con ritenzione di configurazione del centro chirale adiacente al
gruppo carbonilico, questo approccio & stato applicato nella sintesi di B’-amminoacidi
otticamente puri attraverso la sequenza di reazioni di omologazione di Arndt-Eistert dei
corrispondenti a-amminoacidi. E stato, in genere, osservato che, se il riarrangiamento &
realizzato in un mezzo acquoso, 1’acido omologato ¢ il prodotto atteso, mentre se la
reazione avviene in metanolo o ammoniaca, sara ottenuto il corrispondente estere
omologato o ’'ammide.”’?

Si ¢ pensato che, in maniera analoga, gli N-metil-N-nosil-a-amminoacildiazometani,
sottoposti al riarrangiamento di Wolff, potessero essere facilmente convertiti nei
corrispondenti N-metil-B*-amminoacidi nosil protetti (Schema 15). A tale proposito, &
stata realizzata una serie di esperimenti per ottimizzare le condizioni di reazione, usando
come sistema di riferimento I’ N-metil-N-nosil-L-alanildiazometano.

La reazione di omologazione ¢ stata inizialmente realizzata applicando le

condizioni sperimentali gia riportate in letteratura per la preparazione degli N-Fmoc-B’-
amminoacidi a partire dai corrispondenti N-Fmoc-o-aminoacildiazometani.*®'*"*
L’ N-metil-N-nosil-L-alanildiazometano (13b) ¢ stato solubilizzato in una miscela di 1,4-
diossano ed acqua ed ¢ stato trattato alla temperatura di 70°C con una quantita catalitica
di benzoato d’argento. L’andamento della reazione ¢ stato seguito per TLC fino alla
scomparsa del diazochetone che si ¢ verificata dopo 5 ore. Al termine della reazione,
dopo filtrazione ed allontanamento del solvente, il residuo ottenuto ¢ stato sciolto in una
soluzione acquosa satura di carbonato di sodio, che, successivamente, ¢ stata estratta con
etere etilico. Gli estratti organici, ottenuti a seguito dell’acidificazione della soluzione
acquosa, hanno consentito il recupero del corrispondente N-metil-B*-amminoacido nosil
protetto con una resa del 30%. Inaspettatamente, il prodotto principale della reazione ¢
rappresentato dalla N-metil-4-nitrobenzensolfonammide presente negli estratti eterei;
quest’ultima, probabilmente, deriva da un processo competitivo di degradazione del
substrato.

Allo scopo di migliorare le rese e ridurre 1 tempi di reazione, sono state effettuate
una serie di prove, variando singolarmente alcune condizioni e mantenendo inalterate le
altre. Inizialmente, si ¢ pensato di condurre la reazione ad una temperatura piu alta

\

(100°C) allo scopo di ridurre i tempi di reazione. Successivamente, si ¢ valutata la

74



Capitolo 3: Risultati e discussione dei dati sperimentali

possibilita di variare la quantita di benzoato d’argento da catalitica a stechiometrica
nonche di sostituire lo stesso con ossido d’argento. In nessun caso si sono ottenuti
risultati soddisfacenti, dal momento che i tempi di reazione risultavano ancora
estremamente lunghi e 1’N-metil-4-nitrobenzensolfonammide continuava ad essere il
prodotto principale.

Una modifica sostanziale dell’andamento della reazione ¢ stata osservata quando
si ¢ presa in considerazione la possibilita di utilizzare quantita catalitiche di benzoato
d’argento in combinazione con la trietilammina. Queste condizioni hanno permesso di
ottenere il prodotto di riarrangiamento con rese notevolmente piu alte ed in tempi brevi,
operando a temperatura ambiente.”’

Dati presenti in letteratura suggeriscono che il miglioramento della cinetica e delle rese
della reazione dipende dall’azione solvente della trietilammina sul benzoato d’argento
che probabilmente consente di realizzare la catalisi in condizioni omogenee.””

Draltro canto, piu recentemente, si € ipotizzato che la trietilammina faciliti il processo di
formazione di nanocluster d’argento che rappresentano le specie responsabili della
catalisi nel riarrangiamento di Wolff del diazochetone.”’® E plausibile, quindi, che la
presenza di questo coreagente aumenti la velocita della reazione di formazione dell’ V-
metil-N-nosil-B*-amminoacido rispetto a quella della reazione competitiva di formazione
della N-metil-4-nitrobenzensolfonammide.

Il sistema catalitico trietilammina/benzoato d’argento produce solo tracce della
solfonammide nella miscela di reazione.

In un esperimento tipico, una soluzione di benzoato d’argento in trietilammina ¢
stata aggiunta goccia a goccia all’N-metil-N-nosil-L-fenilalanildiazometano 13d
solubilizzato in acqua e diossano distillato. L’andamento della reazione ¢ stato seguito
per TLC fino a scomparsa del diazochetone verificata dopo 20 minuti. Al termine della
reazione, dopo filtrazione ed allontanamento del solvente, il residuo ottenuto ¢ stato
sciolto in una soluzione acquosa satura di carbonato di sodio, successivamente estratta
con etere etilico. Gli estratti organici, ottenuti a seguito dell’acidificazione della
soluzione acquosa, hanno consentito il recupero dell’ N-metil-N-(4-nitrobenzensolfonil)-

p*-omo-L-fenilalanina (14d) con una resa del 70% (Schema 20, Tabella 6).
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1 2 1 20
e R, LR N, PHCO2ASNEG RM
X i~ om
CH; O 1,4-dioxane/H,0 CH;
t. a.
13a-g 14a-g

Schema 20. Sintesi degli N-metil-N-nosil-B*-omoamminoacidi 14a-g

Tabella 6. Sintesi degli N-metil-N-nosil-p*-omoamminoacidi 14a-g

Composto R! R’ Resa (%)
14a H CH(CHs;), 60%
14b H CH; 83%
14¢ CH; H 82%
14d H CH,(C¢Hs) 70%
14e H CH(CH;)CH,CH3; 65%
14f CH(CH3)CH,CH; H 68%
l4g H CH,CH(CHs), 74%

Il prodotto di reazione 14d ¢ stato caratterizzato mediante 'H-NMR (Figura 11) ¢ °C-
NMR.

O
Ns < /\)‘L
I\‘I OH
CHj
14d
o I
T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5

©

25 ppm
o d

W W e

Figura 11. Spettro 'H-NMR (CD;0D, 300 MHz) dell’ N-metil-N-nosil-p*-omo-L-fenilalanina (14d).

Nello spettro 'H-NMR di 14d ¢ possibile distinguere un multipletto a 2.44-2.60
ppm caratteristico dei due protoni del CH; in a al gruppo carbossilico ed un multipletto a

2.61-2.89 ppm relativo ai protoni metilenici in catena laterale. Il singoletto a 2.90 ppm ¢,
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invece, relativo al gruppo NCHj. Si puo, inoltre, distinguere un multipletto a 4.56-4.68
ppm caratterisico del gruppo CH in B al gruppo carbossilico ed un multipletto a 7.00-7.28
ppm relativo ai protoni aromatici del gruppo fenilico in catena laterale. I protoni
aromatici del nosile generano due multipletti rispettivamente a 7.69-7.78 ppm ¢ a 8.16-
8.23 ppm.

L’N—meti1—N—(4—nitrobenzensolfonil)—B3—0mo—L—fenilalanina (14d), ¢ stata caratterizzata
mediante GC-MS dopo conversione nel corrispondente estere metilico, per trattamento
con diazometano. Lo spettro di massa (EI) dell’estere metilico del composto 14d ¢
caratterizzato dal picco a m/z 319 relativo al frammento che si origina dallo ione
molecolare per perdita del radicale CH,COOCH3 (Figura 12).

I1 picco base dello spettro a m/z 301, indicativo dell’avvenuta reazione di omologazione,
¢ relativo al frammento che si origina dallo ione molecolare per perdita del radicale
C¢HsCHy. I frammenti a m/z 186, a m/z 122 ed a m/z 156 sono caratteristici della
frammentazione del gruppo 4-nitrobenzensolfonile, mentre il picco a m/z 91 ¢ relativo

allo ione tropilio (Figura 12).
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Figura 12. Spettro di massa dell’estere metilico dell’ N-metil-N-nosil-B’-omo-L-fenilalanina

Il trattamento, nelle stesse condizioni, degli N-metil-N-(4-nitrobenzensolfonil)-a-
amminoacildiazometani 13a-c ¢ 13e-g (Schema 20) ha portato alla formazione degli N-
metil-N-nosil-p*-omoamminoacidi 14a-c ¢ 14e-g con rese comprese tra il 60% e 1’83%
(Tabella 6). In tutti i casi, le reazioni, condotte a temperatura ambiente, terminano dopo
pochi minuti e i prodotti ottenuti non necessitano di alcuna purificazione cromatografica.

Per verificare I’assenza di racemizzazione nel processo di formazione dei PB’-

amminoacidi, sono stati sintetizzati, con la metodologia gia definita, I’ N-metil-N-nosil-

71



Capitolo 3: Risultati e discussione dei dati sperimentali

B*-omo-L-isoleucina (14e) e I’N-metil-N-nosil-B*-omo-D-allo-isoleucina (14f, Schema
20). I due prodotti 14e e 14f sono stati ottenuti sufficientemente puliti da non richiedere
ulteriori purificazioni e con rese rispettivamente del 65% e del 68% (Tabella 6).

Al fine di verificare la differenziazione dei segnali 'H-NMR dei due
diastereoisomeri, ¢ stata predisposta una miscela dei grezzi di reazione di 14e e 14f.
Dallo spettro 'H-NMR (Figura 13) della miscela, si pud notare che i due
diastereoisomeri si differenziano nettamente:

* nello spostamento chimico relativo ai due protoni diastereotopici del CH, in a al
gruppo carbossilico ciascuno dei quali rappresentato da un doppietto di doppietti

(14e: 2.13 ppm; 2.46 ppm; 14f: 2.15 ppm; 2.48 ppm).

» nello spostamento chimico dell’NCH3, che ¢ rappresentato da un singoletto a 2.78

ppm per 14e ed da un singoletto a 2.79 ppm per 14f.

T
Ns Vk /:\)k
> Ns o
OH N OH

CH; éHz

14e 14f

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 13. Spettro 'H-NMR (CD;0D, 300 MHz) della miscela dell’ N-metil-N-nosil-B*-omo-L-
isoleucina (14e) e dell’ N-metil-N-nosil-B*-omo-D-allo-isoleucina (14f).

11 confronto dello spettro 'H-NMR della miscela (Figura 13) con gli spettri 'H-NMR dei
grezzi di reazione 14e (Figura 14) e 14f (Figura 15) esclude la presenza in ciascun

grezzo di reazione dell’altro diastereoisomero.
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Figura 14. Spettro 'H-NMR (CD;0D, 300 MHz) dell’ N-metil-N-nosil-p*-omo-L-isoleucina (14e)
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Figura 15. Spettro '"H-NMR (CD;0D, 300 MHz) dell’ N-metil-N-nosil-p*-omo-D-allo-isoleucina (14f)

Anche lo spettro C-NMR della miscela dei due diastereisomeri mostra che i
composti si differenziano nettamente per i segnali relativi ai sette atomi di carbonio

alifatici e per due segnali dei quattro complessivi relativi ai carboni aromatici. Ciascuno
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degli spettri *C-NMR dei due diastercoisomeri mostra segnali relativi ad una sola
molecola e cio¢ sette segnali per i carboni alifatici, quattro per quelli aromatici ed uno per
il carbonio carbonilico. Questi risultati dimostrano, quindi, che le procedure di sintesi
utilizzate per 1’ottenimento degli N-metil-N-nosil-p*-amminoacidi avvengono senza
evidenze di racemizzazione.

Un’ulteriore conferma ¢ stata fornita dall’analisi GC-MS di un campione
contenente una miscela degli esteri metilici di 14e e 14f, ottenuta per trattamento della
miscela dei grezzi di reazione con una soluzione di diazometano in diclorometano. Nel
gascromatogramma 1 picchi relativi ai due diastereoisomeri si separano in maniera

distinta (Figura 16).
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Figura 16. GC-MS della miscela degli esteri dell’ N-metil-N-nosil-B*-omo-L-isoleucina e
dell’ N-metil-N-nosil-p*-omo-D-allo-isoleucina

L’analisi successiva degli esteri metilici di 14e e di 14f denota in ciascun grezzo di

reazione 1’assenza dell’altro diastereoisomero (Figura 17, Figura 18).
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Figura 17. GC-MS dell’estere metilico dell’ N-metil-N-nosil-B*-omo-L-isoleucina
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Figura 18. GC-MS dell’estere metilico dell’ N-metil-N-nosil-p*-omo-D-allo-isoleucina

Lo spettro 'H-NMR della miscela degli esteri metilici di 14e ¢ 14f, mostra segnali

distinti per i due diastereoisomeri: in particolare, i due composti si differenziano

nettamente:

nello spostamento chimico relativo ai due protoni diastereotopici del CH, in a al

gruppo carbossilico;

nello spostamento chimico dell” N-CHj3, che ¢ rappresentato da un singoletto a

2.77 ppm per Iestere metilico dell’ N-metil-N-nosil-B*-omo-L-isoleucina ed da un

singoletto a 2.76 ppm per ’estere metilico dell’ N-metil-N-nosil-B*-omo-D-allo-

isoleucina;

nello spostamento chimico del gruppo OCHs, che, per 1’estere metilico dell’ V-

81



Capitolo 3: Risultati e discussione dei dati sperimentali

metil-N-nosil-B*-omo-L-isoleucina cade a 3.51 ppm mentre per ’estere metilico

dell’ N-metil-N-nosil-B*-omo-D-allo-isoleucina cade a 3.52 ppm.

11 confronto dello spettro "H-NMR della miscela con gli spettri 'H-NMR dei singoli esteri
metilici esclude la presenza in ciascun grezzo dell’altro diastereoisomero.

Queste osservazioni portano alla conclusione che le condizioni di reazione
adottate per la conversione degli a-diazochetoni nei corrispondenti p*-amminoacidi, non
causano alcuna evidente racemizzazione degli stereocentri presenti.

In una fase successiva, si ¢ pensato di estendere la procedura utilizzata per la sintesi
degli N-metil-N-nosil-p*-omoamminoacidi, agli a-amminoacidi funzionalizzati in catena
laterale e recanti gruppi protettori compatibili con la metodologia sviluppata. Nello
specifico, ¢ stata scelta la lisina protetta sulla funzione e-amminica con il gruppo

uretanico fluorenilmetossicarbonile (Lys(Fmoc)OH, 15).!

La scelta di questo gruppo
protettore consente la successiva attivazione come cloruro della funzione carbossilica
dell’a-amminoacido.

L’N°-Fmoc-L-lisina (15) ¢ stata sospesa in acqua distillata e completamente solubilizzata
mediante aggiunta di diossano distillato; sono stati poi aggiunti la trietilammina ed il
cloruro dell’acido p-nitrobenzensolfonico solubilizzato in diossano distillato. Dopo soli
30 minuti, a seguito di trattamento acido, € stata recuperata la N*-nosil-N*-Fmoc-L-lisina

(16) con una resa dell’87% (Schema 21).

NHFmoc NHFmoc
H, = g s
9 LG oH | HyO/diossano/EtsN N A OH
O,N S—CI* HyN ﬁ( 2 HCI Nw
0 0 b
15 16
0
(6]

Schema 21. Protezione della funzione amminica della Lys(Fmoc)OH (15) con il gruppo nosile

La caratterizzazione del prodotto & stata realizzata mediante "H-NMR e *C-NMR.

Nello spettro 'H-NMR di 16 ¢ possibile distinguere tutti i segnali caratteristici del
composto ed in particolare il multipletto a 3.70 ppm, attribuibile del protone legato al
carbonio in o alla funzione carbossilica, e il multipletto di area 3 a 4.18-4.32 ppm,

relativo al protone metinico ed ai protoni metilenici del gruppo Fmoc. Il multipletto di
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area 1 a 6.69-6.80 ppm corrisponde all’N°H, mentre il multipletto di area 9 a 7.18-7.98
ppm ¢ relativo ai protoni aromatici del gruppo Fmoc e all’NH solfonammidico. I protoni
aromatici del nosile generano due doppietti rispettivamente a 8.00 e a 8.35 ppm.
L’N%nosil-N°-Fmoc-L-lisina (16) €& stata, successivamente, convertita nel
corrispondente cloruro per trattamento, in diclorometano anidro ed alla temperatura di
riflusso del solvente, con il cloruro di tionile nel rapporto molare 1:12 (Schema 22). 11
cloruro dell’ N*-nosil-N*-Fmoc-L-lisina (17) ¢ stato recuperato dopo 20 minuti, in seguito

ad allontanamento del solvente in condizioni di pressione ridotta, con resa quantitativa.

NHFmoc NHFmoc

. /j
I . OH SOCl, ! ' Cl
O,N S*N/Y ——2 ~O,N s—N/ﬁ(
‘C‘) H o CH,Cly, riflusso o H
16 17

Schema 22. Sintesi del cloruro dell’N*-nosil-N*-Fmoc-L-lisina (17)

I1 cloruro dell’ N*-nosil-N°-Fmoc-L-lisina (17), cosi ottenuto, ¢ stato convertito nel
corrispondente N-metildiazochetone. In particolare, il cloruro 17 solubilizzato in
diclorometano anidro ¢ stato aggiunto lentamente ad una soluzione di diazometano in
diclorometano nel rapporto molare di 1:10. In seguito a purificazione cromatografica del
grezzo di reazione ottenuto per evaporazione del solvente, si recupera I’ N®-metil-N*-

nosil-N°-Fmoc-L-lisinildiazometano (18) con una resa del 69% (Schema 23).

NHFmoc NHFmoc
o cl ot CHN
I . CH,N I .
O,N S—N W ASLPLUTEPNTI/ZN N S 2
I g CH,Cl, — T
0 0 O CH; O
17 18

Schema 23. Sintesi dell’ N*-metil-N*-nosil-N*-Fmoc-L-lisinildiazometano (18)

La caratterizzazione del prodotto & stata realizzata mediante "H-NMR e *C-NMR.

Nello spettro '"H-NMR di 18 & possibile distinguere un multipletto di area 6 a
1.13-1.55 ppm relativo ai protoni metilenici in B, in y ed in & della catena laterale della
lisina. E possibile inoltre distinguere un singoletto a circa 2.82 ppm, caretteristico dei

protoni gruppo del NCH3, che conferma I’avvenuta metilazione. I protoni metilenici in ¢
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della catena laterale della lisina risuonano a 3.06-3.18 ppm. E possibile inoltre
distinguere un multipletto di area 1 a 4.18-4.29 ppm relativo al protone metinico del
gruppo Fmoc ed un multipletto di area 3 a 4.38-4.51 ppm attribuibile al protone legato al
carbonio in o alla funzione amminica ed ai protoni metilenici del gruppo Fmoc. Il
multipletto di area 1 a 4.78-4.86 ppm corrisponde all’N°H, mentre il singoletto a 5.60
ppm corrispondente all’idrogeno del gruppo CHN,. I protoni aromatici del gruppo Fmoc
generano un multipletto di area 8 a 7.25-7.81 ppm, mentre quelli del nosile due
multipletti rispettivamente a 7.96-8.01 ¢ a 8.33-8.38 ppm.

Anche in questo caso, il semplice trattamento del cloruro 17 con diazometano
consente di realizzare in un singolo stadio la sintesi dell’ N-metildiazochetone precursore
per l’ottenimento, nella successiva fase di omologazione, del B3-amminoacid0
corrispondente, metilato sulla funzione amminica.

Ad una soluzione dell’N*-metil-N“-nosil-N°-Fmoc-L-lisinildiazometano (18) in
acqua e diossano distillato, viene aggiunta lentamente una soluzione di benzoato
d’argento in trietilammina, a temperatura ambiente. L’andamento della reazione ¢ stato
seguito per TLC fino a scomparsa del diazochetone 18 dopo 20 minuti. | trattamenti
successivi permettono il recupero della N*-metil-N“-nosil- N°-Fmoc-f°-omo-L-lisina (19)

con una resa del 62% (Schema 24).
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on—" N_48 'YCHNz PhCO,Ag/NEt;
2 1,4-diossano/H,0O
t. a.

O CH; O

Schema 24. Sintesi della N*-metil-N“-nosil-N*-Fmoc-f’-omo-L-lisina (19)

La caratterizzazione del prodotto & stata realizzata mediante 'H-NMR e >C-NMR.

Nello spettro '"H-NMR di 19 & possibile distinguere un multipletto di area 6 a
1.00-1.55 ppm relativo ai protoni metilenici in y e in o e in € della catena laterale. I due
protoni diastereotopici legati al carbonio in a alla funzione carbossilica generano due
doppietti di doppietti, rispettivamente a 2.08 e a 2.35 ppm. E possibile, inoltre,
distinguere un singoletto a circa 2.69 ppm, caretteristico dei protoni gruppo NCHs, I
protoni metilenici in £ della catena laterale risuonano a 2.86-2.99 ppm. E possibile inoltre

distinguere un multipletto di area 4 a 4.11-4.33 ppm relativo al protone legato al carbonio
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in o alla funzione amminica, ai protoni metilenici ed a quello metinico del gruppo Fmoc.
Il multipletto di area 9 a 7.28-7.91 ppm corrisponde all’N°H ed ai protoni aromatici del
gruppo Fmoc, mentre quelli del nosile generano due doppietti rispettivamente a 8.01 e a
8.37 ppm.

Al fine di valutare le possibili applicazioni degli N-metil-N-nosil-B’-
omoamminoacidi nella sintesi peptidica, si ¢ pensato di ottenere e, successivamente,
verificare la stabilita dei cloruri corrispondenti.251
I cloruri degli N-metil-p’-amminoacidi nosil protetti 20b-c (Schema 25) sono stati
preparati usando la stessa procedura impiegata per gli a-analoghi, ponendo, cio¢, a
riflusso in diclorometano anidro per 25-30 minuti il cloruro di tionile ed i corrispondenti
N-metil-N-nosil-B*-omoamminoacidi (14b-¢) nel rapporto molare di 12:1. I cloruri degli

N-metil-B*-omoamminoacidi nosil protetti, recuperati dopo evaporazione del solvente

con rese quantitative (Tabella 7), risultano facili da preparare ed abbastanza stabili.

1 2 0
S8 SN IS S
OzNi\ Y/ OH CH,Cly, riflusso. 02N\ S—N Cl +HCI + SO,
O CHs O &n,
14b-c 20b-¢

Schema 25. Conversione degli N-metil-N-nosil-p*-omoamminoacidi 14b-¢ nei corrispondenti cloruri 20b-c

Tabella 7. Sintesi dei cloruri degli N-metil-N-nosil-B*-omoamminoacidi 20b-¢

Composto R' R> Resa (%)
20b H CH; 100%
20c CH; H 100%

La caratterizzazione dei cloruri degli N-metil-N-nosil-p’-omoamminoacidi ¢ stata
realizzata mediante conversione nei corrispondenti esteri metilici per trattamento con
metanolo anidro.
A titolo esemplificativo, il cloruro dell’N-metil-N-nosil-p*-omo-L-alanina (20b) ¢ stato
trattato con metanolo anidro e il corrispondente estere metilico ¢ stato ottenuto con resa
quantitativa. La caratterizzazione dell’estere metilico dell’N-metil-N-nosil-p*-omo-L-
alanina ¢ stata effettuata mediante '"H-NMR ¢ GC-MS.

Nello spettro 'HNMR dell’estere metilico di 20b ¢ possibile distinguere un
doppietto a 1.05 ppm relativo al gruppo metilico in catena laterale ed un multipletto a

2.40-2.47 ppm caratteristico dei due protoni del CH; in a al gruppo estereo. I singoletti a
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2.78 ppm e a 3.62 ppm sono relativi ai protoni dei gruppi metilici legati rispettivamente
all’azoto e all’ossigeno. Il protone metinico in 3 al gruppo carbonilico ¢ un multipletto
che risuona a 4.48-4.61 ppm. I protoni aromatici del nosile generano due multipletti
rispettivamente a 7.94-8.06 ed a 8.28-8.43 ppm.

Lo spettro di massa (EI) dell’estere metilico di 20b ¢ caratterizzato dal picco a
m/z 301 relativo al frammento che si origina per perdita del radicale CH3 dallo ione
molecolare.

La perdita del radicale CH,COOCHj5 dallo ione molecolare giustifica la presenza del
frammento m/z 243.

Il picco base dello spettro a m/z 130 ¢ relativo al frammento che si origina dallo ione
molecolare per trasposizione, indotta dal radicale, di un atomo d’idrogeno seguita dalla
scissione omolitica del legame S-N. I frammenti a m/z 186 e 122 sono strutturalmente
correlabili alla presenza del gruppo 4-nitrobenzensolfonile.

Il dipeptide 22a (Schema 26) ¢ stato ottenuto per reazione del cloruro dell’/NV-
metil-N—nosil-B3-omo-L-alanina (20b), solubilizzato in cloroformio privo di etanolo, con
il cloridrato dell’estere metilico della L-alanina (21) solubilizzato in una soluzione
acquosa al 5% di NaHCOs, nel rapporto stechiometrico di 1:1. La reazione, condotta a
temperatura ambiente per 25 minuti, ha portato alla formazione del dipeptide 22a con una

resa del 75% (Tabella 8).

12
R R O H
S AN ,
T OCHj3
OzNOﬁﬂ\‘I o HNT Y P
O CH; (6]
20b-c 21
NaHCO3/H20
CHCls, t. a.

152 H
R.R- O B
0 U oen,
O,N SN N ﬁ( % 2HCI
H

O CH; 0
22a-b

Schema 26. Sintesi degli N-metil-N-nosildipeptidi 22a-b
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Tabella 8. Sintesi degli N-metil-N-nosildipeptidi 22a-b

Composto R' R> Resa (%)
22a H CH; 75
22b CH; H 64

La caratterizzazione del dipeptide 22a ¢ stata effettuata mediante 'H-NMR (Figura 19) e
GC-MS.

(0]
Ns \NHM NH%(OCH3
! H
CH; 0
22a
/ f i /f
M“ A. Ny JUJL,

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

85 [z

T T T T
40 35 3.0 5 20 15 ppm

NN MY B

Figura 19. Spettro 'H-NMR (DMSO-dg, 300 MHz) di 22a

T
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Nello spettro 'H-NMR di 22a (Figura 19) ¢ possibile distinguere un doppietto a
0.94 ppm relativo al gruppo metilico della catena laterale del residuo di N-metil-p*-
alanina ed un doppietto a 1.22 ppm relativo all’altro gruppo metilico del dipeptide. I due
protoni diastereotopici legati al carbonio in a alla funzione ammidica generano due
doppietti di doppietti, rispettivamente a 2.14 ppm e a 2.32 ppm. Il singoletto a 2.73 ppm ¢
caratteristico del gruppo NCHj, mentre il singoletto a 3.59 ppm ¢ relativo al gruppo
OCHj;. Distinguiamo, inoltre, un multipletto a 4.12-4.24 ppm attribuibile al protone
legato al carbonio in alfa al gruppo estereo, un multipletto a 4.33-4.42 ppm attribuibile al
protone legato al carbonio in beta al gruppo ammidico ed un doppietto a 8.30
caratteristico del protone del gruppo NH. I protoni aromatici del nosile generano due

multipletti rispettivamente a 8.00-8.07 ed a 8.37-8.42 ppm.

87



Capitolo 3: Risultati e discussione dei dati sperimentali

Lo spettro di massa (EI) del dipeptide 22a ¢ caratterizzato dal picco a m/z 328
relativo al frammento che si origina dallo ione molecolare per perdita del radicale
COOCHj;. La perdita del radicale C¢H;oNOj5" dallo ione molecolare giustifica il picco a
m/z 243.

Il picco base dello spettro a m/z 201 ¢ relativo al frammento che si origina dallo ione
molecolare per trasposizione, indotta dal radicale, di un atomo d’idrogeno seguita dalla
scissione omolitica del legame S-N. I frammenti a m/z 186 e a m/z 122 sono caratteristici
della frammentazione del gruppo 4-nitrobenzensolfonile.

Allo stesso modo ¢ stato ottenuto il dipeptide 22b (Schema 26) con una resa del 64%
(Tabella 8).

Al fine di verificare la differenziazione dei segnali 'H-NMR dei due diastereoisomeri &
stata predisposta una miscela dei grezzi di reazione di 22a ¢ 22b.

Dallo spettro 'H-NMR (Figura 20) della miscela dei grezzi di reazione, si pud
notare che i1 due diastereoisomeri si differenziano nettamente:

* nello spostamento chimico relativo ai protoni del gruppo metilico della catena
laterale del residuo di N-metil-B’-alanina (22a: 0.94 ppm; 22b:0.96 ppm)
= nello spostamento chimico relativo ai protoni del gruppo metilico della catena

laterale del residuo di L-alanina (22a: 1.22 ppm; 22b: 1.19 ppm).

H Oy
Ns- M £ _OCH;
N N
CH; H 9
22a =, M 9 H
Ns /\)L ‘ OCHj
TN
CH; H o
22b e
13 1.2 1.1 1.0 09 08
-
S s 1 /7

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 ppm

Figura 20. Spettro 'H-NMR (DMSO-dg, 300 MHz) della miscela di 22a e 22b
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11 confronto dello spettro 'H-NMR della miscela (Figura 20) con gli spettri 'H-NMR dei
grezzi di reazione 22a (Figura 19) e 22b (Figura 21) esclude la presenza in ciascun

grezzo dell’altro diastereoisomero.

- H Q9 H

s A 2L ocn,
N N
CH; H 9

22b
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8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0ppm

Figura 21. Spettro 'H-NMR (DMSO-d, 300 MHz) di 17b

In conclusione, nella procedura di sintesi utilizzata per 1’ottenimento dei dipeptidi
ogni stereocentro mantiene inalterata la propria configurazione.
Un’ulteriore conferma ¢ stata fornita dall’analisi GC-MS della miscela di 22a e

22b: nel gascromatogramma sono evidenti due picchi ben risolti (Figura 22).
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Figura 22. GC-MS della miscela dei dipeptidi 22a ¢ 22b
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L’analisi successiva dei due grezzi di reazione denota in ciascun grezzo 1’assenza

dell’altro diastereoisomero (Figura 23, Figura 24).
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Figura 23. GC-MS del dipeptide 22a
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Figura 24. GC-MS del dipeptide 22b

In conclusione, ¢ stata sviluppata una metodologia semplice e molto efficiente per
I’omologazione di a-amminoacidi, protetti sulla funzione amminica con il gruppo nosile,
nei corrispondenti N-metil-B*-amminoacidi.

In particolare, i risultati conseguiti nel presente lavoro evidenziano i vantaggi relativi alla
scelta del gruppo protettore nosile nella preparaione in soluzione degli N-metil-B-
omoamminoacidi.

L’impiego di questo gruppo protettore, che rende possibile, tra I’altro, il facile
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ottenimento dei cloruri degli a-amminoacidi, aumenta [’acidita del protone NH,
permettendo la formazione dell’a-diazochetone e la simultanea metilazione della
funzione amminica durante il trattamento dei cloruri degli N-nosil-a-amminoacidi con
diazometano.

Gli N-metil-N-nosil-a-amminoacildiazometani sono, poi, facilmente convertiti nei
corrispondenti p*-amminoacidi mediante il riarrangiamento di Wolff.

Rispetto alle altre procedure riportate in letteratura, la metodologia proposta
permette ’ottenimento degli N-metil-B*-amminoacidi in pochi stadi sintetici ed evitando
I’utilizzo di condizioni di reazione drastiche. Un altro vantaggio ¢ rappresentato dalla
possibilita di convertire gli N-metil-N-nosil-p’-omoamminoacidi nei corrispondenti
cloruri; la stabilita di questi intermedi e la loro agevole disponibilitd ne hanno reso
possibile I’impiego nelle procedure sintetiche relative alla formazione di peptidi
modificati in soluzione.

E stato, altresi, dimostrato che tutta la procedura sintetica non causa alcuna
evidente racemizzazione degli stereocentri presenti nei precursori.

Sebbene la sintesi degli N-metildiazochetoni mediante acilazione del diazometano
con 1 corrispondenti cloruri non possa essere applicata ad a-amminoacidi funzionalizzati
in catena laterale recanti gruppi protettori acido-labili, la strategia proposta pud essere
estesa alla sintesi N—metil-B3-ammin0acidi funzionalizzati recanti gruppi protettori base-

labili compatibili la “nosil-chemistry”.
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3.3. PROTEZIONE REVERSIBILE DELLA FUNZIONE AMMINICA CON IL
GRUPPO NOSILE NELLA SINTESI PEPTIDICA IN SOLUZIONE

Come illustrato in precedenza, la strategia di sintesi basata sull’impiego della
protezione nosile consente di realizzare la diretta omologazione di a-amminoacidi ad N-
metil-p*-omoamminoacidi, mediante la procedura di Arndt-Eistert.”' Oltre che nella
sintesi in soluzione di N-metil-B>-omoamminoacidi otticamente attivi, nel nostro
laboratorio il gruppo nosile ¢ stato precedentemente utilizzato con successo per la
metilazione diretta in soluzione di a-amminoesteri N-nosil-protetti.”>® La metodologia
basata sull’utilizzo del diazometano in presenza del gruppo protettore nosile si ¢
dimostrata utile anche per la N-metilazione sito specifica di sistemi peptidici in
soluzione.” Inoltre, recentemente questa strategia sintetica ¢ stata estesa con successo
alla metilazione di a-amminoacidi su supporto solido.*”’

Alla luce di questi risultati, nel presente lavoro, si ¢ pensato di utilizzare il gruppo
protettore nosile in maniera generale come gruppo protettore dell’azoto a-amminico nella
sintesi peptidica in soluzione.*”®

La scelta dei gruppi protettori riveste un ruolo fondamentale nella realizzazione
della sintesi di un peptide. La necessita di una sequenziale protezione e deprotezione
delle varie funzionalita presenti fa si che, sia I’introduzione, sia la rimozione di un
gruppo protettore richiedano un’accurata progettazione sintetica, al fine di garantire il
grado richiesto di ortogonalita tra i vari gruppi protettori utilizzati.

Per questa ragione, la ricerca di nuovi gruppi protettori della funzione amminica, stabili
ad una vasta gamma di condizioni di reazione, facilmente disponibili e selettivamente
rimovibili in condizioni blande, continua ad attirare in maniera considerevole 1’interesse
dei ricercatori.

Sebbene esistano numerosi e svariati gruppi protettori della funzione amminica di o-
amminoacidi, sicuramente, negli ultimi anni, maggiore attenzione ¢ stata riservata all’uso
dei carbammati per via della loro capacita di minimizzare il processo di racemizzazione
base-catalizzato durante la sintesi peptidica.”’®**" Le strategie basate sull’utilizzo dei
gruppi protettori Fmoc e Boc sono, infatti, ben consolidate sia nella sintesi peptidica in
soluzione che in fase solida.

Le metodologie esistenti basate sul gruppo protettore Boc richiedono I’impiego di acido

trifluoroacetico in ogni stadio di rimozione del Boc e condizioni acide piu drastiche per
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rimuovere i gruppi protettori in catena laterale.*®’

11 gruppo Fmoc™*2* & un gruppo protettore base-labile che & facilmente rimosso da una
grande varieta di ammine, attraverso una B-eliminazione promossa dalla base; in sua
presenza, gruppi protettori acido-labili possono essere rimossi usando condizioni acide
piu blande. La strategia Fmoc ¢ comunque piu indicata nella sintesi peptidica in fase
solida rispetto a quella in soluzione a causa dei problemi connessi al processo di
deprotezione. Infatti, il dibenzofulvene prodotto durante la rimozione del gruppo Fmoc,
puo non essere efficientemente catturato dalla base, portando cosi alla polimerizzazione
dell’alchene e rendendo di conseguenza piu complessa la procedura di
purificazione.”**

L’uso del gruppo nosile nella sintesi peptidica ¢ d’importanza fondamentale per la N-

. . . . - - 1: 211,253,254
metilazione di amminoacidi e peptidi.*''*>>*

Di conseguenza, la combinazione della
“nosil-chemistry” con la “Fmoc-chemistry” acquista particolare rilievo nella sintesi di
peptidi N-metilati: gli N-nosil-a-amminoacidi introdotti in una specifica posizione della
catena peptidica, possono essere, infatti, facilmente metilati sulla funzione a-
amminica.*®

In questo contesto, ¢ stata progettata e realizzata una nuova ed alternativa
strategia per la sintesi peptidica in soluzione, che prevede la protezione con il gruppo
nosile della funzione a-amminica anche di amminoacidi funzionalizzati in catena laterale
e recanti gruppi protettori compatibili con il gruppo Fmoc.?”®
Lo stadio cruciale nell’utilizzo del gruppo nosile ¢ certamente rappresentato dalla sua
rimozione: come riportato per i derivati N-alchilati,”'' la reazione coinvolta &, con molta
probabilita, una sostituzione nucleofila aromatica (SyAr) sul carbonio solfonammidico,
con un tiolato come nucleofilo. La reazione avviene attraverso la formazione di un
intermedio tetraedrico anionico che prende il nome di complesso di Meisenheimer.
La rimozione del gruppo protettore nosile da sistemi amminoacidici e peptidici alchilati
all’azoto, avviene facilmente a temperatura controllata in tempi brevi, usando il sistema
reagente acido mercaptoacetico/metossido di sodio.”***%
Quando la funzione amminica non ¢ alchilata, la rimozione del gruppo nosile non ¢ cosi
semplice: I’atomo di idrogeno relativamente acido sulla funzione solfonammidica,
potrebbe ridurre I’efficienza del nucleofilo solforato nella sostituzione nucleofila

aromatica.

Allo scopo di studiare in maniera accurata la flessibilita di ogni stadio della
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procedura progettata, inclusa la protezione degli a-amminoacidi, 1’elongazione della
catena peptidica e la deprotezione della funzione amminica terminale e per valutare
meglio gli effetti dei reagenti usati su possibili e competitivi processi di racemizzazione,
sono stati scelti come sistemi modello esteri metilici di amminoacidi lipofilici della serie
DedL.
La protezione dell’azoto a-amminico di amminoesteri pud essere condotta in solvente
organico in presenza di una base azotata.”®

In un esperimento tipico, gli esteri metilici della N-nosil-L-valina (24a) e della N-
nosil-D-valina (24b) sono stati preparati per trattamento dei corrispondenti cloridrati 23a
e 23b con il cloruro di nosile in presenza di piridina, nel rapporto molare 1:1:3.°*
La reazione ¢ stata condotta in diclorometano a temperatura ambiente per circa 3 ore ed
ha fornito gli esteri metilici dell’ N-nosil-L-valina (24a) e dell’ N-nosil-D-valina (24b) con

rese del 90 e dell’84%, rispettivamente (Schema 27, Tabella 9).

R! g2 Rl g2
_ + 2 ocH; — NCL | N ﬁ(ocm
Cl H3N W piridina/ CH,Cl, N
o H o
23a-b 24a-b

Schema 27. Sintesi degli esteri metilici dell’ N-nosil-L-valina (24a) e dell’ N-nosil-D-valina (24b)

Tabella 9. Esteri metilici dell’ N-nosil-L-valina (24a) e dell’ N-nosil-D-valina (24b)

Composto R' R’ Resa (%)
24a H (CH;),CH 90
24b (CH3),CH H 84

La caratterizzazione dei prodotti ¢ stata realizzata mediante 'H-NMR, *C-NMR e
GC-MS.
Nello spettro "H-NMR di 24a ¢ possibile distinguere tutti i segnali caratteristici del
composto, quali il singoletto a 3.52 ppm corrispondente al metile estereo, il multipletto
centrato a 3.85 ppm corrispondente al protone in posizione a alla funzione esterea ed il
doppietto a 5.56 ppm corrispondente al protone legato all’azoto solfonammidico.

Il passaggio successivo ¢ stato quello di individuare le condizioni di reazione
ottimali per la deprotezione della funzione amminica degli esteri metilici degli a-
amminoacidi protetti con il gruppo nosile e non sostituiti all’azoto. Inizialmente, ¢ stata

sperimentata la stessa procedura utilizzata con successo nel nostro laboratorio, per la
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rimozione del gruppo nosile da amminoesteri metilati all’azoto.”®

Tuttavia, la reazione di deprotezione della funzione amminica, realizzata mediante il
trattamento di 24a ¢ 24b con 3 equivalenti di acido mercaptoacetico in presenza di 8
equivalenti di metossido di sodio, in una soluzione di acetonitrile e metanolo alla
temperatura di 50°C,”* procede ad una velocitd estremamente bassa. Tipicamente,
adoperando le medesime condizioni sperimentali, il tempo di reazione necessario per una
completa rimozione del gruppo nosile da esteri metilici di N-nosil-a-amminoacidi N-
metilati, & di circa 10 minuti.>®

Una completa e piu veloce deprotezione della funzione a-amminica ¢ stata osservata
utilizzando una maggiore quantita di metossido di sodio e conducendo la reazione a
temperature piu elevate.””®

In particolare, 1’estere metilico della N-nosil-L-valina (24a) ¢ stato trattato con 3
equivalenti di acido mercaptoacetico e 10 equivalenti di metossido di sodio in acetonitrile
e metanolo anidro (Schema 28). La reazione ¢ stata condotta alla temperatura di riflusso
per un’ora ed ha fornito il corrispondente amminoestere deprotetto 25a. L’analisi GC-MS
effettuata su un’aliquota del prodotto grezzo di reazione dopo work-up acido e
trattamento con diazometano, mostra chiaramente la presenza del coprodotto di
deprotezione il 2-(4-nitrofeniltio)acetato di metile. La formazione di questo composto
supporta I’ipotesi che la rimozione del gruppo nosile proceda attraverso una sostituzione
nucleofila aromatica, come riportato per gli analoghi N-alchilati.*"’

Anche I’estere metilico della N-nosil-D-valina (24b) ¢ stato sottoposto al processo di

deprotezione utilizzando le stesse condizioni sperimentali adottate per 24a (Schema 28).

1
R 2 1
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Z H NaHCO3
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N W CHCl,
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N > OCHj
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Schema 28. Sintesi degli N-nosil-dipeptidi 26a ¢ 26b
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I due prodotti deprotetti 25a e 25b non sono stati isolati, ma direttamente utilizzati per
I’accoppiamento in situ con il cloruro della N-nosil-D-alanina (12c¢), precedentemente
preparato.”®® La reazione di accoppiamento, condotta in una miscela bifasica di
cloroformio ¢ NaHCOs, ha portato all’ottenimento, dopo work-up, dei corrispondenti
dipeptidi diastereomerici Ns-D-Ala-L-Val-OCH; 26a ¢ Ns-D-Ala-D-Val-OCH3 26b con
una resa del 78% e del 71%, rispettivamente (Schema 28, Tabella 10). I prodotti sono
stati caratterizzati mediante lH-NMR, BC-NMR e GC-MS.

Tabella 10. Sintesi degli N-nosil-dipeptidi 26a e 26b

Composto R! R’ Resa (%)
26a H CH(CHj;), 78
26b CH(CH3), H 71

L’analisi 'H-NMR dei singoli prodotti grezzi di reazione 26a (Figura 25) ¢ 26b
(Figura 26) rivela chiaramente la presenza di un solo prodotto in ciascun campione, con

segnali 'H-NMR totalmente attribuibili ad un solo diastereoisomero.

H 9 H
N £ _OCH;
7~
(0]
26a

1 | A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 25. Spettro 'H-NMR (CDCls, 300 MHz) di 26a
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Figura 26. Spettro 'H-NMR (CDCls, 300 MHz) di 26b

E’ stata poi preparata un’appropriata miscela dei grezzi di reazione 26a e 26b, analizzata

mediante 'H-NMR (Figura 27).
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Figura 27. Spettro 'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) della miscela dei dipeptidi 26a ¢ 26b
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Dallo spettro 'H-NMR ottenuto (Figura 27) si evidenzia che i segnali caratteristici dei
due epimeri si differenziano nettamente.

In particolare, ¢ possibile osservare segnali distinti per 1 metili diastereotopici dei residui
di valina, per i protoni degli esteri metilici, per i protoni solfonammidici e per quelli
ammidici.

11 confronto dello spettro 'H-NMR della miscela (Figura 27) con gli spettri 'H-NMR dei
singoli dipeptidi (Figura 25 e Figura 26) esclude la formazione di prodotti derivanti da
epimerizzazione.

Anche I’analisi GC-MS della stessa miscela di 26a e 26b ha evidenziato la presenza nel
cromatogramma corrispondente di due picchi distinti, uno per ciascun diastereoisomero.
L’analisi successiva dei due grezzi di reazione denota in ciascun grezzo |’assenza
dell’altro diastereoisomero.

Successivamente sono stati sintetizzati tripeptidi diastereomerici al fine di
ottenere catene peptidiche piu lunge e valutare gli aspetti stereochimici dell’intera
procedura, che prevede la rimozione del gruppo nosile dalla funzione amminica terminale
e D’accoppiamento del dipeptide deprotetto con il cloruro di un altro N-nosil-a-
amminoacido. E’ stato osservato che per la rimozione del gruppo nosile dai sistemi
dipeptidici 26a-b, ¢ necessario aumentare ulteriormente la quantita di metossido di sodio
e che la reazione va a completezza in tempi piu lunghi.

Gli N-nosildipeptidi 26a-b sono stati deprotetti sulla funzione amminica mediante
trattamento con 3 equivalenti di acido mercaptoacetico e 16 equivalenti di metossido di
sodio a riflusso, in una miscela di acetonitrile e metanolo. La completa rimozione del
gruppo protettore ¢ stata osservata dopo 2 ore (Schema 29). Anche in questo caso i
prodotti 27a-b con la funzione a-amminica libera non sono stati isolati, ma direttamente
utilizzati per 1’accoppiamento con il cloruro dell’ N-nosil-L-isoleucina (12e, Schema 29).
I corrispondenti tripeptidi nosil-protetti Ns-L-Ile-D-Ala-L-Val-OCHj3 (28a) e Ns-L-Ile-D-
Ala-D-Val-OCH; (28b) sono stati recuperati con rese dell’89% e dell’84%,
rispettivamente (Tabella 11).

Tutti 1 prodotti sintetizzati seguendo le condizioni di reazione sinora descritte risultano
sufficientemente puliti dopo semplice trattamento idrolitico della miscela grezza di
reazione. [ prodotti ottenuti, infatti, non necessitano di alcuna purificazione

cromatografica.

98



Capitolo 3: Risultati e discussione dei dati sperimentali
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Schema 29. Sintesi degli N-nosil tripeptidi 28a ¢ 28b

CHCl;

Tabella 11. Risultati della sintesi degli N-nosil tripeptidi 28a e 28b

Composto R' R’ Resa (%)
28a H CH(CH;), 89
28b CH(CH;), H 84

La caratterizzazione dei prodotti & stata realizzata mediante 'H-NMR, “C-NMR e GC-
MS.
Dallo spettro 'H-NMR di una miscela opportunamente preparata dei due grezzi di
reazione 28a e 28b, risulta evidente che i due tripeptidi diastereomerici si differenziano
nettamente nello spostamento chimico relativo al protone ammidico ed ai protoni del
gruppo OCHj del residuo amminoacidico C-terminale.
L’analisi 'H-NMR dei singoli prodotti grezzi di reazione 28a e 28b rivela chiaramente la
presenza di un solo prodotto in ciascun campione, con segnali 'H-NMR totalmente
attribuibili ad un solo diastereoisomero. In particolare, i picchi relativi al protone
ammidico ed ai protoni del gruppo OCHj; del residuo amminoacidico C-terminale, sono
stati scelti per determinare 1’eventuale presenza dell’altro diastereoisomero in ciascuno
spettro.

Un’ulteriore conferma dell’assenza di epimerizzazione ¢ fornita dall’analisi GC-
MS della miscela di 28a e 28b: nel gascromatogramma i picchi relativi ai due
diastereoisomeri si separano in maniera distinta (Figura 28, [A]). L’analisi GC-MS

successiva dei due grezzi di reazione rileva in ciascuno grezzo 1’assenza dell’altro
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diastereoisomero (Figura 28, [B] ¢ [C]).
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Figura 28. Confronto dei gas cromatogrammi: [A] miscela di N-Ns-L-Ile-D-Ala-L-Val-OCHj; (35.73 min) e
N-Ns-L-Ile-D-Ala-D-Val-OCHj; (37.02 min); [B] GC-MS del diastereoisomero 28a;
[C] GC-MS del diastereoisomero 28b
Lo spettro di massa (EI) dei due composti 28a ¢ 28b (Figura 29) ¢ caratterizzato dal

picco relativo allo ione molecolare (M) a m/z 500. Il frammento a m/z 441 ¢ dovuto

alla perdita del radicale COOCHj3- dallo ione molecolare.
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Figura 29. Spettro di massa del tripeptide N-Ns-L-Ile-D-Ala-L-Val-OCHj; (28a)
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Il frammento a m/z 370 deriva dallo ione molecolare per rottura del legame ammidico del
residuo C-terminale della valina. Il picco a m/z 342 ¢ relativo al frammento che si origina
dallo ione molecolare per perdita del radicale C;H;2NOse. 11 picco a m/z 271 ¢ relativo al
frammento che si origina per perdita del radicale C;oH;704N,* dallo ione molecolare.

Lo ione a m/z 187, che ¢ anche il picco base nello spettro, deriva dallo ione molecolare
per perdita iniziale di un radicale CHj3* della catena laterale del residuo di alanina e
rottura successiva di un legame ammidico. I frammenti a m/z 186 ¢ a m/z 122 sono
caratteristici della frammentazione del gruppo 4-nitrobenzensolfonile.

Nel lavoro descritto sinora sono stati evidenziati i vantaggi relativi all’utilizzo del

gruppo protettore nosile nella sintesi di oligopeptidi contenenti amminoacidi lipofilici. In
particolare, ogni passaggio sintetico della procedura descritta, ovvero la protezione della
funzione a-amminica, la formazione del legame peptidico e la rimozione del gruppo
solfonammidico, ¢ caratterizzato da condizioni di reazioni blande, rese elevate ed
eccellente purezza dei prodotti finali, 1 quali non necessitano di purificazione
cromatografica e mantengono 1’integrita dei centri chirali presenti.
Alla luce dei risultati ottenuti, il passo successivo ¢ stato quello di verificare la versatilita
del gruppo nosile valutando la possibile applicazione della metodologia proposta alla
preparazione di piccole sequenze peptidiche contenenti amminoacidi funzionalizzati in
catena laterale.””® In particolare, ¢ stata presa in considerazione la possibilita di ottenere
peptidi contenenti a-amminoacidi protetti in catena laterale con gruppi protettori stabili
nelle condizioni di reazione richieste per la protezione e la deprotezione della funzione a-
amminica e per la formazione del legame peptidico. Sono stati scelti a questo scopo
amminoacidi recanti in catena laterale gruppi protettori acido labili che possono essere
ortogonali al gruppo protettore nosile. La formazione del legame peptidico ¢ stata
realizzata mediante 1’impiego di opportuni agenti di accoppiamento al fine di evitare la
parziale deprotezione dei gruppi funzionali presenti in catena laterale durante la
formazione dei cloruri degli N-nosil-a-amminoacidi.

Gli N-nosil-a-amminoacidi 30a-d sono stati preparati a partire dai corrispondenti
a-amminoacidi 29a-d, protetti in catena laterale con gruppi protettori acido labili.

In un esperimento tipico la N°~-Boc-L-lisina (29a), scelta come substrato modello, ¢ stata
solubilizzata in una miscela 1:1 di acqua distillata e 1,4-diossano e trattata con il cloruro
dell’acido p-nitrobenzensolfonico in presenza di trietilammina a 0°C (Schema 30). Dopo

soli 30 minuti ed in seguito a trattamento acido con una soluzione di KHSOy al 5%, ¢
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stata recuperata la N*-nosil-N°-Boc-L-lisina (30a) con una resa del 73% (Tabella 12).

H R . H !
el + HN . oH D Hy0/1,4-diossano/EtzN Ns. & OH
s 2 2) KHSO, N
0 H 0o
29a-d 30a-d

Schema 30. Protezione della funzione amminica degli a-amminoacidi 29a-d con il gruppo nosile

Tabella 12. Sintesi degli N-nosil-a-amminoacidi 30a-d

Composto R' Resa (%)

30a  (CH,):.NH-(Boc) 73
30b CH2C6H4O—(t-Bu) 75
30c  CH,S<(Trt) 83

30d CH,CONH-(Ttt) 89

La caratterizzazione del prodotto & stata realizzata mediante 'H-NMR, “C-NMR e
MALDI. Lo spettro '"H-NMR di 30a (Figura 30) mostra come segnali caratteristici del
composto due doppietti di area 2 a 8.39 e 8.00 ppm relativi agli idrogeni del nosile e un
doppietto a 8.58 ppm corrispondente all’NH solfonammidico. E’ evidente nello spettro

anche un singoletto relativo ai protoni del gruppo Boc in catena laterale a 1.34 ppm.

NHBoc
H
O &
[l \ OH
O;N ﬁ*
O H O
30a

NI

T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 ppm

Figura 30. Spettro 'H-NMR (DMSO-d, 300 MHz) della N*-Ns-N°*-(Boc)-Lys-OH (30a)
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Non ¢ stato possibile in questo caso analizzare il composto 30a mediante GC/MS a causa
della presenza del gruppo uretanico Boc.

In analogia al trattamento del sistema modello sono stati preparati altri amminoacidi N-
nosil protetti recanti gruppi protettori acido labili in catena laterale. Gli a-amminoacidi
N-nosil protetti 30b-d sono stati ottenuti con rese eccellenti comprese tra il 75 e 1’89%.
La caratterizzazione di questi prodotti & stata effettuata mediante 'H-NMR, "C-NMR e
MALDL.

Al fine di sintetizzare gli N-nosil dipeptidi contenenti residui amminoacidici
funzionalizzati in catena laterale, ¢ stato necessario cambiare la procedura sintetica di
accoppiamento che prevedeva la attivazione della funzione carbossilica sotto forma di
cloruro. A causa della presenza di protezioni acido labili in catena laterale,
I’accoppiamento dei nosil amminoacidi 30a-d con il cloridrato degli esteri metilici degli
a-amminoacidi 31a e 31b ¢ stato realizzato in presenza di dicicloesilcarbodimmide, 1-
idrossibenzotriazolo ed N-metilmorfolina (Schema 31).

In un esperimento tipico la N%-nosil-N*-Boc-L-lisina (30a) solubilizzata in
tetraidrofurano (THF) anidro ¢ stata trattata con il cloridrato dell’estere metilico della L-
alanina, in presenza di 1-idrossibenzotriazolo ed N-metilmorfolina; alla soluzione,
raffreddata a 0° C con una miscela frigorifera di ghiaccio e cloruro di sodio e mantenuta
sotto agitazione costante, ¢ stata aggiunta la dicicloesilcarbodimmide. Dopo 2 ore, il
risultante dipeptide N“-nosil-N°-Boc-L-lisinil-L-alaninaOMe (32a) ¢ stato recuperato con

una resa del 90% come unico prodotto di reazione (Tabella 13).

1 2 O 2
B R R oy, DECHOBY i R oc
2 _ 4 .
NS\N/WOH L Cl H3N/Y 3 N-Me-Morfolina Ns~ lgLN/W 3
H oo 0 RW g H g
THF
30a-d 31a-b 32a-d

Schema 31. Sintesi degli N-nosil dipeptidi 32a-d

Tabella 13. Sintesi degli N-nosil dipeptidi 32a-d

Composto R' R’ Resa (%)

32a _ (CH,):.NH-(Boc) CH, 90
32b CH2C6H4O-(t—Bu) CH(CH3)2 82
32¢  CH,S<(Trt) CH; 87

32d CH,CONH-(Trt) CH; 95
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11 dipeptide ¢ stato caratterizzato mediante 'H-NMR, *C-NMR e MALDI. Lo spettro 'H-
NMR (Figura 31) di 32a ha evidenziato la presenza dei segnali caratteristici del nosile a
8.05 e 8.30 ppm; sono evidenti i doppietti relativi all’NH ammidico a 7.10 ppm e all’NH
solfonammidico 6.40 ppm. Il multipletto relativo al protone del carbonio in o della lisina
risuona a 4.31 ppm, mentre il multipletto corrispondente al protone del carbonio in o

dell’alanina risuona a 3.85 ppm.

32a

LN

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 31. Spettro 'H-NMR (CDCl;) di N*-Ns-N°-Boc-Lys-Ala-OMe (32a)

Utilizzando le stesse condizioni di accoppiamento sono stati sintetizzati gli altri dipeptidi
nosil protetti 32b-d elencati in tabella 13, con rese comprese tra 1’82 e il 95%. La
struttura dei dipeptidi ottenuti & stata confermata mediante 'H-NMR, “C-NMR e
MALDI. In particolare gli spettri 'H-NMR dei grezzi di reazione mostrano, in tutti i casi,
il segnale relativo al protone ammidico e quello relativo al protone solfonammidico;
inoltre, tutto il processo di accoppiamento avviene senza evidenze di racemizzazione dei
centri chirali coinvolti.

Dopo aver verificato 1’efficacia della procedura sintetica per 1’ottenimento dei dipeptidi
funzionalizzati in catena laterale, ¢ stata verificata la possibilita di rimuovere
selettivamente il gruppo protettore nosile presente sull’azoto a-amminico.

Il dipeptide N“-nosil-N*-Boc-L-lisinil-L-alaninaOMe (32a) scelto come substrato modello

¢ stato solubilizzato in acetonitrile e addizionato di acido mercaptoacetico e metossido di
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sodio in un rapporto stechiometrico di 1:3:16 rispetto al dipeptide di partenza. E’ stata
poi aggiunta una quantita di metanolo tale da solubilizzare il metossido di sodio presente.
La miscela di reazione, mantenuta alla temperatura di riflusso per un’ora, ha fornito il
dipeptide deprotetto sulla funzione a-amminica 33a, che ¢ stato utilizzato
immediatamente come tale e senza purificazione per 1’accoppiamento in situ con il
cloruro dell’amminoacido nosil protetto 12a, opportunamente preparato (Schema 32). La
reazione di accoppiamento ¢ stata condotta in una soluzione bifasica di carbonato di
sodio e cloroformio, a temperatura ambiente per 30 minuti. Il successivo trattamento
della miscela di reazione ha consentito il recupero del corrispondente tripeptide N*-nosil-

L-valil-N°-Boc-L-lisinil-L-alaninaOMe (34a) con una resa dell’85% (Tabella 14).

2

H § H,R 0O H R
< HSCH2C02H/ NaOCH3 7
e e OCHj3 o | HN N WOCH3
Rl\ g H 0 MeOH, CH;3CN, riflusso Rl\\ y H 0
32a-c 33a-c
3
H R
Ns /’/'ﬂ/a NayCOs
N CHCl,
g O
12a;12¢ Y
H, Ry QB R
Ns. /S]/N\eL 4(0%
N 3 N
H o orlHH 9
34a-c
Schema 32. Sintesi dei tripeptidi 34a-c
Tabella 14. Sintesi dei tripeptidi 34a-c
Composto R R’ R’ Resa (%)
34a (CH2)4NH-(BOC) CH3 CH(CH;)z 85

34b CH,C¢HO-(+-Bu) CH(CH;), CH(CH;)CH,CHj; 75

34c CHzS-(TI‘t) CH3 CH(CH3)2 71

Il prodotto grezzo di reazione ¢& stato caratterizzato mediante 'H-NMR, “C-NMR e
MALDI.
Lo spettro 'H-NMR di 34a (Figura 32) mostra segnali attribuibili con evidenza alla

presenza di un solo diastereoisomero. Particolarmente indicativi della struttura di 34a
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sono 1 segnali corrispondenti ai protoni ammidici della lisina e dell’alanina, a 7.10 e 7.30
ppm, rispettivamente e quelli relativi al protone solfonammidico ed al protone uretanico a
6.51 e 4.92 ppm, rispettivamente. Anche 1‘esistenza di un unico singoletto a 3.75 ppm

relativo al protone metil estereo, conferma la presenza di un solo diastereoisomero.

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Figura 32. Spettro 'H-NMR (DMSO-d;) del tripeptide 34a

Un’ulteriore conferma ¢ fornita dalla presenza nello spettro del segnale relativo al CH in
a all’azoto ammidico del residuo di alanina a 4.51 ppm, del segnale relativo al CH in a
all’azoto solfonammidico della valina a 4.41 ppm e dal segnale relativo al CH in «
all’azoto ammidico del residuo di lisina a 3.88 ppm.
I tripeptidi 34b e 34¢ sono stati sintetizzati utilizzando la stessa procedura adottata per la
preparazione di 34a, con rese rispettivamente del 75 e del 71% (Schema 32, Tabella 14).
| prodotti grezzi di reazione sono stati caratterizzati mediante 'H-NMR, “C-NMR e
MALDL.
L’analisi spettroscopica 'H-NMR dei tripeptidi 34a-c permette di escludere I’indesiderata
reazione di deprotezione dei gruppi funzionali presenti in catena laterale. Infatti, negli
spettri "H-NMR di ciascun composto si osserva la presenza soltanto di segnali attribuibili
alla struttura dei tripeptidi 34a-c, mentre risultano assenti segnali estranei distinguibili.

In definitiva, la metodologia sviluppata, basata sull’utilizzo del gruppo protettore

nosile, consente di realizzare la sintesi in soluzione di piccole sequenze peptidiche, in
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maniera agevole e in condizioni di reazione blande. In particolare, 1 risultati conseguiti
hanno evidenziano diversi vantaggi relativi all’utilizzo di questo gruppo protettore.
Innanzitutto nella reazione di protezione della funzione amminica di a-amminoacidi, il
nosile viene introdotto facilmente e con alte rese, sia nel caso di amminoacidi lipofilici
che di amminoacidi funzionalizzati in catena laterale.

I cloruri degli N-nosil-a-amminoacidi**® possono essere utilizzati per I’elongazione della
catena peptidica ed hanno il vantaggio di essere sintetizzati facilmente e con alte rese.
L’elongazione della catena peptidica procede efficientemente anche utilizzando
opportuni agenti di accoppiamento.

Il sistema reagente acido mercaptoacetico/metossido di sodio adottato per la rimozione
del gruppo nosile, consente una completa e specifica deprotezione della funzione -
amminica mantenendo, invece, inalterati i gruppi protettori in catena laterale.

Il metodo descritto risulta particolarmente vantaggioso perché le condizioni di
reazione adottate in ogni stadio dell’intero processo sintetico, non causano alcuna
racemizzazione degli stereocentri presenti nel peptide.

La strategia proposta ¢ di generale applicazione ed ¢ stata estesa alla sintesi di
peptidi contenenti a-amminoacidi funzionalizzati in catena laterale; in particolare, sono
stati impiegati a-amminoacidi recanti gruppi protettori acido-labili, al fine di dimostrare
la compatibilita di questi ultimi con il gruppo nosile.

I risultati ottenuti dimostrano che I'utilizzo del gruppo nosile si combina molto bene con
differenti gruppi protettori ampiamente usati nella sintesi peptidica in soluzione basata
sulla strategia Fmoc.

Quindi, il gruppo nosile pud essere considerato una valida alternativa al gruppo Fmoc
nella sintesi peptidica in soluzione; la sua rimozione dalla funzione amminica terminale
della catena peptidica, fornisce il prodotto deprotetto con elevata purezza senza necessita
di complesse procedure di purificazione.

Inoltre, il reagente necessario per sintetizzare gli N-nosil-a-amminoacidi, il p-
nitrobenzensolfonil cloruro, ¢ commercialmente disponibile € molto pit economico del
reagente utilizzato per 1’introduzione del gruppo protettore Fmoc.

La procedura sviluppata risulta, per di piu, particolarmente conveniente per sintetizzare
peptidi N-metilati su specifici residui amminoacidici®®® e rappresenta una nuova ed

alternativa strategia nella sintesi peptidica.
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34. RIDUZIONE DELLE N-METIL-N-METOSSIAMMIDI NELLE
CORRISPONDENTI AMMINE CON IL SISTEMA REAGENTE AICI;/LiAlH4

Nell’ambito della sintesi di peptidi modificati 1’interesse ¢ stato rivolto, in un
secondo momento, alla realizzazione di un’altra modifica dello scheletro peptidico e, in
particolare, all’introduzione sull’estremita C-terminale di amminoacidi e peptidi, della
funzionalita N-metil-N-metossiamminica.

Le N-metil-N-metossiammine rappresentano utili intermedi di reazione nella
sintesi organica;”®’ diverse molecole biologicamente attive, o intermedi coinvolti nella
loro sintesi,”™ " sono caratterizzati dalla presenza di un gruppo funzionale N-metil-N-
metossiamminico. In particolare, alcuni N-metil-N-metossiamminoacidi hanno mostrato
un’interessante attivita anticonvulsionante.”

Al fine di realizzare una nuova procedura sintetica per la preparazione di N-metil-N-
metossiammine, si ¢ pensato che le N-metil-N-metossiammidi (ammidi di Weinreb)
potessero rappresentare utili precursori.”' %

A tale proposito, sono state sintetizzate le N-metil-N-metossiammidi*”**** di semplici
sistemi alifatici ed aromatici ed ¢ stata studiata la loro riduzione nelle corrispondenti
ammine.”’

In letteratura € noto che la riduzione delle ammidi di Weinreb con un eccesso di LiAlHy4
porta alla formazione delle corrispondenti aldeidi.”® La reazione procede attraverso la
formazione di un intermedio ciclico molto stabile, che si origina in seguito all’addizione
dell’idruro al carbonile ammidico e alla successiva coordinazione intramolecolare dello
ione litio. La stabilita di quest’intermedio tetraedrico impedisce 1’ulteriore addizione di
idruro: soltanto il successivo trattamento idrolitico causa [’eliminazione della

metilmetossiammina e la formazione della funzione aldeidica, senza ulteriore riduzione

ad alcool (Schema 33).

HsC
AN
0 0----- Li* . 0
LiAlH,, THF, 0°C | " | H;0"H,0
N N o R” H

| CHy”

CH;
R H

Schema 33. Conversione delle ammidi di Weinreb nelle corrispondenti aldeidi

Sono riportati solo pochi esempi in cui le N-metil-N-metossiammidi vengono convertite

288,296

nelle corrispondenti ammine mediante riduzione. Un idrossammato legato ad una
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resina ¢ stato convertito nella corrispondente idrossilammina terziaria mediante riduzione

297

con monocloroalani.”" Lo stesso reagente ¢ stato usato per la conversione degli 1-

(benzilossi)-2-azetidinoni nelle corrispondenti 1-(benzilossi)azetidine® (Schema 34).
1 1

. R AICIY/LIAIH, R
R THEF, riflusso R j
N N

o} “OCH,Ph “OCH,Ph

Schema 34. Conversione degli 1-(benzilossi)-2-azetidinoni nelle corrispondenti azetidine

Tuttavia tutti questi approcci richiedono riscaldamento e tempi di reazione lunghi.

In un prova iniziale ¢ stata sperimentata la riduzione diretta delle N-metil-N-
metossiammidi con litio alluminio idruro utilizzando le stesse condizioni sperimentali
riportate in letteratura.”®

Le N-metil-N-metossiammidi 36a-g sono state facilmente ottenute facendo
reagire 1 corrispondenti cloruri 35a-g con il cloridrato dell’N,0-dimetilidrossilammina in
presenza di piridina (Schema 35). La reazione, condotta a temperatura ambiente per 50-
60 minuti, ha prodotto, dopo trattamento idrolitico, le N-metil-N-metossiammidi 36a-g
con rese comprese tra 1’84% e il 99% (Tabella 15). 1 prodotti sono stati caratterizzati
mediante '"H-NMR e GC-MS.

L’analisi dello spettro 'H-NMR dei composti 36a-g ha evidenziato la presenza, in
ciascuno spettro, di due singoletti di area tre intorno a 3.19-3.39 ppm ed intorno a 3.50-

3.70 ppm relativi ai protoni dei due gruppi metilici legati rispettivamente all’azoto e

all’ossigeno.
o (0]
OCH;
/ iridi _OCH
)k + HN HC CHCI3, piridina R)LN 3

R Cl \ |
CH; CH,

35a-g 36a-g

Schema 35. Sintesi delle N-metil-N-metossiammidi 36a-g

Tabella 15. Sintesi delle N-metil-N-metossiammidi 36a-g

Composto R Resa (%)
36a CeHs 99
36b 4-CH;CgHy4 93
36¢ 4-CH;0C¢H,4 91
36d 4-CIC¢H,4 86
36e 4-NO,CgHy4 84
36f C¢H;sCH, 89
36g CH;(CH,),4 90
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L’ N-metil-N-metossi-2-fenilacetammide (36f), scelta come substrato modello, ¢
stata solubilizzata in tetraidrofurano anidro e la soluzione ottenuta ¢ stata aggiunta
lentamente per due ore ad una sospensione di litio alluminio idruro in etere etilico anidro,
a temperatura ambiente; successivamente la miscela di reazione ¢ stata sottoposta a
riflusso.”®*Al fine di monitorare la reazione di riduzione, aliquote della miscela di
reazione prelevate in tempi diversi, sono state trattate con una soluzione acquosa satura di
carbonato di sodio ed estratte con etere; le fasi organiche sono state analizzate mediante
GC-MS.

Dopo 30 minuti dall’inizio del riflusso, 1’analisi GC-MS del primo campione ha
evidenziato 1’assenza dell’ammide 36f e la formazione della 2-fenilacetaldeide, insieme a
tracce del 2-feniletanolo ed wuna piccola quantita dell’ N-metil-N-metossi-2-
feniletanammina. Le analisi successive hanno mostrato una progressiva diminuzione
dell’aldeide ed un incremento della concentrazione dell’ammina. Dopo 12 ore, la miscela
di reazione conteneva solo I’ammina ed una piccola quantita della 2-fenilacetaldeide.

La purificazione del grezzo di reazione, mediante cromatografia su colonna corta, ha
portato al recupero dell’ N-metil-N-metossi-2-feniletanammina (37f) e della 2-
fenilacetaldeide con rese del 62% e del 12%, rispettivamente. Pertanto, la conversione
delle N-metil-N-metossiammidi nelle corrispondenti ammine mediante ’uso del litio
alluminio idruro come unico reagente, richiede condizioni di reazione vigorose e tempi
lunghi.

Il decorso di questa reazione di riduzione suggerisce il coinvolgimento dell’intermedio
tetraedrico metallo-chelato®” sia nella formazione dell’aldeide, che viene recuperata
dopo il trattamento idrolitico, sia nella formazione a riflusso dell’ammina.

Per questa ragione, si ¢ pensato che le ammidi di Weinreb potevano essere selettivamente
convertite nelle corrispondenti N-metil-N-metossiammine scegliendo condizioni
sperimentali opportune che impedissero la formazione del ciclo pentatomico metallo-
chelato e che favorissero, allo stesso tempo, la trasformazione dell’ossigeno carbonilico
in un buon gruppo uscente.

Per raggiungere tale obbiettivo si ¢ pensato di utilizzare il tricloruro di alluminio
accoppiato all’agente riducente litio alluminio idruro.*’

L’ N-metil-N-metossibenzammide (36a), ¢ stata scelta come substrato modello per
testare la reazione di riduzione con il sistema reagente tricloruro di alluminio/litio

alluminio idruro. In un esperimento tipico, I’ammide 36a ¢ stata solubilizzata in THF
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anidro e trattata con tricloruro di alluminio a temperatura ambiente; successivamente ¢
stato aggiunto il litio alluminio idruro e I’ NV-metil-N-metossibenzilammina (37a) ¢ stata
ottenuta dopo 10 minuti con una resa dell’85%, in seguito ad un semplice work-up, senza

necessita di ulteriori purificazioni (Schema 36, Tabella 16).

(0]
)L _OCH; 1) AICly, LiAlH,, THF, t. a. ___ocH,
N 2) NayCO3/H,0 R™N
CH; CH;
36a-g 37a-g

Schema 36. Conversione delle N-metil-N-metossiammidi 36 nelle corrispondenti ammine 37

Tabella 16. Sintesi delle N-metil-N-metossiammine 37

Composto R Resa (%)
37a CeHs 85
37b 4-CH;C¢H4 84
37¢ 4-CH30C¢Hy4 100
37d 4-CIC¢H,4 97
37e 4-NO,CeHy 95
37f C¢H5CH, 84
37g CH;(CH,)4 84°

#L’ N-metil-N-metossi-1-esanammina (37g) ¢ stata isolata come cloridrato

Alla luce degli eccellenti risultati ottenuti con ’ammide 36a, la reazione ¢ stata estesa ad
altri sistemi alifatici ed aromatici (Schema 36). La reazione procede andando a
completezza in pochi minuti e a temperatura ambiente per tutte le ammidi di Weinreb
sottoposte a riduzione e riportate in tabella.

I prodotti sono stati caratterizzati mediante 'H-NMR, *C-NMR e GC-MS. L’analisi dello
spettro 'H-NMR dei composti 37a-g ha evidenziato la presenza in ciascuno spettro di due
singoletti di area tre intorno a 2.60-3.05 ppm ed intorno a 3.31-3.78 ppm relativi ai
protoni dei due gruppi metilici legati, rispettivamente, all’azoto e all’ossigeno ed un
singoletto di area due intorno a 2.95-3.84 ppm, relativo ai protoni metilenici.

La reazione di riduzione realizzata usando il sistema reagente AlCIl3/LiAlHy4, rappresenta
un eccellente approccio che consente di convertire, in tempi estremamente brevi e a
temperatura ambiente, le ammidi di Weinreb nelle corrispondenti ammine. L’aspetto piu
importante della metodologia sviluppata ¢ sicuramente rappresentato dalla coordinazione
del tricloruro di alluminio all’ossigeno carbonilico dell’ammide: questa coordinazione
impedisce la formazione del complesso litio-chelato ed il successivo ottenimento

dell’aldeide. La mancata formazione dell’intermedio metallo-chelato, implicato nel

111



Capitolo 3: Risultati e discussione dei dati sperimentali

cammino che porta dall’ N-metil-N-metossiammide all’aldeide, puo risultare determinante
sull’attivazione di una reazione alternativa che porta alla formazione delle N-metil-N-
metossiammine: queste ultime che rappresentano, infatti, gli unici prodotti della reazione
di riduzione, sono state ottenute facilmente e con rese elevate, in condizioni di reazione
blande.

In una fase successiva, al fine di sostituire la funzione carbossilica C-terminale di
sistemi peptidici con la funzionalitd N-metil-N-metossiamminica, si ¢ pensato di
utilizzare lo stesso sistema reagente per convertire le ammidi di Weinreb di a-
amminoacidi opportunamente protetti sulla funzione amminica, nelle corrispondenti N-
metil-N-metossiammine. A tale scopo il cloruro dell’N-nosil-L-alanina (12b),
solubilizzato in diclorometano anidro, ¢ stato trattato con il cloridrato dell’’NV,O-
dimetilidrossilammina, in presenza di piridina anidra, a temperatura ambiente per 1 ora; i
trattamenti successivi hanno consentito il recupero della corrispondente N-metil-N-

metossiammide 38 con una resa dell’80% (Schema 37).

H Vs H// o
Ns. 2 _OCHj CHCl3, piridina.~ Ns__Z__N_
NI e N T N7 o
H o) \CH3 H (0)
12b 38

Schema 37. Conversione del cloruro dell’ N-nosil-L-alanina (12b) nella
corrispondente N-metil-N-metossiammide 38

Il prodotto 38 & stato caratterizzato mediante "H-NMR e GC-MS.

Nello spettro 'H-NMR di 38 & possibile distinguere un doppietto a 1.35 ppm relativo al
gruppo metilico della catena laterale dell’alanina e due singoletti a 3.04 ppm e a 3.69
ppm relativi ai protoni dei due gruppi metilici legati, rispettivamente, all’azoto e
all’ossigeno. Il protone legato al carbonio in a al gruppo carbonilico ¢ rappresentato da
un multipletto che risuona a 4.40-4.56 ppm. E possibile, inoltre, distinguere un doppietto
a 5.90 ppm relativo al protone solfonammidico e due multipletti a 8.00-8.15 ppm e a 8.45
ppm attribuibili ai protoni aromatici del nosile.

La reazione di riduzione realizzata mediante il sistema reagente AICl;/LiAlH4 ¢ stata
utilizzata per la successiva conversione dell’ammide 38 nella corrispondente N-metil-N-
metossiammina. Tuttavia, in questo caso 1’applicazione delle condizioni sperimentali
impiegate precedentemente per la sintesi delle N-metil-N-metossiammine 37a-g, ha
portato ad una parziale formazione del prodotto atteso. Una reazione completa e piu

veloce ¢ stata osservata utilizzando una maggiore quantita sistema del sistema reagente
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AICls/LiAlH4 sempre conducendo la reazione a temperature ambiente.

In particolare I’ammide 38 ¢ stata solubilizzata in THF anidro e trattata con tricloruro di
alluminio nel rapporto molare di 1:4; successivamente ¢ stato aggiunto il litio alluminio
idruro (38/LiAlHy, 1:2) e il prodotto 39 ¢ stata ottenuto dopo 20 minuti con una resa del
98%, in seguito ad un semplice work-up, senza necessita di ulteriori purificazioni

(Schema 38).

H (‘31‘13 H §H3
ns. 2 N 1) AICl3, LiAlHy, THF, t.a.  Ns. ;</N\
N ﬁ( OCHj N OCHj
H o 2) N32CO3/H20 H
38 39

Schema 38. Riduzione dell’ammide 38 con il sistema reagente AlCl;/LiAlH,

Il prodotto 38 ¢& stato caratterizzato mediante 'H-NMR e GC-MS. Nello spettro 'H-NMR
di 38 (Figura 33) ¢ possibile distinguere un doppietto a 1.16 ppm relativo al gruppo
metilico legato al carbonio in a alla funzione solfonammidica e due singoletti a 2.49
ppm e a 3.30 ppm relativi ai protoni dei due gruppi metilici legati, rispettivamente,
all’azoto e all’ossigeno. Il protone metinico ¢ rappresentato da un multipletto a 2.52-2.57
ppm, mentre i protoni metilenici generano un multipletto a 3.63-3.41 ppm. E possibile,
inoltre, distinguere un doppietto a 5.75 ppm relativo al protone solfonammidico ¢ due
multipletti rispettivamente a 8.06-8.19 ppm e a 8.31-8.42 ppm attribuibili ai protoni

aromatici del nosile.

CH
H/// I 3
Ns /\/N\
N OCH;
H

38

A W\ -

T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Figura 33. Spettro '"H-NMR (CDCl;, 300 MHz) di 38
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L’analisi spettroscopica 'H-NMR del composto 38, permette di escludere la presenza di
segnali attribuibili a prodotti derivanti dall’indesiderata deprotezione della funzione
amminica. Infatti, nello spettro 'H-NMR si osservano soltanto segnali attribuibili alla
struttura di 38, mentre risultano assenti segnali estranei distinguibili.

Per realizzare 1’ottenimento dei sistemi peptidici modificati in cui la funzione
carbossilica C-terminale ¢ sostituita della funzionalita N-metil-N-metossiamminica, il
passo successivo ¢ rappresentato dalla rimozione del gruppo nosile, facilmente
realizzabile mediante 1’utilizzo del sistema reagente acido mercaptoacetico/metossido di

sodio,””® seguita dalla reazione di accoppiamento con un amminoacido attivato.
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CAPITOLO 4

PARTE SPERIMENTALE

Premessa

Le analisi GC-MS sono state realizzate con lo strumento Hewlett/Packard GCD serie
IT (Gas-cromatografo con detector a ionizzazione elettronica), utilizzando una colonna
capillare HP-5 MS (95% polidimetil-5% polidifenilsilicone; 1 = 30 m, d = 0.25 mm).
Il metano alla pressione di circa 2 Torr, ¢ stato usato come gas reagente per la
ionizzazione chimica (CI).
Gli spettri di massa sono stati ottenuti con lo spettrometro Fision Vacuum Generetors
ZAB-2F mediante la tecnica FAB'/MS ed impiegando come matrice I’alcol 3-
nitrobenzilico. E stato utilizzato un fascio di atomi di xenon operante ad 8 KeV ed una
corrente totale di 10 mA.
Gli spettri di massa MALDI sono stati registrati con uno spettrometro TOF/TOF 4700
PROTEOMICS (Applied Biosystems) mediante tecnica MALDI-Tandem Mass
Spectrometry, utilizzando 1’acido a-ciano-4-idrossicinnammico (a-CHH) come matrice,
ed una sorgente laser pulsata Nd:YAG operante alla frequenza di 200 Hz ed alla potenza
di 6315.
Gli spettri '"H-NMR e gli esperimenti di disaccoppiamento protonico sono stati registrati
a 300 MHz con lo spettrometro Bruker Avance 300, usando come solventi CDCl;,
CD;COCD3;, DMSO-ds, D,0O 0 CD;0D e come standard interno tetrametilsilano (TMS).
Gli spettri "C-NMR e gli esperimenti DEPT sono stati registrati a 75.5 MHz con lo
stesso strumento.
Gli spettri 2D NOESY sono stati ottenuti con un tempo di mescolamento di 200 msec.
Gli spostamenti chimici (8) sono espressi in ppm ed i valori delle costanti di

accoppiamento (J) sono riportati in Hz.
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Gli spettri "’F-NMR sono stati registrati a 470.5 MHz, con lo spettrometro Bruker
Avance 500 usando CDCl; come solvente. Gli spostamenti chimici del fluoro (8) sono
espressi in ppm e riferiti al triclorofluorometano utilizzato come standard interno.

Gli spettri IR sono stati ottenuti con lo spettrofotometro FT-IR Paragon 1000PC. I valori
delle frequenze di assorbimento (V) sono riportati in cm™.

I punti di fusione sono stati determinati con I’apparecchiatura Reichert Thermovar
“Kofler” in condizioni di pressione atmosferica.

I solventi utilizzati nelle reazioni sono stati purificati ed anidrificati secondo le procedure
standard e distillati prima dell’uso.

Il decorso delle reazioni ¢ stato monitorato mediante analisi cromatografica su strato
sottile (TLC) eseguita usando lastre di gel di silice 60-F,s4, con spessore di 0.25 mm, su
alluminio o su vetro acquistate dalla Merck. Le lastre TLC sono state visualizzate sotto
luce ultravioletta alla lunghezza d’onda di 254 nm.

I prodotti grezzi di reazione sono stati purificati mediante cromatografia rapida su
colonna corta (FCC), con gel di silice 60 H privo di gesso come fase stazionaria, ed
utilizzando come gradienti per I’eluizione le stesse miscele eluenti di solventi selezionate
per la cromatografia su strato sottile analitica, con la componente polare ridotta ad un
quarto.

I solventi ed i reagenti commercialmente disponibili sono stati acquistati dalla Aldrich
Chemical Co., dalla Senn Chemicals, dalla Fluka, dalla Across, dalla Merck e dalla
Carlo Erba Reagenti. Tutti 1 reagenti sono stati usati come tali senza ulteriori

purificazioni.
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Sintesi dei reagenti di base

N-Nitroso-N-Metilurea

In una beuta raffreddata con una miscela frigorifera di ghiaccio e cloruro di sodio,
contenente 90 g di ghiaccio e 7.80 ml (14.12 g) di H,SO4 concentrato, si aggiunge
lentamente, sotto vigorosa agitazione magnetica, una soluzione acquosa (70 ml) di N-
metilurea (15.90 g) e NaNO; (15.70 g al 95%). Al termine dell’aggiunta si recupera un
solido cristallino mediante filtrazione sottovuoto. Il solido viene lavato con 50 ml di
acqua distillata calda ed anidrificato in essiccatore sottovuoto, usando P,Os come agente
anidrificante. La resa quantitativa della reazione porta all’ottenimento di 27.70 g di N-

nitroso-N-metilurea.

Diazometano

In un pallone a due colli contenente 100 ml di diclorometano e 30 ml di una soluzione
acquosa di KOH al 40%, si introducono, a piccole porzioni, 10 g (96 mmoli) di N-
nitroso-N-metilurea. La temperatura all’interno della miscela di reazione non deve
superare 1 4°C. La reazione termina dopo 20 minuti. La fase organica contenente il

diazometano viene separata dalla fase acquosa e conservata su KOH a -20 °C.

Titolazione del diazometano

Ad una soluzione di acido benzoico (0.25 g, 2 mmoli) in 12.50 ml di diclorometano
anidro, si aggiungono 2.40 ml di una soluzione di diazometano in diclorometano.
L’eccesso di acido benzoico viene titolato con una soluzione di NaOH 0.1 N utilizzando
come indicatore di pH la fenolftaleina. Si utilizzano 3.80 ml (0.38 mmoli) di NaOH. Il

titolo della soluzione di diazometano ¢ 0.66 N.
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Sintesi dei D-omosteroidi 2a, 2b e 4

AlCl3/1,4-diossan
A 90 min.

Composto R' R’ Resa (%)

2a OH H 87

2b O O 80

AlICl3/1,4-diossano "OH
—_— >
A 90 min.

Procedura generale

In un pallone a due colli, munito di refrigerante ed in atmosfera inerte d’azoto, si
solubilizza il corticosteroide opportuno 1a, 1b o 3 (1 mmole) in 1,4-diossano anidro (20
ml) e si introduce il tricloruro di alluminio (3 mmoli). La miscela di reazione viene
mantenuta sotto costante agitazione magnetica ed alla temperatura di riflusso per 90
minuti, finch¢ 1’analisi TLC della miscela (Et;,O/CH3OH 98:2, v/v) mostra la completa
conversione del precursore nel corrispondente D-omosteroide. Al termine della reazione
il solvente viene allontanato in condizioni di pressione ridotta ed il residuo ottenuto viene

trattato con acqua distillata ed estratto con acetato di etile (3 X 25 ml). Le fasi organiche
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riunite sono lavate con una soluzione acquosa satura di NaCl (1 X 20 ml) ed anidrificate
su Na;SO4 anidro. Dopo allontanamento del solvente in condizioni di pressione ridotta, si
purifica il residuo ottenuto mediante cromatografia su colonna corta (Et,O/CH3;OH 98:2,
v/v) e si ottengono, sotto forma di solidi di colore giallo, i corrispondenti D-omosteroidi

2a, 2b e 4 con rese comprese tra.il 78% e 1’87%.

11p,17a-Diidrossi-17f-idrossimetil-D-omo-4-androsten-3,17a-dione (2a)

Resa: 87%.

p. f.=192-196 °C

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm):

5.57 (s, 1 H, H4), 4.82 (s, 1 H, 17-OH), 4.61 (m, 1 H, CH,0H), 442 (d, 1 H, 11-OH, J =
3.2 Hz), 4.22 (m, 1 H, H11) 3.49 (m, 2 H, CH,OH), 2.51-1.70 (m, 13 H), 1.58-1.22 [m, 6
H (C18 + C19) + 2 H], 1.02-0.87 (m, 2 H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dj) & (ppm):

213.66 (C17a), 198.45 (C3), 172.62 (C5), 121.63 (C4), 77.06 (C17), 67.56 (CH,OH),
65.79 (C11), 54.61, 48.24 (C14), 42.20, 39.33, 34.35, 33.92, 32.36, 32.17, 31.83, 31.29,
20.93, 20.73, 20.49, 17.45.

17a-Idrossi-17p-idrossimetil-D-omo-4-androsten-3,11,17a-trione (2b)

Resa: 80%.

p. f. = 134-137 °C

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds)  (ppm):

5.62 (s, 1 H, H4), 4.95 (s, 1 H, 17-OH), 4.80 (m, 1 H, CH,0H), 3.77 (dd, 1 H, CH,OH, J
=9.5 Hz, J = 6.3 Hz), 3.47 (dd, 1 H, CH,OH, J = 9.5 Hz, J = 6.3 Hz), 2.54-1.79 (m, 14
H), 1.67-1.43 (m, 3 H), 1.32 (s, 3 H, CH3), 0.92 (s, 3 H, CH3).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d;) & (ppm):

212.05 (C11), 209.75 (Cl17a), 198.72 (C3), 169.37 (C5), 123.70 (C4), 78.98 (C17),
71.61, 67.69 (CH,0OH), 63.42, 61.52, 51.96, 50.40, 47.94, 38.12, 38.06, 34.37, 33.73,
31.86,31.32, 18.63, 15.77.
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9a-Fluoro-11p,17a-diidrossi-17f-idrossimetil-16f-metil-D-omo-1,4-androstadiene-
3,17a-dione (4)

Resa: 78%.

p.f.=138-141 °C

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) § (ppm):

7.26 (d, 1 H, H1, Juim = 10.2 Hz), 6.20 (dd, 1 H, H2, Jimz = 10.2 Hz, Jipus = 1.8 Hz),
5.99 (m, 1 H, H4), 5.43 (m, 1 H, 11-OH), 4.89 (s, 1 H, 17-OH), 4.55 (t, 1 H, CH,OH, J =
5.6 Hz), 4.11 (m, 1 H, H11), 3.67 (dd, 1 H, CH,OH, J = 10.3 Hz, J = 5.6 Hz), 3.24 (dd, 1
H, CH,OH, J = 10.3 Hz, J = 5.6 Hz), 2.68-2.24 [m, 3 H (H15 + H16) + 2 H], 1.87-2.09
(m, 3 H), 1.62 (m, 1 H), 1.41-1.50 [m, 3 H (H19) + 2 H], 1.24 (s, 3 H, H18), 0.86 (d, 3 H,
16-CHs, J = 6.9 Hz).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d) & (ppm):

212.81 (C17a), 185.62 (C3), 167.35 (C5), 152.93 (C1), 129.57 (C2), 124.27 (C4), 102.34
(d, C9, Jer = 174.6 Hz), 77.36 (C17), 69.97 (d, C11, Jer = 32.1 Hz), 62.58 (CH,OH),
48.37 (d, C10, Jer = 23.1 Hz), 44.34, 38.44, 36.58, 34.62 (d, C8, Jcr = 19.8 Hz), 30.67,
29.60, 28.89, 26.96 (d, C7, Jcr < 0.4 Hz), 23.58 (d, C19, Jcr = 4.4 Hz), 17.86 (16-CH3),
15.68 (C18).

YF.NMR (CDCl;) & (ppm):

-136.07 (dd).
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Sintesi del 9a-fluoro-11p-idrossi-163-metil-D-omo-1,4-androstadiene-

3,17a-dione-17-spiro-5'-(2'-ossido-1',3'-diossatiolano) (5)

SOBTz/NaHCO3/CH2C12
g
OH A" 60 min.

Procedura

In un pallone a due colli, munito di refrigerante ed in atmosfera inerte d’azoto, si
solubilizza il D-omosteroide 4 (1 mmole) in diclorometano anidro (10 ml) e si
introducono il bicarbonato di sodio (13 mmoli) ed il bromuro di tionile (4 mmoli). La
miscela eterogenea risultante ¢ mantenuta sotto costante agitazione magnetica ed alla
temperatura di riflusso per 60 minuti, finché 1’analisi TLC della miscela (Et,O/CH;OH
98:2, v/v) mostra la completa conversione del precursore nel corrispondente solfito
ciclico 5.

Al termine della reazione il solvente viene allontanato in condizioni di pressione ridotta
ed il residuo viene solubilizzato in diclorometano. La miscela viene filtrata ed il solvente
evaporato a secchezza sotto vuoto; la purificazione del residuo solido ottenuto, mediante
cromatografia su colonna corta (Et,O/CH3;OH 98:2, v/v), porta al recupero del solfito

ciclico S con una resa dell’89%, sotto forma di un solido amorfo giallo pallido.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d¢) 5 (ppm):

7.26 (d, 1 H, H1, Jm = 10.1 Hz), 6.21 (dd, 1 H, H2, Jiyip = 10.1 Hz, Jioma = 1.89 Hz),
6.01 (m, 1 H, H4), 5.57 (Soroa, | H, OH), 4.86 (d, 1 H, CH,0S0,, J = 9.08 Hz), 4.77 (d, 1
H, CH,0S0,, J = 9.08), 4.14 (m, 1 H, H11), 2.71-2-52 (m, 2 H), 2.41-2.23 (m, 2 H, H15
+ H16), 2.10-1.72 (m, 4 H), 1.52-1.41 [m, 3 H (H19) + 2 H], 1.32 (s, 3 H, HI8), 1.30-
1.19 (m, 1 H), 0.89 (d,J = 7.5 Hz, 3 H, 16-CHs).
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm):

206.12 (C17a), 185.57 (C3), 166.90 (C5), 152.93 (C1), 129.66 (C2), 124.37 (C4), 100.99
(d, C9, Jcr = 172.1 Hz), 92.56 (C17), 70.76 (CH,0S03), 69.53 (d, C11, Jep = 29.5 Hz),
46.34 (d, C10, Jer = 22.7 Hz), 37.93, 36.92, 34.00, 33.54 (d, C8, Jcr = 20.4 Hz), 30.48,
28.92, 28.51, 27.05 (d, C7, Jcr < 0.4 Hz), 23.48 (d, C19, Jcr = 5.3 Hz), 18.13 (16-CH3),
15.70 (C18).
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Sintesi degli epossi lattoni 7-8

RS\ (\'

6a-d

J MCPA, CH,Cl,, 0°C, 24 h

1
R R!
\\\Rz 3 \\\Rz

\

0] 0 |
Ta-d 0 8a-d
R! R’ R® 7Resa (%) 8Resa (%)
6a OH H H 63 17
6b COCH; H H 67 12
6c COCH; OH H 66 11
6d OH COCH,OH OH 68 14

Procedura generale

In un pallone a due colli, in atmosfera inerte d’azoto, si solubilizza il A*-3-chetosteroide
opportuno 6a-d (1 mmole) in diclorometano anidro (30 ml). Si porta la temperatura della
soluzione a 0 °C e, successivamente, si aggiunge 1’acido m-cloroperbenzoico (3 mmoli).
La miscela di reazione viene mantenuta sotto costante agitazione magnetica a 0 °C per 24
ore, finch¢ I’analisi TLC della miscela (Et,O/etere di petrolio 95:5, v/v) mostra la
completa conversione del precursore nel corrispondente epossi lattone. Al termine della
reazione il solvente viene allontanato in condizioni di pressione ridotta e il residuo

ottenuto viene solubilizzato in acetato di etile (40 ml) e trattato, prima con una soluzione
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acquosa di Na,S,0s (2 X 5 ml), poi con una soluzione acquosa NaHCO; al 5% (2 X 5
ml), ed infine con una soluzione acquosa satura di NaCl (1 X 5 ml). La fase organica ¢
anidrificata su Na,SO4 anidro; dopo allontanamento del solvente in condizioni di
pressione ridotta, si purifica il residuo ottenuto mediante cromatografia su colonna
(Et,O/etere di petrolio 20:80, v/v). Si recuperano i composti 7a-d con rese comprese tra il
63% e il 68%, 1 composti 8a-d con rese variabili tra ’11% e il 17% insieme ad una

miscela di 7a-d e 8a-d (7-12%).

45,5 (-Epossi-17-idrossi-A-omo-4-ossaandrostan-3-one (7a)

Resa: 63 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3) § (ppm):

4.78 (s, 1 H), 3.70-3.62 (m, 1 H), 2.76 (ddd, 1 H, J = 1.4 Hz, J = 9.5 Hz, J = 16.5 Hz),
2.55(ddd, 1 H,J = 1.4 Hz, J = 10.4 Hz, J = 16.5 Hz), 2.13-0.95 (m, 17 H), 1.21 (s, 3 H),
0.78 (s, 3 H).

BC-NMR (75 MHz, CDCls) § (ppm):

171.54, 87.38, 81.37, 71.09, 50.31, 48.78, 42.70, 38.47, 36.18, 34.69, 31.14, 30.22,
30.04, 29.35,29.22, 23.22, 20.74, 18.80, 10.90.

GC-MS (E.L) m/z:

320 (M, 1 %), 302 (2), 291 (100), 273 (77), 255 (20), 237 (5), 219 (19), 159 (22), 147
(24), 119 (22), 105 (22), 93 (34), 55 (69).

4a,5 a-Epossi-17-idrossi-A-omo-4-ossaandrostan-3-one (8a)

Resa: 17 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3) § (ppm):

4.70 (s, 1 H), 3.70-3.62 (m, 1 H), 2.76 (ddd, 1 H, J = 1.4 Hz, J =9.5 Hz, J = 16.5 Hz),
2.55(ddd, 1 H,J = 1.4 Hz, J = 10.4 Hz, J = 16.5 Hz), 2.13-0.95 (m, 17 H), 1.21 (s, 3 H),
0.78 (s, 3 H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl;) & (ppm):

171.58, 86.20, 81.41, 71.15, 50.18, 49.96, 42.75, 38.53, 36.38, 35.11, 31.02, 30.25,
29.62,28.16,26.01,23.11, 21.15, 17.64, 11.08.
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GC-MS (E.L) m/z:
320 (M™, 1 %), 302 (2), 291 (100), 273 (94), 255 (21), 237 (7), 219 (19), 159 (25), 147
(22), 119 (22), 105 (20), 93 (34), 55 (83).

4,5 -Epossi-A-omo-4-ossapregnan-3,20-dione (7b)

Resa: 67 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3) § (ppm):

472 (s, 1 H), 2.78-2.40 (m, 3 H), 2.15-0.95 (m, 17 H), 2.06 (s, 3 H), 1.12 (s, 3H), 0.58 (s,
3H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl;) & (ppm):

209.22, 171.50, 87.46, 70.96, 63.41, 55.93, 48.81, 43.84, 38.72, 38.51, 34.68, 31.47,
31.22, 30.18, 29.69, 29.60, 24.35, 22.77, 21.19, 18.79, 13.26.

GC-MS (E.L) m/z:

346 (M™, 1 %), 328 (2), 318 (11), 317 (49), 299 (15), 281 (12), 275 (14), 262 (8), 257
(9), 239 (7), 43 (100).

GC-MS (C.L) m/z:

347 [(M+H)", (39 %)], 329 (100), 317 (17), 311 (22), 303 (17), 301 (26), 285 (17), 283
(13), 259 (7), 241 (5), 217 (99).

4 a5 a-Epossi-A-omo-4-ossapregnan-3,20-dione (8b)

Resa: 12 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3) § (ppm):

4.64 (s, 1 H), 2.76-2.41 (m, 3 H), 2.15-0.95 (m, 17 H), 2.06 (s, 3 H), 1.12 (s, 3H), 0.58 (s,
3H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5) § (ppm):

209.37, 168.26, 86.26, 72.83, 63.48, 55.73, 49.80, 43.96, 38.57, 38.44, 35.11, 30.47,
31.12,29.94, 28.24, 26.72, 24.22, 23.23, 21.61, 17.68, 13.45.

GC-MS (E.L) m/z:

346 (M, 1 %), 328 (2), 318 (10), 317 (48), 299 (15), 281 (11), 275 (14), 262 (10), 257
(11), 239 (5), 43 (100).
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GC-MS (C.1) m/z:
347 [(M+H)", (32 %)], 329 (100), 317 (19), 311 (36), 303 (23), 301 (24), 285 (31), 283
(17), 259 (22), 241 (17), 217 (9).

4,5 F-Epossi-17 a-idrossi-A-omo-4-ossapregnan-3,20-dione (7c)

Resa: 66 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3) § (ppm):

479 (s, 1 H), 3.48 (s, 3 H), 2.84-1.08 (m, 19 H), 1.22 (s, 3 H), 0.91 (s, 3 H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl;) & (ppm):

202.65, 171.33, 88.39, 70.81, 51.77, 50.08, 47.48, 38.61, 35.77, 35.71, 35.35, 34.50,
31.13, 30.90, 30.16, 29.59, 28.57, 21.75, 20.51, 18.78, 13.65.

GC-MS (E.LI.)) m/z:

289 (100 %), 271 (34), 261 (9), 253 (15), 229 (9), 227 (7), 211 (18), 119 (24), 99 (44), 55
(70).

GC-MS (C.I.) m/z:

363 [(M+H)", (1 %)], 319 (15), 303 (14), 301 (56), 289 (7), 275 (40), 257 (100), 241
(11), 189 (21).

4,5 o-Epossi-17 a-idrossi-A-omo-4-ossapregnan-3,20-dione (8c)

Resa: 11 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3) § (ppm):

471 (s, 1 H), 3.47 (s, 3 H), 2.84-1.05 (m, 19 H), 1.22 (s, 3 H), 0.91 (s, 3 H).

BC-NMR (75 MHz, CDCl;) & (ppm):

202.48, 171.35, 87.21, 72.64, 51.54, 51.04, 47.59, 37.68, 35.79, 35.76, 35.71, 34.76,
31.33,31.04, 30.11, 29.43, 28.33, 21.65, 20.92, 17.72, 13.82.

GC-MS (E.LI.)) m/z:

289 (100 %), 271 (32), 261 (10), 253 (13), 229 (9), 227 (9), 211 (18), 119 (26), 99 (44),
55 (72).

GC-MS (C.I.) m/z:
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363 [(M+H), (2 %)], 345 (5), 335 (27), 317 (100), 307 (37), 299 (34), 273 (46), 205
(56).

4,5 F-Epossi-17,21-diidrossi-A-omo-4-ossapregnan-3,20-dione (7d)

Resa: 68 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm):

5.23 (Sbroads 1 H), 4.93 (s, 1 H), 4.69 (Sbroad, 1 H), 4.54 (d, 1 H, J = 19.2 Hz), 4.31 (Stroad, 1
H), 4.20 (m, 1 H), 4.11 (d, 1 H, J = 19.2 Hz), 2.73-0.96 (m, 17 H), 1.30 (s, 3 H), 0.76 (s,
3 H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm):

212.20, 171.86, 88.95, 87.66, 72.99, 67.02, 66.35, 51.84, 49.32, 46.89, 46.74, 39.27,
39.17, 33.39, 30.90, 30.84, 30.39, 30.30, 23.86, 22.35, 17.31.

GC-MS (E.I.)) m/z:

377 (2), 305 (100), 290 (15), 287 (64), 281 (12), 269 (42), 261 (27), 245 (23), 227 (32),
55 (51).

4 a5 a-Epossi-17,2 1-diidrossi-A-omo-4-ossapregnan-3,20-dione (8d)

Resa: 14 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm):

5.23 (Sbroad, 1 H), 4.86 (s, 1 H), 4.69 (Sproad, 1 H), 4.54 (d, 1 H, J = 19.2 Hz), 4.31 (Sproad, 1
H), 4.20 (m, 1 H), 4.11 (d, 1 H, J = 19.2 Hz), 2.73-0.96 (m, 17 H), 1.30 (s, 3 H), 0.76 (s,
3 H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d) & (ppm):

212.13, 172.08, 87.58, 86.72, 74.49, 66.90, 66.65, 52.09, 49.68, 46.78, 47.00, 41.47,
38.90, 34.31, 31.60, 30.72, 30.59, 29.01, 23.30, 22.39, 17.43.

GC-MS (E.L) m/z:

377 (3), 305 (100), 290 (27), 287 (67), 281 (15), 269 (47), 261 (28), 245 (22), 227 (33),
55 (58).
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Trattamento di 7a con LiAlH,

OH

:(/\’ LiAlH,, THF, f\’
rlﬂusso 60 min.
—— ™ HO
" On 5%
OH

In un pallone a tre colli, munito di refrigerante ed in atmosfera inerte d’azoto, si aggiunge

Procedura

lentamente, mediante un imbuto gocciolatore, una soluzione dell’epossi lattone 7a (1
mmole) in tetraidrofurano anidro (15 ml), ad una sospensione di LiAlH4 (1.5 mmoli) in
tetraidrofurano anidro (10 ml). La miscela di reazione viene mantenuta sotto costante
agitazione magnetica ed alla temperatura di riflusso per 60 minuti; successivamente, si
aggiunge acqua distillata (10 ml) fino a scomparsa dell’effervescenza. Si allontana il
solvente organico in condizioni di pressione ridotta e la fase acquosa risultante viene
estratta con etere etilico (3 X 10 ml). Le fasi organiche riunite sono anidrificate su
Na,SO4 anidro. Dopo allontanamento del solvente in condizioni di pressione ridotta, si
purifica il residuo ottenuto mediante cromatografia su colonna corta (CHCIls/CH;0H

98:2, v/v) e si ottiene il composto 9a con una resa del 75%.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm):

4.42 (d, 1 H, J = 5.7 Hz, scompare in D,0), 4.31-4.22 (m, 2 H, scompare in D,0), 3.61
(s, 1 H, scompare in D,0), 3.58-3.19 (m, 5 H), 1.83-0.81 (m, 24 H), 0.87 (s, 3 H), 0.61 (s,
3 H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm):

80.48, 72.72, 62.70, 62.54, 51.02, 49.23, 42.91, 41.87, 40.76, 37.27, 35.43, 33.10, 30.33,
29.74,27.99, 23.58, 22.34, 15.42, 11.84.

GC-MS (E.I.)) m/z:

326 (M, 3 %), 295 (28), 277 (22), 259 (11), 221 (23), 203 (18), 133 (31), 121 (25), 107
(38), 95 (45), 93 (42), 85 (100).
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Sintesi degli N-nosil-o-amminoacidi 11a-g

0 R R Rl R
oN—~ H—s-a + HN/ﬁ(OH D) NaOH/H;0 NS\N/S(OH
o : 2) HCI H
o o
10a-g 11a-g
i
— 0
Composto R R? Resa (%)
11a H CH(CHs;), 86%
11b H CH; 84%
11c CH; H 67%
11d H CH,(C¢Hs) 65%
11e H CH(CH3)CH,CH; 84%
11f CH(CH;)CH,CH; H 85%
11g H CH,CH(CHs;), 84%

Procedura generale

In un pallone a due colli si solubilizza 1I’a-amminoacido opportuno 10a-g (1 mmole) in
una soluzione acquosa di NaOH 1 N (20 ml).

Alla soluzione, raffreddata con una miscela frigorifera di ghiaccio e cloruro di sodio e
mantenuta sotto costante agitazione magnetica, si aggiunge molto lentamente il cloruro di
4-nitrobenzensolfonile (1.5 mmoli). Per mantenere basico il pH della miscela di reazione
(intorno a 9) si aggiungono piccoli volumi di una soluzione acquosa di NaOH 1 N.
Terminata 1’aggiunta, si lascia la miscela di reazione sotto agitazione magnetica a
temperatura ambiente per 3-4 ore, seguendo mediante TLC (CHCl3;/CH;0H 80:20, v/v)

la scomparsa dell’a-amminoacido.
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Terminata la reazione, si lava la soluzione con acetato di etile; la fase acquosa basica
viene acidificata con una soluzione di HCl 1 N fino a pH 2 ed estratta con acetato di etile
(3 X 15 ml).

La fasi organiche riunite vengono lavate con una soluzione acquosa satura di NaCl (1 X
15 ml) ed anidrificate su solfato di sodio anidro. Successivamente si allontana I’acetato di
etile in condizioni di pressione ridotta e si ottiengono gli N-nosil-a-amminoacidi (11a-g)
con rese comprese tra il 65% e 1’86%, sotto forma di solido giallo.

L’analisi GC-MS ¢ stata eseguita sui corrispondenti esteri metilici ottenuti per
trattamento degli N-nosil-a-amminoacidi con una soluzione 0.66 M di diazometano in

diclorometano.

N-Nosil-L-valina (11a)

Resa: 86%.

p.f. = 186-187 °C

IR (KBr) cm™:

3120, 2965, 1721, 1665, 1538, 1361, 1065, 860, 747.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (p.p.m.):

12.70 (Sbroad 1 H, COOH), 8.49 (d, 1 H, NH, J = 8.8 Hz), 8.38 (d, 2 H, ArH; J= 8.1 Hz),
8.03 (d, 2 H, ArH; J = 8.1 Hz), 3.60 (dd, 1 H, CHCOOH, J = 8.8 Hz, J = 6.0 Hz), 2.10-
1.89 (m, 1 H, CH(CH3),), 0.83 (d, 3 H, CH3. J= 6.7 Hz), 0.78 (d, 3 H, CH3, J= 6.7 Hz).
GC-MS (E.L) m/z:

316 (M7, 1 %), 273 (3), 257 (100), 186 (17), 122 (33).

N-Nosil-L-alanina (11b)

Resa: 84%.

p.f. = 140-143 °C

IR (KBr) cm-1:

3110, 2972, 2962, 1720, 1665, 1532, 1361, 1064, 870, 747.
"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (p.p.m.):
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12.70 (Sbroads 1 H, COOH), 8.60 (d, 1 H, NH, J = 8.1 Hz), 8.40-8.20 (m, 2 H, ArH), 8.10-
7.80 (m, 2 H, ArH), 3.91-3.70 (m, 1 H, CH), 1.10 (d, 3 H, CH;,J="7.1 Hz).

GC-MS (E.LI.)) m/z:

288 (M, 1%), 229 (100), 186 (33), 122 (19).

N-Nosil-D-alanina (11c)

Resa: 67%.

p.f.= 140-143 °C

IR (KBr) cm-1:

3110, 2972, 2962, 1720, 1665, 1532, 1361, 1064, 870, 747.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-dq) & (p.p.m.):

12.72 (Shroads 1 H, COOH), 8.60 (d, 1 H, NH, J = 8.1 Hz), 8.42-8.37 (m, 2 H, ArH), 8.07-
8.01 (m, 2 H, ArH), 3.92-3.81 (m, 1 H, CH), 1.20 (d, 3 H, CHs, J= 7.2 Hz).

GC-MS (E.L) m/z:

288 (M, 1%), 229 (100), 186 (33), 122 (19).

N-Nosil-L-fenilalanina (11d)

Resa: 65%.

p.f.=163-165 °C

IR (KBr) cm-1:

3110, 2970, 2960, 1760, 1665, 1532, 1361, 1064, 850, 747.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (p.p.m.):

8.76 (d, 1 H, NH, J = 9.0 Hz), 8.20-8.10 (m, 2 H, ArH), 7.70-7.60 (m, 2 H, ArH), 7.10-
7.04 (m, 5 H, ArH), 4.04-3.91 (m, 1 H, CH), 2.97 (dd, 1 H, CH,, J =13.7 Hz,J =10.1
Hz),2.69 (dd, 1 H, CH,,J =13.7 Hz,J =4.1 Hz).

GC-MS (E.L) m/z:

305 (26 %), 273 (43), 218 (4), 186 (61), 162 (86), 122 (42), 91 (100).
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N-Nosil-L-isoleucina (11e)

Resa: 84%.

p.f.=126-129 °C

IR (KBr) cm-1:

3120, 2965, 1721, 1665, 1538, 1361, 1065, 860, 747.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (p.p.m.):

12.70 (Sbroad> 1 H, COOH), 8.50 (d, 1 H, NH, J=9.1 Hz), 8.40 (d, 2 H, ArH; J= 8.7 Hz),
8.01 (d, 2 H, ArH; J= 8.7 Hz), 3.64 (dd, 1 H, CHCOOH, J = 9.1 Hz, J= 6.3 Hz), 1.75-
1.67 (m, 1 H, CHCH3), 1.40-1.30 (m, 1 H, CH,CH3), 1.15-1.03 (m, 1 H, CH,CH3), 0.89-
0.71 (m, 6 H, CH,CH3, CHCHs).

GC-MS (E.I)) m/z:

271 (100 %), 215 (52), 186 (39), 122 (35), 88 (87).

N-Nosil-D-Allo-isoleucina (11f)

Resa: 85%.

p.f.=126-129 °C

IR (KBr) cm-1:

3120, 2965, 1721, 1665, 1538, 1361, 1065, 860, 747.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (p.p.m.):

8.43-8.34 (m, 3 H, ArH, NH), 8.06-7.99 (m, 2 H, ArH), 3.79 (dd, 1 H, CHCOOH, J =
8.40 Hz, J = 4.65 Hz), 1.84-1.69 (m, 1 H, CHCH,), 1.38-1.22 (m, 1 H, CH,CH3), 1.20-
1.04 (m, 1 H, CH,CH3), 0.85-0.72 (m, 6 H, CH,CH3, CHCH5).

GC-MS (E.L) m/z:

271 (100 %), 215 (36), 186 (22), 122 (15), 88 (24).

N-Nosil-L-leucina (11g)

Resa: 84%.
p.f. = 134-135°C
IR (KBr) cm-1:
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3120, 2965, 1721, 1665, 1538, 1361, 1065, 860, 747.
"H-NMR (300 MHz, DMSO-dq) & (p.p.m.):

12.69 (Sbroas, 1 H, COOH), 8.58 (d, 1 H, NH, J = 9.0 Hz), 8.40-8.32 (m, 2 H, ArH), 8.10-
7.95 (m, 2 H, ArH), 3.80-3.70 (m, 1 H, CHCOOH), 1.62-1.52 (m, 1 H, CH(CHj3),), 1.45-
1.38 (m, 2 H, CH,), 0.81(d, 3 H, CH3J = 6.6 Hz), 0.72 (d, 3 H, CH3, J = 6.5 Hz).
GC-MS (E.I.)) m/z:

271 (100 %), 255 (2), 229 (18), 215 (42), 186 (56), 122 (45).
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Sintesi dei cloruri degli N-nosil-a-amminoacidi 12a-g

R’i R? SOCl, %Rz
NS\N%OH "CH,Cl,, riflusso. NS~ YCI + HCl +502T
H (0] H (0]
1la-g 12a-g
Composto R! R’ Resa (%)
12a H CH(CHs), 99%
12b H CH; 100%
12¢ CH; H 95%
12d H CH,(CgHs) 86%
12¢ H CH(CH;)CH,CH;  100%
12f CH(CH3;)CH,CH; H 100%
12¢ H CH,CH(CHj), 95%

Procedura generale

In un pallone a due colli, munito di refrigerante ed in atmosfera inerte d’azoto, si
solubilizza 1’ N-nosil-a-amminoacido opportuno 11a-g (1 mmole) in diclorometano
anidro (20 ml). Si introduce il cloruro di tionile (12 mmoli) e si lascia la miscela di
reazione sotto agitazione magnetica a riflusso per 20-30 minuti seguendo, mediante TLC
(CHCI5/CH30H 90:10, v/v), la scomparsa dell’ N-nosil-a-amminoacido.

La formazione del cloruro dell’ N-nosil-a-amminoacido (12a-g) viene seguita per TLC
trasformando il cloruro formatosi in estere metilico per aggiunta di metanolo anidro ad
un campione prelevato dalla miscela di reazione.

Terminata la reazione, si elimina il solvente mediante distillazione a pressione ridotta.
Successivamente si aggiungono piccoli volumi di diclorometano prima e di etere etilico
dopo che vengono rimossi, per distillazione in condizioni di pressione ridotta.
L’operazione viene ripetuta fino a completa eliminazione del cloruro di tionile non

reagito.
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I cloruri degli N-nosil-a-amminoacidi 12a-g si ottengono con rese comprese tra 1’86% e
il 100% e sono stati caratterizzati mediante GC-MS previa trasformazione nei

corrispondenti esteri metilici, per trattamento con metanolo anidro.

Cloruro dell’N-nosil-L-valina (12a)

Resa: 99%.
GC-MS (E.L.)) m/z:
316 (M'+, 1%), 273 (3), 257 (100), 186 (17), 122 (33).

Cloruro dell’N-nosil-L-alanina (12b)

Resa: 100%.
GC-MS (E.L.) m/z:
288 (M'+, 1%), 229 (100), 186 (33), 122 (19).

Cloruro dell’N-nosil-D-alanina (12c¢)

Resa: 95%.
GC-MS (E.L.)) m/z:
288 (M'+, 1%), 229 (100), 186 (33), 122 (19).

Cloruro dell’N-nosil-L-fenilalanina (12d)

Resa: 86%.
GC-MS (E.L.)) m/z:
305 (26 %), 273 (43), 218 (4), 186 (61), 162 (86), 122 (42), 91 (100)
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Cloruro dell’N-nosil-L-isoleucina (12e)

Resa: 100%.
GC-MS (E.L.) m/z:
271 (100 %), 215 (52), 186 (39), 122 (35), 88 (87).

Cloruro dell’N-nosil-D-Allo-isoleucina (12f)

Resa: 100%.
GC-MS (E.LI.) m/z:
271 (100 %), 215 (52), 186 (39), 122 (35), 88 (87).

Cloruro dell’N-nosil-L-leucina (12g)

Resa: 95%.
GC-MS (E.LI.) m/z:

271 (100 %), 255 (2), 229 (18), 215 (42), 186 (56), 122 (45).
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Sintesi degli N-metil-/V-nosil-o-amminoacildiazometani 13a-g

R!R? R!R?
NS\N?YQ CH,N, Ns . fS(CHNZ
H ¢  CHyCh,0°C ) i, O
12a-g 13a-g
Composti R! R’ Resa (%)

13a H CH(CHa), 73%
13b H CH; 78%
13¢ CH; H 81%
13d H CHy(CeHs) 77%
13e H CH(CH;)CH,CH; 81%
13f CH(CH3)CH,CH; H 89%
13g H CH,CH(CH,), 77%

Procedura generale

In un pallone a tre colli, munito d’imbuto gocciolatore ed in atmosfera inerte
d’azoto, viene introdotta una soluzione 0.66 M di diazometano in diclorometano (10
mmoli); si aggiunge, poi, lentamente il cloruro dell’ N-nosil-a-amminoacido opportuno
(12a-g) solubilizzato nella minima quantita necessaria di diclorometano anidro (10 ml).
Si lascia la reazione sotto agitazione magnetica, in una miscela frigorifera di ghiaccio e
NaCl, per 50-60 minuti, seguendo mediante TLC (CHCI3/Et,O 90:10, v/v) la scomparsa
del cloruro dell’ N-nosil-a-amminoacido, previa trasformazione nel corrispondente estere
metilico per aggiunta di metanolo anidro ad un campione prelevato dalla miscela di
reazione. Al termine della reazione il solvente viene allontanato in condizioni di
pressione ridotta ed il residuo oleoso ottenuto viene purificato mediante cromatografia su
colonna. Si ottiengono gli N-metil-N-nosil-a-amminoacildiazometani (13a-g) con rese

comprese tra il 73 ed il 93%.

137



Capitolo 4: Parte Sperimentale

N-Metil-N-nosil-L-valildiazometano (13a)

Resa: 73%, dopo purificazione cromatografica (etere di petrolio/AcOEt 70:30, v/v).

p. f. = 88.6-90.3 °C.

"H-NMR (300 MHz, CDCl;) :

8.41-8.34 (m, 2 H, ArH), 8.04-7.97 (m, 2 H, ArH), 5.57 (s, 1 H, CHN»), 3.92 (d, 1 H,
CHCOCHN,, J =10.86 Hz), 2.90 (s, 3H, NCHj3), 2.29-2.15 (m, 1H, CH(CH3),), 0.93 (d,
3 H, CHCH;, J=6.50 Hz), 0.66 (d, 3 H, CHCH3, J = 6.50 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CDCls) & 190.2, 149.8, 145.0, 128.1, 124.1, 67.3, 55.9, 29.9, 26.3,
19.2.

N-Metil-N-nosil-L-alanildiazometano (13b)

Resa: 78%, dopo purificazione cromatografica (CHCI3/Et,O 90:10, v/v).

p.f=81.8-83.3 °C

"H-NMR (300 MHz, CDCl;) &:

8.44-8.38 (m, 2 H, ArH), 8.05-7.99 (m, 2 H, ArH), 5.79 (s, 1 H, CHN,), 4.61 (q, 1 H,
CHCHs, J=17.35 Hz), 2.81 (s, 3 H, NCH3), 1.09 (d, 3 H, CHCH3, J = 7.35 Hz).
BC-NMR (75 MHz, CDCl;) §:

191.67, 149.39, 144.57, 128.39, 124.58, 58.90, 54.40, 30.19, 12.30.

N-Metil-N-nosil-D-alanildiazometano (13c)

Resa: 81%, dopo purificazione cromatografica (CHCI3/Et,O 90:10, v/v).

"H-NMR (300 MHz, CDCl5) :

8.44-8.38 (m, 2 H, ArH), 8.05-7.99 (m, 2 H, ArH), 5.79 (s, 1 H, CHN,), 4.61 (q, 1 H,
CHCHs, J=17.35 Hz), 2.81 (s, 3 H, NCH3), 1.09 (d, 3 H, CHCHs, J = 7.35 Hz).
BC-NMR (75 MHz, CDCl;) &:

191.67, 149.39, 144.57, 128.39, 124.58, 58.90, 54.40, 30.19, 12.30.
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N-Metil-N-nosil-L-fenilalanildiazometano (13d)

Resa: 77%, dopo purificazione cromatografica (CHCIs/Et,O 95:5, v/v).

"H-NMR (300 MHz, CDCl;) &:

8.09 (d, 2 H, ArH, J = 8.70 Hz), 7.44 (d, 2 H, ArH, J = 8.70 Hz), 7.26-7.10 (m, 3 H,
ArH), 7.06-6.99 (m, 2 H, ArH), 5.83 (s, 1 H, CHN»), 4.85 (dd, , 1 H, CHCO, J = 10.20
Hz,J=5.25Hz),3.31 (dd, 1 H, CH,Ph J=14.70 Hz, J=5.40 Hz), 2.92 (s, 3 H, NCHs),
2.69 (dd, 1 H, CH,Ph, J=14.70 Hz, J= 10.05 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CDCl;) :

190.08, 149.03, 144.04, 137.00, 129.04, 128.90, 128.00, 127.04, 124.14, 65.06, 55.18,
33.35, 30.08.

N-Metil-N-nosil-L-isoleucildiazometano (13e)

Resa: 81%, dopo purificazione cromatografica (CHCl3/AcOEt 95:5, v/v).

'"H-NMR (300 MHz, CDCl;) &:

8.40-8.34 (m, 2 H, ArH), 8.02-7.95 (m, 2 H, ArH), 5.50 (s, 1 H, CHN,), 4.03 (d, 1 H,
CHCO, J=10.80 Hz), 2.88 (s, 3 H, NCH3), 2.05-1.92 (m, 1 H, CHCHj3),1.67-1.53 (m, 1
H, CH,CH3), 1.26-1.13 (m, 1 H, CH,CH3), 0.90 (d, 3 H, CHCH3;, J = 6.30 Hz), 0.86-0.79
(m, 3 H, CH,CHj5).

BC-NMR (75 MHz, CDCl;) §:

194.90, 159.51, 152.90, 128.38, 124.27, 66.14, 56.06, 32.45, 30.24, 25.15, 15.52, 10.65.

N-Metil-N-nosil-D-Allo-isoleucildiazometano (13f)

Resa: 89%, dopo purificazione cromatografica (CHCl3/AcOEt 98:2, v/v).

"H-NMR (300 MHz, CDCl;), &:

8.40-8.31 (m, 2 H, ArH), 8.09-7.95 (m, 2 H, ArH), 5.55 (s, 1 H, CHN,), 4.01 (d, 1 H,
CHCO, J=11.10 Hz), 2.87 (s, 3 H, NCH3), 2.10-1.94 (m, 1 H, CHCH3), 1.50-1.36 (m, 1
H, CH,CH3), 1.13-0.95 (m, 1 H, CH,CHj3), 0.94-0.85 (m, 3 H, CH,CHj), 0.62 (d, 3 H,
CHCH3, J = 6.60 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CDCl;) &:
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194.90, 159.51, 152.90, 128.32, 124.30, 66.14, 56.06, 32.67, 30.06, 25.93, 15.37, 11.20.

N-Metil-N-nosil-L-leucildiazometano (13g)

Resa: 77%, dopo purificazione cromatografica (CHCI3/AcOEt 98:2, v/v).

"H-NMR (300 MHz, CDCl5) :

8.44-8.32 (m, 2 H, ArH), 8.08-7.95 (m, 2 H, ArH), 5.60 (s, 1 H, CHN,), 4.59-4.48 (m, 1
H, CHCO), 2.85 (s, 3 H, NCHj3), 1.73-1.62 (m, 1 H, CH(CHj3),), 1.50-1.35 (m, 1 H,
CHCH,), 1.30-1.19 (m, 1 H, CHCH), 0.89 (d, 3 H, CHCH3,J = 6.60 Hz), 0.87 (d, 3 H,
CHCHs3, J = 6.60 Hz).

BC-NMR (75 MHz, CDCl;) §:

191.21, 150.05, 144.89, 128.41, 124.32, 60.88, 54.83, 36.60, 30.23, 24.74, 22.89, 21.90.
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Prove per la sintesi degli N-metil-N-nosil-p’~omoamminoacidi

%

H H O
Ns . 74 CHN, Ns-. M 9 CHs
Iﬁﬁ( — N OH,+ ON S—NH
CH;, o

CH; O

13b 14b
1. Procedura

In un pallone a due colli munito di refrigerante, si solubilizza I’ N-metil-N-nosil-L-
alanildiazometano (13b) (1 mmole) in 1,4-diossano/acqua (1:5 v/v). Alla soluzione viene,
poi, aggiunta una quantita catalitica di benzoato d’argento (rapporto in moli benzoato
d’argento/13b, 0.08:1) a 70° C. Si lascia la miscela di reazione sotto agitazione
magnetica per 5 ore, seguendo la scomparsa del diazochetone mediante TLC
(CHCI3/MeOH 9:1, v/v). Successivamente si filtra la miscela di reazione su setto poroso
e si elimina il solvente in condizioni di pressione ridotta. Il residuo ottenuto viene
solubilizzato con una soluzione acquosa satura di NaHCO; (20 ml) e la soluzione
risultante viene lavata con etere etilico (3 X 10 ml).

Gli estratti organici vengono anidrificati su solfato di sodio anidro. Dopo allontanamento
del solvente, in condizioni di pressione ridotta, si recupera I’N-metil-4-

nitrobenzensolfonammide con una resa 75%.

'"H-NMR (300 MHz, CDCl;) &:

8.45-8.35 (m, 2 H, ArH), 8.12-8.00 (m, 2 H, ArH), 4.94 (g, 1 H, NH, J = 5.73 Hz), 2.75
(d, 3 H, NCHs, J=5.73).

GC-MS (E.L) m/z:

216 (M7, 4 %), 186 (3), 122 (100), 92 (5)

La fase acquosa viene acidificata con HCI 1 N ed estratta con acetato di etile (3 X 10 ml).
Gli estratti organici vengono anidrificati su solfato di sodio anidro.
Dopo allontanamento del solvente in condizioni di pressione ridotta si recupera 1’N-

metil-N-nosil-B’-omo-L-alanina (14b) con una resa del 30%.
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2. Procedura

In un pallone a due colli, munito di refrigerante, si solubilizza 1’N-metil-N-nosil-L-
alanildiazometano (13b) (1 mmole) in 1,4-diossano/acqua (1:5 v/v). Alla soluzione viene,
poi, aggiunta una quantita catalitica di benzoato d’argento (rapporto in moli benzoato
d’argento/13b, 0.08:1) a 100° C. Si lascia la miscela di reazione sotto agitazione
magnetica per 4 ore, seguendo la scomparsa del diazochetone mediante TLC
(CHCI3/MeOH 9:1, v/v). Successivamente si filtra la miscela di reazione su setto poroso
e si elimina il solvente in condizioni di pressione ridotta. Il residuo ottenuto viene
solubilizzato con una soluzione acquosa satura di NaHCO; (20 ml) e la soluzione
risultante viene lavata con etere etilico (3 X 10 ml).

Gli estratti organici vengono anidrificati su solfato di sodio anidro. Dopo allontanamento
del solvente, in condizioni di pressione ridotta, si recupera I’N-metil-4-
nitrobenzensolfonammide con una resa del 78%.

La fase acquosa viene acidificata con HCI 1 N ed estratta con acetato di etile (3 X 10 ml).
Gli estratti organici vengono anidrificati su solfato di sodio anidro.

Dopo allontanamento del solvente in condizioni di pressione ridotta si recupera 1’N-

metil—N—nosil—B3—omo—L—alanina (14b) con una resa del 25%.

3. Procedura

In un pallone a due colli munito di refrigerante, si solubilizza 1’N-metil-N-nosil-L-
alanildiazometano (13b) (1 mmole) in 1,4-diossano/acqua (1:5 v/v). Alla soluzione viene,
poi, aggiunto il benzoato d’argento (1 mmole) a 70°C. Si lascia la miscela di reazione
sotto agitazione magnetica per 5 ore, seguendo la scomparsa del diazochetone mediante
TLC (CHCIl3/MeOH 9:1 v/v). Successivamente si filtra la miscela di reazione su setto
poroso e si elimina il solvente in condizioni di pressione ridotta. Il residuo ottenuto viene
solubilizzato con una soluzione acquosa satura di NaHCO; (20 ml) e la soluzione
risultante viene lavata con etere etilico (3 X 10 ml). Gli estratti organici vengono
anidrificati su solfato di sodio anidro. Dopo allontanamento del solvente, in condizioni di
pressione ridotta, si recupera lI’N-metil-4-nitrobenzensolfonammide con una resa del

78%.
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La fase acquosa viene acidificata con HCI 1 N ed estratta con acetato di etile (3 X 10 ml).
Gli estratti organici vengono anidrificati su solfato di sodio anidro.
Dopo allontanamento del solvente in condizioni di pressione ridotta, si recupera 1’/N-

metil-N-nosil-p’-omo-L-alanina (14b) con una resa del 35%.

4. Procedura

In un pallone a due colli munito di refrigerante, si solubilizza 1’ N-metil-N-nosil-L-
alanildiazometano (13b) in 1,4-diossano/acqua (1:5 v/v). Alla soluzione viene, poi,
aggiunta una quantita catalitica di ossido d’argento (rapporto in moli ossido
d’argento/13b, 0.08:1) a 70°C. Si lascia la miscela di reazione sotto agitazione magnetica
per 5 ore, seguendo la scomparsa del diazochetone mediante TLC (CHCl;/MeOH 9:1
v/v). Successivamente si filtra la miscela di reazione su setto poroso e si elimina il
solvente in condizioni di pressione ridotta. Il residuo ottenuto viene solubilizzato con una
soluzione acquosa satura di NaHCO; (20 ml) e la soluzione risultante viene lavata con
etere etilico (3 X 10 ml). Gli estratti organici vengono anidrificati su solfato di sodio
anidro. Dopo allontanamento del solvente, in condizioni di pressione ridotta, si recupera
I’ N-metil-4-nitrobenzensolfonammide, con una resa del 70%

La fase acquosa viene acidificata con HCI 1 N ed estratta con acetato di etile (3 X 10 ml).
Gli estratti organici vengono anidrificati su solfato di sodio anidro.

Dopo allontanamento del solvente in condizioni di pressione ridotta si recupera 1’N-

metil-N-nosil-B’-omo-L-alanina (14b) con una resa del 35%.
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Sintesi degli N-metil-N-nosil-p’-omoamminoacidi 14a-g

Rl R2 Rl R2 O
“, PhCOzAg/NEt3 4
Ns CHN ~
S N/S( 2 _ Ns N/\)LOH
CH; O 1, 4-dioxane/H,0 CHy
t. a.
13a-g 14a-g
Composto R! R’ Resa (%)
14a H CH(CHj;), 60%
14b H CH; 83%
14c¢ CH; H 82%
14d H CH,(C¢Hs) 70%
14e H CH(CH;)CH,CH; 65%
14f CH(CH;)CH,CH; H 68%
14g H CH2CH(CH3)2 74%

Procedura generale

In un pallone a due colli, munito di imbuto gocciolatore, si solubilizza I’ N-metil-
N-nosil-a-amminoacildiazometano opportuno (13a-g) in 1,4-diossano/acqua (4:1 v/v).
Alla soluzione mantenuta sotto costante agitazione magnetica a temperatura ambiente,
viene, poi, aggiunta goccia a goccia una soluzione di benzoato d’argento (0.13 moli
equiv.) in trietilammina distillata (il volume di trietilammina ¢ circa 1/8 di quello della
soluzione di 1,4-diossano/H,0). La miscela risultante ¢ lasciata sotto costante agitazione
magnetica alla stessa temperatura per 20-30 minuti, finche 1’analisi TLC (CHCl3/MeOH
9:1, v/v) della miscela di reazione mostra la completa conversione del precursore nel
corrispondente  N-metil-N-nosil-B*-omoamminoacido. Successivamente, si filtra la
miscela di reazione su setto poroso e si elimina il solvente in condizioni di pressione
ridotta. Il residuo ottenuto viene solubilizzato con una soluzione acquosa satura di
NaHCOj; (20 ml) e la soluzione risultante viene lavata con con etere etilico (3 X 10 ml).
La fase acquosa viene acidificata fino a pH 2 con una soluzione acquosa di HC1 1 N (10
ml) ed estratta con acetato di etile (3 X 20 ml). Le fasi organiche riunite sono lavate con

una soluzione acquosa satura di cloruro di sodio ed anidrificate su solfato di sodio anidro.
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Dopo allontanamento del solvente in condizioni di pressione ridotta, si recuperano gli N-
metil-N-nosil-p*-omoamminoacidi 14a-g con rese comprese tra il 65% e 1'83%.

L’analisi GC-MS ¢ stata eseguita sui corrispondenti esteri metilici ottenuti per
trattamento degli N-metil-N-nosil-p*-omoamminoacidi con una soluzione 0.66 M di

diazometano in diclorometano.

N—Metil—N-nosil—/f -omo-L-valina (14a)

Resa: 60 %.

pf.=111.8-114.6°C

"H-NMR (300 MHz, CD;0D) &:

8.30-8.21 (m, 2 H, ArH) 7.98-7.90 (m, 2 H, ArH), 4.05-3.92 (m, 1 H, CHCH,), 2.68 (s, 3
H, NCH3), 2.37 (dd, 1 H, CH,COOH, J = 15.64 Hz, J = 5.84 Hz), 2.06 (dd, 1 H,
CH,COOH, J = 15.64 Hz, J = 7.19 Hz), 1.79-1.65 (m, 1 H, CH(CHj3),), 0.86-0.82 (m, 6
H, CHCH;).

BC-NMR (75 MHz, CD;0D) 6:

174.82, 151.31, 146.83, 129.80, 125.33, 62.74, 36.90, 32.61, 32.02, 20.65, 19.86.
GC-MS (E.L) m/z:

301 (100 %), 285 (1), 271 (11), 259 (15), 186 (12), 158 (6), 122 (33).

N-Metil-N-nosil—/)ﬁ -omo-L-alanina (14b)

Resa: 83%.

p.f.=102.7-106.1 °C

"H-NMR (300 MHz, CD;0D) &:

8.46-8.36 (m, 2 H, ArH), 8.10-8.04 (m, 2 H, ArH), 4.56-4.43 (m, 1 H, CHCH3), 2.81 (s, 3
H, NCHs3), 2.48-2.32 (m, 2 H, CH,COOH), 1.06 (d, 3 H, CHCHj3, J = 6.60 Hz).

GC-MS (E.L) m/z:

301 (4 %), 243 (84), 186 (30), 130 (100), 122 (55), 98 (17), 88 (3), 76 (21).
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N-Metil-N-nosil—/)ﬁ -omo-D-alanina (14c)

Resa: 82%.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D) &:

8.46-8.36 (m, 2 H, ArH), 8.10-8.04 (m, 2 H, ArH), 4.56-4.43 (m, 1 H, CHCH3), 2.81 (s, 3
H, NCHs3), 2.48-2.32 (m, 2 H, CH,COOH), 1.06 (d, 3 H, CHCH3, J = 6.60 Hz).

GC-MS (E.L) m/z:

301 (4 %), 243 (84), 186 (30), 130 (100), 122 (55), 98 (17), 88 (3), 76 (21).

N—Metil—N-nosil—/f -omo-L-fenilalanina (14d)

Resa: 70 %.

p.f.=142.8-149.4 °C.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D) &:

8.23-8.16 (m, 2 H, ArH). 7.78-7.69 (m, 2 H, ArH), 7.28-7.00 (m, 5 H, ArH), 4.68-4.56
(m, 1 H, CHCH,COOH), 2.90 (s, 3 H, NCH3), 2.89-2.61 (m, 2 H, CH,Ph), 2.60-2.44 (m,
2 H, CH,COOH).

BC-NMR (75 MHz, CD;0D) &:

174.30, 151.01, 147.21, 139.10, 130.22, 129.61, 129.32, 127.70, 125.21, 58.43, 39.51,
38.55,29.24.

GC-MS (E.L) m/z:

319 (5 %), 301(100), 259 (10) 186 (5), 156 (4), 122 (11), 91 (12).

N-Metil-N-nosil—/)ﬁ -omo-L-isoleucina (14e)

Resa: 65%.

p.f.=137.9-139.9 °C.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D) &:

8.41-8.35 (m, 2 H, ArH), 8.08-8.03 (m, 2 H, ArH), 4.24-4.16 (m, 1 H, CHCH,COOR),
2.78 (s, 3 H, NCHs3), 2.46 (dd, 1H, CH>,COOH, J = 15.60 Hz, J = 6.00 Hz), 2.13 (dd, 1H,
CH,COOH, J=15.90 Hz, J = 6.90 Hz), 1.70-1.50 (m, 2 H, CH,CH3, CHCH3), 1.20-1.01
(m, 1 H, CH,CH3), 0.97-0.83 (m, 6 H, CHCH;, CH,CH5).
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BC-NMR (75 MHz, CD;0D) &:

174.91, 151.44, 146.72, 129.83, 125.32, 61.15, 39.12, 36.74, 29.83, 27.00, 15.71, 10.40.
GC-MS (E.LI.)) m/z:

301 (100 %), 285 (8), 259 (13), 186 (8), 172 (2), 156 (8),122 (17)

N-Metil—N-nosil—/f -omo-D-Allo-isoleucina (14f)

Resa: 68%.

p. f.=28.15-129.05 °C

"H-NMR (300 MHz, CD;0D) &:

8.39-8.33 (m, 2 H, ArH) 8.07-8.01 (m, 2 H, ArH), 4.25-4.15 (m, 1 H, CHCH,COOH),
2.79 (s, 3 H, NCH3), 2.48 (dd, 1 H, CH,COOH, J = 15.90 Hz, J = 5.55 Hz), 2.15 (dd, 1
H, CH,COOH, J = 15.60 Hz, J = 7.35 Hz), 1.67-1.45 (m, 2 H, CH,CHj, CHCH3), 1.21-
1.08 (m, 1 H, CH,CH3), 0.95-0.87 (m, 6 H, CHCH;, CH,CH).

BC-NMR (75 MHz, CD;0D) &:

173.47, 154.86, 145.51, 128.34, 123.92, 59.54, 37.51, 35.48, 28.49, 25.32, 15.04, 10.59.
GC-MS (E.L.)) m/z:

301 (100%), 285 (8), 259 (13), 186 (8), 172 (2), 156 (8),122 (17).

N-Metil-N-nosil—/)ﬁ -omo-L-leucina (14g)

Resa: 74%.

p.f.=128.2-129.1°C

"H-NMR (300 MHz, CD;0D) &:

8.46 -8.25 (m, 2 H, ArH), 8.11-8.01 (m, 2 H, ArH), 4.54-4.38 (m, 1 H, CHCH,COOH),
2.74 (s, 3 H, NCH3), 2.32 (dd, 1H, CH,COOH, J = 15.30 Hz, J = 7.65 Hz), 2.11 (dd, 1H,
CH,COOH, J = 15.30 Hz, J = 6.30 Hz), 1.54-1.40 (m, 1 H, CH(CH3),), 1.29-1.10 (m, 2
H, CH,CH(CHj3),), 0.95-0.75 (m, 6 H, CH(CH3),).

BC-NMR (CD;OD, 75 MHz) &:

17431, 151.54, 146.80, 129.73, 125.48, 54.54, 42.60, 38.51, 28.70, 25.62, 23.30, 22.11.
GC-MS (E.L) m/z:

301 (100 %), 285 (50), 259 (17), 243 (10), 229 (7), 207 (16), 186 (27), 172 (39), 156
(11), 122 (41).
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Sintesi della N*-nosil-NV°-Fmoc-L-lisina (16)

NHFmoc NHFmoc
0 N i N\
¥ § o 1 HyO/diossano/BtzsN - Ng - X OH
0N S—CI* HoN 2.HCI N
0 0 boo
15 16
i
0]

Procedura

In un pallone a due colli, munito di imbuto gocciolatore, si solubilizza I’ N°-Fmoc-L-lisina
(15) (0.50 mmoli) in una miscela di acqua distillata (10 ml) e 1,4-diossano distillato (10
ml); Per mantenere basico il pH della soluzione e favorire la solubilizzazione dell’o-
aminoacido si aggiungono 1.5 mmoli di trietilammina distillata.

Alla soluzione, raffreddata con una miscela frigorifera di ghiaccio e cloruro di sodio e
mantenuta sotto costante agitazione magnetica, si aggiunge lentamente, mediante un
imbuto gocciolatore, una soluzione del cloruro di 4-nitrobenzensolfonile (0.75 mmoli)
solubilizzato in diossano distillato (10 ml).

Si lascia la miscela di reazione sotto agitazione magnetica per 30 minuti, seguendo
mediante TLC (CHCl3/CH3;OH 90:10, v/v) la scomparsa dell’amminoacido.

Terminata la reazione si allontana il solvente per distillazione a pressione ridotta e si
solubilizza il residuo ottenuto con una soluzione acquosa di Na,COs al 5% (20 ml).

La soluzione risultante ¢ lavata con etere etilico (3 X 10 ml), acidificata fino a pH 2 con
una soluzione acquosa di HC1 1 N ed estratta con acetato di etile (3 X 20 ml). Le fasi
organiche riunite sono lavate con una soluzione acquosa satura di NaCl (1 X 10 ml) ed
anidrificate su Na,SO4 anidro. Dopo allontanamento del solvente in condizioni di
pressione ridotta, si recupera 1I’N*-nosil-N°-Fmoc-L-lisina (16) con una resa dell’87%,

sotto forma di un solido bianco.
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p. f.
89.7-91.7 °C

"H-NMR (300 MHz, CD3COCD3) &:

8.35 (d, 2 H, ArH, J = 8.4 Hz), 8.00 (d, 2 H, ArH, J = 8.9 Hz), 7.98-7.18 (m, 9 H,
ArHmoe, SONH), 6.80-6.69 (m, 1 H, N°H), 4.32-4.18 (m, 3 H, CHpmoe; CHaemoc), 3.70
(dd, 1 H, a-CH, J=13.5 Hz, J = 8.4 Hz,), 2.80-2.70 (m, 2 H, e-CH,), 1.60-1.40 (m, 2 H,
8-CH,), 1.27-1.10 (m, 4 H, B-CH,, y-CH,).

BC-NMR (75 MHz, CD;COCD:3) &:

157.22, 150.13, 145.78, 143.82, 143.66, 141.23, 128.35, 127.82, 127.12, 124.29, 120.08,
47.04, 40.07, 32.80, 29.20, 22.03, 21.83, 19.01.

MS (MALDI) m/z:

575.8325 (M+Na)".
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Sintesi del cloruro della N*-nosil-V°-Fmoc-L-lisina (17)

NHFmoc NHFmoc

o H, /j
> OH
S /ﬁ(
O

O H/,
I SOCl, I . Cl
O,N —N 2 . ON S*NW
‘C‘) H CH,Cly, riflusso ‘C‘) H o
16 17

Procedura

In un pallone a due colli, munito di refrigerante ed in atmosfera inerte d’azoto, si
solubilizza 1’ N*-nosil-N°*-Fmoc-L-lisina (16) (1 mmole) in diclorometano anidro (20 ml).
Si introduce il cloruro di tionile (12 mmoli) e si lascia la miscela di reazione sotto
agitazione magnetica a riflusso per 20-30 minuti seguendo mediante TLC
(CHCI3/CH30H 90:10, v/v) la scomparsa dell’ N-nosil-a-amminoacido.

La formazione del cloruro dell’N*-nosil-N°-Fmoc-L-lisina viene seguita per TLC
trasformando il cloruro formatosi in estere metilico per aggiunta di metanolo anidro ad
un campione prelevato dalla miscela di reazione.

Terminata la reazione, si elimina il solvente mediante distillazione a pressione ridotta.
Successivamente si aggiungono piccoli volumi di diclorometano prima, e di etere etilico
dopo, che vengono rimossi mediante distillazione in condizioni di pressione ridotta.
L’operazione viene ripetuta fino a completa eliminazione del cloruro di tionile non
reagito.

Si ottiene il cloruro dell’ N*-nosil-N*-Fmoc-L-lisina (17) con resa quantitativa.

MS (MALDI) m/z:
593.8436 [(M+Na)", 100%]
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Sintesi dell’ V*-metil-V*-nosil-V°-Fmoc-L-lisinildiazometano (18)

NHFmoc NHFmoc
0 Y cl 0 v CHN
< CH)N <
O,N S—N/Y ASLELCNEPNNTI/Z N N 2
g CH,Cl, — T
(0] (0] O CH; O
17 18

Procedura

In un pallone a tre colli, munito d’imbuto gocciolatore ed in atmosfera inerte
d’azoto, viene introdotta una soluzione 0.66 M di diazometano in diclorometano (10
mmoli); si aggiunge, poi, lentamente il cloruro dell’N“-nosil-N°-Fmoc-L-lisina (17)
solubilizzato nella minima quantita necessaria di diclorometano anidro (10 ml). Si lascia
la reazione sotto agitazione magnetica, in una miscela frigorifera di ghiaccio e NaCl, per
65 minuti, seguendo mediante analisi TLC (CHCIl3/AcOEt 60:40, v/v) la scomparsa del
cloruro dell’N-nosil-a-amminoacido, previa trasformazione nel corrispondente estere
metilico per aggiunta di metanolo anidro ad un campione prelevato dalla miscela di
reazione. Al termine della reazione il solvente viene allontanato in condizioni di
pressione ridotta ed il residuo oleoso ottenuto viene purificato mediante cromatografia su
colonna corta (CHCI3/AcOEt 60:40, v/v). Si ottiene 1I’N”*-metil-N"-nosil-N*-Fmoc-L-

lisinildiazometano (18), sotto forma di un olio giallo chiaro, con una resa del 69%.

"H-NMR (300 MHz, CDCl5) :

8.38-8.33 (m, 2 H, ArH), 8.01-7.96 (m, 2 H, ArH), 7.81-7.25 (m, 8 H, ArHrmec), 5.60 (s,
1 H, CHN,), 4.86-4.78 (m, 1 H, N°H), 4.51-4.38 (m, 3 H, CHopmee CHCOCHN), 4.29-
4.18 (m, 1 H, CHpmoc), 3.18-3.06 (m, 2 H, e-CH>), 2.82 (s, 3 H, NCHj), 1.55-1.13 (m, 6
H, B-CH,, y-CHa, 8-CH,).

BC-NMR (75 MHz, CDCl;) §:

176.98, 157.00, 150.30, 145.15, 143.95, 141.99, 128.40, 127.72, 127.06, 125.02, 124.43,
120.01, 66.55, 63.01, 54.25, 47.27, 40.33, 30.14, 29.35, 27.14, 23.26.
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Sintesi dell’ N*-metil-N"-nosil-N>-Fmoc-p*-omo-L-lisina (19)

NHFmoc NHFmoc
(0]
O "l i 0 H’“\)k
oN—" N—§x 2 _PhCOAgNEL () SN~ OH
_ T 1,4-diossano/H,O 1
O CHy; O ta O CHjy
18 19

Procedura

In un pallone a due colli, munito di imbuto gocciolatore, si solubilizza I’ N“-metil-N*-
nosil-N*-Fmoc-L-lisinildiazometano (18) in 1,4-diossano/acqua (4:1 v/v). Alla soluzione
mantenuta sotto costante agitazione magnetica a temperatura ambiente, viene, poi,
aggiunta goccia a goccia una soluzione di benzoato d’argento (0.13 moli equiv.) in
trietilammina distillata (il volume di trietilammina ¢ circa 1/8 di quello della soluzione di
1,4-diossano/H,0). La miscela risultante ¢ lasciata sotto costante agitazione magnetica
alla stessa temperatura per 20 minuti, finché I’analisi TLC (CHCIl3/AcOEt 60:40, v/v)
della miscela di reazione mostra la completa conversione del precursore nel
corrispondente  N-metil-N-nosil-B*-omoamminoacido. Successivamente, si filtra la
miscela di reazione su setto poroso e si elimina il solvente in condizioni di pressione
ridotta. Il residuo ottenuto viene solubilizzato con una soluzione acquosa satura di
NaHCOj; (20 ml) e la soluzione risultante viene lavata con con etere etilico (3 X 10 ml).

La fase acquosa viene acidificata fino a pH 2 con una soluzione acquosa di HC1 1 N (10
ml) ed estratta con acetato di etile (3 X 20 ml). Le fasi organiche riunite sono lavate con
una soluzione acquosa satura di cloruro di sodio ed anidrificate su solfato di sodio anidro.
Dopo allontanamento del solvente in condizioni di pressione ridotta si recupera N*-metil-
N* -nosil-NC-Fmoc-B3-0m0-L-lisina (19) con una resa del 62%, sotto forma di un olio

giallo.

152



Capitolo 4: Parte Sperimentale

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) &:

8.37 (d, 2 H, ArH, J=8.40 Hz) 8.01 (d, 2 H, ArH, J = 8.40 Hz), 7.91-7.28 (m, 9 H, N°H,
ArHpmoe), 4.33-4.11 (m, 4 H, CHrmoey» CH2pmoe, CHCH,COOH), 2.99-2.86 (m, 2 H,
CH,N°H), 2.69 (s, 3 H, NCH3), 2.35 (dd, 1 H, CH,COOH, J = 15.00 Hz, J = 7.80 Hz),
2.08 (dd, 1 H, CH,COOH, J = 15.30 Hz, J = 6.30 Hz), 1.55-1.00 (m, 6H, y-CH,, 3-CH>,
e-CH»).
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Sintesi dei cloruri degli N-metil-N-nosil-p’~-omoamminoacidi (20b-c)

1 n2 0O
o RBR
I M _soc, M e+ soul
ON ﬁil\\l OH CH,CL,, riflusso. CH,Cly, riflusso Cl THCI * SO,
O CHj; O CH3
14b-c 20b-c

Composto R R’ Resa (%)
20b H CH; 100%
20c CH; H 100%

Procedura generale

In un pallone a due colli, munito di refrigerante ed in atmosfera inerte d’azoto, si
solubilizza 1’ N-metil-N-nosil-p’-omoamminoacido opportuno 14b-¢ (1 mmole)
diclorometano anidro (20 ml). Si introduce il cloruro di tionile (12 mmoli) e si lascia la
miscela di reazione sotto agitazione magnetica alla temperatura di riflusso per 20-30
minuti, seguendo mediante analisi TLC (CHCI3/CH30H 90:10, v/v) la scomparsa dell’ V-
metil-N-nosil-p*-omoamminoacido.

La formazione del cloruro dell’N-metil-N-nosil-B*-omoamminoacido (20b-¢) viene
seguita per TLC trasformando il cloruro formatosi in estere metilico per aggiunta di
metanolo anidro ad un campione prelevato dalla miscela di reazione.

Terminata la reazione, si elimina il solvente mediante distillazione a pressione ridotta.
Successivamente si aggiungono piccoli volumi di diclorometano prima, e di etere etilico
dopo, che vengono rimossi per distillazione in condizioni di pressione ridotta.
L’operazione viene ripetuta fino a completa eliminazione del cloruro di tionile non

reagito.
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I cloruri degli N-metil-N-nosil-B*-omoamminoacidi (20b-¢) si ottengono con rese
quantitative e sono caratterizzati previa trasformazione nei corrispondenti esteri metilici,

per trattamento con metanolo anidro.

Cloruro dell’ N-metil—N-nosil—ﬂ3 -omo-L-alanina (20b)

Resa: 100%.

"H-NMR (300 MHz, CDsCl3) & (p.p.m.):

8.43-8.28 (m, 2 H, ArH), 8.06-7.94 (m, 2 H, ArH), 4.61-4.48 (m, 1 H, CHCH3), 3.62 (s, 3
H, OCH3), 2.78 (s, 3 H, NCH3), 2.47-2.40 (m 2 H, CH,COOCH3), 1.05 (d, 3 H, CHCH;,
J=6.60 Hz).

GC/MS (E.L) m/z:

301 (4 %), 243 (84), 186 (30), 130 (100), 122 (55), 98(17), 88 (3), 76 (21).

Cloruro dell’ N-metil-N-nosil-f>-omo-D-alanina (20c)

Resa: 100%.

"H-NMR (300 MHz, CDsCl3) & (p.p.m.):

8.43-8.28 (m, 2 H, ArH), 8.06-7.94 (m, 2 H, ArH), 4.61-4.48 (m, 1 H, CHCH3), 3.62 (s, 3
H, OCH3), 2.78 (s, 3 H, NCH3), 2.47-2.40 (m 2 H, CH,COOCH3), 1.05 (d, 3 H, CHCH;,
J=6.60 Hz).

GC/MS (E.L) m/z:

301 (4 %), 243 (84), 186 (30), 130 (100), 122 (55), 98(17), 88 (3), 76 (21).

155



Capitolo 4: Parte Sperimentale

Sintesi degli NV-nosil-dipetidi 22a-b

152
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22a-b

Composto | R’ R’ | Resa (%)
22a H CH; 75
22b CH; H 64

Procedura generale

In un pallone a due colli, munito di imbuto gocciolatore si solubilizza il cloridrato
dell’estere metilico dell’a-amminoacido C-terminale 21 (1 mmole) in una soluzione
acquosa di NaHCOj; al 5% (10 ml). Alla soluzione, mantenuta sotto costante agitazione
magnetica, si aggiunge lentamente, mediante imbuto gocciolatore, il cloruro dell’N-
metil-N-nosil-p*-omoamminoacido opportuno 20b-c (1 mmole) solubilizzato in
cloroformio privo di etanolo (10 ml).

Al termine dell’aggiunta si lascia la miscela di reazione sotto agitazione magnetica a
temperatura ambiente per 25-30 minuti, seguendo mediante TLC (CHCI3/CH3;OH 95/5
v/v) la scomparsa del cloruro dell’N-metil-N-nosil-p*-omoamminoacido. Terminata la
reazione, si separa la fase organica da quella acquosa e si estrae piu volte quest’ultima
con cloroformio (3 X 10 ml). Le fasi organiche riunite vengono lavate con una soluzione
acquosa di HCI 1 N (1 X 10 ml) e poi con una soluzione acquosa satura di NaCl (1 X 10
ml) ed anidrificate su solfato di sodio anidro. Si elimina il solvente in condizioni di

pressione ridotta, e si ottengono i dipeptidi 22a-b con rese comprese tra il 64% e il 75%.
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N-Metil-N-nosil—/)ﬁ -omo-L-alanil-L-alanina metil estere (22a)

Resa: 75%.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) &:

8.42-8.37 (m, 2 H, ArH) 8.30 (d, 1 H, NH, J = 7.20 Hz), 8.07-8.00 (m, 2 H, ArH), 4.42-
4.33 (m, 1 H, CHCH,), 4.24-4.12 (m, 1 H, CHCOOCH}3), 3.59 (s, 3 H, OCH3), 2.73 (s, 3
H, NCH3), 2.32 (dd, 1 H, CH,CONH, J = 14.20 Hz, J = 8.10 Hz,), 2.14 (dd, 1 H,
CH,CONH, J = 14.16 Hz, J = 6.60 Hz,), 1.22 (d, 3 H, CHCHs, J = 7.28 Hz), 0.94 (d, 3
H, CH,CHCHs, J = 6.73 Hz).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d,) §:

173.39, 168.93, 149.93, 145.39, 128.31, 124.10, 52.55, 51.00, 48.06, 41.4, 28.59, 18.18,
17.69.

GC-MS (EI) m/z:

328 (3%), 243 (51), 201 (100), 186 (16), 122 (24).

N-Metil-N-nosil-f*-omo-D-alanil-L-alanina metil estere (22b)

Resa: 64%.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) &

8.44-8.37 (m, 2 H, ArH ), 8.30 (d, 1 H, NH, J = 6.94), 8.08-8.00 (m, 2 H, ArH), 4.39-
4.30 (m, 1 H, CHCH,), 4.19-4.08 (m, 1 H, CHCOOCH3), 3.60 (s, 3 H, OCHs), 2.72 (s, 3
H, NCH3), 2.29 (dd, 1 H, CH,CONH, J = 13.94 Hz, J = 8.40 Hz), 2.12 (dd, 1 H,
CH,CONH, J = 13.90 Hz, J = 6.10 Hz), 1.19 (d, 3 H, CHCHs, J = 7.30), 0.96 (d, 3 H,
CH,CHCH,, J = 6.74 Hz).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d,) :

173.39, 169.10, 149.93, 145.39, 128.40, 124.10, 52.55, 51.00, 48.06, 41.21, 28.59, 18.18,
17.69

GC-MS (E.LI.)) m/z:

328 (3%), 243 (51), 201 (100), 186 (16), 122 (24).
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Sintesi degli esteri metilici degli N-nosil-a-amminoacidi 24a-b

R/l R® NsCl R/l R?
o+ OCHy — 5= o Ns._ = OCH
ci H3N/ﬁ( 3 pindina/ CH,CL, N/S( 3

H
(0] (0]
23a-b 24a-b
Composto R' R? Resa (%)
24b (CH3),CH H 84

Procedura generale

In un pallone a due colli, in atmosfera inerte d’azoto, si aggiunge il cloruro dell’acido p-
nitrobenzensolfonico (1 mmole) ad una soluzione del cloridrato dell’estere metilico
dell’a-amminoacido appropriato 23a-b (1 mmole) in diclorometano anidro (20 ml),
contenemte piridina anidra (3 mmoli).

Si lascia la miscela di reazione sotto agitazione magnetica a temperatura ambiente per
circa 3 ore, monitorando, mediante TLC (CHCI3/Et,0O 80:20, v/v), la conversione del
precursore nel corrispondente estere metilico protetto (24a-b). Terminata la reazione, si
acidifica la miscela di reazione con una soluzione di HCI 1 N fino a pH 2 e si estrae con
diclorometano (3 X 10 ml). La fase organica viene poi lavata con una soluzione acquosa
satura di NaHCO; (3 X 10 ml), e successivamente anidrificata su Na,SO4 anidro. Si
elimina poi il diclorometano in condizioni di pressione ridotta e si recuperano gli esteri
metilici degli N-nosil-a-amminoacidi (24a-b) con rese comprese tra 1’84 e il 90%, come

solidi di colore giallo.
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Estere metilico dell’ N-nosil-L-valina (24a)

Resa: 90%.

p.f.=97-100 °C

IR (KBr) cm-1:

3297, 3110, 1734, 1529, 1349, 1174, 1089, 859, 741.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3) § (ppm):

8.39-8.32 (m, 2 H, ArH), 8.09-8.02 (m, 2 H, ArH), 5.56 (d, 1 H, NH, J = 9.8 Hz), 3.85
(dd, 1 H, CHNH, J=4.9Hz, J= 9.8 Hz), 3.52 (s, 3 H, OCHj3), 2.11 (m, 1 H, (CH3),CH),
0.96 (d, 3 H, (CH3),CH, J= 6.8 Hz), 0.88 (d, 3 H, (CH3),CH, J = 6.8 Hz).

FAB/MS m/z:

317 [M + H)', 31 %], 273 (18), 257 (100), 241 (23), 186 (20), 122 (29).

Estere metilico dell’ N-nosil-D-valina (24b)

Resa: 84%.

p.f. =98-101 °C

IR (KBr) cm-1:

3297,3110, 1734, 1529, 1349, 1174, 1089, 859, 741

"H-NMR (300 MHz, CDCl3) § (ppm):

8.39-8.32 (m, 2 H, ArH), 8.09-8.02 (m, 2 H, ArH), 5.56 (d, 1 H, NH, J = 9.8 Hz), 3.85
(dd, 1 H, CHNH, J=4.9 Hz, J= 9.8 Hz), 3.52 (s, 3 H, OCH3), 2.11 (m, 1 H, (CH3),CH),
0.96 (d, 3 H, (CH;),CH, J= 6.8 Hz), 0.88 (d, 3 H, (CH3),CH, J = 6.8 Hz).

FAB/MS m/z:

317 [(M+H)", 31 %], 273 (18), 257 (100), 241 (23), 186 (20), 122 (29).
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Sintesi degli N-nosil-dipeptidi 26a-b

-
R? /R R/l R?
Ns\NWOCIﬁ HSCH,COO/ CH30Na, %(OCH3
H 0 MeOH, CH;CN, riflusso HyN
(0]
24a-b 25a-b
% H NaHCOs
Ns. /ﬁ(Cl
HCI
no CHCl3
12¢
g 9 R R
_N OCH;
Ns & N
H H 0
26a-b
Composto R! R’ Resa (%)
26a H CH(CHs), 78
26b CH(CH3), H 71

Procedura generale

In un pallone a due colli, munito di refrigerante ed in atmosfera inerte d’azoto, si
pongono a reagire 1’estere metilico dell’ N-nosil-a-amminoacido appropriato 24a-b (1
mmole), solubilizzato in acetonitrile anidro (10 ml), 1’acido mercaptoacetico (3 mmoli)
ed il metossido di sodio (12 mmoli); quest’ultimo viene solubilizzato aggiungendo una
quantita variabile di metanolo anidro.

Si lascia la miscela di reazione a riflusso sotto agitazione magnetica per circa 60 minuti,
seguendo I’andamento della reazione mediante TLC (Et,O/etere di petrolio 60:40, v/v).
Terminata la reazione, si elimina il solvente per distillazione a pressione ridotta, si
acidifica con una soluzione acquosa di HCI 1 N e si estrae con acetato di etile (3 X 10
ml). La fase acquosa viene basificata con una soluzione acquosa satura di Na,CO:s.
Successivamente la fase acquosa basica, contenente 1’a-amminoestere deprotetto (25a-b),

viene trattata con il cloruro dell’N-nosil-D-alanina (12¢) (1 mmole), solubilizzato in
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cloroformio privo di etanolo (10 ml). Si lascia la miscela di reazione sotto agitazione
magnetica a temperatura ambiente per circa 60 minuti, controllando, mediante TLC
(CHCI3/CH;30H 98:2, v/v), la formazione del dipeptide.

Terminata la reazione si separano le due fasi e si estrae piu volte la soluzione acquosa
con cloroformio (3 X 10 ml). Le fasi organiche riunite vengono lavate con una soluzione
acquosa di HCl 1 N, successivamente con una soluzione acquosa satura di NaCl ed
anidrificate su solfato di sodio anidro. Si allontana il solvente in condizioni di pressione
ridotta e si ottengono gli N-nosil-dipeptidi 26a-b con rese comprese tra il 71% e il 78%,

sotto forma di solidi bianchi.

N-Nosil-D-Alanil-L-Valina metil estere (26a)

Resa: 78%.

p.f. = 146-147 °C

IR (KBr) cm™:

3350, 3119, 2976, 1730, 1645, 1536, 1352, 1042, 856, 742.

"H-NMR (CDCl), & (p.p.m.):

8.32 (d, 2 H, ArH, J = 8.6 Hz), 8.05 (d, 2 H, ArH, ] = 8.6 Hz), 6.51 (d, 1 H, J= 8.8 Hz
CONH), 5.98 (d, 1 H, J=6.7 Hz, SO,NH), 4.33 (dd, 1 H, CHCOOCH3, J = 8.8 Hz, J =
4.7 Hz), 3.98 (m, 1 H, CHCHs), 3.73 (s, 3 H, OCH3), 2.12 (m, 1 H, CH(CHs),), 1.37 (d,
3 H, CHCH;, J= 7.0 Hz), 0.87 (d, 3 H, CH(CH;),, J = 6.8 Hz), 0.83 (d, 3 H, CH(CH3),, J
= 6.8 Hz).

B3C NMR (75 MHz, CDCl3) &:

172.09, 170.76, 150.12, 145.41, 128.53, 124.43, 56.94, 52.65, 52.48, 31.27, 20.33,
18.91, 17.47.

GC-MS (E.I.)) m/z:

328 (13%), 229 (100), 186 (36), 158 (9), 130 (20), 122 (30), 72 (31).

N-Nosil-D-Alanil-D-Valina metil estere (26b)

Resa: 71%.
p.f. = 160-162 °C
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IR (KBr) cm™:

3350, 3119, 2976, 1730, 1645, 1536, 1352, 1042, 856, 742.

"H-NMR (CDCl), & (p.p.m.):

8.32 (d, 2 H, ArH, J = 8.6 Hz), 8.08 (d, 2 H, ArH, J = 8.6 Hz), 6.75 (d, 1 H, CONH, J =
8.7 Hz), 6.50 (d, 1 H, SO,NH, J = 8.5 Hz), 4.38 (dd, 1 H, CHCOOCHs3, J = 8.7 Hz, J =
4.9 Hz), 4.06 (m, 1 H, CHCH3), 3.73 (s, 3 H, OCHs), 2.02 (m, 1 H, CH(CHs),), 1.32 (d, 3
H, CHCH;, J = 7.0 Hz), 0.89 (d, 3 H, CH(CH;),, J = 6.9 Hz); 0.75 (d, 3 H, CH(CH3),, J
=6.9 Hz).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) &:

172.06, 171.27, 149.98, 145.91, 128.34, 124.33, 57.25, 52.48, 52.38, 31.09, 19.76, 18.61,
17.54.

GC-MS (E.L.) m/z:

328 (13%), 229 (100), 186 (36), 158 (9), 130 (20), 122 (30), 72 (31)
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Sintesi degli V-nosil-tripeptidi 28a-b

z HH Y %z H 1 Q
Ns. - N HSCH,CO,H/ NaOCHj ' N
N < OCH; - HZN/W < OCH;
H o R2 R! MeOH, CH3CN, riflusso 0 R2 R!
26a-b 27a-b
E )\/ NaHCO
4 a 3
Cl
N J—
) ITIY CHCl;
B O
12e
H 9 2mnn Q
N £ N
NsT N XX OCH3
N I 2 1
7 H g o R R
28a-b
Composto R' R’ Resa (%)
28a H CH(CHz), 89
28b CH(CH;3), H 84

Procedura generale

In un pallone a due colli, munito di refrigerante ed in atmosfera inerte d’azoto, si
pongono a reagire 1’appropriato N-nosil-dipeptide 26a-b (1 mmole), solubilizzato in
acetonitrile anidro (10 ml), I’acido mercaptoacetico (3 mmoli) ed il metossido di sodio
(16 mmoli), che viene solubilizzato aggiungendo una quantitd variabile di metanolo
anidro.

Si lascia la miscela di reazione a riflusso sotto agitazione magnetica per circa 2 ore,
seguendo 1’andamento della reazione mediante TLC (Et,O/etere di petrolio 60:40, v/v).
Terminata la reazione, si elimina il solvente per distillazione a pressione ridotta, si
acidifica con una soluzione acquosa di HCl 1 N e si estrae con acetato di etile (3 X 10

ml). La fase acquosa viene basificata con una soluzione acquosa satura di Na,CO:s.
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Successivamente la fase acquosa basica, contenente il dipeptide deprotetto (27a-b), viene
trattata con il cloruro dell’N-nosil-L-isoleucina (12e) (1 mmole), solubilizzato in
cloroformio privo di etanolo (10 ml). Si lascia la miscela di reazione sotto agitazione
magnetica a temperatura ambiente per circa 60 minuti, controllando mediante TLC
(CHCI3/CH30H 98:2, v/v) la formazione del tripeptide.

Terminata la reazione si separano le due fasi e si estrae piu volte la soluzione acquosa
con cloroformio (3 X 10 ml). Le fasi organiche riunite vengono lavate con una soluzione
acquosa di HCl 1 N, successivamente con una soluzione acquosa satura di NaCl ed
anidrificate su solfato di sodio anidro. Si allontana il solvente in condizioni di pressione
ridotta e si ottengono gli N-nosil-tripeptidi 28a-b con rese comprese tra 1’84% e il 89%,

sotto forma di solidi bianchi.

N-Nosil-L-isoleucil-D-alanil-L-valina metil estere (28a)

Resa: 89%.

p. f.=195-198°C

IR (KBr) cm™:

3376, 1637, 1545, 1361, 1352, 856, 800, 742.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-de) :

8.22 (d, 2 H, ArH, J = 8.6 Hz), 8.06 (d, 2 H, ArH, J = 8.6 Hz), 7.51 (d, 1 H, SO,NH, J =
8.4), 7.09 (d,1 H, NHCHCH;, J = 7.8 Hz), 6.75 (d, 1H, NHCHCOOCH;3, J = 9.0 Hz),
4.61 (dd, 1 H, CHCOOCH3, J = 8.0, J = 5.9 Hz), 4.19 (m, CHCHj3, 1 H,), 3.89 (s, 3 H,
OCH3), 3.71 (t, 1 H, SO,NHCH J = 8.1 Hz), 2.19 (m, 1 H, CH(CHs),), 1.78-1.58 (m, 2
H, CH,CHs, CH(CH3)CH,CHs), 1.28 (d, 3 H, CHCHs, J = 7.2 Hz), 1.12 (m, 1 H,
CH,CH3), 1.00-0.80 (m, 12 H, CH(CH3),, CH,CHs, CH(CH3)CH,CH3).

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) &:

172.52, 171.60, 169.81, 149.74, 146.26, 127.77, 124.11, 61.62. 56.85, 52.79, 48.36,
38.38,31.74, 24.89, 19.15, 18.85, 17.59, 15.06, 11.09.

GC-MS (E.L) m/z:

500 (M™, 1%), 441 (4), 370 (3), 342 (13), 271 (16), 241 (22), 215 (25), 187 (100), 186
(13), 156 (16), 122 (13), 72 (41).
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N-Nosyl-L-isoleucil-D-alanil-D-valina metil estere (28b)

Resa: 84%.

p. f.=221-223 °C

IR (KBr) cm™:

3378, 1637, 1545, 1361, 1352, 858, 800, 741

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d;) &:

8.32 (d, 2 H, ArH, J = 8.6 Hz), 8.14 (d, 1 H, SO,NH, J = 8.5 Hz), 8.04 (d, 2 H, ArH, J =
8.6 Hz), 6.82 (d, 1 H, NHCH(CH3), J = 7.3 Hz), 6.51 (d, 1 H, NHCHCOOCH;3, J = 8.2
Hz), 4.47 (dd, 1 H, CHCOOCHj3, J = 8.0 Hz, J = 6.6 Hz), 4.38 (m, 1 H, CHCHj3), 3.70-
3.55 (m, 4 H, OCH;, SO,NHCH), 1.97 (m, 1 H, CH(CHs),), 1.62-1.42 (m, 2 H, CH,CHj,
CH(CH3)CH,CH3), 1.08 (m, 1 H, CHCHj3), 0.93 (d, 3 H, CHCH, J = 7.2 Hz), 0.86-0.73
(m, 12 H, CH(CHs),, CH,CHs, CH(CH;)CH,CHj).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d) §:

172.56, 172.25, 169.57, 149.77, 147.22, 128.77, 124.48, 60.70, 57.72, 52.09, 47.91,
37.32,30.30, 24.70, 19.25, 18.55, 18.15, 15.40, 10.87.

GC-MS (E.I.)) m/z:

500 (M™, 1%), 441 (2), 370 (3), 342 (14), 271 (15), 241 (30), 215 (23), 187 (100), 186
(12), 156 (26), 122 (12), 72 (40).
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Sintesi degli N-nosil-a-amminoacidi 30a-d

H ! H Rg!

NsCl * H N;S(OH 1) HyO/1,4-diossano/Et3N Ns . ~ ol
i : 2) KHSO, N
o H o
29a-d 30a-d
Composto R' Resa (%)
30a (CH;),NH-(Boc) 73

30b CH2C6H4O—(t—Bu) 75
30c CH,S-(Trt) 83

30d  CH,CONH-(Trt) 89

Procedura generale

In un pallone a due colli, munito di imbuto gocciolatore, si solubilizza 1’a-amminoacido
opportuno 29a-d (1 mmole) in una soluzione di acqua distillata (10 ml) e di diossano
distillato (10 ml), in presenza di trietilammina distillata (20 mmoli).

Successivamente nel pallone di reazione, raffreddato con una miscela frigorifera di
ghiaccio e cloruro di sodio, si aggiunge lentamente, mediante imbuto gocciolatore, il
cloruro di 4-nitrobenzensolfonile (1.5-1.6 mmoli), solubilizzato in diossano anidro (10
ml). Si lascia la miscela di reazione sotto agitazione magnetica per 30-50 minuti,
seguendo mediante TLC (CHCI3/CH3OH 90:10, v/v) la scomparsa dell’a-amminoacido.
Terminata la reazione, si allontana il solvente per distillazione a pressione ridotta, si
basifica il residuo con una soluzione acquosa di Na,COj; al 5% e si estrae con etere etilico
(3 X 10 ml). La fase acquosa viene acidificata con una soluzione acquosa di KHSOy al
5% fino a pH 3-4 ed estratta con acetato di etile (3 X 10 ml).

Le fasi organiche riunite sono lavate con una soluzione acquosa satura di cloruro di sodio
ed anidrificate su solfato di sodio anidro. Dopo allontanamento del solvente, mediante
distillazione a pressione ridotta, si recuperano gli N-nosil-a-amminoacidi 30a-d con rese

comprese tra il 73% e 1’89%, sotto forma di solidi bianchi.
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N*-Nosil-N°-Boc -L-Lisina (30a)

Resa: 73%.

p. f.=153-155 °C

IR (KBr) cm™:

3426, 3408, 3108, 2964, 1730, 1662, 1528, 1342, 1261, 1092, 800.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) &:

12.72 (Sproad 1 H, COOH), 8.58 (d, 1 H, N"H, J= 8.7 Hz), 8.39 (d, 2 H, ArH, J = 8.4 Hz),
8.00 (d, 2 H, ArH, J= 8.9 Hz), 6.75 (m, 1 H, N°H), 3.70 (dd, 1 H, 0-CH, J = 13.5 Hz, J =
8.4 Hz), 2.78 (m, 2 H, &-CH>), 1.60-1.40 (m, 2H, 8-CH>), 1.34 (s, 9H, C(CHs)3), 1.27-
1.10 (m, 4H, B-CH,, y-CH).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d;) §:

172.99, 155.98, 149.85, 147.25, 144.76, 128.53, 124.79, 77.80, 56.10, 31.98, 29.20,
28.70, 22.76, 18.06.

MS (MALDI) m/z:

453.8931 [(M+Na)', 100%]

N”-Nosil-O-tert-butil-L-Tirosina (30b)

Resa: 75%.

p.f. = 150-152 °C

IR (KBr) cm™:

3183, 2982, 1727, 1608, 1530, 1349, 1308, 1147, 850, 738.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d) §:

12.76 (Sproad, 1 H, COOH), 8.70 (Sbroad, 1 H, N“H), 8.20 (d, 2 H, ArH, J = 8.4 Hz), 7.75 (d,
2 H, AtH, J = 8.9 Hz), 6.98 (d, 2 H, Arry-H, J = 8.2 Hz), 6.65 (d, 2 H, Arry-H, J = 8.2
Hz), 3.92 (m, 1H, CH), 2.92 (m, 1H, CH>), 2.62 (m, 2H, CH,), 1.37 (s, 9 H, C-CH5).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) §:

171.62, 151.69, 145.83, 145.83, 131.11, 128.45, 128.23, 121.46, 114. 35, 78.05, 54.78,
51.97,36.13,29.53.

MS (MALDI) m/z:

444.8162 [(M+Na)', 100%]
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N*-Nosil-S-tritile-L-cisteina (30c)

Resa: 83%.

p. f.=99-101 °C

IR (KBr) cm™:

3271, 3100, 3056, 1725, 1606, 1530, 1348, 1164, 1090, 854, 740, 700.

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) &:

12.98 (shreaa | H, COOH), 8.82 (d, 1 H, N°H, J = 8.2 Hz), 8.35 (d, 2 H, ArH, J = 8.4 Hz),
7.96 (d, 1 H, ArH, J = 8.9 Hz), 7.34-7.16 (m, 15H, ArHry), 3.59 (m, 1 H, a-CH), 2.32
(m, 2 H, CH,).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d;) §:

174.90, 151.67, 145.83, 143.92, 129.38, 128.28, 128.21, 126.38, 121.44, 67.36, 55.74,
26.81.

MS (MALDI) m/z:

571.9175 [(M+Na)", 100%]

N*-Nosil-N* -tritile-L-asparagina (30d)

Resa: 89%.

p. f.=136-138 °C

IR (KBr) cm™:

3426, 3358, 3112, 2964, 1725, 1616, 1533, 1348, 1184, 1112, 850, 743, 700.

"H NMR (300 MHz, CDCl;) &:

. 12.81 (Sproaa 1 H, COOH), 8.15 (d, 2 H, ArH, J = 8.6 Hz), 7.90 (d, 2 H, ArH, J = 8.6 Hz),
7.28-7.02 (m, 15 H, ArHry,), 6.51 (s, 1 H, NHCO), 6.00 (Sbroad, 1 H, N“H), 4.02 (m, 1 H,
CH), 3.01 (m, 1 H, CH,), 2.83 (m, 1 H, CH,).

BC NMR (75 MHz, CDCl;) :

174.97, 173.78, 151.63, 145.81, 145.06, 128.32, 128.27, 126.33, 121.43, 72.77, 50.08,
34.15.

MS (MALDI) m/z:

567.8831 [(M+Na)", 100%]
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Sintesi degli N-nosil-dipeptidi 32a-d

2 o )
1R _ +H/</R oci. DCCHOBY H LR o
NS\NWOH + Cl HSN/Y 3 N-Me-Morfolina Ns~ lbeLN/W 3

H 0o 0 ROy H 4

THF
30a-d 31a-b 32a-d
Composto R' R’ Resa (%)
32a (CH,),NH-(Boc)  CH; 90

32b CH2C6H4O-(t—Bu) CH(CH3)2 82
32¢  CH,S<(Trt) CH; 87

32d CH,CONH-(Trt) CH; 95

Procedura generale

In un pallone a due colli, in atmosfera inerte d’azoto, vengono introdotti e solubilizzati in
tetraidrofurano anidro (20 ml), il cloridrato dell’estere metilico dell’a-amminoacido
opportuno 31a-b (1 mmole), 1’ 1-idrossibenzotriazolo (1.1 mmoli), la N-metilmorfolina (1
mmole) e I’appropriato N“-nosil-a-aminoacido 30a-d (1 mmole). Successivamente alla
soluzione, mantenuta sotto costante agitazione magnetica e raffreddata utilizzando una
miscela frigorifera di ghiaccio e cloruro di sodio, viene aggiunta la
dicicloesilcarbodimmide (1.15 mmoli).

La miscela di reazione viene lasciata sotto agitazione magnetica costante ed alla
temperatura di 0°C, per un’ora circa e per altri 60 minuti, a temperatura ambiente. Il
decorso della reazione ¢ seguito mediante TLC (CHCI3/CH30H 80:20, v/v).

Terminata la reazione, la N, N -dicicloesilurea viene rimossa per filtrazione ed il solvente
allontanato per distillazione in condizioni di pressione ridotta. Al residuo ottenuto viene
aggiunta una miscela di acetato di etile (30 ml) e di una soluzione acquosa satura di

NaHCO; (10 ml). Successivamente, la fase organica viene lavata con una soluzione
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acquosa di acido citrico al 5% (10 ml), di seguito con una soluzione acquosa satura di
NaHCOj; (10 ml) ed infine con una soluzione acquosa satura di cloruro di sodio (10 ml).

La fase organica viene anidrificata su solfato di sodio anidro; la successiva rimozione del
solvente consente il recupero, sotto forma di solidi di colore giallo pallido, degli N-nosil-

dipeptidi 32a-d con rese comprese tra 1’87% ed il 90%.

N®-Nosil-N°-Boc-L-lisinil-L-alaninaOMe (32a)

Resa: 90%.

p.f. =102 -104 °C

IR (KBr) cm™:

3336, 3260, 3108, 2931, 1741, 1686, 1647, 1529, 1450, 1352, 1261, 1166, 1090, 801.

"H NMR (300 MHz, CDCl) &:

8.30 (d, 2 H, ArH, J = 8.8 Hz), 8.03 (d, 2 H, ArH, J = 8.7 Hz), 7.10 (d, 1H, NHaj,, J = 8.1
Hz), 6.40 (d, 1H, N"Hy, J = 5.5 Hz), 4.80 (m, 1 H, N°H), 4.31 (m, 1 H, CHaj,), 3.85 (m,
1 H, CHyys), 3.68 (s, 3 H, OCH3), 3.18-3.08 (m, 1 H, e-CH,), 3.03-2.82 (m, | H, &-CH),
1.65 (m, 2 H, 8-CH>), 1.46-1.25 (m, 3 H, CHs), 1.44 (s, 9 H, C-(CH3)3), 1.17-1.06 (m, 4
H, B-CH,, y-CH).

BC NMR (75 MHz, CDCl;) &:

172.84, 170.37, 156.74, 156.05, 150.05, 128.64, 124.22, 79.63, 56.33, 52.60, 49.31,
48.09, 38.98, 31.95, 29.01, 28.45, 24.90, 21.22, 17.90.

MS (MALDI) m/z:

538.8431 [(M+Na)", 100%]

N®-Nosil-O-tert-butil- L-tirosinil-L-valinaOMe (32b)

Resa: 82%.

p.f. = 64-66 °C

IR (KBr) cm™:

3394, 3213, 3119, 2963, 1749, 1637, 1535, 1351, 1261, 1093, 1024, 799.
"H NMR (300 MHz, CDCl;) &:
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8.20 (d, 2 H, ArH, J= 8.9 Hz), 7.78 (d, 2 H, AtH, J = 8.4 Hz), 6.91 (d, 2 H, Arry,, J= 8.5
Hz), 6.71 (d, 2 H, Arry,, J = 8.5 Hz), 6.62 (d, 1 H, SO,NH, J = 8.2 Hz), 6.05 (d, 1 H, NH,
J=8.5Hz), 4.38 (dd, 1 H, CHyy, J = 8.5 Hz, J = 4.8 Hz), 4.00 (m, 1H, CHry,), 3.72 (s, 3
H, OCH3), 3.02 (dd, 1 H, CH,, J=14.1 Hz, J = 8.3 Hz), 2.88 (dd, 1 H, CH,, J = 14.1 Hz,
J=5.9 Hz), 2.08 (m, 1H, CH(CHs),), 1.30 (s, 9 H, C(CHs)3), 0.81 (d, 6 H, CH(CH3),, J =
6.9 Hz).

BC NMR (75 MHz, CDCl;) &:

171.67, 170.07, 154.87, 149.94, 145.27, 129.83, 129.70, 128.16, 124.33, 124.29, 58.70,
57.46, 52.35,38.17, 33.83, 31.24, 28.74, 18.85, 17.70.

MS (MALDI) m/z:

557.9979 [(M+Na)", 100%]

N*-Nosil-S-tritil-L-cisteinil-L-alaninaOMe (32¢)

Resa: 87%.

p.f.=138-142 °C

IR (KBr) cm™:

3332, 3274, 3059, 2932, 1731, 1663, 1536, 1347, 1261, 1164, 1089, 800, 698.

"H NMR (300 MHz, CDCl) &:

8.18 (d, 2 H, ArH, J = 8.8 Hz), 7.92 (d, 2H, ArH, J= 8.7 Hz), 7.28 (m, 15H, ArHry), 6.20
(d, 1 H, N*Hyp J = 7.2 Hz), 5.70 (d, 1 H, N*Heys, J = 7.5 Hz), 4.32 (m, 1H, CHay), 3.68
(s, 3 H, OCH3), 3.14 (m, 1 H, CHcys), 2.60 (dd, 1 H, SCH,,J = 13.8 Hz, J = 5.4 Hz), 2.48
(dd, SCH,, 1 H, J=13.8 Hz, J= 8.4 Hz), 1.22 (d, 3 H, CH3, J = 7.2 Hz).

MS (MALDI) m/z:

656.9899 [(M+Na)", 100%]

N°-Nosil-N* -tritil-L-asparaginil-L-alaninaOMe (32d)

Resa: 95%.

p.f.=138-141 °C

IR (KBr) cm™:

3325, 3062, 2932, 2849, 1742, 1666, 1625, 1531, 1348, 1165, 1089, 853, 700.
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"H NMR (300 MHz, CDCls) &:

8.15 (2 H, d, ArH, J = 8.8 Hz), 7.90 (2 H, d, ArH, J = 8.9 Hz), 7.10-7.28 (m, 15 H,
ArreH), 6.53 (s, 1 H, NPH), 5.98 (Sroad, 1 H, SO:NH), 5.56 (d, 1 H, NHa, J = 9.8 Hz),
4.32 (m, 1 H, CHypp), 4.05 (m, 1 H, CHag), 3.68 (s, 3 H, OCHs), 3.09 (m, 1 H, CH,),
2.84 (m, 1 H, CH,), 1.25 (d, 3 H, CHs, J = 7.2 Hz).

MS (MALDI) m/z:

652.7740 [(M+Na)",100%]
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Sintesi degli V-nosil-tripeptidi 34a-b

Hoof B K HSCH,CO,H/ NaOCH Oy R
NS/N%LN/‘%rocm 2C0H/NaOCH; HzN\eLN/ﬁ(OCIh
Rl\ g H o MeOH, CH3CN, riflusso RI\\ H H o
32a-c 33a-c
3
H R
N CHCI,
g O
12a;12¢ Y
H, Ry 9 H R
Ns- /’S(N /‘%rOCH3
N 3 N
HoorlH H o
34a-c
Composto R! R? R? Resa (%)
34a (CH,):NH-(Boc)  CH;, CH(CH), 85

34b CH,C¢H,O-(+-Bu) CH(CHs), CH(CH;)CH,CH,; 75

34c CHzS-(Tl’t) CH3 CH(CH3)2 71

Procedura generale

In un pallone a due colli, munito di refrigerante ed in atmosfera inerte d’azoto, si
pongono a reagire 1’estere metilico dell’ N-nosil-dipeptide appropriato 32a-c (1 mmole),
solubilizzato in acetonitrile anidro (10 ml), il metossido di sodio (16 mmoli), che viene
solubilizzato aggiungendo una quantita variabile di metanolo anidro, ed infine I’acido
mercaptoacetico (3 mmoli).

Si lascia la miscela di reazione a riflusso sotto agitazione magnetica per circa 1-2 ore,
seguendo 1’andamento della reazione mediante TLC (Et,O/etere di petrolio 90:10, v/v).
Terminata la reazione, si elimina il solvente per distillazione a pressione ridotta, si
acidifica con una soluzione acquosa di KHSO, al 5% fino a pH 3-4 e si estrae con acetato
di etile (3 X 10 ml). La fase acquosa viene basificata con una soluzione acquosa satura di

Na2CO3.
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Successivamente la fase acquosa basica, contenente 1’estere metilico del dipeptide
deprotetto (33a-b), viene trattata con il cloruro dell’N-nosil-a-amminoacido opportuno
12a, 12e (1 mmole), solubilizzato in cloroformio privo di etanolo (5 ml). Si lascia la
miscela di reazione sotto agitazione magnetica a temperatura ambiente per circa 2 ore,
controllando mediante TLC (CHCI3/CH3;OH 98:2, v/v) la formazione del tripeptide.

Terminata la reazione si separano le due fasi e si estrae piu volte la soluzione acquosa
con cloroformio (3 X 10 ml). Le fasi organiche riunite vengono lavate con una soluzione
acquosa di acido citrico al 5%, successivamente con una soluzione acquosa satura di
NaCl ed anidrificate su solfato di sodio anidro. Si allontana il solvente in condizioni di
pressione ridotta e si ottengono, sotto forma di solidi bianchi, gli N-nosil-tripeptidi 34a-c

con rese comprese tra il 71% e 1’85%.

N-Nosil-L-valil-N°-Boc-L-lisinil-L-alaninaOMe (34a)

Resa: 85%.

p. f. = 166-168 °C

IR (KBr) cm™:

3315, 3260, 3103, 2964, 2937, 1727, 1686, 1633, 1531, 1349, 1261, 1170, 1091, 798.

"H NMR (300 MHz, DMSO-dg) &:

8.31(d, 2 H, ArH, J= 1.5 Hz), 8.08 (d, 2 H, ArH, J= 7.8 Hz), 7.28-7.15 (m, 2 H, NHaj,,
NHyys), 6,51 (m, 1 H, SO;NH), 4.90 (m, 1 H, N°H), 4.54-4.45 (m, 2 H, CHajo, CHya),
3.80-3.65 (m, 4 H, OCH;, CHy,s), 3.08 (m, 2 H, , -CH>), 2.18 (m, 1 H, CH(CH3),), 1.65
(m, 2 H, B-CH,), 1.45 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.36 (d, 3 H, CHs, J = 6.7 Hz), 1.10-1.27 (m, 4
H, y-CH,, 3-CH,), 0.85 (m, 6H, CH(CH;),).

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) &:

173.00, 171.00, 170.47, 156.50, 149.23, 146.10, 128.57, 124.18, 62.21, 52.61, 48.22,
39.72,32.05, 31.84, 29.71, 29.37, 28.45, 22.15, 19.17, 17.79, 17.66.

MS (MALDI) m/z:

637.9419 [(M+Na)", 100%]

N-Nosil-L-isoleucil-O-tert-butil- L-tirosinil-L-valinaOMe (34b)

Resa: 75%.
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p.f. =203-205°C
IR (KBr) cm™:

3324, 3270, 3177, 2963, 1743, 1644, 1530, 1261, 1165, 1094, 1024, 800.

'"H NMR (300 MHz, CDCl;) &:

8.31(d, 2 H, ArH, J = 8.6 Hz), 8.04 (d, 2 H, ArH, J = 8.6 Hz), 7.08-6.90 (m, 5H, ArHry+
SO,NH), 6.50 (d, 1 H, NHry,, J = 8.4 Hz), 6.18 (m, 1 H, NHy,), 4.61 (m, 1 H, CHy.,),
439 (m, 1 H, CHry,), 3.88 (m, 1 H, CHya), 3.71 (s, 3 H, OCH3), 2.85 (m, 2 H, CHa1y,),
2.05 (m, 2 H, CHyy), 1.50-1.39 (m, 2 H, CH,CH(CHs),, CH(CH3),), 1.32 (s, 9 H,
C(CHs)3), 0.87-0.70 (m, 12 H, CH,CH(CHs),, CH(CHs),).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) &:

171.58, 171.03, 170.59, 154.60, 150.07, 145.62, 129.69, 128.57, 124.47, 124.32, 57.63,
55.67, 54.56, 52.34, 42.34, 37.69, 30.97, 28.81, 24.35, 22.85, 21.19, 18.81, 17.89.

MS (MALDI) m/z:

670.9496 [(M+Na)", 100%]

N-Nosil-L-valil-S-tritil-L-cisteinil-L-alaninaOMe (34c)

Resa: 71%.

p. f.=180-182 °C

IR (KBr) cm™:

3338, 3261, 2963, 1733, 1643, 1529, 1350, 1265, 1087, 1030, 806, 697.

"H NMR (300 MHz, CDCl;) &:

8.35 (d, 2 H, ArH, J = 9.0 Hz), 8.05 (d, 2 H, ArH, J = 9.0 Hz), 7.28 (m, 15 H, Arr:H),
6.20 (d, 1 H, SO,NH, J= 7.2 Hz), 5.70 (d, 1 H, NHcys, J = 7.5 Hz), 5.56 (d, 1 H, NHaj,, J
=9.8 Hz), 4.32 (m, 1 H, CHa1,), 3.95 (m, 1 H, CHya), 3.55 (s, 3H, OCH3), 3.14 (m, 1 H,
CHocys), 2.58-2.70 (m, 2 H, CH,), 2.11 (m, 1 H, CH(CH3),), 1.22 (d, 3 H, CH;, J = 7.2
Hz), 0.98 (d, 3 H, CH(CH3),, J = 6.8 Hz), 0.88 (d, 3 H, CH(CH:),, J = 6.8 Hz).

BC NMR (300 MHz, CDCl3) &:

171.84, 171.63, 171.17, 151.62, 145.83, 143.95, 128.41, 128.22, 127.23, 126.32, 124.07,
66.92, 61.96, 61.07, 51.92, 48.46, 31.47, 28.63, 18.85, 17.05, 13.88.

MS (MALDI) m/z:

755.8488 [(M+Na)", 100%]
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Sintesi delle N-metil-/V-metossiammidi 36a-g

(0]
) iCI . HNiOCH3'HC1 CHCl3, piridina R)LN/OCH3
s CH;
35a-g 36a-g
Composto R Resa (%)
36a CeHs 99
36b 4-CH;C¢H,4 93
36¢ 4-CH;0Cg¢H,4 91
36d 4-CIC¢H, 86
36e 4-NO,CsHy 84
3of CsHsCH, 89
36g CH;3(CHo)4 90

Procedura generale

In un pallone a due colli, in atmosfera inerte d’azoto, si solubilizza il cloridrato dell’ N,O-
dimetilidrossilammina (1,1 mmoli) in cloroformio anidro (15 ml); si aggiungono, poi, la
piridina anidra (2,2 mmoli) ed il cloruro dell’acido carbossilico opportuno 35a-g (1
mmole).

Si lascia la miscela di reazione sotto agitazione magnetica, a temperatura ambiente, per
1-2 ore, controllando la scomparsa del cloruro dell’acido carbossilico mediante TLC
(CHCI3/CH30H 95:5, v/v).

Terminata la reazione si estrae la fase organica con una soluzione acquosa di HCI 1 N (2
X 7 ml); successivamente si effettuano ulteriori estrazioni con una soluzione acquosa di
carbonato di sodio saturo (2 X 7 ml).

La fase organica viene anidrificata su solfato di sodio anidro; si allontana il solvente in
condizioni di pressione ridotta e si recuperano le N-metil-N-metossiammidi 36a-g, sotto

forma di olio, con rese comprese tra 1’84% e il 99%.
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N-Metil-N-metossibenzammide (36a)

Resa: 99%.

"H NMR (300 MHz, CDCl5) &:

7.63-7.60 (m, 2 H, ArH), 7.43-7.29 (m, 3 H, ArH), 3.51 (s, 3 H, OCHs), 3.32 (s, 3 H,
NCH).

BC NMR (75.5 MHz, CDCl3) &:

169.90, 134.08, 130.56, 128.09, 128.01, 61.02, 33.76.

GC-MS (EI) m/z:

165 (M™, 3%), 105 (100), 77 (41), 51 (10).

N-Metil-N-metossi-4-metilbenzammide (36b)

Resa: 93%

'"H NMR (300 MHz, CDCL;) &:

7.57-7.54 (m, 2 H, ArH), 7.24-7.19 (m, 2 H, ArH), 3.54 (s, 3 H, OCH3), 3.36 (s, 3 H,
NCH3), 2.39 (s, 3 H, Ar-CHs).

GC-MS (EI) m/z:

179 (M, 5%), 119 (100), 91 (100), 65 (39).

N-Metil-N-metossi-4-metossibenzammide (36¢)

Resa: 91%.

"H NMR (300 MHz, CDCl;) &:

7.74-7.68 (m, 2 H, ArH), 6.92-6.84 (m, 2 H, ArH), 3.80 (s, 3 H, ArOCH3), 3.53 (s, 3 H,
NOCHs), 3.33 (s, 3 H, NCH?3).

GC-MS (EI) m/z:

195 (M, 1%), 149 (1), 135 (100), 107 (7), 92 (9), 77 (14).

N-Metil-N-metossi-4-clorobenzammide (36d)

Resa: 86%.
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"H NMR (300 MHz, CDCl5) &:

7.68-7.59 (m, 2 H, ArH), 7.38-7.30 (m, 2 H, ArH), 3.50 (s, 3 H, OCHs), 3.32 (s, 3 H,
NCH).

GC-MS (E) m/z:

199 (M, 3%), 141 (32), 139 (100), 111 (30), 75 (14).

N-Metil-N-metossi-4-nitrobenzammide (36e)

Resa: 84%.

"H NMR (300 MHz, CDCl;) &:

8.27 (d, 2 H, ArH, J = 9.0 Hz), 7.84 (d, 2 H, ArH, J = 9.0 Hz), 3.54 (s, 3 H, OCH3), 3.39
(s, 3 H, NCH3).

GC-MS (EI) m/z:

210 (M, 3 %), 179 (1), 150 (100), 120 (9), 104 (34), 92 (13), 76 (18).

N-Metil-N-metossi-2-feniletanammide (3 6f)

Resa: 89%.

"H-NMR (300 MHz, CDCl;) :

7.45-7.20 (m, 5 H, ArH), 3.80 (s, 2 H, CH,), 3.61 (s, 3 H, OCH3), 3.20 (s, 3 H, NCH3).
GC-MS (EI) m/z:

179 (M, 11%), 148 (3), 119 (14), 118 (64), 91 (100), 61 (9).

N-Metil-N-metossi-1-esanammide (36g)

Resa: 90%.

"H-NMR (300 MHz, CDCl5) :

3.70 (s, 3 H, OCHs), 3.19 (s, 3 H, NCH3), 2.40 (t, 2 H, CH,CO, J = 7.6 Hz), 1.68-1.56
(m, 2 H, H-3), 1.37-1.23 (m, 4 H, H-4, H-5), 0.89 (t, 3 H, CH;, J = 6.9 Hz).

GC-MS (EI) m/z:

159 (M, 2%), 144 (1), 130 (4), 99 (99), 71 (68), 61 (80), 55 (18), 43 (100).
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Riduzione dell’ V-metil-NV-metossi-2-feniletanammide (36f) con litio

alluminio idruro

7 N\
o

0
| 1) LiAIH,, THF, riflusso
_OCHj3; 4 ©\/\ _OCHj + @\/LL
N N H

| 2) Na2C03/H20 |

CH
36f 3 3¢ CHs

Procedura

In un pallone a tre colli, munito di refrigerante ed in atmosfera inerte d’azoto, si aggiunge
lentamente, mediante un imbuto gocciolatore, una soluzione dell’ N-metil-N-metossi-2-
fenilacetammide (36f) (1 mmole) in tetraidrofurano anidro (10 ml), ad una sospensione di
litio alluminio idruro (1 mmole) in etere etilico anidro (20 ml), a temperatura ambiente.
La miscela di reazione viene lasciata sotto agitazione magnetica costante, a temperatura
ambiente per circa due ore e per altre 12 ore alla temperatura di riflusso, controllando la
scomparsa dell’ N-metil-N-metossi-2-fenilacetammide (36f) mediante TLC (EtO,/etere di
petrolio 80:20, v/v). Successivamente si elimina I’eccesso di LiAlH4 con I’aggiunta di
una soluzione acquosa satura di Na,COs (5 ml) e si estrae piu volte la fase acquosa con
etere etilico (3 X 5 ml). Le fasi organiche riunite sono lavate con una soluzione acquosa
satura di NaCl (10 ml) ed anidrificate su solfato di sodio anidro; si allontana il solvente in
condizioni di pressione ridotta e si purifica il grezzo di reazione, mediante cromatografia
su colonna corta (EtO,/etere di petrolio 80:20, v/v), Si ottengono 1’ N-metil-N-metossi-2-
feniletanammina (37f) e la 2-fenilacetaldeide con rese del 62% e del 12%,

rispettivamente.
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Sintesi delle /N-metil-/V-metossiammine 37a-g

)OL _OCH; 1) AICl3, LiAlHy, THF, t. a. ___OCH;
N 2) Na,CO3/H,0 R™N
CH; CH;

36a-g 37a-g
Composto R Resa (%)
37a CeHs 85
37b 4-CH;3C4¢H,4 84
37¢ 4-CH;0C4¢H, 100
37d 4-CIC¢H,4 97
37e 4-NO,CeHy4 95
37f C¢HsCH, 84
37g CH;(CH,),4 84

* L’ N-metil-N-metossi- 1-esanammina (37g) ¢ stata isolata come cloridrato

Procedura generale

In un pallone a due colli, in atmosfera inerte d’azoto, si aggiunge I’AlCl; (2 mmoli) ad
una soluzione dell’appropriata 1’ N-metil-N-metossiammide 36a-g (1 mmole) in THF
anidro (10 ml); si aggiunge il LiAlH4 (1 mmole) e si lascia la miscela di reazione sotto
agitazione magnetica per circa 10 minuti, controllando la scomparsa dell’ N-metil-N-
metossiammide mediante TLC (EtO,/etere di petrolio 80:20, v/v) o GC-MS.

Terminata la reazione si elimina 1’eccesso di LiAlH4 con 1’aggiunta di una soluzione
acquosa satura di Na,COj (5 ml). Si estrae piu volte la fase acquosa con etere etilico (3 X
5 ml). Le fasi organiche riunite sono lavate con una soluzione acquosa satura di NaCl (10
ml) ed anidrificate su solfato di sodio anidro; successivamente, si allontana il solvente in
condizioni di pressione ridotta e si ottengono 1’ N-metil-N-metossiammine corrispondenti
37a-f con rese comprese tra 1’84% e il 100%, sotto forma di olio.

L’ N-metil-N-metossi-1-esanammina (37g) ¢ stata isolata sotto forma del corrispondente
cloridrato: a tale scopo si fa gorgogliare acido cloridrico gassoso (preparato aggiungendo
lentamente acido solforico concentrato al cloruro di sodio) attraverso la soluzione eterea

contenente I’ammina 37g; successivamente si allontana il solvente in condizioni di
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pressione ridotta e si anidrifica il residuo su P,Os in un essiccatore sotto vuoto. Si ottiene
il cloridrato dell’ N-metil-N-metossi-1-esanammina con una resa dell’84%, sotto forma di

un solido giallo.

N-Metil-N-metossibenzilammina (37a)

Resa: 85%.

"H-NMR (300 MHz, CDCl;) :

7.71-7.59 (m, 2 H, ArH), 7.48-7.25 (m, 3 H, ArH), 3.79 (s, 2 H, CH,), 3.40 (s, 3 H,
OCHs), 2.62 (s, 3 H, NCHs).

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl;) &:

129.5, 128.6, 128.2, 127.3, 62.7, 59.9, 44.9.

GC-MS (EI) m/z:

151 (M™, 22 %), 136 (1), 91 (100), 77 (3), 65 (7), 51 (3).

N-Metil-N-metossi-4-metilbenzilammina (37b)

Resa: 84%

"H-NMR (300 MHz, CDCl;) :

7.30-7.10 (m, 4 H, ArH), 3.75 (s, 2 H, CH,), 3.40 (s, 3 H, OCH3), 2.60 (s, 3 H, NCH3),
2.35(s, 3 H, Ar-CHs).

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3) &:

136.8, 134.4, 129.4, 128.9, 64.4, 59.9, 44.8, 21.2.

GC-MS (EI) m/z:

165 (M", 12%), 132 (16), 105 (100), 91 (7), 77 (9).

N-Metil-N-metossi-4-metossibenzilammina (37¢)

Resa: 100%.
"H-NMR (300 MHz, CDCl;) :
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7.30-7.20 (m, 2 H, ArH), 6,90-6.80 (m, 2 H, ArH), 3.80 (s, 3 H, ArOCHs), 3.70 (s, 2 H,
CH,), 3.40 (s, 3 H, NOCHs), 2.60 (s, 3 H, NCHs).

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3) &:

158.9, 130.7, 128.6, 113.8, 64.0, 60.0, 55.2, 45.0.

GC-MS (EI) m/z:

181 (M™, 3%), 121 (100), 91 (3).

N-Metil-N-metossi-4-clorobenzilammina (37d)

Resa: 97%.
"H-NMR (300 MHz, CDCl;) &:
7.35-7.20 (m, 4H, ArH), 3.71 (s, 2 H, CH»), 3.35 (s, 3 H, OCH3), 2.60 (s, 3 H, NCHj3).
BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3) &:
136.1, 133.0, 130.8, 128.3, 63.9, 60.0, 44.9.
GC-MS (El) m/z:
185 (M", 15), 127 (32), 125 (100), 99 (3), 89 (9).

N-Metil-N-metossi-4-nitrobenzilammina (37¢)

Resa: 95%.

"H-NMR (300 MHz, CDCl;) &:

8.22-8.11 (m, 2 H, ArH), 7.60-7.50 (m, 2 H, ArH), 3.84 (s, 3 H, CH,), 3.31 (s, 3 H,
OCHs), 2.65 (s, 3 H, NCH}).

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3) &:

147.1, 145.5, 130.0, 123.4, 63.9, 60.0, 45.1.

GC-MS (El) m/z:

196 (M", 92 %), 181 (32), 136 (100), 106 (49), 90 (39), 89 (42), 78 (38).

N-Metil-N-metossi-2-feniletanammina (37f)

Resa: 84%.
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"H-NMR (300 MHz, CDCl;) &:

7.40-7.15 (m, 5 H, ArH), 3.58 (s, 3 H, OCH3), 2.95-2.80 (m, 4 H, CH,CH,), 2.61 (s, 3 H,
NCH5)

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl;) &:

140.1, 128.6, 128.5, 126.1, 62.5, 60.2, 45.3, 33.9.

GC-MS (EI) m/z:

165 (M™, 1%), 105 (2), 91 (15), 74 (100), 65 (6).

Cloridrato dell’ N-metil-N-metossi-1-esanammina

Resa: 84%.

"H-NMR (300 MHz, D,0) &:

3.78 (s, 3 H, OCH3), 3.40-3.24 (m, 2 H, H-1), 3.05 (s, 3 H, NCH3), 1.51-1.69 (m, 2 H, H-
2), 1.11-1.30 (m, 6 H, H-3, H-4, H-5), 0.71 (t, 3 H, J= 7.0, CH}).

BC-NMR (75.5 MHz, D,0) &:

59.4,58.0,41.3,30.2,25.0,22.5,21.5, 13.1.
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Sintesi dell’ V-metil-V-metossiammide 38

H H CHj

/ = I
Ns. cl OCHj CHCly, piridina_~ Ns_ 4 __N
; Nﬁ( * HN\/ Hol N “OCH3
o0 CH3 o0
12b 38

Procedura

In un pallone a due colli, in atmosfera inerte d’azoto, si solubilizza il cloridrato dell’ N,O-
dimetilidrossilammina (1,1 mmoli) in diclorometano anidro (20 ml); si aggiungono, poi,
la piridina anidra (2,2 mmoli) ed il cloruro dell’ N-nosil-L-alanina (12b, 1 mmole).

Si lascia la miscela di reazione sotto agitazione magnetica, a temperatura ambiente, per 1
ora, controllando, mediante TLC (CHCIl3/CH30OH 90:10, v/v), la scomparsa del cloruro
dell’ N-nosil-L-alanina.

Terminata la reazione si estrae la fase organica con una soluzione acquosa di HCI 1 N (2
X 10 ml); successivamente si effettuano ulteriori estrazioni con una soluzione acquosa di
carbonato di sodio saturo (2 X 10 ml).

La fase organica viene anidrificata su solfato di sodio anidro; successivamente si
allontana il solvente in condizioni di pressione ridotta e si recupera 1’N-metil-N-

metossiammide 38 sotto forma di un olio, con una resa dell’80 % .

"H-NMR (300 MHz, CDCl;) :

8.45-8.30 (m, 2 H, ArH), 8.15-8.00 (m, 2 H, ArH), 5.90 (d, 1 H, NH, J = 9.3 Hz), 4.56-
4.40 (m, 1 H, CH), 3.69 (s, 3 H, OCH), 3.04 (s, 3 H, NCH3), 1.35 (d, 3 H, CHCH3, J =
6.9 Hz).

GC-MS (EI) m/z:

317 (M™, 1%), 302 (1), 229 (100), 186 (50), 122 (50), 106 (5), 92 (10), 76 (18), 61 (60).
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Capitolo 4: Parte Sperimentale

Riduzione dell’ V-metil-NVN-metossiammide 38 con il sistema reagente

AlICI:/LiAlH,4

B, B, ¢
Ns. = No 1) AICI;, LiAlHy, THF, t.a. Ns. X N
Nﬁ( OCHj N OCHj
H 0 2) N32CO3/H20 H

38 39

Procedura

In un pallone a due colli, in atmosfera inerte d’azoto, si aggiunge I’AlCl; (4 mmoli) ad
una soluzione dell’ N-metil-N-metossiammide 38 (1 mmole) in THF anidro (15 ml); si
aggiunge il LiAlH4 (2 mmoli) e si lascia la miscela di reazione sotto agitazione magnetica
per circa 20 minuti, controllando la scomparsa dell’ N-metil-N-metossiammide mediante
TLC (CHCI3/CH30H 90:10, v/v).

Terminata la reazione si elimina 1’eccesso di LiAlH4 con 1’aggiunta di una soluzione
acquosa di Na,COj saturo (5 ml). Si estrae piu volte la fase acquosa con etere etilico (3 X
10 ml).Le fasi organiche riunite sono lavate con una soluzione acquosa satura di NaCl
(10 ml) ed anidrificate su solfato di sodio anidro; successivamente, si allontana il
solvente in condizioni di pressione ridotta e si ottiene N-[2-(metilmetossiammino)-1-

metiletil]-4-nitro-benzenesulfonamide (39) con una resa del 98%, sotto forma di olio.

'"H-NMR (300 MHz, CDCl;) &:

8.42-8.31 (m, 2 H, ArH), 8.19-8.06 (m, 2 H, ArH), 5.75 (d, 1 H, NH, J = 4.5 Hz), 3.63-
3.41 (m, 2 H, CH>), 3.30 (s, 3 H, OCHj), 2.57-2.52 (m, 1 H, CHCH3), 2.49 (s, 3 H,
NCH3), 1.16 (d, 3 H, CHCHs, J = 6.6 Hz).

GC-MS (EI) m/z:

229 (1), 186 (2), 122 (4), 92 (1), 74 (100).
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