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1. Sissejuhatus

Viga paljusid fiisioloogilisi protsesse reguleerivad erinevad looduses esinevad
peptiidid, mis vdiksid seega olla head raviainete kandidaadid. Kahjuks aga segab
peptiidide kasutamist ravimitena nende kiire degradatsioon elusrakkudes.
Degradatsiooniga seotud probleemi lahendamiseks uuritakse peptiidide analooge ehk
peptidomimeetikuid, mis oma toime poolest on vorreldavad looduslike peptiididega,
aga samas omavad suuremat stabiilsust. Peptiidide stabiilsuse tdstmiseks on mitmeid
variante, liks nendest on peptiidahelas olevate o-aminohapete asendamine nende
hiidrasino- e. asa-analoogidega, mida looduses ei esine.

Asa-aminohapped on ebastabiilsed ja seetdttu kasutatakse neid nn.
prekursorite kujul, mis kujutavad endast kaitstud N-alkiiiilhiidrasiine. Nende
siinteesimiseks kasutatakse 3 pohilist slinteetilist teed: redutseeriv amiinimine,
kaitstud hiidrasiinide alkiiiilimine ja alkiiiilhiidrasiinide kaitsmine. Kdige levinum on
redutseeriva amiinimise meetod, kuid elektrondefitsiitseid hiidrasoone saab
redutseerida vesinikuga Pd/C v&i Pd(OH),/C kataliisaatori abil. See ei ole viga
selektiivne reaktsioon, sageli kaasneb sellega saaduse iileredutseerimine ning see
meetod nduab kalleid kataliisaatoreid ja spetsiaalset aparatuuri. Lisaks sellele vajab
redutseeriv amiinimine vaba karboniiiilriihmaga tihendi kasutamist, mis on suureks
probleemiks, kui karboniiiilihend sisaldab nukleofiilseid rithmi, mis seda
destabiliseerivad. See voib olla iiheks pohjuseks, miks seni ei ole siinteesitud koigile
looduslikele aminohapetele vastavaid asa-analooge. Vottes arvesse neid redutseeriva
amiinimisega seotud probleeme, otsustati saada aromaatsete kiilgahelatega asa-
aminohapete prekursoreid alkiililimise teel, véltides probleemset redutseerimise
etappi ning uurida ja optimeerida seda reaktsiooni. Lisaks sellele tekkis vajadus
meetodi jargi, mis voOimaldaks kasutada redutseerivat amiinimist kaitstud
karboniitilriihmaga aldehiitidide ja ketoonide korral ning mis vdimaldaks siinteesida
moningaid seni kirjeldamata asa-aminohapete prekursoreid.

Nende probleemide lahendamisele on piihendatud kéesolev t66.



2. Kirjanduse iuilevaade

2.1 Asa-peptiidid ja nende siinteesi pohilised meetodid

Asa-peptiidid kujutavad endast looduslike peptiidide analooge, kus iihes v6i mitmes
aminohappe jaddgis (1) on a-slisinikuaatom asendatud ldmmastiku aatomiga (2a).
Sellised peptiidid on proteaaside ja muude organismis leiduvate peptiidsidet
lagundavate ensiitimide suhtes tavalistest peptiididest stabiilsemad (Boeglin, 2005),
mis teeb nendest perspektiivsed ravimikandidaadid (Zega, 2005; Proulx, 2011). Kuid
samas on need looduslike aminohapete analoogid (2a) ise keemiliselt ebastabiilsed.
Seetottu kasutatakse siinteesides nende iihendite prekursoreid (2b), mis on

vaadeldavad kui kaitstud alkiiiilhiidrasiinid (Skeem 1).

R (@] R\ O R\NH
>—< /N—< HN/
HoN OH H,N OH N
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1 2a 2b

Skeem 1. 1 - aminohape ; 2a - asa-aminohape (ebastabiilne aine); 2b - asa-

aminohappe prekursor ehk kaitstud alkiiiilhiidrasiin (PG = kaitseriihm)

Asa-peptiidi valmistamine sarnaneb iildjoontes tavalise peptiidsiinteesiga.
Erinevuseks on ainult asa-aminohappe sidumise etapp ja jérgmise aminohappe
sidumine vaba hiidrasino-terminuse kiilge. Asa-peptiidide siinteesiks kasutatakse
pohiliselt kahte meetodit (Boeglin, 2005). Nendest esimese jirgi konverteeritakse
tahke kandja kiiljes oleva peptiidi terminaalne NHp-riihm aktiivseks isotsiianaadiks
(Boeglin, 2005). Seejdrel teostatakse reaktsioon vajaliku asa-aminohappe
prekursoriga (Skeem 2, 1). Teise ldhenemise kohaselt valmistatakse hiidrasiinse
prekursori ja trifosgeeni vahelises reaktsioonis kloroatsiiiilderivaat ning seejérel
teostatakse vastava atsiiiilkloriidi reaktsioon peptiidi N-terminusega. Reaktsiooni
labiviimiseks on kasutatud nii fosgeeni lahust kui ka trifosgeeni (BTC): modlema
reaktsiooni abil saab reagenti lihtsalt sisse viia vajaliku kloroatsiiiilrithma (Skeem 2,

2) (Boeglin, 2005). Samas on tdhtis mirkida, et vaatamata antud valdkonnas tehtud



toodele, teeb asa-peptiidide siinteesi raskeks just hiidrasinoterminuse kiilge jargmise

aminohappe liitmine, mis on tingitud hiidrasino-rithma oluliselt véiksemast

nukleofiilsusest, mistdttu on asa-peptiidide saagised iisna madalad (Mastitski, 2012).
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Skeem 2. Asa-peptiidide stinteesi strateegiad. 1) hiidrasiini atsiililimine siisihappe
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derivaatide vahendamisel; 2) astmeline siintees tahkel kandjal (SPPS).



Skeem 3 nditab erinevate asa-aminohapete prekursorite siinteesi jaoks
kasutatavaid peamisi votteid. Lahtudes kaitstud hiidrasiinist (PG-NHNH,) ja muutes
seda hiidrasooniks, saame komplekshiidriidiga (NaBH3CN; NaBH,; Pd/C/Hy)
redutseerimisel prekursori (Skeem 3, 3). Teine variant seisneb PG-NHNH,
alkiitilimises alkiitilhalogeniidiga (Skeem 3, 4). Kolmandaks variandiks on
alkiiiilhtidrasiinide kaitsmine, mida saab aga kasutada juhul, kui vastav ldhteaine on

kattesaadav (Skeem 3, 5).
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Skeem 3. Asa-aminohapete prekursorite siinteesi vOimalused: 3 - redutseeriva
amiinimise meetod; 4 - alkiiiilimine alkiiiilhalogeniididega; 5 - alkiiiilhiidrasiini

kaitsmine.

Léhtudes Skeemil 3 toodud meetoditest ning kasutades erinevaid
reaktsioonitingimusi saab valmistada suurema osa asa-peptiidide siinteesiks vajalikke
prekursoreid (Skeem 4). Samas on aga mitmete aminohapete (histidiini, metioniini,
tsiisteiini jne ) asa-analoogide prekursorite siintees seni kirjeldamata. Selle pdhjuseks
on erinevaid raskused siinteesi teostamisel voi siinteesiks vajalikke reagentide
ebastabiilsust. Samas vajab aga tdisulatuslik looduslike peptiidide asa-analoogide

stintees tdielikku looduslike aminohapete asa-analoogide komplekti.
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Skeem 4. Asa-aminohapete prekursorite siintees ldhtudes fluoreniitilkloroformiaadist
(Boeglin, 2005).

Tahtis on maérkida, et lile hiidrasoonide kulgev prekursorite siinteesitee on
lihntne ja mugav, kui on tegemist alifaatsete asa-aminohapete prekursoritega.
Aromaatsete  hiidrasoonide  korral kasutatakse aga  komplekshiidriididega
redutseerimise asemel redutseerimist vesinikuga ning Pd(OH),/C (Boeglin, 2005) voi
Pd/C kataliisaatoreid (Melendez, 2004). Sama metoodikat on kasutatud ka
varasemates to0des (Kline, 1961). Aromaatsete aldehiilidide ja ketoonide
hiidrasoonide redutseerimist raskendab see, et hiidrasooni -C=N- side on
konjugatsioonis aromaatse slisteemiga, mis raskendab komplekshiidriidi aniooni
liitumist. Pealegi ei ole elektrondefitsiitsete hiidrasoonide Pd-kataliiiitiline
redutseerimine H,-ga eriti selektiivne protsess ja vajab hoolikat reaktsiooni kulgemise
kontrolli, et viltida aine lleredutseerimist (Dutta, 1975; Freeman, 2009). Nende
probleemide viltimiseks on nditeks Ddz-kaitstud aromaatsete asa-aminohapete
prekursorite saamiseks kasutatud Pd/C/H, asemel suurt NaBH;CN ja CH3COOH

tilehulka ja reaktsiooni teostamist kdrgemal temperatuuril (Freeman, 2009).



Arvestades iilaltoodut, pakub huvi kiilgahelates aromaatseid rithmi sisaldavate
asa-aminohapete prekursorite siintees hiidrasiinide alkiiiilimise teel. Lisaks
voimalusele loobuda kallist kataliisaatorist ja gaasilise vesiniku kasutamisest

voimaldab alkiiiilimine vdhendada ka reaktsiooni etappide arvu kahelt iihele.

2.1.1 Hiidrasiinide alkiiillimine ja asa-aminohapete prekursorite siintees
alkiiiilimise teel

Hiidrasiinide alkiiiilimine alkiiiilhalogeniididega ei ole kuigi selektiivne reaktsioon,
sest moodustuv alkiiiilhiidrasiin on mérgatavalt nukleofiilsem kui hiidrasiin, mistottu
tekivad kergesti di-alkiiiilitud ja enam alkiiiilriihmi sisaldavad kdrvalproduktid, seda

eriti alkiiiiliva reagendi tilehulga korral (Skeem 5).

excess RX & ()
H>N-NH, e RNH-NHp 4+ RoN-NHy  + T"RaN-NH,X

Skeem 5. Hiidrasiinide alkiiiilimise produktid. RX alkiitilhalogeniid (X= Cl, Br; I).
(Ragnarsson, 2001).

Lisaks alkiiiilhalogeniididele on hiidrasiinide alkiiiilimiseks kasutatud ka teisi
alkiiiilivaid regente, néiteks dialkiitilsulfaate, oksiraane jne. (Ragnarsson, 2001).

Selleks, et vihendada hiidrasiini polialkiiiilimist, kasutatakse tavaliselt suuri
hiidrasiini iilehulkasid. See vote vdoimaldab saada oluliselt suuremat monoalkiiiilitud
hiidrasiini saagist, suurendades reaktsiooni kdigus vaba (mittealkiiiilitud) hiidrasiini
reageerimise toendosust. Tavaliselt kasutatakse 3-10 kordseid hiidrasiini iilehulkasid,
mittereageerinud hiidrasiini saab vajadusel regenereerida reaktsioonisegu puhastamise
kéigus.

Hiidrasiini alkiitilimise korral méngib véga tihtsat rolli solvent ja vahel sdltub
sellest otsene reaktsiooni kulgemise tee, vajaliku produkti saagis ja korvalproduktide
hulk. Uldiselt on alkiiiilimisi kasulik teostada polaarsetes aprotoonsetes solventides
nagu DMF (Hansen, 1999). Kuid DMF puhul on tdheldatud ka seda, et reaktsiooni
kulgemiseks vajalikul korgel temperatuuril moodustub ka formiiiilitud hiidrasiin.
Seega on kasulikum DMF asemel kasutada teisi polaarseid aprotoonseid solvente
nagu ACN, DMSO ja NMP. Lisaks polaarsetele aprotoonsetele solventidele kasutati

hiidrasiinide alkiiiilimiseks ka etanooli keskkonda (Kost, 1963). Selles t60s on



vaidetud, et etanooli kasutamine hiidrasiinide alkiitilimiseks vdhendab oluliselt N-
aatomi polialkiiilimist. Seda metoodikat on laialt kasutatud erinevate
monoalkiiiilhiidrasiinide (bensiiiilhiidrasiin, noniiiilhiidrasiin jne) siinteesiks (Kost,
1963). Lisaks sellele on etanoolis alkiiiilimist teostatud erinevate asendatud
benstiiilhiidrasiinide saamiseks (Ou, 2012). Monoalkiiiilitud hiidrasiinide saagised
olid umbes 60%. See metoodika leidis rakenduse ka selles t60s.

Hiidrasiinide kasutamisel on tdhtis aluse juuresolek, mis seob reaktsiooni
kdigus eralduvat vesinikhalogeniidi ja takistab reaktsioonivdimelise hiidrasiini
kontsentratsiooni langust hiidrasooniumsoola moodustamise tottu. Tavaliselt
kasutatakse alustena tertsiaarseid alkiitilamiine (TEA, DiPEA) voi piiridiini derivaate.
Kui reaktsiooni teostatakse suure hiidrasiini tilehulgaga, siis eralduv hape seostub nii
ldhteaineks oleva hiidrasiiniga kui ka alkiiiilitud hiidrasiiniga.

Alkiitilimise teel valmistati erinevaid asa-aminohappeid sisaldavaid asa-
peptiide, nagu on ndidatud skeemil 6, kus kujutatakse asa-Phe sisaldavat asa-peptiidi

stinteesi (Skeem 6).

H-Val-ArgPb-Gly <) HQ =crcresn
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“Reagents and conditions: (a) p-nitrophenyl chloroformate, DCM, 0 °C = rt, 2 b; (b) DIEA, DCM, 1t, 16 b; (<) KO'Bu, THE, 30 min; (d) benzyl
bromide, THEF, 12 b; (e) NH,OH-HCI, pyridine, 60 °C, sonication.

Skeem 6. Otsene bensiiiilimine asa-peptiidide siinteesil (Spiegel, 2012). Viidatud t66s

kirjeldatakse bensiiiil-riihma sisestamist BnBr abil.

Asa-peptiidide siinteesis on kasutatud ka tahke kandja kiiljes olevat alkiiiilivat
reagenti. Sellist meetodit (Skeem 7) on kasutatud Fmoc-NHNH alkiiiilimiseks tahke
kandja kiilge seotud 2-bromoiidikhappe abil. Uhtlasi on teostatud ka Alloc-

kaitserihma sisseviimine.

10
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Skeem 7. Asa-Asn siintees alkiitilimise etappi kasutades (Lee, 2010)

Erinevate kaitstud hudrasiinide alkuilimist on laialdaselt teostatud ka erinevate

halogeenitud karboksiiiilhapete derivaatidega (Skeem 8, 9)

Br(CHg), CO5t-Bu y 9
CbzNHNH, Cbz., ,NMJ-I\
DIPEA N o

4 n=1:80% 5

Skeem 8. N-Z-asa-aspargiinhappe prekursori siintees alkiiiilimise teel (Busnel,
2007).
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4

Skeem 9. N-Boc-asa-aspargiinhappe prekursori siintees tert-butiitilkarbasaadi

bensiiiil-2-bromoatsetaadiga alkiiiilimise teel (Busnel et al., 2005)

On mainitud ka Boc-NHNH, metiiiilimise katseid metiiiiljodiidiga (Melendez, 2004),
mis ei andnud aga vajalikku produkti. Samuti et Onnestunud leida kirjandusest
andmeid kiilgahelates aromaatseid rithmi sisaldavate asa-aminohapete prekursorite

alktiilimise teel siinteesi kohta.

2.1.2 Asa-aminahapete prekursorite siintees alkiiiilhiidrasiinide kaitsmise teel

Asa-aminohapete prekursoreid on vdimalik valmistada ka vastavast alkiiiilhiidrasiinist
teise N-aatomi kaitsmise teel. Kaitsmiseks kasutatakse reeglina ortogonaalseid
kaitserithmi (Z-; Boc-; Fmoc-, Troc-; Aloc- jne), mille kombinatsioonid véimaldavad
selektiivselt eemaldada {ihe kaitseriihma teise juuresolekul. Selleks pannakse
alkiitilhiidrasiin reageerima kas vastava kloroformiaadiga (Z-Cl; Fmoc-Cl; Troc-Cl;
Aloc-Cl) voi BocyO-ga aluse juuresolekul. Kloroformiaatide kasutamise korral
kasutatakse reeglina alust lilehulgas, mis aitab siduda eralduvat HCI ning seega hoiab
dra erinevaid korvalreaktsioone. Boc,O kasutamise korral piisab ainult aluse

kataliiiitilisest kogusest.

11



Jargnevalt on toodud moned niited asa-aminohapete prekursorite siinteesi

kohta, kasutades alkiitilhiidrasiinide kaitsmist (Skeem 10 ja Skeem 11).

o o
N, e Fm"':"\q"'h‘-“

H,N H i c

Skeem 10. Boc- ja Fmoc- rithmadega kaitsmine metiitilhiidrasiini korral.
Tingimused: i- Boc,O; CHClIs; it — Fmoc-Cl; (Et)sN. (Busnel, 2005).

Sageli kasutatakse vajaliku asa-aminohappe prekursori siinteesis nii alkiiiilimist,

kaitsmist kui ka kaitserithmade véljavahetamist (Skeem 11).

Br(CH2),CO2-Bu TR BrCH,COzMe Nn
CbzNHNH, ————— s —DIPEA \)L
2 DIPEA CbZ“N’N},)\or-Bu DIPEA cbz. N OMe
4 n=1:80% H n n=1: 90% H
5 2 R=(CHy),COstBu, n=1 or 2,
PG'=Cbz, PG2=Me
] tBu0sC_
Hz, Pd/C fBUOQCﬁ ] FmocCl ﬁ n G
95% HoN DM Na:Hcecs)z FmocHN OMe
6 n=t-bave 2 R=(CHg),CO2#+Bu, n=1 or 2,
PG'=Fmoc, PG2=Me
NaOH, CaCly f'BUO2CI\I e
—— '

n
T N
n=1:85% FmocHN OH

3 R=(CH5)nCO5t-Bu, n=1 or 2

Skeem 11. Fmoc-asa-B°-Asn prekursori siintees, kasutades Fmoc-riithma sisseviimist

(Busnel, 2007)

2.1.3 Asa-argniniini siintees

Asa-arginiini siinteesi jaoks on teada 2 erinevat meetodit. Uks nendest pdhineb o-N-
Alloc kaitstud asa-ornitiini sisseviimisel peptiidi, millele jargneb Alloc rithma
selektiivne eemaldamine ja funktsionaalrihma guanidileerimine N,N ’-bis-Boc-1-
guaniiiilpiirasooli abil (Bernatowicz, 1993). Selle tulemuseks on asa-Arg liilitumine
peptiidi (Boeglin,2005). (Skeem 12).

12
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Skeem 12. Asa-Arg sisaldavate peptiidide siintees asa-ornitiini guanidileerimise teel
(Boeglin, 2005).

Teise meetodi kohaselt teostati Fmoc- kaitstud asa-Arg prekursori siintees
redutseeriva amiinimise teel, kasutades Fmoc-NHNH, kondensatsiooni 3-(Nw,Nw-di-
Boc-guanidiliiiil)propanaaliga, millele jérgnes saadud hiidrasooni redutseerimine
NaBH3;CN abil. Vajalik karboniiiilne ithend (aine 7, Skeem 13) voib olla valmistatud
erineval  viisil. Uhes  valmistamiseviisis  kasutatakse ~ 3-aminopropanooli
guanidileerimist N,N -bis-Boc-metiiiilisotiouurea abil DMAP juuresolekul, millele
jargneb oksiidatsioon Dess-Martini reagendi abil. Teise variandi jirgi saab kasutada
ldhteainena  3-aminopropaanhapet, guanidileerida aminorithma N,N -bis-Boc-
metiililisotiouurea abil ning muuta karbokstitilriihm N,O-
dimetiitilhiidroksiitilamiinvesinikkloriidi ning PyBOP ja DIiPEA juuresolekul
vastavaks Weinreb’i amiidiks e N,O-dimetiitilhiidroksiitilamiidiks (aine 4, Skeem 13).
Weinreb’i amiid redutseeritakse LiAlH4 abil, mille tulemusena moodustub aldehiiiid.
Kolmas variant ldhtub 3-aminopropanaali dietiiiilatsetaalist, mille aminoriihm
guanidileeritakse N,N’-di-Boc-metiiiilisotiouurea abil ning saadakse 3-(N,N-di-Boc-
guanidiliiiil)propanaali dietiililatsetaal (aine 5, Skeem 13). Samas edaspidine atsetaali
hiidroliitis AcOH/vee segus tulemusi ei andnud. (Freeman, 2011). Seega aldehiiiidi
atsetaali hiidroliiiis oli raskendatud, mis voib olla pohjustatud liiga norgalt happelisest
keskkonnast, kus hiidroliiiis ei toimunud. Samasugune probleem esineb ilmselt

tildiselt ning takistab asa-aminahapete prekursorite siinteesi.
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I
Boc
—o. A~ A
(N \33/
10 —\ 5 BGC“N o 7 EOC‘N BOG‘NH
a, 86%
\ » ‘ d | f H
_Bog —=
,/\O)\/\NHZ /\OJ\/\N)\N,BOE—X—PHJ\/\N N-Boe PG’N‘N’\/\N’L\N’BUG
H H H H H H
Boc.. e, 82% 8, PG = Fmoc, 63%
6 {V 9, PG = Dz, 56%
a, 85%
HO/\/\NHz AHO/\/\N N’BOC
H H

“ Reagents: (a) N,N'-bis-Boc-methylisothioures, DMAP; (b) N,O-dimethylhydroxylamine hydrochloride, PyBop, DIPEA; (c) LiAIH,; (d) AcOH/H,0;
(&) Dess—Martin periodinane; (f) (1) PG-NH-NH, then (2) NaCNBH,, AcOH.

Skeem 13. Asa-Arg prekursorite stintees. (Freeman, 2011)

Lisaks iilaltoodud asa-arginiini siinteesimeetodile on seda ainet edukalt siinteesitud

kaitstud hiidrasiinide alkiitilimise teel, millest on pdhjalikult rddgitud minu
bakalaureuset6os (Mastitski, 2012).
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3. Eksperimentaalne osa

3.1 Aparatuur ja toovahendid

* TLC MERCK Silica gel 60 F254.

* TMR spektrid moddeti Bruker AC 200P (Spectroscopin AG, Switzerland) aparaadi
abil.

* Ainete kromatograafiliseks lahutamiseks kasutati silikageeli MERCK Silica gel 60-
230 (0,063-0,2 mm).

* P spektrite moGtmiseks kasutati Perkin-Elmer Spectrum BX spektromeetrit (ATR
modtmistehnika).

* Elementanaliiiis teostati Elementar vario MICRO cube seadme abil (CHNS reziim).
* LRMS ja HRMS spektrid mdodeti Varian 910-FT-ICR-MS spektromeetri abil,

kasutades solvendina atsetonitriili.

3.2 Kasutatud reaktiivide ja solventide fiiiisikalised omadused [19].

Aine M, Kt, St, Tihedus, np>’
g/mol °C °C g/ml (20 °C).
ACN 41.05 81-82 —48 0.786 1.344
AcOH 60.05 117-118 16.2 1.049 1.371
DCM 84.93 39.8-40 =97 1.325 1.424
DiPEA 129.24 127 <=50 0.742 1.414
DMF 73.09 153 —61 0.944 1.430
EA 88.11 76.5-77.5 -84 0.902 1.3720
Et,O 74.12 34.6 -116 0.706 1.3530
EtOH 46.07 78 -114 0.789 1.36
Heksaan 86.18 69 —95 0.659 1.3750
Hiidrasiinhiidraat 50.06 120.1 =51.7 1.032 1.428
Kloroform 119.38 | 60.5-61.5 —63 1.492 1.445
MeOH 32.04 64.7 -98 0.791 1.329
NMP 99.13 81-82 —24 1.028 1.47
TEA 101.19 88.8 -115 0.726 1.401
TFA 114.02 72.4 -15.4 1.489 1.3
THF 72.11 65-67 —108 0.889 1.407
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NaOH 40 - 318 - -
KHSO, 136.17 | - 214 2.32 -
Indool 117.15 | 51-54 253-254 - -
p-hiidrokstibensaldehiiad | 122.12 | 112-116 310-311 - -
Boc-NHNH, 132.16 | 39-42 63-65 (0,1 mm/Hg) | - -
Bensiiiilkloriid 126.58 | -43 177-181 11 1.538
Bensiiiilbromiid 171.03 | (-3) -(-1) 198-199 1.438 1.575
Z-NHNH, 166.18 | 65-68 - - -
Z-Cl 17059 | - 103 (20 mm/Hg) 1.195 1.519
Fmoc-ClI 258.70 | 62-64 - - -
2,4,6-trimettiilpiridiin 121.18 | -43 171-172 0.917 1.498
PBr; 270.69 | -41.5 175 2.88 1.697
(2-metiiiiltio)atseetal- 136.21 | - 59-60 (13 mm/Hg) | 1.022 1.4528
dehiiiidi dimetiiiilatsetaal

Troc-Cl 211.86 - 171-172 1.539 1471
Aloc-Cl 12053 | - 27 (11 mm/Hg) 1.134 1.422
POCI; 153.33 | 1.25 105.8 1.645 -
NaBH, 37.83 400 500 (laguneb) - -
NaBH;CN 62.84 242(lag.) - 1.2 -

3.3 Siinteeside skeemid

3.3.1 N-(Fmoc, Boc) kaitstud asa-Metioniini prekursorite siintees

PG= Fmoc; Boc

Reagendid: (a.) EtOH + 5% H,0, 0,005- 0,1 mol TFA, piistjahutiga keetmine; (b.) 3 ekv.. NaBH;CN, 3 ekv.

CH;COOH, THF.

PG

EtOH pustjahutiga
keetmine

(1)- 99 % (Fmoc)
(2)- 99 % (Boc)

PG

(3)- 99 % (Fmoc)
(4)- 60 % (Boc)

Skeem 14. Asa-Metioniini prekursorite siintees lahtudes (2-metiiiiltio)atseetaldehiiiidi

dimetiiilatsetaalist.
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3.3.2 N-kaitstud asa- Feniiiilalaniini prekursorite siintees alkiiiilimise teel

(0] 0]
(o) (@]
\[/ 1 ekv. Bn-Br
- HN
\NH

HN 0,1-2,3 M; erinevad lahustid; I

r.t-80°C;
NH, H,C

1-4 ekv.

11-79 %
6))

/ 1 ekv. Bn-X; X = Br; ClI /
HN AN
AN . N
NH 0,1-2,3 M; erinevad lahustid; O NH
7

toatemperatuur - 80 °C; \
H,C
1-4 ekv. 14-68 %

(6)

O (0]

% 1 ekv. Bn-Br
/K 0,1 M ACN lahus; HN
HN (e} Pustjahutiga keetmine 6 h \N
| H
NH,
3 ekv.
64%

Q)

Skeem 15. N-(Boc; Fmoc; Z)-kaitstud hiidrasiinide bensiiiilimine erinevates

tingimustes.
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3.3.3 N- kaitstud Asa-Tyr(OCHps) prekursorite siintees

/o OH Br
. 0,77 ekv. PBr3;
é;k‘égaff“z’ N kuiv DCM; 1 ekv. TEA;
i b S Ar0°C:15h >
/O /O /O
_ 0
(8)-94 % ©)-71%

3 ekv. PG-NHNH,;
0,1 M ACN lahus;
plistjahutiga keetmine

5 t- iile 66.
S —— HN——NH /
- HBr
PG = Fmoc; GP o
Boc; Z
(10)- 61 %
11)- 56 %
(12)- 40 %

Skeem 16. N-kaitstud (Fmoc-;Boc-; Z-) asa-Tyr-OCHjs prekursori siintees.

3.3.4 N-kaitstud asa-Tyr(Boc/Bn) prekursorite siintees

O 1,05 ekv. Boc,0; 0 OH
2" 0,1 ckv. DMAP; CHCl4 =
20 min;
- i, 1 ekv. NaBHy;
Vai 1,1 ékv. BnBr, CH.OH: Ar: 0,77 ekv. PBr;
3 ekv. DiPEA, ACN, oo kuiv DCM; Ar; 0 °C;
pistjahutiga keetmine DREs 21 2h T ,
_ —
PG,= Boc, Bn.
OH o o
\PG1 \PG1
(13)-97 % (Boc) (15)- 98 % (Boc)
(14)- 99 % (Bn) (16)- 92 % (Bn)
Br

3 ekv. PG,-NHNH,;
1 ekv. 2,4,6-trimetiiiilpiiridiini;

TN ECNIE HN——NH PG,
plistjahutiga keetmine. /

Fmoc ]
PG,= Fmoc; Boc

O (19)- 36 % (Fmoc/Boc)

PG, (20)- 34 % (Fmoc/Bn)
(17)- 30 % (Boc) (21)- 48% (Boc/Bn)

(18)- 34 % (Bn)

Skeem 17. Fmoc-NHNH-CH,-Ph-4-O-Boc siintees.



3.3.5 N-(Fmoc, Boc) kaitstud asa-Trp(Z) prekursorite siintees

H
: 1 ekv. Z-CI; Tekv. .
DMF; POCl, / DiPEA; 0 °C ; Ar
/ Ar
o o
- NH(CHy), = _—
N
H

(22)- 86% (23)- 98 %
CH30H; 0 °C
1 ekv. NaBH,
z
Z
N
0.5 ekv. PBr3; kuiv DCM;
0°C; 1 ekv. TEA, NaHCO; /
OH
Q24-79 %

(25)- 87 %

4 ekv. PG-NHNH,; 0,1 M ACN lahus;
1 ekv. N-Z-3-bromometiiiilindooli;

1 ekv. 2,4,6-trimetiitipiiridiini,
piisahutiga keetmine.

PG = Fmoc; Boc

&
\

(26)- 43 % (Fmoc)
27)- 55% (Boc)

Skeem 18. N-Boc- ja N-Fmoc-asa-Trp(Z) prekursorite siintees lahtudes indoolist.



3.4 Uldised siinteesi meetodid ja siinteesitud ainete iseloomustused

1) Fmoc-NHNH; siintees (Carpino, 1972; Boeglin, 2005)): NH,NH2-x H,0 (10 ml;
11 ekv.) lahustati ACN/H,O 1 : 1 segus, kolb tdideti Ar-ga ning lisati jadvannil
tilkhaaval Fmoc-kloriidi (4,235 g; 1 ekv.) lahus 120 ml ACN-s. Fmoc-Cl lahus
isoleeriti dhuniiskusest Ar abil. ACN aurustati vaakumis, saadud suspensioon filtriti
ja pesti mitu korda veega hiidrasiini tilehulga korvaldamiseks. Seejarel pesti produkti
petrooleetriga ning vakumeeriti. Fmoc-NHNH; saadi 93% saagisega.

TMR (CDCl3). 1H: & = 3,8 (s; 2H; NHy); 4,3 (t; 1H; CH); 4,5 (d; 2H; CHy); 6,1 (s;
1H; Fmoc(NH)); 7,9-7,4 (m; 8H; Fmoc(Ar)).

13C: & = 47,7 (CH); 67,8 (CH.); 144,1; 141,8; 128,2; 127,5; 1253; 120,4
(Fmoc(Ar)); 158,9 (C=0).

2) Z-NHNH; siintees: 11 ekv. NH,NH; x H,O segati dietiiiileetriga ning jahutati
jadvannis. Lisati tilkhaaval intensiivselt segades 1 ekv. bensiitilkloroformiaati (Z-ClI).
Reaktsioonisegu segati parast Z-Cl lisamist 1,5 tundi jadvannil, seejérel lasti segada
toatemperatuuril iile 66. Dietiilileeter ja suurem osa hiidrasiinhiidraadist eraldati
rotaatoraurusti abil. Jadk lahustati EA-s, pesti 2 korda H,O, kiillastunud NaCl
lahusega. Veefaasi ekstraheeriti 3 korda EA-ga, ekstrakti pesti kiillastunud NaCl
lahusega ning {ihendati orgaanilise faasiga. Orgaaniline faas kuivatati vv. Na,SO4-ga,
kuivatav aine eemaldati filtrimise teel. Filtraat kontsentreeriti rotaatoraurusti abil ning
saadud jddk vakumeeriti. Z-NHNH, saadi 97% saagisega ja ei vajanud edasist
puhastamist.

TMR (CDCls): *H & = 3.87 (br.s, 2H), 5.15 (s, 2H), 6.72 (br.s, 1H), 7.37 (s, 5H). *°C 5
=67.2,128.2,128.3, 128.5, 136.2, 158.7. IP: 3322.2; 3031.6; 1710.7; 1632.9; 1496.4,
1454.1; 1344.6; 1266.7; 1214.5; 1055.6; 1027.9; 913.1; 845.0; 736.0; 695.3.

St: 60-64 °C. (69-70 °C kirjanduslik) (Rabjohn,1948)

3) Uldine meetod atsetaalidest hiidrasoonide siinteesimiseks: 1 ekv PG-NHNH,
(PG= Fmoc, Boc) lahustati etanoolis, millele on lisatud 5% vett (ruumala jérgi),
seejarel lisati 1 ekv. 2-metiililtioatseetaldehiiiidi dimetiiiilatsetaali. Kataliisaatorina
kasutati TFA-d (0,1 mooli iihe mooli atsetaali kohta Fmoc-NHNH;-ga reaktsiooni
korral ja 0,005 mooli Boc-NHNH, kasutamisel). Reaktsioonisegu keedeti

plstjahutiga, reaktsiooni kulgemist jalgiti TLC abil (vooluti EA/PE Y2 segu). Pérast
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reaktsiooni 16ppemist reaktsioonisegu kontsentreeriti rotaatoraurusti abil ja
vakumeeriti siigavas vaakumis.

(1) (2-metiiiiltio)etanaali N-fluoreniiiilmetiiiiloksiikarbontiiilhiidrasoon: Saagis 99%.
TMR (DMSO-dg)): *H & = 2.02 (s, 3H, CHa); 3.22 (d, 2H, CH,); 4.26 (t, 1H,
CH(Fmoc)); 4.45 (d, 2H; CH, (Fmoc)); 7.28-7.45 (m, 5H, Ar(H)); 7.70 (d, 2H,
Ar(H)); 7.84 (d, 2H, Ar(H)). *C & = 13.9; 34.1; 46.5; 65.6; 119.7; 124.9; 126.8;
127.4; 140.6; 143.4; 153.2. IP: 3231.0; 3060.9; 2949.3; 2916.8; 1709.9; 1652.0;
1618.3; 1547.0; 1449.0; 1340.6; 1255.8; 1189.6; 1082.2; 1030.0; 980.5; 758.6; 739.2;
697.4. HRMS: m/z C15S0,N,H1g [M + H]" jaoks arvutatud: 327.11617, méiratud:
327.11610. Elementanaliitis: teoreetiline koostis % C13SO,N,H1g jaoks: C, 66.23; S,
9.82; N, 8.58; H, 5.56. Eksperimentaalne: C, 66.24; S, 9.63; N, 8.41; H, 5.63.

St: 165-169 °C.

(2) (2-metiiiiltio)etanaali N-tert-butiiiiloksiikarboniiiilhiidrasoon: Saagis 99%.

TMR (CDCls): *H & = 1.49 (s, 9H, 3x CHs); 2.05 (s, 3H, CH3)); 3.24 (d, 2H, CH,));
6.19 (br.s, 1H, NH); 8.86 (t, 1H, -CH=N-).

BBC § = 14.6; 28.3; 34.8; 81.8; 142.9; 152.9. IP: 3222.6; 2979.1; 1706.4; 1534.0;
1367.9; 1273.7; 1251.3; 1156.0; 1082.6; 1044.8; 1017.8; 843.0; 769.2; 722.1.

HRMS: m/z CgSO,N,H16[M + H]" jaoks arvutatud: 205.10052, méiratud: 205.10050
Elementanaliiiis: teoreetiline koostis CgN,O,SH36 jaoks: C, 47.03; S, 15.70; N, 13.71;
H, 7.89. Eksperimentaalne: C, 47.01; S, 15.83; N, 13.44; H, 7.70.

St: 77-82 °C.

4) Uldine hiidrasoonide redutseerimise meetod: 1 ekv. hiidrasooni lahustati THF-s,
segu jahutati jddvannis ning lisati 3 ekv. NaBH3CN ning 3 ekv. CH3;COOH.
Reaktsiooni kulgemist jélgiti TLC abil.

Reaktsiooni 10ppemisel kontsentreeriti reaktsioonisegu rotaatoraurusti abil, jadk
lahjendati EA-ga, neutraliseeriti 1 M NaHCO; lahusega, pesti 2 korda H,O ning
kiillastunud NaCl lahusega. EA-lahus kuivatati vv. Na;SO4-ga, kuivatav aine
eemaldati filtreerimise teel ning filtraat kontsentreeriti rotaatoraurusti abil. Pirast
redutseerimist tekkinud booriga kompleksside (Calabretta, 1991) lagundamiseks
kasutati etanoolis keetmist piistjahutiga. Pédrast etanooli kokkuaurustamist puhastati

toorsegu kolonnkromatograafiliselt silikageelil.
(3) N-Fmoc-N’-(2-metiiiiltio)etiiiilhiidrasiin: Saagis 99%. TMR (CDCls) 'H § = 2.09
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(s, 3H, CHs); 2.58 (t, 2H, CH,); 3.04 (s, 2H, CH,); 4.20 (t, 2H, CH (Fmoc) + NH);
4.46 (d, 2H, CH, (Fmoc)); 6.50 (br.s, 1H, NH); 7.26-7.42 (m), 7.57 (d), 7.76 (q) (8H,
Ar(H) (Fmoc)).

3C 5 = 15.5; 32.5; 47.5; 50.1; 67.2; 120.2; 125.2; 127.3; 128.0; 141.6; 143.9; 157.5.
IP: 3301.1; 3221.8; 3099.4; 2936.7; 1693.6; 1553.8; 1485.2; 1451.9; 1260.8; 1232.0;
1147.1; 1101.9; 1031.1; 1007.3; 911.6; 884.8; 846.0; 756.2; 737.3; 646.1; 620.3
LRMS: m/z C15SO,N;Hz0 [M + H]™ jaoks arvutatud: 329.1, méératud: 329.0.

HRMS: m/z  C13sSO,N,Hx[M + H]® jaoks arvutatud: 329.13183, miiratud:
329.13153.

Elementanaliiiis: teoreetiline elementide % C15SO,N,Hy jaoks: C, 65.83; S, 9.76;
N,8.53;H,6.14. miiratud: C,65.86;S,9.75;N,8.46;H,6.17.

St: 165-169 °C

(4) N-Boc-N’-(2-metiiiiltio)etiiiilhiidrasiin: Saagis 60%. TMR (CDCls)): *H & = 1.46
(s, 9H, 3x CHs); 2.12 (s, 3H, CHa); 2.62 (t, 2H, CHy); 3.05 (t, 2H, CH,); 4.31 (br.s,
1H, NH); 6.78 (br.s, 1H, NH). **C & = 15.3; 28.4; 32.3; 50.2; 80.4; 156.8. IP: 3307.3;
2975.8; 2917.8; 1700.0; 1453.9; 1391.4; 1366.1; 1275.1; 1253.0; 1150.7; 1047.3;
1020.1; 869.1; 774.0. LRMS: Leitud m/z (M + Na’)": 229.0. LRMS: m/z
CsN20,SH1g[M + H]" jaoks arvutatud: 207.1, masratud: 207.0.

HRMS: m/z CgN,0,SH15[M + H]" jaoks arvutatud: 207.11617, méaratud: 207.11595.
Elementanaliiiis: teoreetiline elementide % CgN,O,SH1g jaoks: C, 46.57; S, 15.54; N,
13.58; H, 8.79, madratud: C, 46.68; S, 15.59; N, 13.64; H, 8.72.

St: 42-45 °C.

5) Asa-aminohapete prekursorite iihe-poti siintees lihtudes atsetaalidest:

1 ekv. PG-NHNH; (PG= Fmoc, Boc) lahustati etanoolis, millele on lisatud 5% vett
(ruumala jérgi), seejdrel lisati 1 ekv. 2-metiiiiltioatseetaldehiiiidi dimetiitilatsetaali.
Kataliisaatorina kasutati TFA-d (0,1 mooli iihe mooli atsetaali kohta Fmoc-NHNH-
ga reaktsiooni korral ja 0,005 mooli Boc-NHNH; kasutamisel). Reaktsioonisegu
keedeti piistjahutiga, reaktsiooni kulgemist jélgiti TLC abil (vooluti EA/PE Y2 segu).
Pérast reaktsiooni 10ppemist jahutati segu toatemperatuurini ning lisati 3 ekv.
NaBH3CN ning 3 ekv. CH3;COOH. Reaktsiooni kulgemist jalgiti TLC abil.
Reaktsiooni I0ppemisel segu neutraliseeriti 1 M NaHCO;3; lahusega ning segu
kuumutati keemiseni ja keedeti paari tunni jooksul. Etanool eraldati rotaatoraurusti

abil, jadk lahjendati EA-ga, pesti 2 korda H,O ning kiillastunud NaCl lahusega. EA-
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lahus kuivatati vv. Na,SO4-ga, kuivatav aine eemaldati filtrimise teel ning filtraat
kontsentreeriti rotaatoraurusti abil. Produkt puhastati kolonnkromatograafiliselt

silikageelil.

6) Uldine aldehiiiidide redutseerimise meetod: 1 ekv. aldehiiiidi lahustati MeOH-s
ning lisati jddvannil 1 ekv. NaBH,4. Reaktsiooni kulgemist jélgiti TLC abil. Pérast
reaktsiooni 10ppu hapestati reaktsioonisegu 1 M HCI lahusega ning metanool
aurustati rotaatoraurusti abil (N-Z-indool-3-aldehiiiidi redutseerimise korral eelnevalt
neutraliseeriti hape NaHCO3 lahusega). Jadk lahjendati EA-ga, pesti 2 korda H,O
ning kiillastunud NaCl lahusega. Veefaasi ekstraheeriti 3 korda EA-ga, ekstraktid
tthendati, pesti kiillastunud NaCl lahusega ning iihendati orgaanilise faasiga.
Orgaaniline faas kuivatati vv. Na,SOs;-ga. EA eraldati aurustamisel, saadud

toorprodukti kasutati puhastamata kujul jirgnevates etappides.

(8) 4-metoksiibensiiiilalkohol (Kochi, 1953). Saagis 94%. TMR (CDCls): 'H & = 2.53
(br.s, 1H); 3.77 (s.; 3H); 4.54 (s.; 2H); 6.85 (d.; 2H); 7.24 (d.; 2H).**C TMR (CDCls)
6 = 55.0; 64.3; 113.7; 128.4; 133.3; 158.9. IP: 3345.7; 2935.1; 2835.9; 1611.1;
1586.0; 1511.8; 1463.3; 1301.3; 1243.9; 1173.2; 1109.7; 1030.4; 1005.4; 814.7;
752.9; 707.6.

(15) 4-(tert-butiitiloksiikarboniiiiloksii)bensiitilalkohol (Ito, 2000). Saagis: 98%.
TMR (CDCls): *H 8 = 1.56 (s., 9H); 3,08. (s, 1H); 4.54 (s., 2H); 7.12 (d, 2H); 7.30 (d,
2H).13C § = 27.7; 64.3; 83.5; 121.2; 127.9; 138.6; 150.4; 152.0. IP: 3348.4; 2981.0;
1754.3; 1607.3; 1508.3; 1475.2; 1458.0; 1419.0; 1394.8; 1370.0; 1273.0; 1255.3;
1217.0; 1141.1; 1046.4; 1013.7; 893.1; 832.3; 781.2; 728.6.

(16) ((4-bensiiiiloksti)fentiiil) metanool (Brun, 2002). Saagis 92%. IP: 3322.5, 2921.0,
1609.6, 1511.0, 1454.0, 1381.7, 1298.0, 1240.7, 1172.8, 1111.0, 1001.7, 807.7, 737.1,
694.2.

TMR (CDCls): 'H 8 = 2.01 (s, 1H, OH), 4.55 (s, 2H, CH2(OH)), 5.03 (s, 2H, -CH,-O-
), 6.94 (t, 2H, Ar(H)), 7.22-7.40 (m, 7H, Ar(H)).

3C 5=64.9,70.1, 115.0, 127.4, 128.6, 128.6, 133.5, 137.0, 158.4.
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(24) N-bensiiiiloksiikarboniiiil-3-indoliitilmetanool (Takeshi, 2002). Saagis 79%.
TMR (CDCls): *H & = 4.15 (s, 1H); 4.78 (s, 2H); 5.38 (s, 2H); 7.31-7.68 (m, 10H):
8.25 (d, 1H).B°C & = 56.3; 68.3; 114.9; 119.1; 121.3; 122.6; 122.7; 124.5; 128.0;
128.3; 128.3; 128.9; 134.8; 135.4; 150.4. IP: 3377.8; 2871.3; 1729.9; 1608.1; 1452.0;
1396.1; 1349.6; 1304.6; 1243.7; 1219.7; 1123.2; 1084.0; 1041.9; 1003.1; 909.4;
812.2; 743.1; 696.0; 654.1.

7) Uldine Boc-rithmaga kaitsmise meetod: 1 ekv. kaitsmist vajavat ithendit lahustati
kloroformis, lisati 1,05 ekv. Boc,O, ning 0,1 ekv. DMAP. Reaktsiooni jalgiti TLC
abil. Reaktsiooni 10ppemisel segu lahjendati EA-ga, pesti 3 korda veega ja
kiillastunud NaCl lahusega. Veefaasi ekstraheeriti 3 korda EA-ga, ekstraktid ithendati,
pesti kiillastunud NaCl lahusega ning iihendati orgaanilise lahusega. Orgaaniline faas
kuivatati vv. Na,SO4-ga. EA eraldati aurutamisega, saadud toorprodukti kasutati

puhastamata kujul jargnevates etappides.

(13) 4-(tert-butiitiloksiikarboniiiiloksii)bensaldehiiiid (4-O-Boc-bensaldehiitid) (Ito,
2000). Saagis 97%. TMR (CDCls): *H & = 1.56 (s., 9H); 7.35 (d., 2H); 7.89 (t., 2H);
9.97 (s., 1H). 3C & = 27.6; 84.3; 121.8; 131.1; 133.9; 150.9; 155.7; 190.7. IP: 2934.5;
1755.7; 1700.0; 1600.3; 1370.2; 1271.7; 1256.3; 1217.2; 1138.6; 1012.4; 892.0;
835.5; 778.5.

(8) Uldine Z-riithmaga kaitsmise meetod: 1 ekv. kaitsmist vajavat iihendit lahustati
DCM-s, jahutati jddvannis, lisati 2 ekv. DiPEA. Seejérel lisati tilkhaaval 1,05 ekv. Z-
Cl. Reaktsiooni jalgiti TLC abil. Reaktsiooni 1oppemisel DCM eraldati rotaatoraurusti
abil, jadk lahustati EA-s, pesti 3 korda veega ja kiillastunud NaCl lahusega. Veefaasi
ekstraheeriti 3 korda EA-ga, ekstraktid iihendati, pesti kiillastunud NaCl lahusega
ning lihendati orgaanilise lahusega. Orgaaniline faas kuivatati vv. Na,SO4-ga. EA
eraldati aurustamisega, saadud toorprodukti kasutati jargmistes etappides puhastamata

kujul.

(23) N-benstiiiloksiikarboniiiilindool-3-aldehiiiid (Takeda, 1980). Saagis 99%. TMR
(CDCls): 'H & = 5.44 (s, 2H); 7.23-7.50 (m, 8H); 8.09-8.25 (m., 3H); 9.98 (s., 1H).
3C & = 69.8; 115.1; 122.1; 122.2; 124.8; 126.0; 126.3; 128.7; 128.9; 129.1; 134.3;
135.85; 135.9; 150.0; 185.5.
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IP: 3033.9; 2818.3; 1746.4; 1672.9; 1607.8; 1550.6; 1480.0; 1450.1; 1398.5; 1344.6;
1307.5; 1258.6; 1215.0; 1163.9; 1127.9; 1087.0; 1028.0; 1015.9; 944.3; 909.3; 744.2;
696.3

9) Uldine Bn- rithmaga kaitsmise meetod: 1 ekv. kaitsmist vajavat {ihendit lahustati
ACN-s, lisati 3 ekv. DIPEA ja koheselt lisati tilkhaaval 1,05 ekv. Bn-Br. Segu keedeti
pustjahutiga ning jalgiti reaktsiooni kulgemist TLC abil. Reaktsiooni Idppemisel
ACN eraldati rotaatoraurusti abil, jadk lahustati EA-s, pesti 3 korda veega ja
kiillastunud NaCl lahusega. Veefaasi ekstraheeriti 3 korda EA-ga, ekstraktid ithendati,
pesti kiillastunud NaCl lahusega ning tihendati orgaanilise lahusega. Orgaaniline faas
kuivatati vv. Na,SO4-ga. EA eraldati aurustamisega, saadud toorprodukti kasutati

jargmistes etappides puhastamata kujul.

(14) 4-bensoksiibensaldehiitid (Ruenitz, 1989). Saagis 99%. IP: 3056.1, 2829.4,
2745.0, 1685.0, 1598.2, 1573.6, 1508.4, 1461.4, 1452.0, 1425.2, 1394.4, 1320.5,
1300.8, 1257.6, 1213.0, 1162.2, 1110.0, 1077.5, 1018.0, 865.1, 828.9, 788.2, 734.4,
696.0, 653.9, 625.0.

TMR (CDCls): *H & = 5,08 (s, 2H, CHy), 7,03 (g, 2H, Ar(H)), 7,33-7,40 (m, 5H,
Ar(H)), 7,78 (kvint, 2H, Ar(H)), 9.82 (s, 1H, COH).

BC § = 70.2, 115.2, 116.1, 127.4, 128.2, 128.7, 130.1, 131.9, 132.3, 136.0, 163.8,
190.7.

10) Indooli formiiiilimise (Indool-3-aldehiiiidi siintees) meetod (James, 1963): 9
ml DMF jahutati kolvis jddvannil, seejdrel lisati tilkhaaval 0,5 tunni jooksul 4,4 g
POCl;.  Selle  tulemusena  moodustus  roosakas  lahus  (Vilsmeieri
kloroimiiniumkompleks). Seejdrel lisati 0,4 tunni jooksul 3 g indooli lahus 3 ml
DMF-s. Reaktsioonisegu segati 0,5 tunni jooksul jddvannil ning seejirel soojendati
dlivannil temperatuurini 35 °C. Reaktsioonisegu segati temperatuuril 35 °C 2 tundi.
Reaktsiooni ulatust kontrolliti TLC abil, kasutades voolutina EA/PE % segu. Saadud
kollane siirupitaoline reaktsioonisegu valati jééle, lisati umbes 100 ml 2 M NaOH
lahust ning kuumutati keemiseni. Selle tulemusena alguses viga higune lahus muutus
labipaistvaks. Saadud lahus jahutati jddvannil ning jdeti kristallumiseks oO0seks
kiilmikusse. Indool-3-aldehiiiid kristrallus vesilahusest kollakate noelakujuliste

kristallidena. Indool-3-aldehiiiid eraldati filtrimise teel, ainet pesti jadkiilma veega
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NaOH eemaldamiseks ning kuivatati. Saadi 3,188 ¢ indool-3-aldehiiiidi, mis
moodustas 86% teoreetilisest.

(22) Indool-3-aldehiiiid. Saagis 86%. TMR (d®-DMSO): 'H & = 7.31 (t.), 7.59 (s.),
8.26 (q.) (5H); 10.05 (s., 1H); 11.27 (br.s., 1H)."3C § = 112.5; 118.3; 120.9; 122.1;
123.5; 124.3; 137.2; 138.2; 185.0. St: 194-197 °C (kirj. 196-197 °C), (James, 1963).

11) Uldine alkoholidest alkiiiilhalogeniidide siinteesi meetod:

1 ekv. alkoholi lahustati Ar-atmosfaéris jadavannil 3 ml veevabas DCM-s. Lisati 1-2
ekv. TEA ning seejdrel lisati tilkhaaval 0,77 ekv. PBrz lahust DCM-s.
Reaktsioonisegu segati 1-2 tunni jooksul. Reaktsiooni 10ppemisel lahjendati
reaktsioonisegu kloroformiga, lisati kiillastunud NaHCO; lahus. Saadud segu
ekstraheeriti 3 korda kloroformiga. Kloroformilahust pesti kiillastunud NaCl
lahusega. CHClIs-lahus kuivatati vv. Na;SOs-ga ning kloroform eraldati
roteerimisega. Saadud halogeniid sobib alkiiiilimise reaktsioonide teostamiseks,

vajadusel on voimalik produkti puhastada kolonnkromatograafiliselt silikageelil.

(9) 4-metoksiibensiiiilbromiid (Kornblum, 1955). Saagis 71%. TMR (CDCls): *H § =
3.76 (s.; 3H); 4.47 (s.; 2H); 6.83( d.; 2H); 7.29(d.; 2H). **C & = 33.9; 55.1; 114.0;
130.2; 159.5. IP: 3025.4; 2957.7; 2835.8; 1608.2; 1583.5; 1511.8; 1462.0; 1302.3;
1249.4; 1229.6; 1174.6; 1029.9; 830.0; 680.0; 594.0.

(17)  (1-tert-butiitiloksiikarboniiiiloksii)-4-bromometiiiilbenseen  (Dourlat, 2007).
Saagis 30%. TMR (CDCls): *H & = 1.55 (s, 9H); 4.46 (s, 2H); 7.15 (d, 2H); 7.38 (d,
2H). °C 5 = 27.8, 32.6, 83.7, 121.7; 130.2, 135.3, 151.1, 151.7. IP: 2980.6; 1754.0;
1608.9; 1508.3; 1394.5; 1369.7; 1272.0; 1255.4; 1220.5; 1139.9; 1017.5; 893.0;
837.4; 780.0; 718.1; 671.0; 602.9.

(18) (1-bensoksii)-4-bromometiiiilbenseen (Brun, 2002). Saagis 34%. TMR (CDCls):
'H § = 4,40 (s, 2H, -CH,-Br); 4,96 (s, 2H, -CH,-0-); 6.87 (d, 2H, Ar(H)); 7,22-7,35 (
m, 6H, Ar(H)). *C & = 33,8; 70,0; 115,1; 127,3; 127,9; 128,5; 130,2; 130,4; 136,7;
158,8.

(25) 1-bensiiiiloksiikarboniiiil-3-bromometiiiilindool (Takeshi, 2002). Saagis 87%.

TMR (CDCls): *H & = 4.55 (s, 2H); 5.37 (s, 2H); 7.26-7.46 (m., 7H); 7.74-7.78 (m,
2H); 8.15 (d, 1H). 13C § = 24.1; 69.0; 115.5; 118.2; 119.5; 123.3; 124.6; 125.4; 128.6;

26



128.8; 135.0; 135.9; 150.5. IP: 3108.4; 2852.4; 1704,5; 1605.9; 1530.1; 1346.0;
1196.8; 1104.5; 1007.5; 849.5; 814.9; 738.4; 679.0.

12) N-Fmoc-, N-Boc-ja N-Z-hiidrasiinide erinevates tingimustes bensiiiilimise
iildine meetod:

Tépsed tingimused: solvent, temperatuur, reagentide vahekord jne. vt. (Tabel 1-3): 1-
4 ekv. N-kaitstud hiidrasiini lahustati solvendis (vt. Tabel 1-3 ja Skeem 15) (0,1- 2,2
M lahus), temperatuuri hoitakse toatemperatuuri ja 90 °C vahel. Mdnedes katsetes
hiidrasiini lahusele lisati ka 1 ekv. alust (DiPEA; 2,4,6-trimetiiiilptiridiin).

Seejarel lisati tilkhaaval 1 ekv. bensiiiilbromiidi ning lasti reaktsioonil toimuda 3
tundi kuni iile6o kas toatemperatuuril vdi 70-80 °C juures. Saadud reaktsioonisegu
kontsentreeriti roteerimisega, jadk lahustati EA-s, pesti 1 M NaHCOj3 lahuse, 3 korda
H,O ning kiillastunud NaCl lahusega. Veefaasi ekstraheeriti 3 korda EA-ga,
tthendatud ekstrakti pesti kiillastunud NaCl lahusega ning iihendati orgaanilise
faasiga. Orgaaniline faas kuivatati vv. Na,SO, abil, Na,SO,4 eemaldati filtrimise teel
ning lahus kontsentreeriti roteerimisega. Saadud  jddk  puhastati

kolonnkromatograafiliselt silikageelil, kasutades voolutina EA/PE Y4 segu.

(5) N-Boc-N’-bensiiiilhiidrasiin (Melendez, 2004). Saagis 79%.

TMR (CDCl): *H & = 1.45 (s.; 9H; 3xCH3(Boc)); 3.95 (s.; 2H; -NH-CHy); 4.14 (br.s.;
1H; NH); 6.57 (br.s.; 1H; NH); 7.26-7.33 (m.; 5H; Ar(H)). **C 5 = 28.38; 55.81;
80.37; 127.42; 128.41; 129.02; 137.75; 156.74. IP (cm'l): 3303.4; 2976.5; 1704.1;
1453.6; 1391.5; 1366.1; 1278.2; 1251.7; 1151.2; 1046.4; 1019; 873.8; 736.1; 697.7.
HRMS: C1,N,05Hss, protoneeritud molekuli [M + H]® m/z arvutatud: 223.14410,
madratud 223.14401.

(6) N-Fmoc-N’-bensiiiilhiidrasiin (Boeglin, 2005). Saagis 68%. TMR (CDCls): *H & =
3.97 (s., 3H; -NH-CH, + NH); 4.20 (t., 2H; CH(Fmoc)); 4.44 (d, 2H; CHa(Fmoc));
6.37 (br.s., 1H; NH); 7.25-7.76 (m, 8H; Ar(H)). °C & = 47.4; 55.8; 67.1; 120.1;
125.1; 127.2; 127.7; 127.9; 128.6; 129.1; 141.5; 143.8; 157.3.

IP (cm'l): 3316.5; 1685.6; 1500.4; 1271.9; 1106.1; 735.8. HRMS: C2xN,0;Hy,
protoneeritud molekuli [M + H]" m/z arvutatud: 345.15975, méiratud: 345.15936.

(7) N-Z-N’-bensiiiilhiidrasiin (Méeorg, 1999). Saagis 64%.
TMR (CDCl): *H & = 4.04 (s., 2H; -NH-CHy); 4.26 (br.s., 1H; NH); 5.20 (s., 2H;
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CH3(2)); 6.90 (br.s., 1H; NH); 7.40 (d., 10H; Ar(H)).**C 5 = 55.6; 67.0; 127.5; 128.1;
128.2; 128.4; 128.5, 128.9; 136.1; 137.4; 157.2. IP: 3299.5; 3030.6; 1718.5; 1495.7;
1453.5; 1264.4; 1151.4; 1028.1; 908.2; 848.6; 737.0; 696.3. HRMS: C150,N;Hjs,
protoneeritud molekuli [M + H]" m/z arvutatud: 257.12845, méiratud 257.12826.

13) Uldine Kkaitstud hiidrasiinide alkiiiilimise meetod.

3-4 ekv. Fmoc-; Boc- vdi Z-hiidrasiini lahustati ACN-s (0,1 M lahus) ning kuumutati
plstjahutiga keemiseni. Keevale lahusele lisati 1 ekv. 2,4,6-trimetliilpiiridiini ning
seejarel lisati tilkhaaval 1 ekv. vastava halogeniidi lahust ACN-s. Reaktsioonisegu
keedeti tile 606.

Reaktsioonisegu kontsentreeriti roteerimisega, lahjendati EA-ga, pesti 1 M NaHCO;
lahusega, 2 korda H,O ja kiillastunud NaCl lahusega. Veefaasi ekstraheeriti 3 korda
EA-ga, ekstrakti pesti kiillastunud NaCl lahusega ning {ihendati orgaanilise
fraktsiooniga. EA-lahus kuivatati vv. Na,SO4-ga, kuivatav aine eemaldati filtrimise
teel. Saadud filtraat kontsentreeriti roteerimisega ja vakumeeriti. Jddk puhastati
kolonnkromatograafiliselt silikageelil, kasutades voolutina EA/PE Y4 segu.

(10)  N-Fmoc-N’-4-metoksiibensiiiilhiidrasiin -~ (Fmoc-NHNH-CH,-Ph-4-OCHj).
Saagis: 61%. TMR (CDCls): *H & = 3.76 (s.; 3H); 3.89 (s, 2H); 4.19 (t.; 2H); 4.44 (d.;
2H); 6.47 (br.s.; 1H); 6.85 (t.; 2H); 7.18-7.41 (m.; 7H); 7.55 (d.; 2H); 7.74 (d.; 2H).
BC § = 47.4; 55.3; 67.0, 114.0; 120.1; 125.1; 127.2; 127.8; 130.3; 141.4; 143.8;
157.3; 159.3. IP: 3311.6; 2916.1; 1719.1; 1611.2; 1584.8; 1511.6; 1449.6; 1372.4,
1244.6; 1153.4; 1107.7; 1034.4; 814.6; 758.4; 739.6;

HRMS: C,3N,03Hyo , protoneeritud molekuli [M + H]* m/z arvutatud: 375.17032,
madratud: 375.17013.

(11) N-Boc-N’-4-metoksiibenstiiilhiidrasiin (Boc-NHNH-CH,-Ph-4-OCHj3) (Féssler,
1996). Saagis 56%.

TMR (CDCls): 'H & = 1.46 (s.; 9H); 3.78 (s.; 3H); 3.91 (s.; 2H); 4.14 (br.s.; 1H); 6.36
(br.s.; 1H); 6.85 (d.; 2H); 7.26 (d.; 2H). **C & = 28.4; 55.3; 62.5; 80.5; 114.0; 129.7;
130.3; 156.8; 159.2. IP: 3314.2; 2975.9; 1709.0; 1612.1; 1512.3; 1457.1; 1366.4;
1278.5; 1247.6; 1154.1; 1035.4; 814.5. HRMS: C1303N2H1g , protoneeritud molekuli
[M + H]" m/z arvutatud: 253.15467, mairatud: 253.15465.
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(12) N-Z-N’-4-metoksiibensiiiilhtidrasiin (Z-NHNH-CH,-Ph-4-OCHg). Saagis 40%.
TMR (CDCls): *H 8 = 3.75 (s.; 3H); 3.90 (s.; 2H); 5.11 (s.; 2H); 6.57 (br.s.; 1H); 6.81
(d.; 2H); 7.21 (d, 2H), 7.34 (d, 5H). **C & = 55,2; 67,0; 113,9; 128,1; 128,2; 128,5;
129,4; 130,2; 136,2; 157,2; 159,1. IP: 3267.9; 2933.5; 2834.2; 1715.2; 1610.6;
1585.2; 1510.3; 1453.7; 1301.6; 1240.9; 1173.5; 1149.7; 1031.0; 821.5; 737.7; 695.3.
HRMS: C3503N,Hyg , protoneeritud molekuli [M + H]" m/z arvutatud: 287.13902,
madratud: 287.13900.

(19) N-Fmoc-N’-((4-tert-butiiiiloksiikarboniitiloksii)bensiiiil )hiidrasiin. Saagis 36%.
TMR (CDClg): *H & = 1.62 (s., 9H); 4.01 (s., 2H); 4.26 (t.; 1H); 4.50 (d, 2H); 6.43
(br.s, 1H); 7.20-7.82 (m., 12H). °C & = 27.8; 47.4; 55.1; 67.0; 83.6; 120.1; 121.4;
125.1; 127.2; 127.9; 130.0; 135.1; 141.5; 143.8; 150.7; 152.0; 157.3. IP: 3358.3;
2983.4; 1749.4; 1691.6; 1509.3; 1470.3; 1450.5; 1370.1; 1257.4; 1222.1; 1143.8;
1105.9; 1086.2; 1043.7; 1020.0; 982.7; 895.7; 780.1; 755.9; 738.2. HRMS:
C2705N3H.s, protoneeritud molekuli [M + H]* m/z arvutatud: 461.20710, méiratud:
461.20688.

(20) N-Fmoc-N’-(4-(benstiiiloksii)bensiiiil)hiidrasiin. Saagis 34%.

TMR (CDCls): *H & = 3,51 (br.s, 1H, NH), 3,90 (s, 2H, CH, ), 4,45 (d, 2H, CH,
(Fmoc)), 5,02 (s, 2H, -O-CH,-Ar), 6,37 (br.s, 1H, NH), 6,93 (t, 2H, Ar(H), 7,32 (m,
12H, Ar(H)), 7,55 (d, 2H, Ar(H)), 7,74 (d, 2H, Ar(H)).

BBC 5 = 47,3; 55,2; 67,0; 70,1; 115,0; 120,0; 125,0; 127,1; 127,4; 127,8; 128,0; 128,6;
129,7; 130,3; 137,1; 141,4; 143,7; 157,2; 158,4.

HRMS: CxgH26N,03 protoneeritud molekuli [M + H]* m/z arvutatud: 451.20162,
madratud: 451.20181.

(21) N-Boc-N’-(4-(bensiiiiloksii)bensiiiilJhiidrasiin. Saagis 48%.

TMR (CDCls): *H & = 1,45 (s, 9H; x3CHj3 (Boc)), 3,92 (s, 2H, -CH,-NH-), 5,03 (s,
2H, -CH,-0-), 6,51 (br.s, 1H, NH), 6,91 (t, 2H, Ar(H)), 7,30 (m, 7H, Ar(H)).

3¢ § = 28,3; 55,3; 70,1; 80.8; 114,9; 127,4; 127,9; 128,6; 129,2; 130,4; 137,0; 156,5;
158,5. HRMS: CioHuN,03 [M + H]® m/z arvutatud: 351.16791, méératud:
351.16798.

(26) N-Fmoc-N’-((N’’-bensiiiiloksiikarboniiiil-3-metiiiilindoliiiil )hiidrasiin.  Saagis
43%. TMR (CDCls): *H & = 3.61 (t, 1H); 4.16 (kvint., 3H); 4.49 (d, 2H); 5.38 (s, 2H);
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7.25-7.41 (m); 7.72 (d), 8.18 (d) ( 16H). °C & = 46.7; 47.4; 67.2; 68.9; 115.4; 119.8;
120.1; 123.2; 124.5; 125.1; 127.2; 127.9; 128.6; 128.9; 130.1; 135.2; 136.0; 141.5;
143.8; 150.8; 157.3. HRMS: C3N304H,7, protoneeritud molekuli [M + H]" m/z
arvutatud: 518.20743, méairatud: 518.20717.

(27)  N-Boc-N’-((N’’-bensiiiiloksiikarbontiiil-3-metiiiilindoliiiil )hiidrasiin.  Saagis
55%. TMR (CDCl3): *H & = 1.44 (s, 9H); 3.61 (t, 2H); 4.11 (s, 2H); 5.40 (s, 2H); 6.29
(br.s, 1H); 7.24-7.70 (m, 10H); 8.16 (d, 1H). *C & = 28.4; 46.6; 68.7; 80.6; 115.3;
118.0; 119.7; 123.0; 124.2; 124.8; 128.5; 128.7; 128.8; 130.1; 135.2; 135.8; 150.7;
156.8. LRMS: C,,N304H,s, protoneeritud molekuli [M + H]" m/z arvutatud: 396.2,
médratud 396,2. HRMS: C2N3O4H,s, protoneeritud molekuli [M + Na]® m/z
arvutatud: 418.17373, méadratud: 418.17373.
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4. Tulemused ja nende arutelu

4.1 Asa-metioniini siintees atsetaalist

Erinevalt kirjanduses toodud redutseeriva amiinimise meetoditest, kus on ldhtutud
karbontiilithendist, voeti selles t00s kasutusele atsetaalist ldhtuv siinteesimeetod.
Selline muudatus vdimaldab redutseeriva amiinimise reaktsiooni kasutada ka nende
aldehiitidide (ja ketoonide) korral, mis esinevad ainult kaitstud aldehiiiidriihmaga, st
atsetaali kujul. Lisaks sellele kasutati seda siinteesimeetodit nn ,,iihe poti* siinteesina.

Konkreetselt siinteesiti sellel teel asa-metioniini prekursor ldhtudes 2-
metiitiltioatseetaldehiiidi dimetiiiilatsetaalist (vt. 3.4 meetod 4). Kdige edukamalt
onnestus seda reaktsiooni teostada siis, kui kataliisaatoriks kasutati tugevat hapet,
antud juhul TFAd, sest dddikhappe juuresolekul (ka suuremaid koguseid kasutades)
kulgesid reaktsioonid véga aeglaselt. Samas on tihtis mainida, et TFA-d ei tohi iile
doseerida: nii osutus optimaalseks 0,1 mooli TFA lisamine 1 mooli atsetaali kohta
selle reaktsioonil Fmoc-NHNH,-ga ja 0,005 mooli TFA lisamine 1 mooli atsetaali
kohta selle reaktsioonil Boc-NHNH;-ga. Mainitud kogusest 2-3 korda suuremate TFA
koguste lisamisel toimus Boc-rithma eemaldamine, korvalproduktide moodustumine
ja hiidrasooni saagise vihenemine. TFA tilehulk vdhendas saagist ka Fmoc-hiidrasiini
kondenseerimisel 2-metiiiiltioatseetaldehiiiidi dimetiiiilatsetaaliga.

Nn. ,,ihe-poti* siinteesimeetodi suurimaks eeliseks oli see, et puudus
vaheproduktide eraldamise ja solvendi vahetamise vajadus. Tdhtis on maérkida, et
»uhe-poti“ siinteesimeetodi kasutamise korral oli Boc-rilhmaga kaitstud asa-
metioniini prekursori saagis peaaegu sama, mis hiidrasooni vahepealse eraldamisega
toimunud siinteesil: 57%. Fmoc-kaitserithmaga prekursori siinteesimisel ilma
hiidrasooni eraldamiseta oli saagis aga 52%, mis on peaaegu 2 korda madalam,
vorreldes meetodiga, mis kasutas vaheiihendi eraldamist ja redutseerimist THF-is.
Madalamat saagist saab seletada ilmselt Fmoc-kaitstud iithendi halva lahustuvusega
etanoolis.

Kuigi antud reaktsioonimehhanismi antud t60s tdpsemalt ei uuritud, siis vottes
arvesse atsetaali ja aldehiiidi vahelist tasakaalu (Skeem 20), voib oletada, et
hiidrasiiniga vOiksid reageerida mdlemad selles tasakaalus esinevad katioonsed

vormid (ained I ja II).
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Skeem 20. Happe-kataliiiisitud iileminekud atsetaali ja aldehiiiidi vahel.

4.2 Asa-aminohapete prekursorite siintees alkiiiilimise teel

Alkiitilimise puhul on pohiliseks probleemiks see, et reaktsiooni alguses moodustuv

monoalkiitilhiidrasiin on oluliselt tugevam nukleofiil kui ldhteaineks olev kaitstud

hiidrasiin. Seega monoalkiiiilhiidrasiiniga toimub teistkordne alkiitilimine, kus

moodustub korvalproduktina vaadeldav dialkiiiilitud produkt. Seega oli vajalik seda

reaktsiooni optimeerida. Selleks uuriti mudelreaktsioonina hiidrasiini bensiitilimist

ning katsete tulemused on esitatud jargnevates tabelites (Tabel 1-3).

Tabel 1. Fmoc-NHNHj; bensiiiilimine erinevates tingimustes

Tingimused:

Monoalkuilitud

hiidrasiini saagis (%):

2 ekv. FmocNHNH,; 0,6 M DMF lahus; 1 ekv. bensiiiilbromiidi;
70 °C : 13 tundi.

46%

2 ekv. FmocNHNH,; 0,6 M DMF lahus; 1,5 ekv. DIPEA; 1 ekv.

bensiililbromiidi; toatemperatuur; 12 tundi.

0%, toimus Fmoc-

rihma eemaldumine

2 ekv. FmocNHNH5; 0,6 M DMF lahus; 1 ekv. bensiitilbromiidi;
toatemperatuur; 14 tundi.

26% *

2 ekv. FmocNHNH,;; 0,1 M DMF lahus; 1 ekv. bensiiilbromiidi; | 29% **
toatemperatuur; 12 tundi.

3 ekv. FmocNHNH,; 0,1 M DMF lahus; 1 ekv. bensuiilbromiidi; | 43%
70 °C; 12 tundi.

15 ekv. FmocNHNH,; 0,1 M ACN lahus; 1 ekv.|36%

bensiiiilbromiidi; piistjahutiga keetmine (5 tundi) .
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3 ekv. FmocNHNH;; 0,1 M ACN lahus; 1 ekv. bensiitilbromiidi; | 45% ***

plistjahutiga keetmine; 13 tundi.

2 ekv. FmocNHNH,; 0,1 M CH3OH lahus; 1 ekv.|21%

bensiitilbromiidi; piistjahutiga keetmine 3 tundi; (seejdrel
toatemperatuuril 12 tundi).

3,5 ekv. FmocNHNH,; 0,1 M CH3OH lahus; 1 ekv. | 14%

bensiitilkloriidi; piistjahutiga keetmine; 2 tundi.

4 ekv. FmMocNHNH,; 0,1 M EtOH lahus; 1 ekv. bensiiiilbromiidi | 61%
(tilkhaaval lahustatud 0,5 ml ACN-s); piistjahutiga keetmine; 14
tundi.

3 ekv. Fmoc-NHNH,; 0,1 M ACN lahus; 1 ekv. 2,4,6- | 68%
trimetiiiilpiiridiini; 1 ekv. bensiiilbromiidi; piistjahutiga
keetmine; 6 tundi.

*dibensiitilitud produkti saagis oli 60%
**dibenstiiilitud produkti saagis oli 34%

***dibensiitilitud produkti saagis oli 40%

Tabel 2. Boc-NHNH; bensiiiilimine erinevates tingimustes

Tingimused: Monoalkiitilitud

hiidrasiini saagis (%):

1 ekv. BocNHNHjy; 1 ekv. bensiiiilbromiidi; 0,75 M ACN lahus; | 13%
piistjahutiga keetmine; 4 tundi.

2 ekv. BocNHNHjy; 1 ekv. bensiitilbromiidi; 0,75 M NMP lahus; | 14%
toatemperatuuril; 12 tundi.

3,4 ekv. BocNHNH>; 1 ekv. benstiiilbromiidi; 2,3 M DMF lahus; | 63%
70 °C; 5 tundi.

3 ekv. BocNHNH;; 1 ekv. bensiiiilbromiidi; 0,1 M DMF lahus; | 70%
70 °C; 11 tundi.

3 ekv. BocNHNH,; 1 ekv. bensitlbromiidi; 0,1 M CH3;O0H | 11%
lahus; piistjahutiga keetmine; 5 tundi.

4 ekv. BocNHNH,; 1 ekv. benstiiilbromiidi; 0,1 M EtOH lahus; | 55%

plistjahutiga keetmine; 5 tundi.

4 ekv. BocNHNH,; 1 ekv. benstiilbromiidi; 0,1 M ACN lahus; | 79%
1,3 ekv. 2,4,6-trimetiiiilpiiridiini; pistjahutiga keetmine; 13
tundi.
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Tabel 3. Z-NHNH; benstitlimine

Tingimused: Monoalkiitilitud

hiidrasiini saagis (%):

3 ekv. ZNHNH;; 1 ekv.; bensiitilbromiidi; 0,1 M ACN lahus; | 64%

plistjahutiga keetmine; 6 tundi.

Saadud andmetest saab jéreldada jargmist.

Viikses llehulgas voi ilma iihehulgata kasutatud karbasaadi korral oli
monoalkiiiilitud produkti saagis madal voi keskpirane pohiliselt dialkiitilitud produkti
moodustumise tottu, sest reaktsioonisegus oli iisnagi suur monoalkdiiilitud hiidrasiini
kontsentratsioon, mis eelistatult reageeris edasi. Samuti soodustas dialkiiilitud
hiidrasiini moodustumist ka reaktsiooni teostamine toatemperatuuril. Pohjuseks saab
tuua seda, et monoalkiiiilhiidrasiin on tugevam nukleofiil ja reageerib halogeniidiga
palju kiiremini. Toatemperatuuril karbasaadi enda reaktsioon halogeniidiga on
suhteliselt aeglane.

Solvent mangib alkiiiilimise reaktsioonis viga olulist rolli. Tavaliselt sobivad
reaktsiooniks polaarsed aprotoonsed solvendid, mis ei solvateeri niigi suhteliselt
ndrga nukleofiili, milleks on hiidrasiin. Samas on aga alkiiiilhiidrasiinide siinteesiks
voimalik kasutada solvendina ka etanooli. Etanooli kasutamine aitab oluliselt
vidhendada hiidrasiini poliialkiiiilimist (Kost, 1963). Etanooli kasutati solvendina ka
selles t66s, mistdottu Fmoc-NHNH-CH»-Ph saagis oli 61% ja Boc-NHNH-CH,-Ph
saagis oli 55%. Huvitav on maérkida, et etanooli asendamisel metanooliga ja ilma
iilejadnud tingimusi muutmata olid monoalkiiiilitud hiidrasiinide saagised umbes 13-
21% vahemikus. Voib oletada, et hiidrasiini polialkiitilimist takistab etanoolis
sisalduv vesi. Samuti vOis metanoolis toimuda ka ulatuslikum halogeniidi reaktsioon
solvendiga.

Parimaid tulemusi saadi keevas atsetonitriilis, kasutades seejuures 3-4 kordset
kaitstud hiidrasiini iilehulka ning lisades 1-1.3 ekv. 2,4,6-trimetiiilpiridiini. Nendes
tingimustes olid monoalkiiiilitud produkti saagised Fmoc-NHNH-CH,-Ph puhul 68%
ja Boc-NHNH-CH,-Ph korral 79%, mis on ldhedased redutseeriva amiinimise kdigus
saadud saagisele.

Reaktsiooniks vajalikku alust peab valima soltuvalt hiidrasiini kaitseriihma
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omadustest. Seejuures sobib trimetiiilpiiridiin kasutamiseks erinevate kaitseriihmade
korral. Samas to1 aluste suhtes tundliku Fmoc-riihma puhul tertsiaarsete amiinide
nagu DIPEA ja TEA kasutamine, ja seda eriti kdrgematel temperatuuridel, kaasa
kaitserithma lagunemise. Viimaseid tingimusi on edukalt rakendatud ka asa-Tyr ja
asa-Trp erinevaid kaitseriihmi kandvate prekursorite siinteesil, kusjuures saagised jdid
vahemikku 36-58%.

Asa-aminohapete alkiiiilimise teel vajalike halogeniidide (va BnBr ja BnCl)
saamiseks kasutati primaarse alkoholi reaktsiooni fosfortribromiidiga. Antud
reaktsiooni korral oli aluse juuresolek erakordselt téhtis, sest ilma selleta toimus
ulatuslik kaitseriihmade eemaldumine HBr toimel. Kaitstud bensiiiilbromiidid (va 4
metoksiibensiitilbromiid) olid iisna ebapiisivad ning neid tuli koheselt kasutada

jérgnevates siinteesides.
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5. Kokkuvote

Sissejuhatuses piistitatud probleemide lahendamiseks uuriti hiidrasiinide alkiitilimise
reaktsiooni ja meetodeid, mis voimaldavad rakendada atsetaale hiidrasoonide ja
hiidrasiinide siinteesis.

Esiteks, teostati pohjalik hiidrasiinide alkiitilimise reaktsiooni uurimine, mille
tulemusena maidrati optimaalsed reaktsiooni tingimused. Otsene alkiiiilimine
voimaldas siinteesida asa-aminohapete prekursoreid iihe-etapilises reaktsioonis ning
véltida vesiniku ja Pd-1 baseeruvate kalliste kataliisaatorite kasutamist, kui kiilgahelad
sisaldasid aromaatseid rithmi. Seda reaktsiooni kasutades siinteesiti rida asa-Phe, asa-
Tyr jaasa-Trp prekursoreid, millest mitmed ei ole varem kirjeldatud.

Alkiitilimise teel saadud varem kirjeldatud asa-aminohapete prekursorid:
N-Boc-N’-bensiiiilhiidrasiin; N-Fmoc-N’-benstitilhiidrasiin; N-Z-N’-
benstitilhudrasiin; N-Boc-N’-4-metoksubenstitilhiidrasiin.

Alkiitilimise teel saadud uued asa-Tyr ja asa-Trp prekursorid:
N-Fmoc-N’-4-metokstiibensiiiilhiidrasiin
N-Z-N’-4-metoksiibenstiiilhiidrasiin
N-Fmoc-N’-((4-tert-butiitiloksiikarboniitiloksii)bensiiiil )hiidrasiin
N-Fmoc-N’-(4-(bensiiiiloksii)bensiiiil)hiidrasiin
N-Boc-N’-(4-(benstiiiloksii)bensiiiil) hiidrasiin
N-Fmoc-N’-((N’’-bensiiiilokstikarboniiiil-3-metiiiilindoliiiil )hiidrasiin
N-Boc-N’-((N’’-bensiitiloksiikarboniiiil-3-metiitilindoliiiil )hiidrasiin

Teiseks, tootati vilja mugav ,,ithe-poti“ meetod asa-aminohapete prekursorite
ja hiidrasoonide siinteesiks ldhtudes atsetaalidest. Seda meetodit rakendades siinteesiti

Fmoc- ja Boc-rithmaga kaitstud asa-metioniini prekursorid.
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6. Summary

Design and optimization of synthetic methods of some aza-amino acid precursors
Master Thesis By Anton Mastitski

Firstly, alkylation reaction of protected hydrazine was studied and optimal
reaction conditions for synthesis of aza-amino acid precursors via this reaction were
determined. Direct alkylation of hydrazine, in comparison with reductive amination
method, allowed to incorporate the side chain moiety of aza-amino acid with one
reaction step, avoiding the use of hydrogen and Pd based expensive catalysts in the
case of aza-amino acid precursors bearing aromatic groups in their side chains. As a
result of this work, several aza-Phe, aza-Tyr and aza-Trp precursors were prepared,
including previously not reported compounds.

Previously reported aza-amino acid precursors synthesised via hydrazine
alkylation: N-Boc-N’-benzylhydrazine; N-Fmoc-N’-benzylhydrazine;
N-Z-N’- benzylhydrazine; N-Boc-N’-4-methoxybenzylhydrazine.

Previously not reported aza-Tyr and aza-trp precursors:
N-Fmoc-N’-4-methoxybenzylhydrazine
N-Z-N’-4-methoxybenzylhydrazine
N-Fmoc-N’-((4-tert-Butyloxycarbonyloxy)benzyl)hydrazine
N-Fmoc-N’-(4-(benzyloxy)benzyl)hydrazine
N-Boc-N’-(4-(benzyloxy)benzyl)hydrazine
N-Fmoc-N’-((N’’-benzyloxycarbonyl)-3-methylindolyl)hydrazine
N-Boc-N’-((N’-benzyloxycarbonyl)-3-methylindolyl)hydrazine

Secondly, a convenient ,,one-pot™ method for synthesis of aza-amino acid
precursors and hydrazones directly from acetals was developed. This method was
used for preparation of Fmoc- and Boc-protected aza-methionine precursors, which
were not described in literatuure.

The development of new methods contributed into chemistry of aza-peptide
synthesis that is important for investigation of these compounds as drug candidates.
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Lisa:

TMR spektrid

Aine valem/nimetus: Aine kood:
FmocNHNH, ksen-389
Z-NHNH, 1/62
Fmoc-NHN=CH-CH,-S-CHj 1/101
Boc-NHN=CH-CH,-S-CHj3 1/102(3)
Fmoc-NHNH-CH,-CH,-S-CHj3 1/103
Boc-NHNH-CH,-CH,-S-CHj3 1/104
4-metoksiibensiiiilalkohol 1/87(2)
4-(tert-butiililoksiikarboniiiiloksii)bensiitilalkohol 1/73(2)
((4-bensiitiloksii)fentiiil)metanool 1/136
N-bensiiiiloksiikarboniiiil-3-indoliiiilmetanool 1/111
4-(tert-butiililoksiikarboniiiiloksii)bensaldehiitid 1/38
N-bensiitiloksiikarboniiiilindool-3-aldehiitid 1/108(2)
4-bensoksiibensaldehiitid 1/135(2)
Indool-3-aldehiiiid 1/28-3
4-metoksiibensiiiilbromiid 1/88
(1-tert-butiiiiloksiikarboniiiiloksii)-4-bromometiiiilbenseen 1/79(7)
(1-bensoksii)-4-bromometiiiilbenseen 1/137(2)
1-bensiiiiloksiikarboniiiil-3-bromometiiiilindool 1/112
N-Boc-N’-bensiiiilhiidrasiin 1/58(2)
N-Fmoc-N’-bensiiiilhiidrasiin 1/56
N-Z-N’-benstiiilhiidrasiin 1/74(2)
N-Fmoc-N’-4-metoksiibensiiiilhiidrasiin 1/89
N-Boc-N’-4-metoksiibensiiiilhiidrasiin 1/90
N-Z-N’-4-metoksiibensiiiilhiidrasiin 1/92
N-Fmoc-N’-((4-tert-butiitiloksiikarboniiiiloksii)bensiiiil )hiidrasiin 1/95
N-Fmoc-N’-(4-(bensiitiloksii)bensiiiil)hiidrasiin 1/138
N-Boc-N’-(4-(bensiiiiloksii)bensiiiil) hiidrasiin 1/139
N-Fmoc-N’-((N’’-bensiiiiloksiikarboniiiil-3-metiililindoliiiil )hiidrasiin | 1/113
N-Boc-N’-((N’’-bensiiiiloksiikarboniiiil-3-metiililindoliiiil)hiidrasiin 1/114
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