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Toos kasutatud lithendid

AcC atstitl
ACN atsetonitriil

AcOH addikhape
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1. Sissejuhatus

Hiidrasiini derivaadid on leidnud endale vdga laia kasutusala. Niiteks kasutatakse neid
pestitsiitide ja efektiivsete ravimitena, mille abil saab ravida Parkinsoni tdve ja turbekuloosi.
Lisaks sellele on nad vidga viirtuslikud ldhteained orgaanilises siinteesis, olles

lahtematerjaliks nii heterotsiikliliste tihendite kui ka asapeptiidide siinteesis.

Bioloogiliselt aktiivsed peptiidid on potentsiaalsed ravimi kandidaadid, kuid paraku on nende
rakendamine tihti raskendatud bioloogilise lagunemise tottu. Seepdrast viiakse peptiidide
struktuuriga 14bi erinevaid modifikatsioone, millega saavutatakse stabiilsuse kasv seejuures
bioloogilist aktiivsust vdimalikult viihe alandades. Uks vdimalus on peaahelas siisiniku
asendamine lammastiku aatomiga. Sellise modifikatsiooniga saadud aminohapet nimetatakse

asa-analoogiks.

Paraku ei ole aminohapete asa-analoogid stabiilsed, mistottu siinteesitakse neid vastavate
prekursorite kujul. Nende ainete pohiliseks siinteesimeetodiks on olnud redutseeriv
alkiitilimine, millel on mitmeid puudusi. Nimelt teeb selle meetodi keeruliseks konjugeeritud
C=N sidemega {iihendite redutseerimine ja alkiililrihma sisestamine kahes etapis. Seni
kaitstud bensiiiilhiidrasiinide saamiseks on ldhtutud bensaldehiiiididest ning hiidrasooni
redutseerimisel on kasutatud vesinikuga redutseerimist korgendatud rohul Pd kataliisaatoril.
Selline reaktsioon nduab spetsiaalset aparatuuri ning kallist vadrismetalli kataliisaatorit. See
tekitas vajaduse mugavama siinteesimeetodi jérgi, mis vOimaldaks viltida Pd-kataliiiitilist

vesinikuga redutseerimist ning kasutada vastavaid bensaldehiitide kaitstud kujul.

Kéesolev t60 on piithendatud mugavama kaitstud bensiiiilhiidrasiinide siinteesimeetodi

arendamisele.



2. Kirjanduse iilevaade
2.1. Asa-peptiidid ja nende siintees

Peptiidideks nimetatakse peptiidsidemetega ridamisi {ihendatud aminohappejiike. Peptiide
jaotatakse aminohappe jaikide arvu jargi oligopeptiidideks (2-20 ah), poliipeptiidideks (21-50
ah) ning valkudeks ( >50 ah). Kvalitatiivse koostise jirgi eristatakse homomeerseid (ainult ah)
ja heteromeerseid (ka mittevalgulised osad) peptiide. Struktuuri pdhjal ainult amiidsidemetega

voi teist litki sidemetega (ester-, disulfiidsidemed) peptiidideks. (Jakubke, 1985)

Peptiidid ja poliipeptiidid tdidavad organismis bioloogiliselt tdhtsaid rolle. Naiteks
vasopressiin, mida toodetakse ajus hiipotaalamuses, on neuroaktiivne peptiid-hormoon, mis
reguleerib organismis vee- ja naatriumisisaldust (Holmes, 2004). Lisaks sellele mdjutavad
peptiidid ka emotsionaalset sfadri (nt. endorfiinid) ning reguleerivad organismisisest
hormoonide siinteesi. (Dalayeun, 1993). Veel iiheks heaks niiteks on kasvuhormoon, mis
koosneb 191 aminohappejddgist, stimuleerib kasvu ning reguleerib valgusiinteesi luudes,
lihastes ja kohres. Tema organismisisest siinteesi reguleerib aga 14 aminohappejiégist

koosnev somatostatiin, olles inhibeeriva toimega. (Jakubke, 1985)

Peptiidide siinteesi teostatakse lahuses voOi1 tahkel kandjal. Siinteesi pohimote seisneb

korduvas kaitserithma eemaldamises ning uue aminohappe sidumises (Lloyd-Williams, 1997).

Peptiidi siintees lahuses vajab alguses kahte kaitstud aminohapet, millest iiks on N- ja teine C-
kaitstud. Pdrast amiidsideme moodustumist kaitstud dipeptiid eraldatakse ja puhastatakse.
Seejdrel eemaldatakse puhastatud produkti N-terminuselt kaitseriihm ning seotakse jargmise
N-kaitstud aminohappega. Nonda korratakse eelnevaid etappe korduvalt, kuni on saavutatud
soovitud peptiid. Téhtis on mainida, et lahuses siinteesitud peptiid vajab puhastamist iga

stinteesietapi jarel. (Lloyd-Williams, 1997)

Oluliselt mugavam on teostatada peptiidide silinteesi Merrifield’i poolt véljatodtatud
tahkefaasi meetodil (Merrifield, 1963). Selle meetodi puhul kinnitatakse aminohape
mittelahustuvale tahkele kandjale. Peptiidiahelat pikendatakse korduvate etappidena soovitud
tulemuseni. Ka sel siinteesimeetodil on puudusi. Esiteks, vaheiihendite eraldamine on voimatu
ning teiseks kogunevad madala lahustuvusega vaheiihendid samuti tahkele kandjale. (Lloyd-

Williams, 1997)



Peptiidsiinteesis kasutatakse ortogonaalset kaitsestrateegiat. See seisneb selles, et kasutatavad
kaitserithmad on erinevates tingimustes eemaldatavad. Boc-kaitserihm on eemaldatav
happega (TFA) ning Fmoc-rithm aluselistes tingimustes (piperidiin). Enim rakendust leidnud
ortogonaalsete kaitserithmade kombinatsioonid on Fmoc/t-Bu (Atherton, 1978) ning Boc/Bn
(Merrifield, 1963; Lloyd-Williams, 1997).

Peptiidsideme tekitamiseks vajab  aminohappe karboksiililriihm aktiveerimist. Selleks
kasutatakse erinevaid votteid. Uheks nendest on karboksiiiilrihma muutmine aktiivseks
estriks. Nii kasutatakse hiidroksiibensotriasoolist (HOBT) (Skeem 1, 1) ning
hiidroksiiasabensotriasool (HOAT) (Skeem 1, 2) saadud estreid. (Lloyd-Williams, 1997)
Aktiivestrite saamiseks kasutatakse koige sagedamini TBTU-d (Skeem 1, 3), HATU-d,
HBTU-d jne.

NMe,

Me,N

Skeem 1. Hiidroksiibensotriasool (HOBt) (1), 1-hiidroskii-7-asabensotriasool (HOAt) (2) ja HOBt
pShinev urooniumsool (TBTU) (3) (Lloyd-Williams, 1997).

Lisaks kasutatakse ka karbodiimiide (Skeem 2, 4) (Rich, 1979), mis annavad vaheiihenditena
O-atsiitiluurea derivaadi (Skeem 2, 5). Karbodiimiidide kasutamist piirab moningal maééral
tugev allergeensus, kantserogeensus (Williams, 1981) ja korvalproduktide tekkimine (Lloyd-
Williams, 1997).
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Skeem 2. Karbodiimiid (4) ja O-atsiiiiluurea derivaat (5) (Lloyd-Williams, 1997).



Bioloogiliselt aktiivsed peptiidid on hinnatud ravimikandidaadid (Mastitski, 2014). Niiteks
Zoladex, mille pdhitoimeaineks on asa-peptiidide hulka kuuluv gosareliin, on meditsiinis
kasutusel eesnddrme- (Furr, 1983) ja rinnavéhi ravis (Melendez, 2004). Gosareliin pérsib
organismis testosterooni tootmist, mis omakorda aeglustab véhirakkude kasvu (Bolla, 1997).
Toidulisandina kasutatav Suprefort sisaldab naturaalseid kohunddrme peptiide, mis
normaliseerivad kohunddrme t60d taastades vajalike peptiidide defitsiiti ning toetades
proteiinisiinteesi rakkudes (Mashkovsky, 1993). Paraku takistab peptiidsete ravimite
ulatuslikku rakendust suhteliselt kiire bioloogiline lagunemine (Gentilucci, 2010) ning véike
membraani ldbimisvdime (Busnel, 2005). Tostmaks peptiidide proteoliiiitilist stabiilsust ja
bioloogilist aktiivsust, viiakse struktuuris 14bi erinevaid modifikatsioone (Mastitski, 2014).
Uheks vdimaluseks peptiidide stabiilsuse tdstmiseks on looduses mitteesinevate aminohapete
sisestamine peptiidiahelatesse. Selliste aminohapete moodustatud amiidsidemed ei ole

ensiilimide jaoks tuttavad ja nende lagundamine on oluliselt raskendatud (Cheloha, 2014).

Uks vodimalikke modifikatsioone on naturaalse aminohappe (Skeem 3, 6) iileviimine asa-
analoogiks (Skeem 3, 7), sest a-siisiniku aatomi asendamine ldmmastiku aatomiga suurendab
stabiilsust biodegradatsiooni vastu (Mastitski, 2015; Quibell, 1993; Busnel, 2005; Boeglin,
2005). Siiski on a-asa-aminohapetega toGtamisel suur puudus. Nimelt ei ole nad stabiilsed
ning lagunevad (dekarboksiileeruvad) iseeneslikult. Seetdttu ongi vaja kasutada vastavaid

prekursoreid, et asa-aminohappeid peptiidi ahelasse soovitud kujul viia.

Skeem 3. a-aminohape (6) ja ebapiisiv a-asa-aminohape (7) (Mastitski, 2015).

Asa-aminohapete asendused on tostnud bioloogiliselt aktiivsete peptiidanaloogide aktiivsust,
selektiivsust ning omadusi, nditeks toimeaine pikenemine ja metaboolse stabiilsuse kasv
(Busnel, 2005). Arvestades neid omadusi, on asa-peptiidid hinnatud retseptorligandide,

ensiiiimide inhibiitorite ning ravimitena (Proulx, 2011).



Nagu eelnevalt mainitud, on asa-aminohapped siinteesitavad stabiilsete prekursorite kujul,
milleks on kaitstud alkiiiilhiidrasiinid. Asa-aminohappe sisestamiseks peptiidi ahelasse on
vilja tootatud mitmeid kombineeritud strateegiaid I&dhtudes hiidrasiinide ja peptiidide
keemiast (Zhang, 2003; Lee, 2002). Uheks variandiks on asa-aminohapete klooranhiidriidide
kasutamine (Boeglin, 2005). Kuigi see fosgeeniga toimuv reaktsioon annab soovitud asa-
peptiidi, on suureks probleemiks korvalproduktide teke. Uheks pdhilisandiks on hiidantoiin,

mis moodustub molekulisisese nukleofiilse ataki tulemusel (Skeem 4).
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Skeem 4. Asa-peptiidide siintees iile atsiiiilkloriidi (Boeglin, 2005).

Lisaks eelnevalt mainitud klooranhiidriidsele meetodile on leidnud kasutust ka aminorithma
muutmine isotslianaadiks (Nowick, 1992). Vajalik isotsiianaat saadakse aminohappe estri
reageerimisel fosgeeniga. Genereeritud isotsiianaat reageerides hiidrasiiniga annab ester-

riihmaga kaitstud dipeptiidi (Skeem 5). (Melendez, 2004)
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Skeem 5. Isotsiianaatne meetod asa-peptiidide siinteesiks (Melendez,2004).

Lisaks eelpool mainitud rakendusele modifitseeritud peptiidide siinteesis, leiavad asendatud
hiidrasiinid rakendust piirasoolide jm ldmmastikku sisaldavate heterotsiikliliste tihendite

prekursoritena. Ning samuti on nad komponentideks ravimites ning agrokeemilistes

vahendites. (Ragnarsson, 2001)

2.2. Meetodid kaitstud hiidrasiinide siinteesis

Hiidrasiinide siinteesi raskendab kahe ekvivalentse ldmmastikuaatomi eristamine ning
reaktsioonide selektiivsuse tagamine (Garcia-Ramos, 2012). Hiidrasiini ja tema derivaatide
stinteesiks on 14bi aegade kasutatud erinevaid meetodeid, mille seas saab eristada siinteesi iile

diasooniumsoolade, N-nitrosoamiinide ning asa-tihendeid (Ragnarsson, 2001).

Kaitstud hiidrasiinide siinteesis kasutatakse aga tavaliselt kahte pohilist meetodit: otsest
alktiiilimist alkiitilhalogeniididega ning redutseerivat alkiiiilimist, kus esimeseS etapis

saadakse karboniiiilithendist ja hiidrasiinist hiidrasoon, mis teises etapis redutseeritakse
(Skeem 6) (Ragnarsson, 2001).
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1.H+, R R' / \

2. Redutseerimine PG H RX; X = Cl, Br,
/ I; alus
H H H H
\ / \ /
— \ N—N\
PG H pG/ H

PG - kaitserihm
R - alkuitilrihm
R' - alkuitilrihm voi H

Skeem 6. Kaks peamist siinteesirada N’-kaitstud N-alkiiiilhiidrasiini derivaadi saamiseks

(Mastitski, 2015).

2.2.1 Hiidrasiinide alkiiiilimine

Hiidrasiinide alkiitilimine alkiiiilhalogeniididega annab tavaliselt mono-, di- ja triasendatud
produkte, kus asendusrithmad on sama lammastiku aatomi kiiljes (Skeem 7). Diasendatud
produktide tekke pohjuseks on alkiiililosa kasv kaitstud hiidrasiinis. See suurendab hiidrasiini
nukleofiilsust, suunates monoalkiiiilitud iihendeid minema ile dialkiitilitud iihendiks.
(Mastitski, 2015)

iilehulgas RX ® o
HoN—NH; —————>  RNH——NH, + RoN—/—NH, +  R;N—/—NH,X

X = halogeen (enamasti bromiid); R = alkiiil
Skeem 7. N’-kaitstud hiidrasiini siinteesiskeem (Ragnarsson, 2001).

Saadud alkiiiilimise segude lahutamine komponentideks on sageli tiilikas ja seega jddb
alkiitilimine tihti to6stuslikuks meetodiks. Kuid sellele vaatamata omab otsene alkiiiilimine ka
mirgatavat tdhtsust erinevate hiidrasiinide laborisiinteesidel. Heaks nditeks saab tuua asa-

tiirosiini prekursorite siinteesimist otsese alkiiiilimise teel (Skeem 8) (Mastitski, 2015).
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Reaktsiooni tingimused: a. 1 ekv NaBH4, CH3OH, 2h; b. 0,77 ekv PBrs, kuiv DCM, 1 ekv
TEA, 0°C, 1,5h; c. 3 ekv PG-NHNH2, 0,1 M ACN lahus, 12h keetmist.

Skeem 8. N-kaitstud asa-Tyr-OCHs prekursori siintees (Mastitski, 2015).

Solvendi ja aluse valik sOltub hiidrasiini kaitserithmast ning selle iseloomust. Naiteks
tertsiaarsed amiinid (TEA voi DIPEA) on sobivad Boc- ja Cbz-kaitserithmaga ka korgematel
temperatuuridel, samal ajal toimuks alusetundliku Fmoc-riihma eemaldumine. Norgad alused,
nagu piiridiin ja selle derivaadid, sobivad iilejddnud kaitserithmadega. Solvendi valik méngib

olulist rolli alkiitilimisreaktsioonis (Mastitski, 2015).

Lisaks otsesele hiidrasiinide alkdiiilimisele asa-aminohapete prekursorite siinteesis on
efektiivselt rakendatud ka hiidrasoonidest saadud anioonide alkiiiilimist alkiiiilhalogeniididega

(Skeem 9) tugeva aluse juuresolekul (Bourguet, 2010; Sabatino, 2009).

Ot-Bu | |

1. kaalium tert-butoksiid, THF, 0°C, 30 min Ot-Bu
HN //\Br i
| O 7. 7 , 0°C, 16h T o
R =N >
R Y N
R L}

Skeem 9. Alkiitilhalogeniidiga alkiiiilimine (Garcia-Ramos, 2012).

13



2.2.2. Redutseeriv alkiiiilimine

Hiidrasiinide alkiitilimise puhul on pdhiliseks probleemiks poliialkiiiilimise produktide teke.
Seda probleemi saab viltida kasutades redutseeriva alkiitilimise meetodit (Skeem 10), mille

puhul toimub alkiiiilrithma sisestamine 2 etapis.

8; 1, 1i, iii 9
FmocNHNH, —> FmocNHNH—R;
H H
sa) Y 92.) Rl = _CH3

0]
1. Aldehtiiid voi ketoon 8a-8¢, EtOH, piistjahutiga keetmine
ii. NaBH;CN, AcOH, THF, toatemperatuur, 1h; EtOH 78°C, 1h

(0] (ON
sh) My omyr, = N B

O
1. Aldehtiiid voi ketoon 8a-8¢, EtOH, piistjahutiga keetmine
ii. NaBH;CN, AcOH, THF, toatemperatuur, 1h; EtOH 78°C, 1h
iii. CCL,C(OtBu)NH, DCM, toatemperatuur, 24h

8¢) R—@—('?-H 9¢) R, = \©—R

1. Aldehiiiid voi ketoon 8a-8c¢, EtOH, piistjahutiga keetmine
ii. H, Pd(OH),, 100 Psi, THF, 16h

OH H
8d) Boc-Nﬁ 9d) R, = \/\/NBOC

i. Varjatud aldehtiid 8d, p-TsOH, EtOH 78°C, 2h
ii. NaBH;CN, AcOH, THF, toatemperatuur, 1h; EtOH 78°C, 1h

Skeem 10. Redutseeriv alkiiiilimine (Boeglin, 2005).

Asa-aminohapete prekursorite siinteesimiseks kasutataksegi pohiliselt redutseerivat
alkiiiilimist (Boeglin, 2005). Redutseeriva alkiiiilimise ldhteained (eeskétt aldehiiiidid) on
viga tundlikud oksilidatsiooni suhtes, mistdttu on neid raske sdilitada. Paremaks siilitamiseks
kaitstakse aldehtiiidriihmi  peamiselt atsetaalide moodustamise teel. Hiidrasoonide
redutseerimiseks kasutatakse NaBH3CN/AcOH kombinatsiooni, mis aga ei to6ta
delokaliseeritud C=N sidemega hiidrasoonide puhul. Nende redutseerimine on keeruline ja
reeglina vajab Pd-kataliiiitilist vesinikuga redutseerimist kdrgendatud rohul (Boeglin, 2005;
Melendez, 2004). Eelnevalt mainitud probleemid tekitasid vajaduse silinteesimeetodi jérgi,
mis voOimaldaks kasutada karboniiiilithendeid kaitstud kujul, ei vajaks vaheetapis
kondensatsiooni produktide eraldamist ja véldiks Pd-kataliiiitilist vesinikuga t6Gtlemist.
Sellise meetodi arendamisele on piithendatud ka see t66.
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2.3 Uhe-poti siintees atsetaalidest

Nii nagu otsene alkiiiilimine, omab redutseeriv alkiiiilimine rea puudusi. Nimelt ei saa seda
meetodit kasutada nukleofiilset riithma voi elektronegatiivset heteroaatomit sisaldavate
ithendite puhul. Nukleofiilse riihma olemasolu destabiliseeriks reaktsioonis osalevat
aldehiiiidi ning voimaldaks tema kondensatsiooni iseendaga. See voibki olla iiheks pohjuseks,
miks seni polnud voimalik siinteesida mitmeid asa-aminohapete (nt. asa-metioniini)
prekursoreid. Lisaks raskendab koigi aldehiiiidide siilitamist nende kiire oksiidatsioon
ohuhapniku toimel. Seega karboniiiiliihendite pikemaajaliseks sdilitamiseks kasutatakse nende
kaitsmist, millest kdige levinum on atsetaalkaitse. Kaitse mahavdtmine toob aga lisaks iihe

slinteesi etapi.

Vottes arvesse eelmainitud probleeme oli arendatud tihe-poti siinteesimeetodit, kus esimeses
etapis keedeti kaitstud Fmoc- ja Boc-hiidrasiini (Skeem 11, 10a-10b) ja 2-
metiitiltioatsetaldehiitidi dimetiiiilatsetaali (11) ekvimolaarseid segusid 90% etanooli lahuses
kataliiiitilise koguse TFA juuresolekul (Skeem 11) (Mastitski, 2014). Reaktsiooni
votmefaktoriks oli hoolikalt lisatud kataliisaatori kogus. Boc-hiidrasiinile lisati 0,05 mooli
ning Fmoc-hiidrasiinile 0,13 mooli TFA-d. Kusjuures TFA koguse kahekordistamisel
langesid hiidrasooni saagised alla 50% ning puudumisel reaktsiooni ei toimunud. Jirgnev
hiidrasooni redutseerimine viidi 14bi toatemperatuuril samas kolvis kasutades NaBH3CN ning
addikhapet. (Mastitski, 2014). Reaktsiooni 16ppedes neutraliseeriti happe {iilejadk kiillastatud
naatriumvesinikkarbonaadiga (NaHCOs3) ning tekkinud boori kompleksid lagundati

reaktsioonisegude keetmisel etanoolis (Calabretta, 1991).

Selliste tingimuste juures saavutati asa-metioniini prekursorite saagisteks 51% ja 57%
vastavalt Fmoc- ja Boc-kaitseriihmade korral. Vorreldes kaheetapilise prekursorite siinteesiga,
kus toimus vahepealne hiidrasooni (Skeem 11, 12b) eraldamine, oli Boc-kaitstud iithendi
saagiseks 60%, mis on koigest 3% rohkem {iihe-poti meetodist. Fmoc-kaitseriihma puhul oli
kaheetapilise siinteesi saagis poole suurem {iihe-poti meetodist. Selline erinevus vdis olla
pOhjustatud Fmoc-iihendite (Skeem 11, 12a) kehvast lahustumisest etanoolis voi toimunud
korvalreaktsioonide tottu (Mastitski, 2014).

15



T N \

10 EE— N—N — N——NHCH,CH,SMe
MeSCH,CH(OMe), <
11 12 R 13

a) R =Fmoc b) R = Boc

i) TFA, EtOH - H,O, piistjahutiga keetmine

ii) 1. NaBH;CN, AcOH; 2. EtOH, piistjahutiga keetmine

Skeem 11. Asa-metioniini Fmoc- ja Boc-kaitstud prekursori iihe-poti siintees (Mastitski,

2014).

Kéesolevas t60s arendati kirjeldatud tihe-poti siinteesimeetodit edasi ja laiendati selle
kasutusala. Selleks testiti erinevaid ldhteaineid ning uuriti teiste happeliste kataliisaatorite

moju reaktsioonile.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1 Aparatuur ja toévahendid

* TMR spektrite modtmiseks kasutati Bruker AC 200P (Spectroscopin AG, Switzerland).

* TLC Silica gel 60 Fzs4 Merck KGaA.

* Kolonnkromatograafias kasutati SIGMA-ALDRICH’i Silica gel high purity grade 70-230.

* Tooks kasutati Lach-Ner, Merck, Sigma-Aldrich vdi Reahim solvente ja keemilisi reaktiive.

3.2 Kasutatud reaktiivide ja solventide fiiiisikalised omadused

Viide: [29]
Aine M [g/mol] | Kt[°C] St [°C] Tihedus Np?°

[g/ml]

(20°C]
ACN 41,05 81,3..82,1 -46..-44 0,786 1,344
Ac.0 102,09 139,8 -73,1 1,082 1,390
BH3 THF (1M) 85,94 -65 -108 0,898 -
Boc-NHNH: 132,16 63..65 39..42 1,020 -
Bz-NHNH: 136,15 - 112..114 - -
CrOs 99,99 250 197 2,700 -
CDCl3 120,38 60,9 -64 1,500 1,444
CHCl3 119,37 61,15 -63,5 1,489 1,446
DCM 84,93 39,8-40 -97 1,325 1,424
DMSO 84,17 189 - 1,190 1,476
EA 88,11 76,5-77,5 -84 0,902 1,372
EtOH 46,07 78 -114 0,789 1,360
Fmoc-Cl 258,70 393,9 62..64 1,288 1,611
Heksaan 86,18 69 -95 0,659 1,375
H2S04 98,08 337 13 1,840 1,418
KMnO4 158,03 - 240 2,703 1,590
Metiililbensoaat 136,15 199,6 -12,5 1,083 1,516
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Metiiiil-3- 181,45 302 94..96 1,310 1,554
nitrobensoaat

NaCl 58,44 1413 801 2,16 1,544
NaHCOs 84,0 - 2,20 1,334
Hiidrasiinhiidraat | 32,04 114 2 1,02 1,431
(N2Hs-H20)

PE 82,2 42..62 <-73 0,653 1,370
p-nitrotolueen 137,14 238,3 52..54 1,103 1,538
p-TsOH 172,20 140 38 1,24 1,563
THF 72,11 66 -108,4 0,889 1,407
(dimetokstimetiiil)- | 152,19 199,7 87..89 1,014 1,489
benseen

3.3 Siinteeside skeemid

3.3.1 4-nitrobensaaldiatsetaadi siintees

CHj CH(OAc),
CrO;, H,S0,
—_—
Ac,0,0-10°C

NO, NO,

14

Skeem 12. 4-nitrobensaaldiatsetaadi siinteesiskeem (Nishimura, 1943).

3.3.2 Fmoc-NHNH: ja Z-NHNHz siintees

N2H4'H20
1 ekv 11 ekv
R cl > R NHNH, a) R = Fmoc; i= ACN-H,0; N,, 0°C
1. 15a, 86% b) R =Z;i=DE;N,, 0°C

15b, 97%

Skeem 13. Fmoc-NHNH: (15a) ja Z-NHNH: (15b) siinteesiskeem.
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3.3.3 Bensoiiiil- ja asendatud bensoiiiilhiidrasiinide siintees

1 ekv O

3 ekv
R! O——CHj+ Hy;N——NH,

R2

i = EtOH, 2h, piistjahutiga keetmine

i
—>R1

R2

NHNH,

16 R'=H;R?>=H
17 R! =H; R? =NO,

18 R! = OMe; R = OMe

Skeem 14. Bensoiiiil- ja asendatud bensoiiiilhiidrasiini siinteesiskeem.

3.3.4 Uldine bensiiiilhiidrasiinide siinteesiskeem

O0—R

1,1 ekv
a)R=Me; R =H
b) R = AC, Rl :N02

1 ekv

PG——NHNH,

1.; ii.

i. EtOH-H,0, p-TsOH-H,0, piistahutiga keetmine;
ii. 1. dest THF, 3 ekv BH; - THF (1M); 2. EtOH, piistjahutiga keetmine

>R,

19

H,
C —NHNHPG

19a) PG =Fmoc; R; =H
19b) PG = Boc; Ry =H

19¢) PG =
19d) PG = Bz; R, = H

Z;R,=H

19¢) PG =3-NO,-Bz; R; =H

19f) PG = 3,4-diOMe-Bz; R; =H
19g) PG = Fmoc; R; = NO,

19h) PG =Z; R; =NO,

19i) PG = Bz; R{ =NO,

19j) PG = 3-NO,-Bz; R; =NO,
19k) PG = 3,4-diOMe-Bz; R; = NO,

, OR' PG-NHNH2
R~
OR' |pG=Fmoc |PG=Boc [PG=Z |PG=Bz |PG=3-NO,-Bz|PG = 3,4-diOMe-Bz
ReH | Rieme | 9% 39% 46% 72% 78% 65%
19a 19 19¢ 19d 19¢ 19f
0, 0, 0, 0, 0,
R=NO, | R'=Ac | 8% 55% 60% 28% 57%
19g 19h 19i 19 19k

Skeem 15. Bensiiiilhiidrasiinide siinteesiskeem ja saagised.
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3.4 Uldised siinteesi meetodid ja ainete iseloomustused
3.4.1 4-nitrobensaaldiatsetaadi (14) siintees

Viide: Nishimura, 1943

Esmalt valmistati CrOs lahus. Selleks jahutati etaanhappeanhiidriidi (45 ml) jadvannil umbes
15 minutit. Keeduklaasi kaaluti CrOz (m=10,08 g; n=0,101 mol) ning lisati ettevaatlikult
jahutatud aadikhappe anhiidriidi lahusele samal ajal segu segades. Peale lisamist eemaldati

segu jaavannilt ning jéeti segama, kuni kogu CrOs3 oli lahustunud.

Seati iiles katseks vajalik aparatuur: 250 ml kolmekaelaline kolb, mille iihes avas oli
automaattermomeeter, teises tilklehter. Kaaluti p-nitrotolueeni (m=5,003 g; n=0,036 mol)
ning kanti lehtri abil kolbi ja lisati 40 ml etaanhappeanhiidriidi. Kolb asetati jddvannile segu
jahutamiseks. Lisati kontsentreeritud H2SO4 (V=8 ml). Segu hoiti kogu aeg isopropiiiil-
alkohol/vedel N: jahutusvannil reaktsiooni tugeva eksotermia tottu. Tilklehtri abil lisati
aeglaselt CrOs lahus #diddikhappeanhiidriidis p-nitrotolueeni segule ndnda, et temperatuur
segus ei touseks tile 10°C. Vajadusel lisati jadvanni segule tdiendavalt vedelat lammastikku.
Peale kroomilahuse lisamist segati segu 5-10°C juures 2h. Temperatuuri kontrolliti iga 10-15

min jdrel.

Parast 2h moddumist valati segu 500 ml keeduklaasi, mis oli 1/3 osas tdidetud purustatud
jadga. Seejdrel lisati vett, kuni kogu ruumala on 500-600 ml. Aine eraldati filtrimise teel, pesti
veega ning kiillastatud NaHCO3 lahusega, ja etanooliga. Saadud ainet kuivatati 66 jooksul
ohu kées. Tulemuseks saadi 3,39 g TLC jérgi puhast ainet, mis moodustab 37% teoreetilisest

saagisest.

'H TMR (200 MHz; CDCls) &: 2,18 (br s; 6H; 2xCHs); 7,75 (s; 3H; Ar(H) + CH); 8,27 (s;
2H; Ar(H)). 13C §: 20,7 (CHs); 88,4 (CH); 123,9; 127,9; 142,1; 148,7 (Ar(C)); 168,8 (C=0).

3.4.2 Fmoc-NHNHz2 (15a) siintees

Viide: Boeglin, 2005

N2H4H20 (18 ekv, 10 ml, W= 80%) lahustati atsetonitriili ja vee segus (10 ml ACN, 10 mi
H20). Kolb tdideti argooniga. Fmoc-Cl (1 ekv, m=4,32 g, n=0,0168 mol) lahustati
atsetonitriilis (100 ml) ning lisati tilkhaaval jadvannil segades hiidrasiini lahusele. Segu segati

jaavannil 2h. ACN aurutati rotaatoril ning jadk pesti vaakumfiltrimisel jadkiilma vee ning PE-
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ga. Saadud ainet kuivatati Shu kies iile66. Tulemuseks saadi 3,68 g TLC jargi puhast ainet,

mis moodustas 86% teoreetilisest saagisest.
Modifitseeritud meetod Fmoc-NHNH: siinteesimiseks:

N2H4H20 (18 ekv, 10 ml, W=80%) lahustati atsetonitriili ja vee segus (10 ml ACN, 10 ml
H20). Kolb tdideti lammastikuga. Fmoc-Cl (1 ekv, m=4,27 g, n=0,0165 mol) lahustati
atsetonitriilis (150 ml) ning lisati tilkhaaval jidvannil segades hiidrasiini lahusele. Segul lasti
jadvannil 2h magnetsegajapliidil segada. ACN aurutati rotaatoril kokku. Jadk suspendeeriti
jaakilma veega (50 ml) ning pesti vaakumfiltrimisel jadkiilma vee ning tolueeniga. Saadud
ainet kuivatati ohu kées iile6d. Tulemuseks saadi 3,94 g TLC jéargi puhast ainet, moodustades

97% teoreetilisest saagisest.

IH TMR (700 MHz; CDCls) &: 3,76 (br s; 2H; NH2): 4,22 (s; 1H: CH(Fmoc)): 4,45 (d: 2H;
J=5,6 Hz; CH2(Fmoc)); 6,04 (br s; 1H; NH); 7,32 (t; 2H; J=7,7 Hz; Ar(H)); 7,41 (t; 2H; J=7
Hz; Ar(H)); 7,57 (d; 2H; J=7,7 Hz; Ar(H)); 7,8 (d; 2H; J=7,7 Hz; Ar(H)). 3C &: 47,2 (CH);
67,3 (CH2)(Fmoc); 120,1; 125,0; 127,1; 127,8; 141,4; 143,7 (Ar(C)); 158,5 (C=0).

3.4.3 Z-NHNHz2 (15b) siintees

N2HsH20 (11 ekv, 10 ml, W=80%) lahustati dietiiiileetris, millele lisati tilkhaaval
bensiiiilkloroformaati (1 ekv, m=4,242 g, n=0,248 mol) 0°C juures. Reaktsioonisegu segati
toatemperatuuril ile60. Seejdrel lahjendati etiiiilatsetaadis, pesti 1M NaHCOs3 lahusega, veega
ning kiillastatud NaCl-ga. Vesifaasi ekstraheeriti tdiendavalt 3 korda EA-ga ja NaCl lahusega.
Orgaaniline faas kuivatati vwv NaSOs-ga, vaakumfiltreeriti ning aurutati rotaatoril kokku.
Tulemuseks saadi 4,002 g TLC jargi puhast ainet, moodustades 97% teoreetilisest saagisest.
(Mastitski, 2015)

'H TMR (700 MHz; CDCls) &: 3,76 (br s; 2H; NH2); 5,14 (s; 2H; CH>); 6,03 (br s; 1H; NH);
7,33-7,36 (m; 5H; Ar(H)). BC &: 67,5 (CH2); 128,4; 128,5; 128,8; 136,2 (Ar(C)); 158,8
(C=0).

3.4.4 Uldine protseduur bensoiiiilhiidrasiinide saamiseks

1 ekv metiitilbensoaati (n=0,037 mol) lahustati 4 ml etanoolis, lisati 3 ekv 80% N2H4-H20
ning tilejddanud etanool (V=4ml). Segu keedeti piistjahutiga 2h. Reaktsiooni kulgu kontrolliti

TLC-ga. Reaktsiooni 16ppedes eemaldati kuumutus ning lisati tolueeni ning PE kerge hagu
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tekkeni. Segu jéeti ile6d seisma kiilmikus. Emalahus eemaldati ning vilja filtritud ainet pesti
3 korda PE-ga. Ained 16-18 saadi saagisega 50-82%.

Bensoiiiilhiidrasiin (16), 50% saagist. *H TMR (700 MHz; CDCls) &: 4,15 (s; 2H; NH>);
7,43-7,45 (m; 2H; Ar(H)); 7,51-7,53 (m; 1H; Ar(H)); 7,63 (s; 1H; NH); 7,75-7,76 (m; 2H;
Ar(H)). BC &: 126,9; 128,8; 131,9; 132,7 (Ar(C)); 168,7 (C=0).

3-nitrobensoiiiilhiidrasiin (17), 82% saagist, *H TMR (700 MHz; CDCls) §&: 4,17 (s; 2H;
NH2); 7,64 (t; 1H; J=7,7 Hz; Ar(H)); 8,27 (d; 1H; J=7,7 Hz; Ar(H)); 8,33-8,35 (m; 1H;
Ar(H)); 8,80 (d; 1H: J=8,4 Hz; Ar(H)); 9,76 (s; 1H; NH). 13C &: 122,5; 126,0; 129,7; 133,7;
134,7; 148,4 (Ar(C)),165,5 (C=0).

3,4-dimetoksiibensoiiiilhiidrasiin (18), 54% saagist, '"H TMR (700 MHz; CDCls) &: 3,92 (s;
6H; 2xOCHj3); 4,10 (br s; 2H; NH>); 6,86 (d; J = 8,4 Hz; 1H; Ar(H)); 7,27-7,29 (m; 1H;
Ar(H)); 7,38 (d; J = 2,1 Hz; 1H; Ar(H)); 7,62 (s; 1H; NH). 3C &: 55,9 (CHs); 55,9 (CHa);
110,28; 110,29; 119,3; 125,1; 149,0; 151,9 (Ar(H)); 168,3 (C=0).

3.4.5 Uldine protseduur kaitstud bensiiiilhiidrasiinide saamiseks (19a-19k)

1 ekv kaitstud hiidrasiini(n=0,001 mol) lahustati 90 % EtOH (V=5 ml). Lisati juurde 1,1 ekv
atsetaali (n=0,0011 mol) ning p-TsOH (0,1 ekv). Seejarel pandi reaktsioonisegu piistjahutiga
keema. Reaktsioonikulgu jilgiti TLC-ga. Kui reaktsioon oli 10ppenud, roteeriti EtOH kokku,
lisati 15 ml tolueeni ning roteeriti veel kord kokku. Pidrast roteerimist vakumeeriti jadki
tdiiendavalt u 15 min. Jadk lahustati destilleeritud THF-is (V=4 ml) ning lisati 3 ekv
redutseerijat BHs-THF (1M) (n=0,003 mol) ja segati 3-12 tundi. Redutseerimisel tekkinud
kompleksite lagundamiseks lisati reaktsioonisegule EtOH (V = 10 ml) ja keedeti piistjahutiga
2-3 tundi. THF ja EtOH aurutati rotaatoril kokku, jadk vakumeeriti ning kuivatati tdiendavalt
stigava vaakumi all. Saadud jadk lahustati EA-s (V=100 ml), pesti kiillastatud NaHCOz3-ga, 2x
H>O-ga ning kiillastatud NaCl lahusega. Vesifaasi ekstraheeriti tdiendavalt 2x EA-ga.
Orgaaniline faas kuivatati vv. NaSQOjs-ga ja vaakumfiltreeriti. Filtraat roteeriti ja vakumeeriti.
Aine puhastati kolonnkromatograafiliselt kasutades voolutina EA, Hex:EA/2:1 v4i EA:PE/1:1
segu. Kaitstud benstiiilhiidrasiinide saagised jaid 28-95% vahemikku.

N-Fmoc-N’-bensiiiilhiidrasiini (FmocNHNHBn) (19a) (Boeglin, 2005), 58% saagist, ‘H
TMR (700 MHz; CDCIz) 8: 4,00 (s; 2H; CH2); 4,22 (s; 1H; CH(Fmoc)); 4,45 (s; 2H;
CHz(Fmoc)); 6,26 (s; 1H; NH); 7,29-7,33 (m; 7H; Ar(H)); 7,40 (t; 2H; J = 7 Hz; Ar(H)); 7,55
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(d: 2H; J = 4,9 Hz; Ar(H)): 7,76 (d: 2H: J = 7,7 Hz; Ar(H)). 2°C &: 47,2 (CH); 55,6 (CHa);
66,9 (CH2(Fmoc)); 120,0; 125,0; 127,1; 127,6; 127,8; 128,5; 129,0; 137,3; 141,3; 143,7
(Ar(C)); 157,1 (C=0).

N-Boc-N’-bensiiiilhiidrasiini (BocNHNHBn) (19b) (Carpino, 1960), 39% saagist, ‘H TMR
(700 MHz; CDCls) o: 1,46 (s; 9H; 3xCHs3); 3,97 (s; 2H; CHy); 4,15 (br s; 1H; NH); 6,30 (s;
1H; NH(C=0)); 7,25-7,34 (m; 5H; Ar(H)). 3C &: 28,2 (3xCHs); 55,6 (CH>); 80,3 (C(CHs3)3);
127,3; 128,3; 128,8; 137,5 (Ar(C)); 156,5 (C=0).

N-Cbz-N’-bensiiiilhiidrasiini (CbzZNHNHBn) (19¢) (Mieorg, 1999), 46% saagist, 'HTMR
(700 MHz; CDCl3) 6: 3,97 (s; 2H; CHy); 4,20 (br s; 1H; NH); 5,11 (s; 2H; CH2(2)); 6,56 (br
s; 1H; NH(2)); 7,21-7,33 (m; 10H; Ar(H)). 3C &: 55,5 (CH2); 66,9 (CH2(2)); 127,4; 128,0;
128,1; 128,3; 128,4; 128,8; 135,9; 137,2 (Ar(C)); 157,1 (C=0).

N-bensoiiiil-N’-bensiiiilhiidrasiini (BzZNHNHBn) (19d) (Gillis, 1967), 72% saagist, ‘H
TMR spektrid (700 MHz; CDCls) &: 3,99 (s; 2H; CH>); 5,18 (br s; 1H; NH); 7,24-7,34 (m;
7H; Ar(H)); 7,43-7,45 (m; 1H; Ar(H)); 7,67-7,68 (m; 2H; Ar(H)); 8,45 (s; 1H; NH(C=0)).
13C §: 55,8 (CHp); 126,8; 127,5; 128,4; 128,4; 129,0; 131,7; 132,6; 137,2 (Ar(C)); 167,3
(C=0).

N-(3-nitrobensoiiiil)-N’-bensiiiilhiidrasiin((3-NO2)BzZNHNHBnN) (19¢), 78% saagist, ‘H
TMR (700 MHz; CDCls) &: 4,03 (s; 2H; CH,); 5,33 (br s; 1H; NH); 7,19-7,21 (m; 1H;
Ar(H)); 7,25 (t; 2H; J = 7,7 Hz; (Ar(H)); 7,30 (d; 2H; J =7 Hz; Ar(H)); 7,54 (t; 1H; J = 7,7
Hz; Ar(H)); 8,10 (d; 1H; J = 7,7 Hz; Ar(H)); 8,26-8,27 (m; 1H; Ar(H)); 8,59 (s; 1H; Ar(H));
9,21 (s; 1H; NH(C=0)). °C &: 55,8 (CH2); 122,1; 126,3; 127,8; 128,6; 129,1; 129,9; 133,3;
134,3; 137,1; 148,1 (Ar(C)); 165,1 (C=0).

N-(3,4-dimetoksiibensoiiiil)-N’-bensiiiilhiidrasiini ((3,4-diOMe)BzNHNHBnN) (19f), 65%
saagist, '"H TMR (700 MHz; CDCls) &: 3,87 (s; 3H; CHs); 3,88 (s; 3H; CHs); 4,05 (s; 2H;
CHy); 4,84 (br s; 1H; NH); 6,77-6,85 (m; 1H; Ar(H)); 7,18-7,36 (m; 6H; Ar(H)); 7,55-7,63
(m; 1H; Ar(H)); 8,02 (s; 1H; -C(=O)NH). *3C &: 55,8 (CH>); 55,9; 56,0 (OCH3); 110,3; 110,4;
119,9; 125,3; 127,6; 128,5; 129,1; 137,4; 148,8; 151,9 (Ar(C)); 167,1 (C=0).

N-Fmoc-N’-(p-nitro)-bensiiiilhiidrasiini (FmocNHNH(p-NO2)Bn) (19g), 68% saagist, ‘H
TMR (200 MHz; CDCls) 6: 4,03 (s; 2H; CH2); 4,17 (t; 1H; J = 6,2 Hz; CH)); 4,46 (s; 2H;
CH2(Fmoc)); 6,47 (s; 1H; NH); 7,24-7,53 (m; 9H; Ar(H)); 7,7 (d; J = 7,6 Hz; 2H; Ar(H));
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8,07-8,14 (m; 3H: Ar(H)).13C &: 47,0 (CH); 54,4 (CHy); 66,7 (CH2(Fmoc)); 119,8; 123,3;
123,4; 124,6; 126,7; 126,9; 127,6: 129,2; 141,1; 143,3; 145,0; 147,1; 148,1 (Ar(C)): 157,0
(C=0).

N-Cbz-N’-(p-nitro)-bensiiiilhiidrasiini (CbzNHNH(p-NO2)Bn) (19h), 55% saagist,'H
TMR (200 MHz; CDClIs) 8: 4,09 (s; 3H; CH2+NH); 5,11 (s; 2H; CH2(2)); 6,23 (s; 1H; NH);
7,32-7,51 (m; 7H; Ar(H)); 8,12 (t; 2H; J = 8,4 Hz; Ar(H)). 13C &: 54,7 (CH2); 67,1 (CH2(2));
126,8; 128,0; 128,2; 128,4; 129,3; 135,7; 145,1; 147,2; 148,6 (Ar(C)); 157,2 (C=0).

N-bensoiiiil-N’-(p-nitro)-bensiiiilhiidrasiini (BzZNHNH(p-NO2)Bn) (19i), 60% saagist, ‘H
TMR (700 MHz; CDCls) &: 4,20 (s; 2H; CH2); 5,31 (s; 1H; NH); 7,41 (t; 2H; J = 7,7 Hz,
Ar(H)); 7,48-7,50 (m; 1H; Ar(H)); 7,64 (d; 1H; J = 8,4 Hz; Ar(H)); 7,8 (d; 2H; J = 7,7 Hz;
Ar(H)); 8,19 (d; 2H; J = 8,4 Hz; Ar(H)); 9,70 (s; 1H; NH). 3C &: 55,0 (CH2); 123,3; 127,3;
128,4; 129,5; 131,6; 132,8; 146,0; 147,1 (Ar(C)); 167,2 (C=0).

N-(3-nitro)-bensoiiiil-N’-(p-nitro)-bensiiiilhiidrasiini ((3-NO2)BzNHNH(p-NO2)Bn) (19j),
28% saagist, *H TMR (700 MHz; CDCls) &: 4,25 (s; 2H; CH2); 5,24 (s; 1H; NH); 7,60 (d; 2H;
J= 8,4 Hz; Ar(H)); 7,67 (t; 1H; J = 7,7 Hz; Ar(H)); 7,74 (s; 1H; Ar(H)); 8,07 (d; 1H; J = 7,7
Hz; Ar(H)); 8,22 (d; 2H; J = 8,4 Hz; Ar(H)); 8,38-8,40 (m; 2H; Ar(H)); 8,55 (t; 1H; J = 2,1
Hz; NH). 3C &: 54,9 (CHy); 121,7; 123,6; 126,5; 129,3; 129,9; 132,7; 133,8; 144,7; 147,4;
148,1 (Ar(C)); 165,3 (C=0).

N-(3,4-dimetoksiibensoiiiil)-N’-(p-nitro)-bensiiiilhiidrasiini ~ ((3,4-diOMe)BzNHNH(p-
NO2)Bn) (19k), 57% saagist, *H TMR (700 MHz; CDCls) &: 3,91 (s; 3H; OCHz); 3,91 (s; 3H;
OCHpa); 4,20 (s; 2H; CHy); 5,14 (br s; 1H; NH); 6,83 (d; 1H; J = 8,4 Hz; Ar(H)); 7,17-7,19
(m; 1H; Ar(H)); 7,36 (d; 1H; J = 2,1 Hz; Ar(H)); 7,58 (d; 3H; J = 8,4 Hz; Ar(H)+C(=O)NH);
8,20 (d: 2H; J = 9,1 Hz; Ar(H)). 13C &: 55,1 (CH,); 56,0; 56,0 (OCHs); 110,3; 110,4; 119,3;
123,7; 124,8; 129,6; 145,4; 147,4; 149,2; 152,3 (Ar(C)); 167,5 (C=0).

24



4. Tulemused ja nende arutelu

4.1 4-nitrobensaaldiatsetaadi siintees (14)

Skeem: vt 3.3.1

CrOz lahuse valmistamisel lisati kroomtrioksiidi véiikeste portsjonite kaupa jahutatud

atseetanhiidriidile plahvatusohtliku olukorra véltimiseks.

Kogu stintees viidi ldbi jahutusvannil, kuna tegemist oli tugevalt eksotermilise reaktsiooniga.
Jahutusvannina kasutati isopropiiiilalkoholi ja vedela ldmmastiku segu, kuna see aitas
saavutada madalamat temperatuuri. Kroom(VI)oksiidi lahuse aeglane lisamine ja hoolikas
temperatuuri kontrollimine vdimaldas valtida reaktsiooni liiga eksotermilist kulgemist ning

uleoksiideerumist.

2h pikkuse segamise jérel kallati segu keeduklaasi, mis oli 1/3 osas tdidetud purustatud jadga
tilekuumenemise véltimiseks. Aine eraldus peene hdljumina. Seda eraldati vaakumfiltrimisel,

pesti jadki vee, kiillastatud NaHCO3-ga p-nitrobensoehappe eemaldamiseks ning EtOH-ga.

Saagiseks maddrati 37% teoreetilisest. Suhteliselt madal saagis on tingitud hetkelisest
reaktsioonisegu lilekuumenemisest, mis juhtus iilekandmisel keeduklaasi. Reaktsioonisegu
jahutati jaa lisamisega. Jaad lisati senikaua, kuni segu oli jahtunud ning kallati seejarel Kiiresti
jadga tdidetud keeduklaasi. Selline jarsk temperatuuri muutus pdhjustas ulatusliku

oksiidatsiooni ning saagise kadu.

4.2 Fmoc-hiidrasiini (Fmoc-NHNH?2) (15a) ja Z-hiidrasiini (Z-NHNH2) (15b) siintees

Skeem: vt 3.3.2

Antud siinteesis kasutati suurt hiidrasiinhiidraadi {iilehulka mitmel pdhjusel. Esiteks,
reaktsiooni paremaks kulgemiseks ning mono-kaitstud produkti tekke eelistamiseks. Teiseks,
seob hiidrasiinhiidraat tekkiva vesinikkloriidi moodustades hiidrasiinvesinikkloriidi.
Kolmandaks, hiidrasiin on dhuhapniku toimel kergesti oksiideeruv. Antud siinteesis tdheldati

orna roosakat virvust, mis viitab oksiideerunud produktidele.

Fmoc-kloriidi/bensiiiilkloroformaati  lisati  tilkhaaval korvalreaktsioonide  valtimiseks.
Tegemist oli eksotermilise reaktsiooniga. Temperatuuri suurenemisest tingitud di-kaitstud

tihendi tekke viltimiseks kasutati kogu siinteesi viltel segu jahutamist jaévannil.
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Homogeenses  keskkonnas  tootamiseks  kasutati  hiidrasiinhiidraadi  lahustamiseks
ACN:H20/1:1 segu ning Fmoc-kloriidi jaoks ACN-i. Z-hiidrasiini puhul kasutati DE
keskkonda.

Fmoc-hiidrasiini puhastamiseks suspendeeriti ainet jadkiilmas vees, filtreeriti ja pesti 3 korda
jadkilma veega, et eemaldada iilehulgas olevat hiidrasiini ja soola. Seejdrel pesti PE voi

tolueeniga iileliigse vee ja apolaarsete korvalproduktide eemaldamiseks.

Fmoc-hiidrasiini siinteesi teostati kahel korral. Esimeses katses pesti filtrimisel saadud ainet
PE-ga ning teises tolueeniga. Saagised moodustasid teoreetilisest vastavalt 86% ning 97%.
Teise katse suurema saagise pdhjuseks voib olla pesemine Tol-ga ning jadkiilma vee
kasutamine, mis ei lahusta Fmoc-hiidrasiini ega vii ldbi filtri lahusesse. Uhtlasi vdimaldab

tolueeniga pesemine paremini vabaneda veest.

Z-hiidrasiini puhastamiseks lahustati aine EA-s ning pesti orgaanilist faasi 3x veega hiidrasiini
ja tema soolade eemaldamiseks. Vesifaasi ekstraheeriti moned korrad EA-ga, et saada

vesifaasist tdiendavat Z-hiidrasiini kogust. Toorprodukt oli TLC jérgi puhas.
4.3 Bensoiiiilhiidrasiinide (16-18) siintees

Skeem: vt 3.3.3

Bensoiiiilhiidrasiini  silinteesil kasutati hiidrasiinhiidraati 3-kordses {ilehulgas vorreldes
metiitilbensoaadiga. Lihteaine iilehulk ja piistjahutiga keetmine olid vajalikud reaktsiooni
taielikumaks ning kiiremaks kulgemiseks. Saadud produkti puhastamiseks kristalliti produkt
otse reaktsioonisegust. Selleks lisati Tol-i kerge hdgu tekkeni, jahutati toatemperatuurini ja
seejarel hoiti kiilmikus {ile 66. Produktide saagiseks tuli 50-82%. K&ik ained olid TLC jargi
puhtad.

4.4 Kaitstud bensiiiilhiidrasiinide (19a-19K) siintees

Skeem: vt 3.3.4

Kaitstud bensiililhiidrasiinide saamiseks kasutati kuue erineva kaitserithmaga hiidrasiine.
Viidi nendega 1dbi katsete seeriad dimetoksiimetiiiilbenseeni ja p-nitrobensaaldiatsetaadiga.
Atsetaale voeti viikeses iilehulgas, et tagada reaktsiooni l0puni kulgemist. Solvendina

kasutati EtOH/H20 (90%), mis on polaarne, soodustab kaitstud-hiidrasiinide lahustumist ning
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stabiliseerib erinevad karbokatioonseid vaheiihendeid, mis selles segus moodustuvad ning

mille tile kondensatsioon kéib.

Reaktsioonikiiruses ~ mérgati  suurt erinevust. Dimetoksiimetiililbenseeniga  kulges
kondensatsioonireaktsioon piistjahutiga keetmisel 10puni 0,5-1h. P-nitrobensaaldiatsetaadiga

oli vajalik pikem aeg (isegi 10h) ning vaatamata sellele ei dnnestunud reaktsioone 1puni viia.

Kondensatsioonietapile jargneval tdiendaval roteerimisel Kkasutati tolueeni, et segust

voimalikult palju vett eemaldada.

Antud t66s viidi 14dbi katsed toodeldud THF-ga. Katsete jaoks destilleeriti THF
lihtdestillatsioonil voi rotaatoril kuivaks, kuid sellega vdisid kaasneda probleemid
redutseerimisel. Hiidrasooni redutseerimine ei kulgenud korralikult 10puni ning segusse jéi
hiidrasooni lisand, mida oli kolonnitamisel raske eemaldada. Fraktsioonid tulid
iilekattumisega ning sellest tulenevalt tegeliku saagise védhenemine. VOoib arvata, et
destilleerimata THF-s sisalduv vidhene niiskus on antud reaktsioonis kataliisaatoriks ning
soodustas redutseerimist. Hiidrasooni lisandist lahti saamiseks prooviti korduvat

kolonnitamist ning timberkristallimist. Oodatud tulemusi andis timberkristallimine.

Aine 19f eksperimenti teostati kaks korda, kuna kolonnitamisel valiti esimesel korral
ebasobiva polaarsusega eluent (Hex:EA/1:1) ning sai korjatud vale fraktsioon. Korduskatsel

valiti eluendiks puhas EA, kuna produkt on iisnagi polaarne.

Reaktsioonides 4-nitro-bensaaldiatsetaadiga tdheldati just Fmoc- ja Z-kaitseriihmaga
hiidrasiinide puhul mingit lisandit, mis liigub kolonnis koos vajaliku ainega. TLC jirgi on
ained puhtad, kuid TMR-i spektritest on ndha, et lisand on sees. Hetkel ei ole teada, millega
on tegu, kuid sellega tegeletakse edasi. Bensoiiiil- ja asendatud bensoiiiilriihmaga hiidrasiinide

puhul sellise lisandi teket ei taheldatud.

Algses asa-metioniini siinteesi kisitlevas protseduuris (vt 2.3) kasutatud TFA oli vilja

vahetatud TsOH vastu, mis ei ole lenduv ning on kergemini doseeritav.
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5. Kokkuvote

Redutseeriva alkiililimisega kaasneva konjugeeritud C=N sidemega iihendite probleemse
redutseerimise ja alkiitilriihma kahes etapis sisestamise mugavamaks muutmiseks arendati
edasi iihe-poti siinteesimeetodit, mis voimaldaks kasutada ldhteainetena stabiilsemaid
atsetaal- ja diatsetoksii-kaitstud bensaldehiiiide. Teiseks ndudeks oli véltida karboniitilithendi

kaitseriihma mahavdtmist eraldi etapis.

Uurimuse kéigus teostati mitu katsete seeriat kasutades ldhteainetena 6 erinevat kaitstud
hiidrasiini, bensaldehiiiidi dimetiiiilatsetaali ning esmakordselt sisestati reaktsiooni kaitstud

hiidraasiinidega (4-nitro)-bensaaldiatsetaati.

Tehniliselt raskendatud ning vadrismetalli kataliiiisi vajava redutseerimise asemel rakendati
saadud hiidrasoonide taandamiseks BH3z-THF, mis voOimaldas selektiivselt redutseerida

konjugeeritud C=N sidet teiste funktsionaalrithmade juuresolekul.

Lisaks vahetati vilja algselt kasutuses olnud TFA p-TsOH vastu, mis vdimaldas happelise
kataliisaatori kergemat doseerimist. Produktide saagised olid vahemikus 28-95% ning neid on
voimalik parandada edaspidise optimisatsiooni kdigus. Antud t66 kéigus siinteesiti arendatud

meetodit kasutades 11 ainet, millest 7 olid esmakordselt stuinteesitud:

N-(3-nitro)-bensoiiiil-N’-bensiiiilhiidrasiin
N-(3,4-dimetoksii)-bensoiiiil-N’-bensiiiilhiidrasiin
N-(3,4-dimetoksii)-bensoiiiil-N’-(p-nitro)-bensiiiilhiidrasiin
(3-nitro)-bensoiiiil-N’-(p-nitro)-benstiiilhiidrasiin
N-bensoiiiil-N’-(p-nitro)-bensiiiilhiidrasiin
N-Z-N’-(p-nitro)-bensiiiilhiidrasiin
N-Fmoc-N’-(p-nitro)-bensiiiilhiidrasiin
Antud t66 tulemusena loodi mugav ja kiire meetod kaitstud bensiiiil- ning asendatud
benstuiulhiudrasiinide saamiseks, mis voimaldas kasutada ldhteainetena nii bensaldehiudi

atsetaali kui ka diatsetaati ning véltida karboniiiilithendi kaitseriihma mahavdtmist eraldi

etapis.

Selle t66 tulemused avaldatakse publikatsioonina teadusajakirjas.
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6. Summary

One-pot synthesis to obtain protected benzylhydrazines
Bachelor thesis by Siret Niinepuu

Reductive alkylation of hydrazines is complicated by difficulties with reduction of conjugated
C=N bond. Also this method needs two synthetic steps to insert an alkyl group. Due to these
difficulties there was a need for convenient procedure which would allow to use
benzaldehydes in their stabile acetal or diacetoxy-protected form and to avoid a deprotection

of carbonyl compund in separate synthetic step.

In this research 6 different protected hydrazines were tested in reactions with benzaldehyde
dimethyl acetal and (4-nitro)-benzaldiacetate. To avoid technically complicated and precious
metal catalyzed reductions of obtained hydrazones BHs-THF was applied as a reductive
reagent. This reductant selectively reduced hydrazones in the presence of other fuctional

groups.

Additionally, TFA was exchanged to p-TsOH which enabled easier dosing of the acidic
catalyst. Yields of separated products were 28-95%, which could be improved by further
optimization. During this study 11 compunds were synthesized 7 of them were not prepared

previously:

N-(3-nitro)-benzoyl-N’-benzylhydrazine
N-(3,4-dimethoxy)-benzoyl-N’-benzylhydrazine
N-(3,4-dimethoxy)-benzoyl-N’-(p-nitro)-benzylhydrazine
(3-nitro)-benzoyl-N’-(p-nitro)-benzylhydrazine
N-benzoyl-N’-(p-nitro)-benzylhydrazine
N-Z-N’-(p-nitro)-benzylhydrazine
N-Fmoc-N’-(p-nitro)-benzykhydrazine
In summary a convenient and quick method for syntheses of protected benzyl and substituted
benzylhydrazines was developed. This method enabled to use benzaldehyde dimethyl acetal

and (4-nitro)-benzaldiacetate as a substrates, to avoid deprotection of carbonyl group in the

additional step as well as to facilitate the reduction of conjugated hydrazones.

The results will be published as a part of scientific article.
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Infoleht

Antud t66 tulemusena loodi mugav ja kiire meetod kaitstud bensiiiil- ning asendatud
benstitlhiidrasiinide saamiseks, mis vdimaldas kasutada lihteainetena nii bensaldehiiiidi
atsetaali kui ka diatsetaati ning véltida karboniiiilithendi kaitseriihma mahavotmist eraldi

etapis.

Mairksonad: peptiid, asa-peptiid, hiidrasiin, kaitstud hiidrasiin, bensiililhiidrasiin, atsetaal,

hiidrasiinide alkiililimine, redutseeriv alkiitilimine, iihe-poti siintees.
Infosheet

In summary a convenient and quick method for syntheses of protected benzyl and substituted
benzylhydrazines was developed. This method enabled to use benzaldehyde dimethyl acetal
and (4-nitro)-benzaldiacetate as a substrates, to avoid deprotection of carbonyl group in the

additional step as well as to facilitate the reduction of conjugated hydrazones.

Key words: peptide, aza-peptide, hydrazine, protected hydrazine, benzylhydrazine, acetal,

alkylation of hydrazines, reductive alkylation, one-pot synthesis.
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TMR spektrid
Aine nimetus
4-nitrobensaaldiatsetaat
Fmoc-hiidrasiin
Z-hiidrasiin
Bensotiiilhiidrasiin
3-nitrobensotiiilhiidrasiin
(3,4-dimetoksii)-bensoiiiilhiidrasiin
N-Fmoc-N’-bensiiiilhiidrasiin
N-Boc-N’-bensiiiilhiidrasiin
N-Cbz-N’-bensiiiilhiidrasiin
N-Bz-N’-bensiiiilhiidrasiin

N-(3-nitro)-N’-bensiiiilhiidrasiin

N-(3,4-dimetoksii)-N’-bensiitilhiidrasiin
N-Fmoc-N’-(p-nitro)-bensiitilhiidrasiin

N-Cbz-N’-(p-nitro)-bensiiiilhiidrasiini

N-Bz-N’-(p-nitro)-bensiiiilhiidrasiini

N-(3-nitro)-bensoiiiil-N’-(p-nitro)-bensiiiilhiidrasiini

Aine kood
14
15a
15b
16
17
18
19a
19b
19c
19d
19
19f
199
19h
19i

19]

N-(3,4-dimetoksiibensoiiiil)-N’-(p-nitro)-bensiiiilhiidrasiin 19k
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