Tartu Ulikool
Loodus- ja tappisteaduste valdkond

Keemia Instituut

Aleksander Abramov

Kaaliumjodiidi katalUtsitud kaitstud hidrasiinide alkttlimine
Bakalaureuset6o
Keemia

12 EAP

Juhendaja: MSc Anton Mastitski

Tartu 2016



2.1
2.2
221
2.2.2
2.2.3
2.3

3.1
3.2
3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3

3.4
34.1

3.4.2
3.4.3
344
3.45
3.4.6

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6

Sisukord

T0o0s kasutatud lihendid

Sissejuhatus

Kirjanduse tlevaade

Ajalooline tahtsus, omadused ja rakendused

Peamised suinteesimeetodid

Redutseeriv alkiitlimine

Otsene hiudrasiinide alkiiulimine

Alkudlhtdrasiinide kaitsmine

Finkelsteini reaktsioon

Eksperimentaalne osa

Kasutatud aparatuur

Kasutatud reaktiivide ja solventide futsikalised omadused
Suinteesiskeemid

N-(Fmoc-; Boc-; Z-) kaitstud asa-tlrosiini prekursorite suntees
K1 poolt kataltusitud kaitstud hudrasiinide bensttlimine

K1 poolt kataltisitud kaitstud hudrasiinide alkidlimine
halogenoetaanhappe estritega

Uldised siinteesi meetodid ja siinteesitud ainete iseloomustused
9H-fluoreen-9-ullmetullkarbasaat (Fmoc-NHNH,)

Bensuulkarbasaat (Z-NHNH,)

tert-buttitll 4-mettdlfenditlkarbonaat (O-Boc-p-kresool)
4-(tert-buttitiloksiikarbontuloksii)bensullbromiid
Uldine protseduur kaitstud hiidrasiinide benstitilimiseks
Uldine protseduur kaitstud hidrasiinide alkiitlimiseks
halogenoetaanhappe estritega

Tulemused ja arutelu
9H-fluoreen-9-ullmetlulkarbasaat (Fmoc-NHNH,)
Bensuulkarbasaat (Z-NHNH)

tert-butdl 4-mettdlfentdlkarbonaat (O-Boc-p-kresool)
4-(tert-buttitilokstikarbonutloksi)bensutlbromiid
Kaitstud hudrasiinide bensudlimine

Kaitstud hudrasiinide alkttlimine halogenoetaanhappe estritega
Kokkuvote

Summary

Tanuavaldus

Kasutatud kirjandus

Lisa

17
17

17
18
18
18
21

23
23
23
24
24
25
26
27
28
29
30
32



ACN

Boc

DIPEA

DMAP

DMF

EA

Fmoc

NBS

NMP

PE

TEA

TLC

Lihendid

Atsetonitriil
tert-buttitiloksukarbonul
N,N’-diisopropudlettdlamiin
4-dimettiilaminopuridiin
N,N’-dimettdlformamiid
Etlilatsetaat
9H-fluoreen-9-utlmettuloksikarboniul
N-bromosuktsiinimiid
N-metddl-2-purrolidoon
Petrooleeter
Bensuitilokstukarbonudl
Triettdlamiin

Planaarkromatograafia



1. Sissejuhatus

Asa-peptiidid on leidnud rakendust ravimtodstuses ning peptidomimeetikutena. Headeks
ravimkandidaatideks teeb neid vorreldes tavaliste peptiididega oluliselt suurem in vivo
stabiilsus. Asa-peptiide stinteesitakse asa-aminohappe sisseviimisega peptiidahelasse. Kuna
aga vabad asa-aminohapped ei ole stabiilsed, kasutatakse nende asemel siinteesiks vastavaid
prekursoreid. Seni on asa-aminohapete prekursoreid slinteesitud mitmeti; kdige olulisemad
meetodid on olnud kaitstud hldrasiinide otsene alkutlimine, kaitstud hiidrasiinide redutseeriv
alkiulimine ning alklulhudrasiinide kaitsmine. lgal meetodil on olemas omad puudused,

mille tottu uuringud selles valdkonnas on olulised.

Selle t60 eesmargiks on optimeerida otsese alkiilimise meetodit kasutades
kaaliumjodiidi  katalliisi. See v@imaldab tekitada in situ tingimustes oluliselt
reaktsioonivbimelisemaid alkulljodiide véhem reaktiivsetest ja paremini sdilitatavatest

alktulkloriididest voi alkttlbromiididest.



2. Kirjanduse Ulevaade

2.1 Ajalooline tahtsus, omadused ja rakendused

Hldrasiin on tavatingimustes véga reaktsioonivdimeline ja toksiline vedelik. Tema
struktuuri voib kirjeldada kui diamiini ning teda teeb huvitavaks tema N-N side; hidrasiinil
on neli vBimaliku asenduskohta ja kaks nukleofiilset tsentrit (Skeem 1). Hudrasiin voib
kéituda kui tugev redutseerija ning reaktsiooni saadustena tekib tavaliselt vesi ja lammastik
(Rothgery, 1995). Tema aluselisus esimeses astmes on vorreldav ammoniaagiga, kuid on
sellest monevorra madalam (pKa; (NH2NH2)= 8.1, pKa (NH3) = 8.7), teise prootoni aga
votab hudrasiin kiilge alles vdga happelistes tingimustes (pKa, = -2.9) (Handbook of
Chemistry and Physics, 2001).

Hidrasiin ja tema lihtsamad orgaanilised derivaadid leidsid véartuslikku rakendust
tehnikas. Naiteks kasutatakse asendamata veevaba hidrasiini ning tema mettdl ja dimetudl
derivaate tdnu korgele pdlemissoojusele raketikltusena. Hidrasiini tugevaid redutseerivaid
omadusi kasutatakse ka metalli oksiidide redutseerimiseks, korrosiooni pidurdamiseks, vaba

hapniku sidumiseks (Rothgery, 1995).

Skeem 1. Hidrasiini dldstruktuur. R = alkddl, artidl, atsadl voi H.

Esimest asendatud hudrasiini, milleks oli fenttlhtdrasiin, siinteesis ja kirjeldas saksa
keemik Emil Fischer (Ragnarsson, 2001). Tema esimene siinteesi meetod p&hines
artdlamiinide diasoteerimisel ja jargneval redutseerimisel. Teine oluline meetod oli
asendatud amiinide nitrosoteerimine ja sellele jargnev redutseerimine, kuid nitrosamiinide

kantserogeensuse tottu vdib meetodi rakendamine olla ohtlik (Ragnarsson, 2001).

Lisaks rakendustele tehnikas on asendatud hudrasiinid hinnatud lahteained
orgaanilises stinteesis. Nii, nditeks, kasutatakse neid laialdaselt heterotsukliliste Ghendite,
taimekaitsevahendite ja paljude fisioloogiliselt aktiivsete Uhendite sunteesil (Ragnarsson,

2001). Heaks naiteks hidrasiini rakendusest heterotsikliliste Uhendite stinteesis on hldrasiini
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reaktsioon 1,3-difunktsionaalsete Uhenditega (nt. 1,3-diketoonidega), mille tulemuseks
moodustub pirasool, hidrasiini asendajate varieerimisel saab valmistada erinevaid N-
asendatud purasoole (Skeem 2) (Ragnarsson, 2001). Samuti on vdimalik valmistada indoole
lahtudes fendlhidrasiinist ja karbontulihenditest saadud hldrasoonidest erinevate Bronstedi
vOi Lewise hapete juuresolekul. Varieerides lahteaineid ja nende asendusrihmi
(fenGiulhtdrasiinid ja karbontuliihendid) on véimalik saada suurt hulka asendatud indoole.
Tahtis on mainida, et reaktsioon kulgeb (le hudrasooniga isomeerse eenhiidrasiini ja et
reaktsiooni kéigus lahkub fentdlhddrasiini —NH, lammastik (Ragnarsson, 2001).
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Skeem 2. Lihtsamad néited asendatud hidrasiinidest heterotsiiklite stinteesi kohta
(Ragnarsson, 2001).

Lisaks eelnevalt mainitud rakendustele tehnikas ja heterotsikliliste Ghendite sunteesil
on asendatud hudrasiinid ka véartuslikud lahteained modifitseeritud peptiidide
valmistamisel. Peptiidid (sh polipeptiidid) omavad tihti olulist bioaktiivsust, nagu naiteks
hormoonid (insuliin, kasvuhormoon jne), neuropeptiidid (endorfiinid, enkefaliin) jt (Jakubke,
1985). Selle tottu voiksid nad olla olulised ravimtoostuses. Kuid tavaline peptiidside on
elusorganismile hésti tuttav ja seetOttu lagundatakse see organismis kergesti (proteoliis).
See aga téhendab, et ravimi eluiga in vivo vdib olla tsna luhike. Asa-peptiidid on sellised
peptiidid, kus vdhemalt ithe aminohappe a-slsinik on asendatud l&mmastikuga (Skeem 3).
Tahtis on mainida, et vabad asa-aminohapped ei ole stabiilsed ning selle téttu asa-peptiidide

stinteesis kasutatakse nende prekursoreid, milleks on N-kaitstud alkddlhidrasiinid.
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Skeem 3. a-aminohape, asa-aminohape ja sellele vastav prekursor. PG on Kkaitseriihm,

Selline asendus muudab peptiidi struktuuri, aga ka tema keemilisi omadusi, mis tihti
tdéhendab saadava peptiidi tugevamat vastupanu proteolulsile ja pikemat eluiga in vivo
(Bondebjerg, 2005). Lisaks sellele on voéimalik tdsta peptiidide vastupidavust proteaasidele
kasutades aminohapete L-isomeeride asemel D-isomeere, N-asendatud glitsiine (vastavat

poliimeeri nimetatakse peptoidiks) voi a-aminohapete asemel B-aminohappeid (Skeem 4)
(Miller, 1995).
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Skeem 4. B-aminohapetest koosnevate peptiidide ning peptoidi Gldstruktuurid.

Ka asa-peptiidid omavad bioloogilist aktiivsust ning nende valjatétamine on olnud

oluline voitlemisel mitmete ohtlikute haigustega nagu hepatiit C ja HIV (Skeem 5).



Skeem 5. Hepatiidi C viiruse proteaasi inhibeeriv asa-peptidomimeetik (Venkatraman, 2009).
2.2 Peamised slinteesimeetodid

Tanu oma vabadele -elektronpaaridele kaitub hodrasiin nukleofiilina. Naaber
lammastiku aatomi vaba elektronpaar teeb selle nukleofiilse tsentri veelgi tugevamaks
vastastikuse tGukumise tGttu, mis on tuntud alpha-efekti nime all (Edwards, 1962).
Asendatud hddrasiinide silinteesil tuleb tdhelepanu pdorata protsessi selektiivsusele, kuna
molekulis on kaks reaktsioonitsentrit. SeetOttu tihtipeale kasutatakse Uhe l&mmastiku
kaitsmist alkoksukarbontuloksi- voi atstulrihmaga muutmaks tema kaitumist erinevaks

teisest lammastikust.

Asendatud hudrasiine saab stinteesida vdga mitmeti. Ajalooliselt on olnud téhtsad
diasoteerimine, nitrosoteermine ning jargnev redutseerimine (Skeem 6). Lisaks sellele
kasutatakse ka alkidlamiinide amineerimist klooramiiniga, amineerimist hiidrokstulamiin-O-
sulfoonhappega karbonudlihendi juuresolekul, asendatud karbamiidist hipokloriti abil
(Ragnarsson, 2001).

iazotation 5 reduction
ArNH, GBZOBUON | A NGD reduction L ANHINH,
R! R’ R!
nitrosation reduction N
N R, ‘/N-No N-NH;
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nitrosation reduction hydrolysis

R-NH-CO-NH-R -~ R-N(NO)-CO-NH-R  —————m R-N(NH,)-CO-NH-R ————m R-NH-NH;
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Skeem 6. Neli asendatud hudrasiinide stuinteesi meetodit, mille to6tas valja Emil Fischer
(Ragnarsson, 2009).



Esimesed kaks meetodit, mis on toodud Skeemil 6, pdhinevad uue N-N sideme
loomisel, reageerides aromaatse voOi alifaatse amiini in situ tekitatud nitrosoonium iooniga
ning jargneval redutseerimisel. Neljas meetod aga kasutab bensoull kaitserihmi 1,2-
diasendatud hudrasiini stinteesiks.

Kdoige levinumad meetodid asa-aminohapete prekursorite ja muude sarnaste hiidrasiini
derivaatide siinteesiks on kaitstud hudrasiinide otsene alktdlimine v@i redutseeriv
alkialimine. Mitmeid alkulhtdrasiine on vdimalik aga osta, mistttu oluline on nende

modifitseerimine kaitseriihmadega. Kdiki neid reaktsioone vaadeldakse edasi detailsemalt.
2.2.1 Redutseeriv alkutlimine

Hudrasiinid kondenseeruvad karbonullihenditega moodustades hidrasoone e
vastavaid Schiff’i aluseid. Jargneval redutseerimisel saadakse asendatud hudrasiin. Nii
selektiivsuse tagamiseks kui ka N-N sideme stabiliseerimiseks redutseerimisel on vaja
lahteaineks kasutada kaitstud hiidrasiini. Redutseerida saab katallutiliselt vesinikuga, aga
sobivad ka NaBH,, NaBH3CN, BH3*THF (Skeem 7). Antud meetod on hea selektiivsusega
monoalkiiulimiseks, sest teine kondensatsioon samal tsentril on raskendatud, kuna tekkiv

Schiff’i alus on ioonne (Ragnarsson, 2001).
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Skeem 7. Fmoc-kaitstud asa-aminohapete prekursorite stinteesirajad l&htudes Fmoc-

hldrasiinist ja vastavast karbonudliihendist (Proulx, 2011).



Sellel meetodil on mitu puudust. Esiteks, reaktsioon on kaheetapiline. Teiseks,
elektrondefitsiitsete  (aromaatsete ehk Trp, Phe, Tyr prekursorite) hidrasoonide
redutseerimine vajab karmimaid tingimusi, nagu nditeks hudrogeenimine korge rohu all
gaasilise vesinikuga Pd/C juuresolekul. See reaktsioon vajab kalleid katalusaatoreid,
keerulist stisteemi hudrogeenimiseks ja sellel on suhteliselt madal selektiivsus (Mastitski,
2015).

2.2.2 Otsene hidrasiinide alktdlimine

Nagu teisigi amiine saab hudrasiini alkddlida alkiulhalogeniididega. Sellise
reaktsiooni puhul, eriti juhul kui asendaja ei ole védga suur, on asendatuse astet raske
reguleerida, kuna alkiulimisel tekkiv N-alkiiul tsenter on tugevam nukleofiil kui reaktsiooni
lahteaine. Sellest tulenevalt toimub asendus peamiselt ainult Ghel tsentril (Skeem 8)
(Ragnarsson, 2001).

excess RX O (=)
H,N-NH, oo RNH-NH; + R,N-NH, + “R3N-NH,X

Skeem 8. Hiidrasiini alkiitilimine RX’ga (kus R = alkiitil, X = Cl, Br, I)

Probleemist on vOimalik Ule saada kasutades hudrasiini  suurt ulehulka
reaktsioonisegus ja lisades alkttlivat reagenti aeglaselt. Oluline on ka aluse ja solvendi valik.
Aluse kasutamine tostab monoalkullitud produkti osakaalu, samas tuleb arvestada
kaitseriihmade stabiilsust aluste suhtes. Boc- ja Z- riihmade jaoks sobivad tertsiaarsed amiinid
(TEA, DIPEA) véaga hasti isegi kdrgematel temperatuuridel, kuid aluse suhtes tundlik Fmoc-
kaiserthm vajab ndrgemat alust nagu pdridiin voi tema derivaadid (Mastitski, 2015).
Solvendi valik s6ltub reaktsiooni iseloomust: Sy1 puhul on paremad polaarsed protoonsed
lahustid nagu alkoholid, Sn2 puhul aga polaarsed mitteprotoonsed nagu DMF, ACN, NMP.
Siinkohal tuleb silmas pidada, et DMF v6ib hudrasiini formdiileerida (Mastitski, 2014).

Asa-aminohapete prekursoreid on vdimalik saada otsese alklulimise teel. Selleks
kaitstakse (ks lammastik kaitserihmaga (naiteks Boc-, Z- vB8i Fmoc-) ning viiakse

alkttlimine 1abi arvestades eeleldud otsese alkitilimise aspekte ja raskusi.

Di-, tri- v0i tetra- asendatud hudrasiine on vdimalik saada sama meetodiga, kasutades

ortogonaalseid kaitserihmi. Siin tuleb silmas pidada asjaolu, et ka sama tulpi kaitseriihmad
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vOivad olla omavahel ortogonaalsed juhul kui lammastik, millega Uks neist on seotud, on
seotud veel mone teise kaitserihmaga. Néiteks NH-grupi kiljes olev Boc erineb NZ- kuljes
olevast Boc’ist, mis tihendab seda, et neid saab selektiivselt maha votta (Skeem 9) (Mé&eorg,
1999).

H Boc R Boc R! H R! R2
\ / N\ / N\ / \ /
N—N —— N—N  ———»= N—N _— N—N
B / \Z B / \Z B / \Z B / \Z
oC 0
2 C 4 QC 6 oC 3

Skeem 9. Kaitstud hiidrasiini regioselektiivne alkiiilimine. Uhend 8 omab kahte omavahel
ortogonaalset riihma, mis tdhendab seda, et temaga on vdimalik l&bi viia edasist alkiulimist

saamaks hidrasiini nelja asendajaga (Maeorg, 1999).

Lisaks sellele on vBéimalik regioselektiivselt alkidlida kaitstud hldrasiine kasutades
ara lammastiktsentrite erinevaid N-H happelisusi. Vaba —NH; on palju tugevam nukleofiil kui
atstiil-NH, kuid samal pdhjusel on atsuil-NH oluliselt happelisem ja deprotoneerub
pehmemates tingimustes kui —NH,, mille tulemusena tekib véga nukleofiilne anioon. Sellise
meetodiga vBib minna edasi ja kasutada &ra deprotoneerumisel tekkivate N° anioonide
teineteisest erinevaid nukleofiilsusi regioselektiivseks alkiulimiseks (Skeem 10) (Méaeorg,
2007).

: I“ -Boc 2& uiv BuLi

NN,
H H -8 °C

I“ Boc 1 equivBuLi_ ‘N BUC RzHaI : ?\ .Boc

.N—N, NN
H H —?8 °C H H R2

Skeem 10. Kaitstud fentiilhudrasiini alkttlimine kasutades BuLi (M&eorg, 2007).

Nagu eelnevalt sai 6eldud, vdib aromaatsete asa-aminohapete prekursorite saamine

redutseeriva alkidlimise teel osutuda keeruliseks, mille tdttu on dritatud optimeerida
11



vastavate ainete saamist ka otsese alkiulimise teel. Kaitstud hidrasiini 3-kordse tlehulga ja
sobiva aluse ning lahusti kasutamisel on vBimalik saada monoalkululitud produkti isna hea
saagisega. See vOimaldab teostada reaktsiooni (hes etapis, Kiiresti ja katallisaatoreid
kasutamata. Alkullhalogeniididest kdige paremini reageerivad vastavad jodiidid, bromiidid
andsid haid tulemusi ning kloriididega reaktsioon laks (isna halvasti. Samas tuleb markida, et
alkiuljodiidide kasutamine on keerulisem vorreldes teiste halogeniididega, kuna sailitamisel
nad kipuvad lagunema ning nende ké&itlemine on samuti raskendatud nende korge
reaktsioonivéime tottu (Mastitski, 2015). Reageerimata jd&dnud kaitstud hidrasiini voib pérast

kromatograafiliselt eraldada ja taaskasutada.
2.2.3 Alktulhtdrasiinide kaitsmine

Asa-aminopeptiidide prekursoreid, mis on N-kaitstud alkdtlhidrasiinid, on véimalik

saada ka kaubanduslikult saadavatest alklulhudrasiinidest nende kaitsmise teel (Skeem 11).

A SYNTHESIS OF AZA-ALANINE MONOMER?

J;] O, ﬂ/ E H
. a B mocy, LMy
HeM™ “CHy 2 e e . J —_— ﬁ “CH;

Ha? “CHy L‘T\'_i' “CHy

B SYNTHESIS OF AZA-GLUTAMATE MONOMER

YK ——— HQJ\/\!O* e Ty YK

Emac i‘lr‘vc

Qg — |~

Skeem 11. Asa-alaniini ja asa-glutamiinhappe prekursorite siintees vastavate
alkutilhtidrasiinide kaitsmise teel. Reaktsioonitingimused: a. Boc,O, THF, -70 °C; b. Fmoc-
OSu, metanool; c. 50% TFA/DCM; d. hudrasiin, isopropanool, 10 min; e. Fmoc-OSu,
metanool; . bensaldehiiid, tolueen, 70 °C. (Hart, 2001)

2.3 Finkelsteini reaktsioon

Finkelsteini reaktsiooniks nimetatakse Sy2 reaktsiooni, kus tks halogeniid asendab
teist halogeniidi orgaanilises Uhendis. Reaktsioon on pdhimdtteliselt tasakaaluline, kuid

tasakaalu saab nihutada saaduste poole kasutades &ra erinevate halogeniidide erinevat

12



lahustuvust kasutatavas lahustis (Skeem 12) (Smith, 2007). Selle reaktsiooni eesmark seisneb
tihti selles, et tekitada reaktsioonivéimelisem alkidilhalogeniid reaktsioonikeskkonnas. Kdige
reaktsioonivbimelisemad on alkudljodiidid, kuid samas ei ole nad tihti piisavalt stabiilsed
ning nende sdilitamine on raskendatud. Sellest l&htudes rakendatakse in situ alkidljodiidide
tekitamist teistest alkddlhalogeniididest (nt. Kloriididest vdi bromiididest). Naiteks on
proovitud N-asendatud aniliine alkitlida K1 juuresolekul kérgematel temperatuuridel (110
°C) atsetonitriilis mikrolainekiirguse abil (Romera, 2004 ). Kéesolevas to6s kasutati samuti
KI head ning KCI/KBr halba lahustuvust atsetonitriilis.

RX; + X &= RX, + X;°

Skeem 12. Alkutlhalogeniidi ja teise halogeniidi aniooni vaheline Sy2 reaktsioon.
Reaktsioon on tasakaaluline, kuid tasakaalu saab nihutada saaduste poole kasutades lahustit,
kus MX; (M = Na, K) praktiliselt ei lahustu. Klassikaliselt kasutatakse selleks atsetooni,

milles Nal lahustub hésti, kuid NaCl ja NaBr peaaegu ei lahustu (Finkelstein, 1910).

Kaugeltki mitte kdik alkiulhalogeniidid pole kasutatavad antud reaktsioonis. Mitte-
konjugeeritud ststeemidest koige paremini reageerivad primaarsed (v.a neopentidl)
halogeniidid, sekundaarsed halogeniidid reageerivad oluliselt halvemini ning tertsiaarsed
praktiliselt ei reageeri. Alliililsed, benstiiilsed ja a-karbonudlsed halogeniidid, tden&oliselt
tdnu konjugatsioonist tingitud vahelhendi stabilisatsioonile, reageerivad margatavalt
paremini kui lihtsalt alkudlhalogeniidid. Samas vinuilsed ja arttlsed halogeniidid ei reageeri
(Streitwesier, 1956).
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3. Eksperimentaalne osa

3.1 Kasutatud aparatuur

* TMR spektreid mdddeti 200 v6i 700 MHz spektromeetril (Bruker), solvendina kasutati

CDCl3 ning sisestandardiks solvent voi TMS.

*TLC Merck Silica gel 60 F254.

* Merck Silica gel 60-230 (0,063-0,2 mm) ainete kromatograafiliseks lahutamiseks.

3.2 Kasutatud reaktiivide ja solventide fliisikalised omadused [19]

Aine nimetus M (g/mol) | Kt (°C) st (°C) Tihedus | np®
(g/cm?®)

ACN 41,05 81-82 -45 0,786 1,344
DCM 84,93 40 -97 1,327 1,424
EA 88,11 77 -84 0,902 1,372
CCly 153,81 76,72 -22,92 1,587 1,461
p-kresool 108,13 201,8 35,5 1,035 1,540
KI 166,00 1330 681 3,123 1,677
DIPEA 101,19 83-85 -61 0,722 1,392
2,4,6-trimettdlparidiin 121,18 171-172 -43 0,917 1,498
N2H4*H>0 50,06 120 -52 1,032 1,428
PE - 40-60 0,65 1,369
Fmoc-Cl 258.70 - 62-64

Z-Cl 170,59 laguneb 1,195 1,519
Bn-Cl 126,58 179 -39 1,100 1,542
tert-butiitilbromoatsetaat 195,05 50 (10| - 1,321 1,445

mm/Hg)

ettiulkloroatsetaat 122,55 143 -26 1,145 1,421
p-metoksibensiulkloriid | 156,61 117-118 -1 1,115 1,548
Boc-NHNH; 132,16 63-65 39-42 1,02 1,449
wv. Na,SO,4 142,04 1429 884 2,664 1,468

14




Boc,O 218,25 56-57 (0.5 | 22-24 0,95 1,409
mm/Hg)
bensouulperoksiid 242,23 - 103-105, 1,334 1,543
laguneb
DMAP 122,17 195 110-113 0,41 -
NBS 177,99 339 175-178 2,098 -

3.3 Siinteesiskeemid

3.3.1 N-(Fmoc-; Boc-; Z-) kaitstud asa-tlrosiini prekursorite stintees

OH OBoc OBoc OBoc
(? a) ij b) ij ) (?
—— - — ——
Br NH
(1) - 99% (2) - 99%
HM
T

PG
(3)- 59% (PG =2)
(4) - 46% (PG = Fmoc)
(5) - 56% (PG = Boc)
Skeem 13. Reaktsioonitingimused: a) CHCls, 1.05 ekv Boc,0, 0.1 ekv DMAP; b) CCl,, 1.05
ekv NBS, kat. BzZOOBz; c) 3 ekv PGNHNHj; (0.1M lahus ACN-s), 1.5 ekv DiPEA (Z- ja

Boc-) voi 2,4,6-trimettulpdridiini (Fmoc-), 0.1 ekv KI.
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3.3.2 Kl poolt katalliusitud kaitstud hidrasiinide benstulimine

X N PG
\\“N"/
H
N _9 o
P~ \\‘NHZ
R
1 ekv 3 ekv (6)-53% (PG=Z.-R=H)

(7) - 49% (PG = Fmoc; R =H)

X=ClL Br PG = 7 Fmoc: Boc (8) - 65% (PG=Boc: R =H)
R =H, OCH; (9) - 60% (PG = Z: R = OCHj3)

(10) - 51% (PG = Fmoc: R = OCHjy)
(11) - 61% (PG = Boc: R = OCH3)

Skeem 14. Reaktsioonitingimused: d) 3 ekv PGNHNH,(0.1 M lahus ACN-s), 1.5 ekv DIiPEA
(Z- ja Boc-) vdi 2,4,6-trimetudlpdridiini (Fmoc-), 0.1 ekv KI.

3.3.3 Kl poolt kataltiusitud kaitstud hidrasiinide alkutlimine halogenoetaanhappe estritega

o
O
H e) H\)J\ R
X D/F& + PG/ \"‘NHZ —_— HT/ D”/

1 ekv 1 ekv PG
X=CLB (12) - 60% (PG = Z. R = tBu)
R = tBu: .;'l_;,Hl.:H3 PG = Z: Fmoc: Boc (13) - 55% (PG = Fmoc: R = tBu)

(14) - 56% (PG = Boc: R =tBu)

(15) - 44% (PG = Z: R = CH,CH3)
(16) - 40% (PG = Fmoc; R = CH,CH;3)
(17) - 50% (PG = Boc: R = CH,CH;3)

Skeem 15. Reaktsioonitingimused: e) 1 ekv PGNHNH; (0.1 M lahus ACN-s), 1.5 ekv
DIPEA (Z- ja Boc-) vdi 2,4,6-trimetutlparidiini (Fmoc-), 0.1 ekv K.
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3.4 Uldised stinteesi meetodid ja siinteesitud ainete iseloomustused
3.4.1 9H-fluoreen-9-ullmetiulkarbasaat (Fmoc-NHNH,)

Viide: (Boeglin, 2005)

Aluseks oli vBetud (Boeglin 2005) protseduur. Lihidalt: 80 % N,H4*H,0 (16 ekv, 10
ml) lahustatakse 20 ml ACN:H,0 1:1 segus. Kolb téidetakse Ar-ga. Saadud segu jahutatakse
maha 0°C-ni jaavannil ja intensiivselt segades lisatakse tilkhaaval tilklehtrist Fmoc-Cl (1 ekv,
4 g, 15.5 mmol) lahust 250 ml ACN-s 2 t jooksul. Segatakse toatemperatuuril veel 2 t.
Lahusti roteeritakse kokku ning tahke jadk kantakse filtrile, pestakse 3x kilma veega ja 3x
PE. Seejarel kuivatatakse ja vakumeeritakse lahustite jaakidest. Produkt on valge tahkis (3.7
g, 89%).
TMR (200 MHz; CDCls): *H & = 3.76 (s, 2H, NH,); 4.23 (s, 1H, CH); 4.45 (d, 2H, J = 5.6
Hz, CH,); 6.04 (s, 1H, NH); 7.30-7.77 (m, 8H, Ar(H)). **C & = 47.2; 67.3; 120.1; 125.0;
127.1; 127.8; 141.4; 143.7; 158.2.

3.4.2 Bensuulkarbasaat (Z-NHNH)

Viide: (Jurmann, 2005)

80 % NyH4*H,0 (11 ekv, 20 ml) lahustatakse 100 ml ACN-s, kolb tdidetakse Ar-ga
ning saadud segu jahutatakse maha j&avannil. Seejarel lisatakse intensiivselt segades
tilkhaaval Z-Cl (1 ekv, 8.36 g, 49 mmol) lahust 10 ml ACN-s. Péarast kogu Z-Cl lahuse
lisamist segatakse veel 30 min jaavannil ja 2 t toatemperatuuril. Segu jaetakse jargmise
paevani kiilmikusse. ACN roteeritakse ning lahustatakse kolbi jaddnud aine EA-s. Orgaaniline
faas ekstraheeritakse 3x veega, 1x kiill. NaCl lahusega. Saadud veefaas ekstraheeritakse 4x
EA, saadud orgaaniline faas kuivatatakse 1x kull. NaCl. Orgaanilised faasid Ghendatakse,
kuivatatakse vv. Na,SO4-ga, filtreeritakse ja EA roteeritakse kokku. Aine puhastatakse
kolonnkromatograafiliselt kasutades eluendiks EA. Saadakse valge tahke aine (saagis 85%).
TMR (700 MHz; CDCls): *H & = 3.76 (s, 2H, NH,); 5.14 (s, 2H, CH,); 6.03 (s, 1H, NH);
7.33-7.36 (m, 5H, Ar(H)). °C 5 = 67.5; 128.4; 128.5; 128.8; 136.2; 158.8.
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3.4.3 tert-buttiul 4-metullfentilkarbonaat (O-Boc-p-kresool)

Viide: (McKay, 1957)

p-Kresool (1 ekv, 1 g, 9.26 mmol) lahustatakse 10 ml kloroformis, lahusele lisatakse
Boc,0 (1.05 ekv, 2.2 g) ja seejarel DMAP (0.1 ekv, 0.1 g). Reaktsiooni kulgemist jélgitakse
TLC (eluent EA/PE 1:4) abil, 50 min pérast on lahteaine laik kadunud. Lahusti roteeritakse
kokku, jadk lahustatakse 150 ml EA ning ekstraheeritakse 1x 0.2 M KHSO,, 1x veega, 1x
kall NaHCOg, 1x veega, 1x kull. NaCl. Orgaaniline faas kuivatatakse vv Na;SO., roteeritakse
kokku ja vakumeeritakse. Saadakse labipaistev kergelt kollakas viskoosne vedelik, mis aja
moddudes toatemperatuuril kristallub. Produkt (1.93 g, 99%) on TLC jargi puhas.
TMR (200 MHz; CDCl3): *H & = 1.54 (s, 9H, 3xCHs); 2.53 (s, 3H, CHs); 7.03 (d, 2H, J = 8,6
Hz, Ar(H)); 7.15 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ar(H)). **C & =20.8; 27.7; 83.2; 121.0; 129.8; 135.3;
149.1; 152.1.

3.4.4 4-(tert-buttiilokstikarboniitloksi)benstdlbromiid

Valmistatakse O-Boc-p-kresooli (1 ekv, 500 mg, 2.4 mmol), NBS (1.05 ekv, 450 mg)
lahus CCl4-s koguruumalaga 20 ml. Reaktsiooni initsieerimiseks lisatakse spaatliotsast terake
dibensotitlperoksiidi ning segu keedetakse pistjahutiga. Reaktsiooni jalgitakse TLC (eluent
EA/PE 1:10) abil, 2 t pérast on reaktsioon praktiliselt I6puni joudnud. Suktsiinimiid sadeneb
reaktsioonisegust valge sademena. Viimast eemaldatakse filtreerimise teel ning pestakse 3 ml
kiilma CCl4-ga. Filtraat roteeritakse kokku, vakumeeritakse lahusti jadkide eemaldamiseks
ning saadud kergelt kollaka tahkist (0.685 g, 99%) kasutatakse jargnevates katsetes.

TMR (200 MHz; CDCls): *H & = 1.56 (s, 9H, 3xCHs); 4.48 (s, 2H, CH,Br); 7.17 (d, 2H, J=
6.6 Hz, Ar(H)), 7.40 (d, 2H, J= 6.6 Hz, Ar(H)). °C 5 =27.7; 32.4; 83.7; 121.6; 130.2; 135.3;
151.1; 152.3.

3.4.5 Uldine protseduur kaitstud hiidrasiinidebenstiilimiseks

Kaitstud hudrasiin (3 ekv, 150 mg) lahustatakse ACN-s (I6pplahus 0.1 M), lisatakse
alusena DIPEA (1.5 ekv, Boc- ja Z-NHNH; korral) vdi 2,4,6-trimetulparidiini (1.5 ekv,
Fmoc-NHNH; korral) ning kataltitiline kogus (0.1 ekv) KI. Segu kuumutatakse keemiseni

ning lisatakse tilkhaaval alkidliva reagendi (1 ekv) lahust ACN-s. Segu keedetakse
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plstjahutiga umbes 6 t, reaktsiooni jélgitakse TLC abil (eluendiks EA/PE 1:2 vdi 1:1). Kui
reaktsioon on I6ppenud, ACN roteeritakse ning segu vakumeeritakse lahusti jadkide
eemaldamiseks. Edasi lisatakse segule kull. NaHCO; ja kokku 100 ml EA, kantakse
kvantitatiivselt jaotuslehtrisse ja ekstraheeritakse veel 2x veega, 1x kill NaCl. Veefaas
ekstraheeritakse 2x EA, saadud orgaanilised faasid Ghendatakse ning pestakse kull. NaCl,
seejarel Uhendatakse see esimese orgaanilise faasiga ning kuivatatakse vv. Na,SO4-ga. Sool
filtreeritakse ning lahus roteeritakse ja vakumeeritakse. Saadud segu puhastatakse
kolonnkromatograafiliselt eluendiga EA/PE 1:2 voi 1:1.

(3) N-(bensutloksiikarbonudl)-N -(4-tertbutliiiloksukarbonuiloksi)benstil hudrasiin:

TMR (700 MHz; CDCls): *H & = 1.55 (s, 9H, 3xCH3); 3.99 (s, 2H, CH,); 4.27 (br s, 1H, NH);
5.13 (s, 2H, CH(2)); 6.38 (br s, 1H, NH); 7.11 (d, 2H, J = 7.7 Hz, Ar(H)); 7.31-7.35 (m, 7H,
Ar(H)). 3C § =27.7; 54.9; 67.1; 83.6; 121.3; 128.2; 128.3; 128.6; 129.9; 135.0; 136.0; 150.5;
151.9; 157.2. Saagis: 46% (KI, 5 t)

(4) N-(fluoreen-9-tulmetttloksukarbonul)-N -(4-tertbuttiilokstikarbonttloksu)bensiiul
hiidrasiin: TMR (200 MHz; CDCls): *H & = 1.56 (s, 9H, 3xCHj3); 3.61 (br s, 1H, NH); 3.96 (s,
2H, CHy); 4.21 (t, 1H, J = 6.4 Hz, CH(Fmoc)); 4.44 (d, 2H, J = 6.6 Hz, CH,(Fmoc)); 6.36 (br
s, 1H, NH); 7.12 (d, 2H, J = 8.4 Hz, 2H, Ar(H)); 7.24-7.42 (m, 6H, Ar(H)); 7.56 (d, 2H, J =
7.2 Hz, Ar(H)); 7.75 (d, 2H, J = 7.4 Hz, Ar(H)). **C & =27.7; 47.3; 55.0; 67.0; 83.5; 120.0;
121.3; 125.0; 127.1; 127.8; 129.9; 135.0; 141.4; 143.7; 150.6; 151.9; 157.2. Saagis: 56% (KI,
5t1)

(5) N-(tert-bututilokstikarbonul)-N -(4-tertbututloksikarbontdloksu)bensul hidrasiin:
TMR (700 MHz; CDCls): *H & = 1.46 (s, 9H, 3XCHs(NBoc)); 1.56 (s, 9H, 3xCH3(OBoc));
3.98 (s, 2H, CH,); 4.22 (br s, 1H, NH); 6.08 (br s, 1H, NH); 7.13 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ar(H));
7.35 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ar(H)). 3C 5 =27.8; 28.6; 55.0; 80.5; 83.5; 121.3; 130.0; 135.3;
150.4; 151.9; 156.7. Saagis: 59% (K1, 5 t)

(6) N-(bensutloksukarbonul)-N-benstdl hudrasiin (Kiss, 2012):

TMR (700 MHz; CDCl3): *H & = 3.86 (br s, 1H, NH); 4.02 (s, 2H, CH,); 5.14 (s, 2H,
CHa(2)); 6.31 (br s, 1H, NH); 7.27-7.36 (m, 10H, Ar(H)). *C & =55.7; 67.1; 127.6; 128.2;
128.3; 128.5; 128.6; 129.0; 136.0; 137.3; 157.2. Saagised: 53% (KI, 5 t), 21% (ilma KIl, 24 t)
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(7) N-(fluoreen-9-utlmettuloksikarbontil)-N-benstil hidrasiin (Boeglin, 2005):

TMR (700 MHz; CDCls): *H & = 3.85 (br s, 1H, NH); 4.02 (s, 2H, CH,); 4.23 (s, 1H,
CH(Fmoc); 4.47 (s, 2H, CH,(Fmoc)); 6.31 (br s, 1H, NH); 7.31-7.34 (m, 7H, Ar(H)); 7.41 (t,
2H,J =7.7 Hz, Ar(H)); 7.57 (d, 2H, J = 4.2 Hz, Ar(H)); 7.77 (d, 2H, J = 7.7 Hz, Ar(H))

13C § =47.3; 55.8; 67.1; 120.2; 125.1; 127.2; 127.7; 127.9; 128.7; 129.1; 137.5; 141.5; 143.8;
157.3. Saagised: 49% (K, 5t), 22% (ilma KI, 24 t)

(8) N-(tert-bututilokstikarbonutl)-N-bensudl hudrasiin (Wieczerzak, 2002):

TMR (700 MHz; CDCls): *H 6 = 1.46 (s, 9H, 3XCHa); 4.00 (s, 2H, CH,), 4.47 (br s, 1H, NH);
6.26 (br s, 1H, NH); 7.27-7.35 (m, 5H, Ar(H)). *C & =28.3; 55.8; 80.7; 127.6; 128.5; 129.0;
137.3; 156.6. Saagised: 65% (KI, 5 t), 60% (ilma Kl, 24 t).

(9) N-(bensutlokstikarbonudl)-N -(4-metoksi)bensull hidrasiin:
TMR (700 MHz; CDCl3): *H & = 3.76 (s, 3H, CH3); 3.92 (s + br s, 3H, CH, + NH); 5.13 (s,
2H, CH; (2)); 6.46 (br s, 1H, NH); 6.83 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ar(H)); 7.22 (d, 2H, J = 8 Hz,
Ar(H)); 7.33 (s, 5H, Ar(H)) *C & =55.2; 67.1; 114.0; 128.1; 128.3; 128.6; 129.5; 130.2;
136.2; 157.2; 159.2. Saagised:60% (KI, 6 t), 18% (ilma Kl, 24 t)

(10) N-(fluoreen-9-tulmettdloksukarboniul)-N -(4-metoksi)bensiul hidrasiin:

TMR (700 MHz; CDCl3): *H & = 3.78 (s, 3H, CHs); 3.95 (s, 2H, CH,); 4.21 (s, 2H, CH
(Fmoc) + NH); 4.45 (s, 2H, CH; (Fmoc)); 6.32 (s, 1H, NH); 6.85 (d, 2H, J = 7 Hz, Ar(H));
7.23 (s, 2H, Ar(H)), 7.30 (t, 2H, J= 7 Hz, Ar(H)), 7.39 (t, 2H, J= 7 Hz, Ar(H)), 7.55 (d, 2H,
J= 4.9 Hz, Ar(H)), 7.75 (d, 2H, J= 7.7 Hz, Ar(H)). *C § = 47.2; 55.0; 55.3; 66.9; 113.9;
120.0; 121.5; 125.0; 127.1; 127.8; 130.3; 141.3; 143.7; 157.2; 159.1. Saagised: 51% (KI, 6 t),
20% (ilma K1, 24 t)

(11) N-(tert-buttilokstikarbonul)-N - (4-metoksi)benstul hidrasiin (Wieczerzak, 2002):
TMR (700 MHz; CDCl3): *H & = 1.47 (s, 9H, 3xCHs); 3.80 (s, 3H, OCH3); 3.92 (s + br s, 3H,
CH, + NH); 6.13 (s, 1H, NH); 6.86 (d, 2H, J = 9.1 Hz, Ar(H)); 7.27 (d, 2H, J = 7.7 Hz,
Ar(H)). °C 5 =28.4; 55.2; 55.3; 80.5; 113.9; 129.6; 130.3; 156.7; 159.0. Saagised: 61% (KI, 6
t), 27% (ilma Kl, 24 t)
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3.4.6 Uldine protseduur kaitstud hiidrasiinide alkiitilimiseks halogenoetaanhappe estritega

Kaitstud hudrasiin (1 ekv, 150 mg) lahustatakse ACN-s (16pplahus 0.1 M), lisatakse
alusena DIPEA (1.5 ekv, Boc- ja Z-NHNH; korral) vdi 2,4,6-trimetulpadridiini (1.5 ekv,
Fmoc-NHNH; korral) ning 0.1 ekv KI. Segu kuumutatakse keemiseni ning lisatakse
tilkhaaval alkiuliva reagendi (1 ekv) lahust ACN-s. Segu keedetakse pistjahutiga umbes 24 t,
reaktsiooni jalgitakse TLC (eluendiks EA/PE 1:1 vdi 2:1) abil. Kui reaktsioon on 16ppenud,
ACN roteeritakse ning segu vakumeeritakse. Edasi segule lisatakse kull. NaHCO3 ja kokku
100 ml EA, kantakse kvantitatiivselt jaotuslehtrisse ja ekstraheeritakse veel 2x veega, 1x kull
NaCl. Veefaas ekstraheeritakse 2x EA, saadud orgaanilised faasid Uhendatakse ning
kuivatatakse kill. NaCl, seejarel Uhendatakse see esimese orgaanilise faasiga ning
kuivatatakse vv. Na,SOs-ga. Sool filtreeritakse ning lahus roteeritakse ja vakumeeritakse.

Saadud segu puhastatakse kolonnkromatograafiliselt eluendiga EA/PE 1:1 vdi 2:1.

(12) tert-bututl N-(bensutlokstkarbonul)-N-hidrasinoatsetaat:

TMR (200 MHz; CDClg): *H & = 1.46 (s, 9H, 3xCH3); 3.55 (s, 2H, CH,); 4.21 (s, 1H, NH);
5.14 (s, 2H, CH, (2)); 6.79 (br s, 1H, NH); 7.32 (g, 1H, J = 4.2 Hz, Ar(H)); 7.36 (d, 4H, J =
4.2 Hz, Ar(H))."*C & = 28.1; 53.4; 67.1; 80.0; 128.25; 128.30 ; 128.6; 136.0; 157.7; 170.6.
Saagis: 60% (KI, 24 1)

(13) tert-buttdl  N-(fluoreen-9-Gulmetdtloksukarbonidl)-N -hidrasinoatsetaat  (Boeglin,
2005):

TMR (200 MHz; CDCls): *H & = 1.47 (s, 9H, 3XCHs); 3.52 (s, 2H, CH,); 4.20 (t, 1H, J = 6.4
Hz, CH (Fmoc)); 4.26 (br s, 1H, NH); 4.41 (d, 2H, J = 7 Hz, CH,(Fmoc)); 6.93 (br s, 1H,
NH); 7.24-7.41 (m, 4H, Ar(H)); 7.57 (d, 2H, J = 7.4 Hz, Ar(H)); 7.73 (d, 2H, J = 7.6 Hz,
Ar(H)). 3¢ 5 =28.1; 47.2; 53.4; 67.1; 81.9; 120.0; 125.1; 127.1; 127.7; 141.3; 143.8; 156.8;
170.5. Saagis: 55% (KI, 24 1)

(14) tert-bututl N-(tert-buttitilokstikarbontil)-N -hiidrasinoatsetaat:

TMR (200 MHz; CDCls): *H & = 1.46 (s, 9H, 3xCHs (Boc)); 1.47 (s, 9H, 3xCHs); 3.54 (s,
2H, CH,); 4.47 (br s, 1H, NH); 6.73 (br s, 1H, NH). *C § = 28.1; 28.4; 53.5; 80.4; 81.6;
156.3; 170.4. Saagis: 56% (KI, 24 t).
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(15) ettiul N-(benstulokstikarbontul)-N-hldrasinoatsetaat (Niedrich, 1965):

TMR (700 MHz; CDCls): 'H & = 1.27 (t, 3H, J = 7 Hz, CH3); 3.66 (s, 2H, CH,); 4.20 (q + br
s, 3H, J = 7 Hz, NH + CH,); 5.14 (s, 2H, CH,(2)); 6.76 (s, 1H, NH); 7.32-7.36 (m, 5H,
Ar(H)). B¢ § =14.2; 52.8; 61.1; 67.2; 128.3; 128.3; 128.6; 136.0; 156.7; 171.2. Saagised:
44% (K1, 24 1), 15% (ilma KI, 24 t).

(16) etadl N-(fluoreen-9-ttlmettuloksikarbontil)-N -hlidrasinoatsetaat (Peifer, 2009):
TMR (700 MHz; CDCl3): *H & = 1.29 (t, 3H, J = 7 Hz, CHs); 3.64 (s, 2H, CH,); 4.22 (q + br
s, 4H,J =7 Hz, NH + OCH, + CH (Fmaoc)); 4.44 (d, 2H, J = 5.6 Hz, CH,(Fmoc)); 6.72 (br s,
1H, NH); 7.30 (t, 2H, J = 7 Hz, Ar(H)); 7.40 (t, 2H, J = 7.7 Hz, Ar(H)); 7.57 (d, 2H, J = 7 Hz,
Ar(H)); 7.76 (d, 2H, J = 7 Hz, Ar(H)). 3C & =14.2; 47.1; 52.7; 61.2; 67.1; 120.0; 125.0;
127.1; 127.8; 141.3; 143.7; 156.7; 171.3. Saagised: 40% (KI, 24 t), 20% (ilma KI, 24 t).

(17) etadl N-(tert-bututilokstikarbonudl)-N-hudrasinoatsetaat (Niedrich, 1965):

TMR (700 MHz; CDCls): *H § = 1.28 (t, 3H, J = 7 Hz, CHs); 1.46 (s, 9H, 3xCH3(Boc)); 3.65
(s, 2H, CH,); 4.14 (br s, 1H, NH); 4.21 (q, 2H, J = 7.7 Hz, OCHy); 6.49 (br s, 1H, NH). *°C 5
=14.2; 28.3; 52.9; 61.0; 80.6; 156.2; 171.2. Saagis: 50% (KI, 24 t).
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4. Tulemused ja nende arutelu
4.1 9H-fluoreen-9-uilmetidlkarbasaat (Fmoc-NHNHy)

Selle siinteesireaktsiooni labiviimisel kasutati hiidrasiini suurt dlehulka valtimaks N,
N’-diatstitl produkti tekkimist. Lisaks sellele kaitub hudrasiin reaktsioonisegus alusena,
sidudes atstiulimise reaktsioonis tekkiva vesinikkloriidi. Reaktsioon viidi l&bi argooni
atmosfaaris, et valtida kdrvalreaktsioone nagu hidrasiini oksldeerumine. Intensiivne
segamine ning tilkahaaval Fmoc-Cl lisamine aitas viia miinimumini lokaliseeritud kdrge
Fmoc-Cl kontsentratsiooni esinemise vdimaluse, mis soodustaks diatstiilitud produkti
tekkimist. Reaktsioon on eksotermiline ning kdrgemal temperatuuril jallegi diatsudlimise
tdendosus kasvab, mille tdttu segu vajas jahutamist reagendi lisamise ajal.

Parast reaktsiooni I6petamist ning lahustite roteerimist saadud tahket jadki pesti killma
veega selleks, et saada lahti jarele jadnud hildrasiinist ning tema sooladest. Fmoc-hudrasiini
lahustuvus kulmas vees on véga madal, ning sellepérast see ei pdhjustanud olulisi kadusid.
Petrooleetriga pesti tahket jadki mittepolaarsete lisandite kdrvaldamiseks. Jallegi, Fmoc-
hidrasiini lahustuvus kilmas petrooleetris on halb, ning seetbttu see operatsioon ei
pdhjustanud suuri kadusid.

Parast produkti kuivatamist saadi produkt valge tahkise kujul, saagis 89%
teoreetilisest. Produkt on TLC jargi puhas.

4.2 Benslulkarbasaat (Z-NHNH,)

Sarnaselt Fmoc-hidrasiini  saamise protseduuriga kasutati selles reaktsioonis
diatsutlimise véltimiseks ning tekkinud HCI sidumiseks suurt hudrasiini tlehulka. Inertne
atmosfaar, intensiivne segamine, jadvannil jahutamine ja reagendi tilkhaaval lisamine tdstsid
soovitud aine saagist veelgi. Kuna Z-Cl lahustub hasti ACN-s, kasutati vorreldes eelmise
reaktsiooniga vaikest solvendi kogust. Pdrast reaktsiooni 16ppu lahusti eemaldati, jaak
lahustati EA-s ning ekstraheeriti veega hidrasiini ja tema soolade eraldamiseks. Killastatud
NaCl lahusega pesemisel kdrvaldati osa EA-s lahustunud vett. Ulejaanud veest saadi lahti
veevaba Na,SO, abil.

Diatstitlitud produkt eraldati soovitud ainest kolonnkromatograafiliselt, kasutades
eluendiks puhast EA. Z-hiidrasiin on tsna polaarne ning tema Rf sellise eluendiga on umbes
0,5. Diatstiilhtdrasiin on aga oluliselt mittepolaarsem ning nii polaarse eluendiga liigub ta
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frondiga koos, mille t6ttu oli vdimalik aineid véga hésti eraldada. Saadi valge tahke aine,

saagis 85% teoreetilisest.

4.3 tert-buttiul 4-metiulfentulkarbonaat (O-Boc-p-kresool)

p-Kresooli hidrokstdlrihma kaitsmisel tert-butiilokstikarbontilrihmaga kasutati
vaikest Boc-anhudriidi tlehulka (1.05 ekv). See vdimaldas reaktsiooni kiiremat kulgemist.
Vaike kogus DMAP-i kditus katalusaatorina. Reaktsiooni k&igus eraldus tekkiva t-
butullkarbonaadi lagunemisel stisihappegaas ja isobutileen.

Parast reaktsiooni 16ppu ekstraheeriti reaktsioonisegu, kus lahustiks oli EA, lahja
KHSOQO, vesilahusega DMAP-i sidumiseks. Siin tuleb silmas pidada, et Boc- kaitserihm on
hapete suhtes tundlik ning kasutada tuleb lahjat lahust ning teostada operatsioon vdimalikult
Kiiresti. Hapetest lahtisaamiseks pesti segu killastatud NaHCO3 lahusega.

Ekstraheerimisel saadud lahuse roteerimisel ning jargneval vakumeerimisel saadi
produkt 99% saagisega. Aine on kollaka tooniga, kuigi peab olema valge. Vaatamata sellele
on aine TLC uuringu jargi puhas ning seetbttu kasutatakse teda jargnevas reaktsioonis ilma
tdiendava puhastamiseta. Kollaka tooni esinemist vdib seletada sellega, et l&hteaineks

kasutatud p-kresool oli ka samasuguse varvusega.

4.4 4-(tert-buttitilokstikarbonutloksii)bensutlbromiid

Antud reaktsioonis kasutati broomi allikana N-broomsuktsiinimiidi véikest tlehulka
(1.05 ekv). See soodustas reaktsioon kiiremat 10puni kulgemist. Kuna reaktsioon on
radikaalmehhanismiga, siis vajab ta initsieerijat, milleks siin kasutati dibensolulperoksiidi
katalliitilises koguses. Radikaalne broomimine aitas véltida aromaatse tuuma broomimist,
mis oli probleemiks eelnevates toodes (Mastitski, 2015). TLC jargi toimus reaktsioon véaga
selektiivselt ning tekkis ainult Gks produkt.

Reaktsiooni kdigus moodustunud suktsiinimiidi eemaldamiseks kasutati ara NBS head
ning suktsiinimiidi halba lahustuvust CCls-s. See vdimaldas nende ainete eraldamist
filtreerimise teel. Sademe pesemine filtril véikese koguse kilma CCls-ga aitas katte saada
sademesse jaanud soovitud produkti. Lahusti roteerimisel saadi kergelt kollakas tahkis. Kuna

saadud aine peaks olema valge, siis saab produktis varvust seletada l&hteaines oleva
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lisandiga. Produkti saagis oli 99% teoreetilisest saagisest ning saadud ainet kasutati

jargnevates reaktsioonides ilma tdiendava puhastamiseta.

4.5 Kaitstud hidrasiinide bensttilimine

Skeem: vt. ,,3.3.2 Kl katalliUsitud kaitstud hidrasiinide bensuilimine,,. Kuna see
reaktsioon toimub tdendoliselt Sy2 mehhanismi jargi, siis lahustiks valiti polaarne aprotoonne
lahusti ACN. See omakorda soodustab ka Finkelsteini reaktsiooni, mis on samuti Sy2
reaktsioon. Reaktsioonisegusse lisati sobivat alust, et nihutada reaktsiooni tasakaalu saaduste
poole tekkiva HCI sidumise teel. Kuna Fmoc-kaitserthm on tugevamate aluste suhtes
ebastabiilne, siis reaktsioonis Fmoc-hudrasiiniga kasutati 2,4,6-trimettulptridiini, mis on
ndrgem alus kui DIPEA. Lisaks sellele kasutati reaktsioonis 3-kordset kaitstud hudrasiini
ulekaalu, et suurendada monoalkullitud produkti saagist. Reageerimata hidrasiini on aga
voimalik taaskasutada.

Hipoteesi  kohaselt toimub reaktsioonisegus Finkelsteini reaktsioon ning
alktulbromiid/kloriid asendub alkddljodiidiga ja tekib KBr/KCl. Selle oletuse
kontrollimiseks teostati mdned katsed nii KI lisamisega kui ka ilma, hoides k&ik tlejaanud
tingimused konstantsetena.

Katsetes leiti jargmist. Esiteks, pérast alkddlhalogeniidi  lisamist  tekkis
reaktsioonisegus mdne minuti jooksul valge h&gu. See viitab asjaolule, et Finkelsteini
reaktsioon tootas ja tekkis atsetonitriilis raskesti lahustuv KBr vdi KCI. Teiseks,
reaktsioonide kulgemist jalgiti TLC plaatide abil iga 2 tunni tagant. Plaatide vGrdlemisel oli
selgelt néha, et sama reaktsiooniaja jooksul oli neis segudes, kuhu ei lisatud Kl, tekkinud
oluliselt vahem produkti. Tapsem anallilis nditas, et neis reaktsioonisegudes, kuhu lisati KI,
oli reaktsioon 6 tunni jooksul praktiliselt 16puni joudnud. Samas olid ilma KI lisandita
reaktsioonisegudes 6 tunni parast ndha ainult produktide jaljed. Selleks, et produkti siiski
madrata, pikendati ilma KI lisamiseta tehtud katsete aega 24 tunnini.

Erandiks oli Boc-hldrasiin, kus KI lisamine reaktsiooni oluliselt ei kiirendanud.
Samas oli aga ka ilma Kl lisandita saadud monoalkuulitud produkti saagis kdrgem kui teiste
hidrasiinide korral.

Lisatdestust tleval pistitatud hipoteesile andis ka ainete saagiste vordlemine. Fmoc-
ja Z-hudrasiinide puhul olid saagised 6 t jooksul koos Kl-ga ~50%, ilma KI lisamiseta aga 24

t jooksul ainult 20-30%. Boc-hudrasiini korral erinevus ei olnud nii suur, kuid oli ikkagi
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maérgatav. Boc-hudrasiini paremat reaktsioonivdimet voib seletada kaitserihma iseloomuga —
Fmoc- ja Z- rihmad on mdlemad elektronaktseptoorsed riilhmad, kuid Boc- riihm on
elektrondonoorne, mis omakorda vOib tdsta hudrasiini —NH; nukleofiilsust. Nendest
tulemustest on selgelt ndha, et KI lisamine kataltisaatorina aitab kiirendada reaktsiooni ja

tdsta monoalkullitud produkti saagist.

4.6 Kaitstud hudrasiinide alktulimine halogenoetaanhappe estritega

Skeem: vt ,3.4.6 Uldine protseduur Kkaitstud hudrasiinide alkiiiilimiseks
halogenoetaanhappe estritega“. See katsete seeria teostati tldjoontes analoogselt eelmisega.
Ainukesed erinevused seisnesid selles, et kasutati kaitstud hidrasiini ja alkutlhalogeniidi
vahekorras 1:1, mis erines vahekorrast 1:3, mida kasutati eelmises katses. Lisaks sellele
teostati katsed nii Kl lisamisega kui ilma selle regendita 24 tunni jooksul. Antud Ghendite
puhul on teine alkillimine oluliselt raskendatud vérreldes esimesega, mille tottu 3-kordne
kaitstud hudrasiini tlehulk ei ole vajalik. Samas, arvestades seda, et reagentide vahekorra
puhul 1:1 reaktsiooni kiirus vaheneb oluliselt reaktsiooni 16pus, pikendati reaktsiooni aega
24 tunnini.

Tuleb mérkida, et dialkutlitud produkti tekkis antud reaktsioonides oluliselt véhem
kui vorrelda bensudlimise reaktsioonidega. Lisaks sellele reaktsioon ei ldinud I6puni ka 24
tunni jooksul ning TLC plaatidel olid ikkagi Usna intensiivsed lahteainete laigud. Sellele
vaatamata olid monoalkitlitud produktide saagised ~50%.

Katsetes, mida teostati ilma Kl lisamiseta, olid saagised oluliselt vaiksemad, 10-20 %.
Arvestades seda, et katsed ilma Kl-ta olid teostatud tdpselt samades tingimustes nagu
kataluusitud eksperimendid, tbestavad need tulemused Kl katalulsi efektiivsust kaitstud

hidrasiini alkitilimise reaktsioonis.
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5. Kokkuvote

Piilides muuta kaitstud hidrasiinide otsese alkutlimise reaktsiooni alkutlkloriidide ja
— bromiididega efektiivsemaks ja kiiremaks, uuriti k&esolevas t66s Kl mdju neile
reaktsioonidele. Katsed teostati kolme kaitstud hudrasiiniga ning  erinevate
bensuilhalogeniididega ja halogenoetaanhappe estritega.

K1 kataltsi efektiivsuse testimiseks teostati katseid nii Kl juuresolekul kui ka ilma,
jattes koik Ulejddnud reaktsiooni tingimused samaks. Tulemustest selgus, et sama
reaktiooniaja korral olid KI lisamisel teostatud katsetes monoalkuulitud produktide saagised
keskmiselt 2-2.5 korda kdrgemad vorreldes katsetega, kuhu KI ei olnud lisatud. Madala
reaktsioonivGimega halogeeniidide korral aga ilma Kl lisamiseta alklulimise reaktsiooni
peaaegu ei toimunud. Need tulemused naitasid, et KI lisamine v@imaldas tekitada
alkiiuljodiide in situ oluliselt madalama reaktsioonivdimega alkiulkloriididest ja —
bromiididest ning teostada alkddlimist ka nende madalamat reaktsioonivdimat omavate
halogeniididega.

T60 tulemusena sunteesiti KI katalttsi kasutades 15 erinevaid kaitseriihmi kandvat
asa-turosiini, asa-fenullalaniini ja asa-aspargiinhappe prekursorit, mille seas on 7
esmakordselt slintesitud ainet:

N-Z-N’-(4-tertbutluloksikarbonuil)bensudl hidrasiin;
N-Fmoc-N -(4-tertbutitilokstkarbonul)bensull hiidrasiin;
N-Boc-N -(4-tertbuttitlokstkarbonull)bensiul hidrasiin;
N-Z-N’-(4-metokst)bensull hidrasiin;

N-Fmoc-N -(4-metoksu)bensul hidrasiin;

tert-butiiil N-Z-N’-hudrasinoatsetaat;

tert-buttitil N-Boc-N’-hiidrasinoatsetaat.
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6. Summary

Potassium iodide catalysed alkylation of protected hydrazines
Bachelor Thesis By Aleksander Abramov

The effect of Kl catalysis on alkylation of protected hydrazines with different alkyl
chlorides and —bromides was examined. Experiments were performed using three protected
hydrazines, and different benzyl halogenides and halogenoacetic acid esters.

To characterize the effectiveness of Kl, experiments were performed in the presence
and in the absence of this salt, keeping all other reaction conditions unchanged. It was found
that in the presence of KI the yields of monoalkylated products were 2-2.5 times higher if
compared with reactions where K1 was absent (same reaction time). Moreover, reactions with
less reactive alkyl halogenides practically did not proceed in the absence of KI. These results
clearly demonstrate that Kl is an efficient catalyst in these syntheses, generating alkyl iodides
in situ and transforming less reactive alkyl chlorides into highly reactive alkyl iodides. As a
result, by using potassium iodide catalysed alkylation reaction, 15 different aza-tyrosine, aza-
phenylalanine, and aza-aspartic acid precursors bearing different protection groups were
synthesized. Of those, 7 precursors are not described in literature:

N-Z-N’-(4-tertbutyloxycarbonyl)benzyl hydrazine;
N-Fmoc-N -(4-tertbutyloxycarbonyl)benzyl hydrazine;
N-Boc-N -(4-tertbutyloxycarbonyl)benzyl hydrazine;
N-Z-N’-(4-methoxy)benzyl hydrazine;

N-Fmoc-N -(4-methoxy)benzyl hydrazine;
N-Z-hydrazinoacetic acid tert-butyl ester;

N-Boc-hydrazinoacetic acid tert-butyl ester;
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Lisa:
TMR spektrid

Aine valem/nimetus

Aine kood
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tert-butlidl 4-metttlfenttlkarbonaat

4-(tert-buttiillokstikarbondtloksii)bensttlbromiid

N-Z-N’-(4-tertbuttiiiloksukarbontuloksi)benstul hiidrasiin
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Infoleht

Too6s uuriti K1 kataltisi kasutamist kaitstud hudrasiinide alkttlimisel bensulhalogeniidide
ja halogenoetaanhappe estritega. Kl katalulsi efektiivsuse testimiseks teostati katseid nii Kl
juuresolekul kui ka ilma, jattes kdik Ulejaanud reaktsiooni tingimused samaks. Tulemustest
selgus, et sama reaktiooniaja korral olid Kl lisamisel teostatud katsetes monoalkidlitud
produktide saagised keskmiselt 2-2.5 korda kdrgemad vorreldes katsetega, kuhu Kl ei olnud
lisatud. Madala reaktsioonivbimega halogeeniidide korral aga ilma KI lisamiseta alkidlimise
reaktsiooni peaaegu ei toimunud. Need tulemused nditasid, et KI lisamine vOimaldas tekitada
alkiuljodiide in situ oluliselt madalama reaktsioonivdimega alkiulkloriididest ja —
bromiididest ning teostada alkddlimist ka nende madalamat reaktsioonivdimet omavate

halogeniididega.

Mérksbnad:  asa-peptiidid, asa-aminohapete  prekursorid, huadrasiin, alkdulimine,
kaaliumjodiid, Finkelsteini reaktsioon.

Infosheet

KI catalysed reactions of protected hydrazine alkylation by benzyl halogenides and
halogenoacetic acid esters were studied. To characterize the effectiveness of Kl, experiments
were performed in the presence and in the absence of this salt, keeping all other reaction
conditions unchanged. It was found that in the presence of Kl the yields of monoalkylated
products were 2-2.5 times higher if compared with reactions where KI was absent (same
reaction time). Moreover, reactions with less reactive alkyl halogenides practically did not
proceed in the absence of KIl. These results clearly demonstrate that Kl is an efficient catalyst
in these syntheses, generating alkyl iodides in situ and transforming less reactive alkyl
chlorides into highly reactive alkyl iodides.

Keywords: aza-peptides, aza-amino acid precursors, hydrazine, alkylation, potassium iodide,

Finkelstein reaction.
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