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1. Liihendid

5-TAMRA-SE 5-karboksiitetrametiiiilrodamiin, suktsiinimidiitilester

ARC adenosiini analoogist ja arginiine sisaldavast peptiidist koosnev
molekul voi iildiselt Asko Uri grupis siinteesitud tihend

Boc tert-butiitiloksiikarboniiiil

DMF N,N-dimetiiiilformamiid

DMF-DMA N,N-dimetiitilformamiid dimetiiiil atsetaal

DMSO dimetiitilsulfoksiid

EA etliiilatsetaat

EDC 1-etiiiil-3-(3-dimetiiiilaminopropiiiil )karbodiimiid

FRET Fosteri tiiiipi resonantne energiaiilekanne

HBTU O-bensotriasool-N,N,N',N'-tetrametiiiil-uroonium-heksafluorofosfaat

HOBt hiidrokstibensotriasool

HPLC korgefektiivne vedelikkromatograafia

LCD vedelkristallkuvar

LED valgusdiood

MS massispektromeetria

MTBE metiiiiltertbutiiiileeter

NMM N-metiiiilmorfoliin

OLED orgaaniline valgusdiood (ingl organic light emitting diode)

PLQY fotoluminestsentsi kvantsaagis (ingl photoluminescence quantum yield)

PVA poliivintiiilalkohol

PyAOP (7-asabensotriasool-1-iiloksii)triptlirrolidinofosfoon heksafluorofosfaat

TEA trietlitilamiin

TFA trifluorodadikhape

TLC ohukese kihi kromatograafia

TMR tuumamagnetresonants

TMS tetrametiiiilsilaan

uv ultraviolett-




2. Sissejuhatus

ARC-Lum(Fluo) iihendid on molekulid, mis koosnevad vaavlit voi seleeni sisaldavast
fosforestseeruvast osast, fluorestsentsvirvist ja neid iihendavast vaheliilist ehk linkerist,
milleks on tavaliselt peptiidiahel. ARC-Lum(Fluo) iihendeid on Asko Uri grupis uuritud
mitmetel eesmirkidel: osa ARC-Lum(Fluo) iihendeid on wuuritud bisubstraatsete
proteiinkinaasiinhibiitoritena, teisi OLED-ites ja hapnikusensorites kasutamise eesmargil. [1—

4]

OLED-ekraanidel on LED- ja LCD-ekraanide ees mitmeid eeliseid (kiirem reageerimisaeg,
realistlikumad viarvid, energiasdastlikkus ning voimalus valmistada ldbipaistvaid, painduvaid
ja kumeraid ekraane). Varasemalt on OLED-ekraanide laialdast kasutuselevottu piiranud
nende kallis hind. Ténapdeval on OLED-ekraanid aga konkurentsivdimeline tehnoloogia
LCD-, mini-LED- ja mikro-LED-ekraanide korval. OLED-ide arendamise peamisteks
katsumusteks on ekraani sissepOlemise véltimine, eluea pikendamine ja piisava

valgustugevuse saavutamine. [5,6]

Luminestsentsi kvantsaagise suurendamiseks piiiitakse OLED-ites maksimaalselt dra kasutada
tripletsete olekute energiat. Ainult fluorestseeruvaid iihendeid sisaldavate OLED-ite
efektiivsuse piir on 25%, kuid tripletsete olekute kasutamisega on vdimalik saavutada kuni
100% efektiivsus. Elektrilise ergastuse tdttu tekib OLED-tes tripletset olekut kolm korda
rohkem kui singletset. Seepirast on vaja tripletsete olekute energia muuta valguseks. Uks

voimalus selleks on kanda iile FRET kaudu valgust emiteerivatele singletsetele olekutele. [4]

ARC-Lum(Fluo) iihendid on molekulid, mis koosnevad doonor- ja aktseptorluminofoorist ja
neid iihendavast linkerist. ARC-Lum(Fluo) {iihendites toimub Fosteri tiilipi resonantne
energiatlilekanne doonorluminofoori tripletsest olekust aktseptorluminofoori singletsele
olekule. Seetottu saaks ARC-Lum(Fluo) {iihendeid potentsiaalselt kasutada OLED-ites.
Selleks, et energiaiilekanne toimuks vOimalikult efektiivselt, peab doonor- ja
aktseptorluminofoori vaheline kaugus olema vdike. ARC-Lum(Fluo) iihendites toimub ka
singlet-singet energia iilekanne, mis konkureerib intersiisteemse iileminekuga ning valgusega
ergastuse korral vihendab tripletse ergasuse teket. Seega kui soovime saada sondi, milles
oleks tugev pikaelueaga luminestsents, peab doonori ja aktseptori vaheline kaugus olema
piisavalt pikk, et soodustada intersiisteemset iileminekut singlet-singlet energiaiilekande
asemel. Seetdttu on ARC-Lum(Fluo) iihendite disainimiseks oluline, et doonor- ja

aktseptorluminofoori iihendava linkeri pikkust saaks tépselt kontrollida. [2]



Selle t66 eesmirk on siinteesida jdikasid linkereid ARC-Lum(Fluo) iihendites kasutamiseks
ning leida koige lihtsam ja odavam viis silinteeside 1dbi viimiseks. Linkerite siinteesil
vélditakse kalleid ja siinteesi skaalat piiravaid meetodeid (nt HPLC, siintees tahkel kandjal) ja
puiitakse leida silinteesiskeem, mida oleks voimalik kasutada ARC-Lum(Fluo)-de
siinteesimiseks ka suuremas skaalal (grammid ja rohkem). Siinteesitavad linkerid on
oligoproliinid, sest oligoproliini ahela jdikus vdimaldab tdpselt fikseerida doonor- ja
aktseptorluminofoori vahelise kauguse. Samuti siinteesitakse kaks ARC-Lum(Fluo) iihendit

ning moddetakse nende ergastus- ja emissioonispektrid ja luminestsentsi kustumine.



3. Kirjanduse iilevaade

3.1. Luminestsents

Luminestsents on mittesoojuslikul teel saadud energia kiirgumine ainest valgusena.
Fotoluminestsentsiks nimetatakse luminestsentsi alaliiki, mille puhul aine saab
luminestseerumiseks vajaliku energia footonite neeldumisest. Fotoluminestsentsi alaliigid on
fluorestsents ja fosforestsents. Fluorestsentsi korral toimub kiirgumine elektroni
relakseerumisel singletsest olekust. Fosforestsentsi korral toimub aga tripletsest olekust
relakseerumine, mis on kvantmehaanika reeglite jargi keelatud. Seetdttu on fosforestsents
tavaliselt pikema elueaga kui fluorestsents: fluorestsentsi eluiga jadb tavaliselt suurusjarku 10
1010 s, fosforestsentsi eluiga jiib aga tavaliselt vahemikku 10 — 10° s. Toatemperatuuril
lahustes esineb fosforestsentsi harva, sest sellistes tingimustes saavad molekulid relakseeruda
mittekiirguslikel viisidel, néiteks soojuslikult; samuti kustutab luminestsentskiirgust hapnik.

[7.8]

3.2. Fotoluminestseeruvate ainete omadused

Luminestseeruvaid aineid iseloomustatakse eelkdige nende ergastus- ja emissioonispektrite
pohjal. Emissioonispektrite maksimumid on tavaliselt suurematel lainepikkustel kui
ergastusspektrid, seda ndhtust nimetatakse Stokesi nihkeks. Lisaks saab fotoluminestseeruvaid
aineid iseloomustada veel kahe tdhtsa omaduse pohjal: fotoluminestsentsi kvantsaagis
(PLQY) ehk kiirgunud ja neeldunud footonite arvu suhe ning luminestsentsi eluiga (7).
Luminestsentsi eluiga iseloomustab seda, kui kaua on molekulid keskmiselt ergastatud olekus,

eluea arvutamiseks kasutatakse jargmisi valemeid:

1 =Ie™*t, (Vorrand 1)
T=, (Vorrand 2)
kus Ip on emissiooni algne intensiivsus, I on intensiivsus ajahetkel t ja k on eluea poordvaitus

ehk kustumise protsessi kirjeldav kiiruskonstant. [7]

3.2.1. Forsteri tiiiipi resonantne energiaiilekanne

Fosteri tiilipi resonantseks energiaiilekandeks (FRET) nimetatakse mingi silisteemi kahe
luminestseeruva osa vahel toimuvat mittekiirguslikku energiaiilekannet I&bi dipool-
dipoolvastasmdju, mille efektiivsus soltub tugevalt energia doonori ja aktseptori vahelisest
kaugusest. FRET-i esinemiseks peavad doonori emissioonispekter ja aktseptori

ergastusspekter kattuma. Samuti on FRET-i esinemiseks vajalik, et doonori ja aktseptori
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vaheline kaugus jddks vahemikku 1 kuni 10 nm. FRET-1 efektiivsuse mootmist kasutatakse
sageli kromofooridevahelise kauguse arvutamiseks: FRET-i efektiivsus on pdordvordeline
kromofooridevahelise kauguse kuuenda astmega:

6
E = -2
RS+7¢’

(Vorrand 3)

E on energiaiilekande efektiivsus, Ro on Fosteri distants ja r on kromofooridevaheline kaugus.
[7]

FRET-i efektiivsust arvutatakse eksperimendi andmetest tavaliselt jargmise valemiga:
E=1- 24 (Vorrand 4)

kus E on energiaiilekande efektiivsus, tpa on doonor-aktseptorpaari eluiga ja to on doonori

eluiga kui aktseptorit ei ole. [9]

— R

S(D), e U — T
) (D) K2
1 > - .
£ : S ( j\) ] &_\.—
Absorptsioon E Fluorestsents 5 Fosforestsents ‘: Fluorestsents

] I_E Li
7 = =

o §

S VE O VR & VE _{
0 —r " e

Joonis 1: Jablonski diagramm niitab, kuidas kahte luminofoori sisaldavas siisteemis vdib toimuda
relakseerumised ja energiatilekande protsessid. Sy tdhistab siisteemi singletset pdhiolekut, S(D),
doonorluminofoori singletset ergastatud olekut, T(D); doonorluminofoori tripletset ergastatud olekut ja S(A);
aktseptorluminofoori singletset ergastatud olekut; IU on intersiisteemne iileminek ja VR on vibratsiooniline
relakseerumine.

3.2.2. Fotoluminestsentsi mootmine

Eelnevalt nimetatud omaduste midramiseks on vaja fotoluminestsentsi mdoota. Eristatakse
kaht tiitipi mdootmisi: pidevad ja aegviivitusega. Pideva mdotmise korral toimub aine pidev
valgusega ergastamine ja emissioonkiirguse mdotmine. Aegviivitusega mdotmise korral
ergastatakse ainet lithikese valgusimpulsiga ja pdrast seda moddetakse emissioonsignaali
kustumist. Kuigi aegviivitusega mdotmine nduab keerulisemaid ja kallimaid instrumente kui
pidev. mdotmine, on aegviivitusega mootmisel mitmeid eeliseid. [7] Aegviivitusega
modtmisel ei detekteerita otse kiirgusallikast tulevat signaali ega fluorestsentsi, mistottu on

voimalik selektiivselt moodta fosforestsentssignaali. [10]



3.3. Tiofeeni ja selenofeeni sisaldavad molekulid

ARC-ideks nimetatakse molekule, mis koosnevad adenosiini analoogist ja arginiine
sisaldavast peptiidist [3]. Hiljem on see mdiste laienenud koigile Asko Uri todriihmas
siinteesitud ithenditele [2,4,11]. Adenosiini analoog voib sisaldada fosforestseeruvat tiofeeni-
voi selenofeenijddki. ARC-Lum(Fluo) tihendites on ARC-iga iihendatud ka fluorofoor [2,11].
Sellistes molekulides toimub Forsteri tiiilipi resonantne energiaiilekanne. Nimelt toimib tiofeen
vOi selenofeen doonorina ja selle singletse ja tripletse oleku energia kandub iile fluorofoori

(aktseptori) singletsele olekule (Joonis 1). [4,12]

ARC-Lum(Fluo) tihendeid on uuritud, et teha kindlaks nende sobivust OLED-ites (ingl
organic light emitting diode) kasutamiseks. Jogela [2] leidis, et ARC-Lum(Fluo) iihendite
luminestsentssignaali eluiga ja FRET-i efektiivsust on vdimalik reguleerida, muutes FRET-i
doonori ja aktseptori vahelist kaugust. Koige efektiivsemad ja kdige lithema luminestsentsi
elueaga olid need molekulid, milles oli doonori ja aktseptori vaheline kaugus viike.
Energiatilekanne on kdige efektiivsem, kui doonor ja aktseptor on otse iithendatud, kuid sel
juhul ei pruugi energiaiilekanne olla Fosteri tiitipi (FRET esineb siis, kui doonori ja aktseptori
vaheline kaugus on 1 kuni 10 nm) ning voib toimuda Dexteri tiilipi energia lilekanne. Samuti
on leitud, et viga efektiivse FRET korral ARC-Lum(Fluo) iihendite luminestsentsi eluiga ei
sOltunud oluliselt temperatuurist vahemikus 25 °C kuni 75 °C, mis eristab neid teistest acglase

luminestsentsiga ainetest.[2]

Kuna ARC-Lum(Fluo)-des kasutatakse tavaliselt kas tiofeeni vOi selenofeeni, on oluline
teada, millist moju see molekuli omadustele avaldab. On leitud, et seleeni sisaldavad ARC-id
on lihema luminestsentsi elueaga: seleeni sisaldavate luminofooride fosforestsentsi eluead
jédvad vahemikku 19 — 42 ps, védvlit sisaldavate luminofooride fosforestsentsi eluead jadvad
aga vahemikku 109 — 266 us [1]. Cho ef al. [13] vordlesid selenofeeni ja tiofeeni sisaldavate
komplekside optilisi omadusi. Nad leidsid, et selenofeeni sisaldav kompleks kiirgas suurema
lainepikkusega punast valgust kui tiofeeni sisaldav kompleks seleeni suurema
polariseeritavuse tottu. Tumepunase virvuse saavutamine on oluline, sest punaseid OLED-e

saaks kasutada komponendina OLED-ekraanides. [13]

Chen et al. [14] uurisid erinevate tiofeeni sisaldavate molekulide optilisi omadusi lahustes ja
tahketes kiledes. Leiti, et molekulide emissioon tahkes kiles on suurem kui lahuses, sest
molekulide vdimalused anda energiat dra mittekiirguslikel viisidel (nt pdodrlemisel,
paindumisel, vibratsioonil) on piiratud. Samuti leiti, et molekulide emissiooniomadused

soltuvad nende jiikusest. On teada, et ka ARC-ide fotoluminestsentsi intensiivsus soltub

9



iimbritseva keskkonna jiikusest ja hapniku juurdepdisetvusest. [2]. Seetottu tehakse ARC-ide

omaduste modtmisi poliiviniiiilalkoholi- ehk PV A-maatriksis.

3.4. Oligoproliiniahelad

Oligo- ja poliiproliinid moodustavad sekundaarse struktuurina kahte tiiiipi heelikseid: PPI
heeliks ja PPII heeliks. Need heelikisd on erinevad tavalistest valkudes esinevatest alfa-
heeliksitest. PPI heeliks on paremakéeline ja selles heeliksis on peptiidsidemed cis-
konformatsioonis. PPI heeliks on PPII heeliksiga vorreldes oluliselt kompaktsem. PPII heeliks
on paremakéeline ja peptiidsidemed on trans-konformatsioonis. Kuna trans-konformatsioon
on madalama energiaga kui cis-konformatsioon, on PPII heeliks PPI heeliksist levinum. PPII
heeliksit esineb ka valkudes, mis sisaldavad peale proliini teisigi aminohappeid. PPII heeliksis
lisab iiks proliinijiik ahela pikkusele u 3 A. PPII heeliksis oligoproliiniahelat peetakse
suhteliselt jdigaks struktuuriks ja seda on vdimalik kasutada molekulaarse joonlauana.
Oligoproliinahela kasutamine linkerina ARC-ides vdimaldab fikseerida distantsi doonor- ja
aktseptorluminofoori  vahel. [15] Paindliku linkeri korral saaksime erinevate

konformatsioonide ja selle tottu ka erinevate doonori ja aktseptori vaheliste distantside segu.

3.5. ARC-Lum(Fluo)-de rakendused

Adenosiini analoogist ja arginiine sisaldavast peptiidist koosnevaid ARC-e kasutatakse
bisubstraatsete sondidena proteiinkinaaside uurimiseks [16—19]. Hiljem on hakatud sarnase
struktuuriga molekule uurima muude rakenduste, sh OLED-ite jaoks. ARC-ide uurimine
OLED-ites kasutamiseks on huvipakkuv, kuna ARC-ides saavutatakse toatemperatuuril pika
elueaga signaal, kasutamata raskemetalle, mistottu on ARC-ide siintees odavam ja need on

vihem toksilised [8].

Orgaanilisi luminestseeruvaid molekule kasutatakse OLED-ites. Vorreldes mitteorgaaniliste
LED-idega, peetakse OLED-ekraanide eelisteks kiiremat reageerimisaega, realistlikumaid
varve, energiasddstlikkust ning vdimalust valmistada lébipaistvaid, painduvaid ja kumeraid
ekraane. OLED-id tehnoloogia katsumusteks on aga ekraani sissepdlemise véltimine, eluea

pikendamine ja piisava valgustugevuse saavutamine. [5,6]

Potentsiaalselt saaks ARC-Lum sonde kasutada ka hapniku sensoritena, sest nende
luminestsentsi intensiivsus ja eluiga soltub hapniku kontsentratsioonist keskkonnas [11]. Selle
to0 eesmérk on siinteesida linkereid ARC-Lum(Fluo) iihendites kasutamiseks ning leida

koige lihtsam ja odavam viis siinteeside ldbi viimiseks. Linkerite siinteesil vilditakse kalleid
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ja siinteesi skaalat piiravaid meetodeid (nt HPLC, siintees tahkel kandjal) ja piiiitakse leida
siinteesiskeem, mida oleks vodimalik kasutada ARC-Lum(Fluo)-de siinteesimiseks ka
toostuslikul skaalal (kuni tonnides). Siinteesitavad linkerid on oligoproliinid, sest oligoproliini
ahela jdikus voimaldab tépselt fikseerida doonor- ja aktseptorluminofoori vahelise kauguse.

Samuti siinteesitakse kaks ARC-Lum(Fluo) iihendit ning moddetakse nende ergastus- ja

emissioonispektrid ja luminestsentsi kustumine.

11



4. Reagentide, aparatuuri ja meetodite Kirjeldus

Kasutati korgkvaliteetseid reagente puhtusega iile 99% firmadelt Sigma-Aldrich, Iris Biotech
GmbH, Fluka, Alfa Aesar. 5-TAMRA-SE saadi firmalt Primetech.

Ohukese kihi kromatograafia tegemiseks kasutati Polygram (R) Sil G UV254 silikageeeliga
kaetud UV fluorofooriga plaate (Macherey — Nagel), visualiseeriti 254 nm UV kiirgusega
ja/voi ilmutati KMnOs4 vOi 4-dimetiiiilaminoasobenseeni lahusega, kui eksperimendi

kirjelduses ei ole mérgitud teisti.

Lahustite eemaldamiseks parast siinteesi kasutati firma Biichi vaakumrotaatorit Rotavapor (R)

R-200 ja firma Christ liiofilisaatorit.

'H ja '*C tuumamagnetresonantsspektroskoopia tehti Bruker Avance-III 700 MHz ja Bruker
Avance-II 200 MHz TMR spektromeetritel, vesiniku resonantssagedus oli 200 voi 700 MHz
ja stisinikul 50 voi 175 MHz. Solvendina kasutati CDCl; voi DMSO-d. Keemilise nihke
standard oli solvendi CDCI3 vdi TMS signaal.

Stinteeside produkte analiilisiti vedelikkromatograafia-massispektromeetria abil Shimadzu
Prominence HPLC vedelikkromatograafiga. Kasutati C18-pdordfaas-kolonni (Phenomenex
Gemini 5 pm), gradientelueeriti atsetonitriili ja vee seguga (0,1% TFA). Massispektrid
moddeti Schimadzu LCMS-2020 massispektromeetriga.

Stinteesitud ARC-ide kontsentratsiooni lahuses hinnati NanoDrop 2000c UV-Vis
spektrofotomeetriga. Lahuse neelduvuse pohjal 5S-TAMRA neeldumismaksimumis (u 580 nm)
arvutati lahuse kontsentratsioon, kasutades Lambert-Beeri seadust A = ecl. 5-TAMRA
neeldumiskoefitsiendiks € vdeti 78000 M'em™. [13]

Ergastus- ja emissioonispektrid modddeti mikrotiiterplaadilugejaga Synergy  Neo.
Ergastusspektreid mooddeti lainepikkuste vahemikus 250 — 430 nm sammuga 1 nm,
oodatavaks emissiooni lainepikkuseks maéadrati 580 nm. Aegviivituseks médrati 100 us ja
integratsiooniajaks 2000 us. Emissioonispektreid mdoddeti lainepikkuste vahemikus 400 — 800
nm sammuga 1 nm, ergastuse lainepikkuseks miérati 340 nm. Aegviivituseks méérati 100 ps
ja integratsiooniajaks 2000 ps. Eri siivenditest moddetud véidrtused keskmistati, suurim

vadrtus vordustati 100-ga.

Luminestsentssignaali kustumist moddeti spektrofluoromeetriga Fluoromax-4 aegviivitusega

modOtmise reziimis. Ergastati lainepikkusel 340(20) nm, emissioonisignaali koguti
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lainepikkusel 590(10) nm. Sammupikkus oli 0,05 ms ja maksimaalne mddteaeg oli ARC-

1491 puhul 5 ms ja ARC-1492 puhul 10 ms.
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5. Eksperimentaalne osa
5.1.0rgaaniline siintees

5.1.1. Boc-di-L-proliinmetiiiilestri siintees

+ N
N OH NH O. — = o]
5 {j\r HCI CH, N\ \
oc 0 0 ) o) CH3

O
Boc

Joonis 2: Boc-di-L-proliinmetiiiilestri (1a) {ildine slinteesiskeem
5.1.1.1. Meetod 1

Stinteesiskeem Joonisel 2. 1076 mg Boc--proliini (5,0 mmol) ja 1894 mg HBTU (5,0 mmol)
lisati 100 ml iimarkolbi ja lahustati 10 ml DMF-is. Lisati 607 pul TEA-d (4,4 mmol). 998 mg
ProOMe (7.7 mmol) lahustati 15 ml DMF-is, lisati 1,3 ml TEA-d (9,3 mmol), ProOMe lahus
lisati Boc-L-proliini lahusele, kolbi loputati kaks korda 2 ml DMF-iga ja iiks kord 1 ml DMF-
iga. Reaktsioonisegu segati toatemperatuuril iiledd. Reaktsiooni kulgu kontrolliti TLC-ga,
vooluti EA/heksaan 1:1, Ri(1a) = 0,18. Lahusti aurustati rotaatoraurustiga. Produkt lahustati
50 ml etiililatsetaadis, pesti kaks korda 50 ml 5% NaHCOs lahusega, kaks korda 50 ml 10 %
NaH;POy4 lahusega ja tliks kord 50 ml kiillastatud NaCl lahusega. Orgaanikakiht koguti 50 ml
iimarkolbi, lahusti eemaldati rotaatoraurustiga ja liiofilisaatoriga. Produkti 1a saadi 990 mg
(3,0 mmol, 61%). 'H TMR (CDCl3): § = 1,18-1,33 (t, 1H), 1,38, 1,44 (d, 9H), 1,70-2,45(m),
3,68-3,72 (3H), 4,04—4,22 (q, 1H), 4,32-4,70 (m, 2H). (Joonis 17)

5.1.1.2. Meetod 2

Stinteesiskeem Joonisel 2. 1051 mg Boc-LPro (4,9 mmol) lahustati 5 ml NMM-s (45,5
mmol), lisati 762 mg HOBt lahustatuna 12 ml CH>Cl,-s. Reaktsioon jahutati — 47 °C-ni 1,3-
dimetiiiilibenseen/N, jahutusvannil. Lisati 757 mg EDC-d, segati 15 min. Kolbi pipeteeriti
tilkhaaval 982 mg Pro-Me*HCI ja 1360 pl TEA lahus 20 ml 1:1 DMF/CH2Clz-s. Jahutus
eemaldati. Reaktsiooni kulgu kontrolliti TLC-ga, vooluti CHCI3/MeOH 9:1, Ri(1a) = 0,65.
Reaktsioon kéis iile6d, lahusti aurustat i1 rotaatoraurustiga. Produkt lahustati 50 ml
etlililatsetaadis, pesti kaks korda 50 ml 5% NaHCO; lahusega, kaks korda 50 ml 10%
NaH;PO4 lahusega ja iiks kord 50 ml kiillastatud NaCl lahusega. Orgaanikakihti kuivatati
veevaba MgSOs-ga. MgSO4 eemaldati, filtreerides 14dbi vati. Lahusti aurustati
rotaatoraurustiga. Produkti 1a saadi 474 mg (1,5 mmol, 30%).
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5.1.2. Boc-di-L-proliini siintees

N - N
[’H — CH o
|;\| O 0 Ch 13 5\1 O o H
Boc

Boc

Joonis 3: Boc-di-L-proliini (1b) iildine siinteesiskeem

Stinteesiskeem  Joonisel 3. Produkt 1a lahustati 2 ml metanoolis, umbes pool lahusest
pipeteeriti 25 ml kolbi (542 mg, 1,7 mmol). Kolbi lisati veel 3,55 ml metanooli ja
magnetsegaja. Kolbi jahutati vesi/jdd jahutusvannis 0 °C-ni. Keeduklaasi kaaluti 133 mg
LiOH*H>0 (3,2 mmol), lahustati 2 ml vees (1,6 M lahus). Lahus pipeteeriti tilkhaaval kolbi,
seejirel jahutusvann eemaldati. Reaktsioon kéis 3 h. Reaktsiooni kulgu kontrolliti TLC-ga,
vooluti CHCl3/MeOH/AcOH 90:8:2, R{1lb) = 0,48. Lahusti eemaldati rotaatoraurustiga.
Produkt lahustati 40 ml etiiiilatsetaadis, lisati 4,5 ml 10% KHSO4 lahust. Veekihi pH pérast
ekstraheerimist oli 1 — 2. Orgaanikakihti pesti kaks korda 40 ml kiillastatud NaCl lahusega,
kuivatati veevaba MgSQOs-ga. MgSO4 eemaldati, filtreerides 1dbi vati. Orgaanikakiht koguti 50
ml kolbi, lahusti aurustati rotaatoraurusti ja liiofilisaatoriga. Produkt oli kollakasvalge tahke
vaht. Produkti 1b saadi 423 mg (1,4 mmol, 82%). TMR oli sarnane kirjanduses varasemalt

saadud tulemusega. [20]

5.1.3. Di-L-proliinmetiiiilester-soolade siintees

N » N
ol o
E’H . [NAH N
N o © CH, " o O CH,
R

Boc

Joonis 4: Di-L-proliinmetiiiilester-soolade iildine siinteesiskeem. 1d: R' = TFA; 1e: R! = HCI; 1f: R! = pTsOH

5.1.3.1. Di-L-proliinmetiiiilester-TFA siintees

Stinteesiskeem Joonisel 4. 446 mg produkti 1a (1,4 mmol) lahustati 3,7 ml CH2Cl-s 50 ml
kolvis, lisati magnetsegaja, kolb asetati jadvanni. 0 °C juures pipeteeriti kolbi 0,6 ml TFA-d.
Reaktsioon kdis 3,5 h, reaktsiooni kulgu kontrolliti TLC-ga. Lahusti aurustati rotaatoraurusti

ja lilofilisaatoriga. Olijat produkti 1d saadi 694,93 mg (kvantitatiivne saagis).

5.1.3.2. Di-L-proliinmetiiiilester-pT's siintees

Stinteesiskeem Joonisel 4. 474 mg produkti 1a lahustati 2 ml metanoolis, 1 ml pipeteeriti 25

ml imarkolbi, lahusti aurustati rotaatoraurustiga, m(la) = 196 mg. 207 mg p-
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tolueensulfoonhapet lahustati 200 pul CH>Clp-s, lisati 400 ul THF-i. Lahus lisati 1a-le ja segati
30 min. Lahusti eemaldati rotaatoraurustiga. Produkti 1f saagist ei hinnatud, sest liigset p-

tolueensulfoonhapet ei eemaldatud.

5.1.3.3. Di-L-proliinmetiiiilester-HCI siintees

Stinteesiskeem Joonisel 4. 5 ml {imarkolbi kaaluti 111 mg produkti 1a (0,34 mmol), lahustati
1 ml metanoolis. Kolbi pipeteeriti 296 ul 35% HCI lahust. Reaktsioon kiis 1 h. Reaktsiooni
kulgu kontrolliti TLC-ga. Lahusti aurustati rotaatoraurusti ja liiofilisaatoriga. Produkti le
saadi 82,7 mg (0,31 mmol, 93%). 1H TMR (CDCl;): 6 = 1,80-2,70, 3,12-3,67, 3,73, 7,50—
8,12, 10,85-11,70. (Joonis 19)

5.1.4. Boc-tetra-L-proliinmetiiiilestri siintees

N
f |
N + N — o N
EH » OH D‘« o o o
N o 0 0 0O CHy N_ s)
Boc Boc 0—CH,

)
R‘I
Joonis 5: Boc-tetra-L-proliinmetiiiilestri (2a) iildine siinteesiskeem

5.1.4.1. Meetod 1

Stinteesiskeem Joonisel 5. 25,2 mg produkti 1b (0,08 mmol) lahustati 265 ul DMF-is, lisati 34
ul TEA-d ja 33,5 mg HBTU-d. Lahust inkubeeriti 1,5 h. Umarkolbi kaaluti 82,0 mg 1f, lisati
2 ml MTBE-d ja 2 ml 1 M K>COs lahust. Eetrikiht koguti eraldi kolbi. Veekihti ekstraheeriti
veel kaks korda 1 ml MTBE-ga, eetrikihid lisati kolbi. Lahusti aurustati rotaatoraurustiga.
Produkti 1¢ saadi 39,8 mg (0,18 mmol). 1¢ kolbi pipeteeriti 1b lahus. Reaktsiooni kulgu
kontrolliti TLC-ga, vooluti CHCI3/MeOH 9:1, Ri(2a) = 0,74. Reaktsioonisegu segati iledo.
Lahusti aurustati rotaatoraurustiga. Produkt lahustati 20 ml etiitilatsetaadis, pesti kaks korda
20 ml 5% NaHCOs3 lahusega, kaks korda 20 ml 10% NaH;PO4 lahusega ja iiks kord 20 ml
kiillastatud NaCl lahusega. Orgaanikakihti kuivatati veevaba MgSO4-ga. MgSO4 eemaldati,
filtreerides lébi vati. Lahusti aurustati rotaatoraurustiga. Produkti 2a saadi 5,38 mg (0,01

mmol, 13%). TMR oli sarnane kirjanduses varasemalt saadud tulemusega. [20] (Joonis 18)

5.1.4.2. Meetod 2

Stinteesiskeem Joonisel 5. 1,5 ml Eppendorfi tuubi kaaluti 9,73 mg produkti 1b ja lahustati
100 pul DMF-is. Lisati 13 pul TEA-d ja 13,1 mg HBTU-d, segati. 10 min pérast lisati 10,4 mg
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le. Reaktsioon kiis toatemperatuuril iile6o, reaktsiooni kulgu kontrolliti TLC-ga. Lahusti
kuivatati liofilisaatoriga. Ekstraheerimiseks lahustati produkt 600 pl etiiiilatsetaadis, pesti

kolm korda 600 pl 5% NaHCOs lahusega ja iiks kord 600 pl kiillastatud NaCl lahusega.

5.1.4.3. Meetod 3

Stinteesiskeem Joonisel 5. 1,5 ml Eppendorfi tuubi kaaluti 9,34 mg produkti 1b ja lahustati
100 ul DMF-is. Lisati 13 pl TEA-d ja jahutati jddvannis. Lisati 5,63 mg EDC-d, saegati. 10
min pérast lisati 9,38 mg le. Reaktsioon kdis toatemperatuuril {ile6d, reaktsiooni kulgu
kontrolliti TLC-ga. Lahusti kuivatati liiofilisaatoriga. Ekstraheerimiseks lahustati produkt 600
pl etiitilatsetaadis, pesti kolm korda 600 pl 5% NaHCOs lahusega ja liks kord 600 pl
kiillastatud NaCl lahusega.

5.1.4.4. Meetod 4

Stinteesiskeem Joonisel 5. 1,5 ml ependorfi kaaluti 9,49 mg produkti 1b ja lahustati 100 pl
DMF-is. Lisati 13 pul TEA-d ja 17,6 mg PyAOP-d, segati. 10 min pérast lisati 9,51 mg le.
Reaktsioon kiis toatemperatuuril {iledd, reaktsiooni kulgu kontrolliti TLC-ga. Lahusti
kuivatati liofilisaatoriga. Ekstraheerimiseks lahustati produkt 600 pl etiiiilatsetaadis, pesti

kolm korda 600 pl 5% NaHCOs3 lahusega ja iiks kord 600 pl kiillastatud NaCl lahusega.

5.1.5. L-proliinbensiiiilestri siintees

—h_
NH OH NH D\
H-CI Bn

o} 0

Joonis 6: L-proliinbensiiiilestri (0a) iildine siinteesiskeem

Stinteesiskeem Joonisel 6. 995 mg -proliini (8,6 mmol) kaaluti 50 ml iimarkolbi ja lahustati
10 ml bensiiiilalkoholis. Kolbi jahutati vesi/jdd jahutusvannis. 0 °C juures lisati 1104 pl
tioniiiilkloriidi ja segati 2,5 h. Reaktsiooni kulgu kontrolliti TLC-ga, vooluti CHCls/MeOH
9:1, R{0a) = 0,63. Jahutusvann eemaldati ja reaktsioonisegu kuumutati 95 °C juures 19 h.
Seejérel kuumutus eemaldati ja reaktsioonisegu segati toatemperatuuril veel 50 h. Kolbi lisati
etiiilatsetaati  kuni sademe tekkimiseni. Sade filtreeriti paberfiltriga ja kuivatati

toatemperatuuril iile6d. Produkti 0a saadi 1675 mg (94%).
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5.1.6. Boc-di-L-proliinbensiiiilestri siintees
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Joonis 7: Boc-di-L-proliinbensiiiilestri (1a*) iildine siinteesiskeem

Stinteesiskeem Joonisel 7. 508 mg 0a toorprodukti lahustati 20 ml CHCIz-s ja ekstraheeriti
kaks korda 20 ml 1 M K>COs3 lahusega. Orgaanikakiht koguti kolbi ja roteeriti. Puhast { Pro-
Bn-i saadi 395 mg (1,9 mmol), see lahustati 5 ml DMF-is ja lisati 325 pul TEA-d. 501 mg Boc-
LPro-OH (2,3 mmol) ja 968 mg HBTU-d (2,6 mg) lahustati 5 ml DMF-is, lisati 325 pul TEA-d,
inkubeeriti 50 min. Boc-LPro-OH lahus lisati 0a lahusele. Segati toatemperatuuril 120 h.
Reaktsiooni kulgu kontrolliti TLC-ga, vooluti CHCl3/MeOH 9:1, Ri(1a*) = 0,82. Lahusti
kuivatati rotaatoraurustiga. Produkt lahustati 30 ml EA-s, ekstraheeriti kaks korda 30 ml 5%
NaHCOs, kaks korda 30 ml 10% NaH;PO4 ja iiks kord 30 ml kiill. NaCl lahusega.
Orgaanikakihti kuivatati MgSOa-ga, roteeriti. Olijat produkti 1a* saadi 855 mg (kvantitatiivne

saagis).

5.1.7. Di-L-proliinbensiiiilester-HCl siintees

N \ N
EH o, CH o
Ay
F o o Bn NH 9 O Bn
Boc

HCI

Joonis 8: Di-L-proliinbensiiiilester-HCI (1e*) iildine siinteesiskeem

Stinteesiskeem Joonisel 8. 855 mg 1a* (2,1 mmol) lahustati 8 ml MeOH-s, lisati 2286 pl 35%
HCI lahust. Segati 1 h, roteeriti, kuivatati liiofilisaatoriga. Produkt lahustati 40 ml EA-s, lisati
3 ml 10 % KHSO4 lahust, kuni pH oli 1...2. Ekstraheeriti 40 ml kiill. NaCl lahusega.
Orgaanikakihti kuivatati MgSO4-ga, roteeriti. Produkti le* saadi 867 mg (2,3 mmol,

kvantitatiivne saagis).
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5.1.8. Boc-tetra-L-proliinbensiiiilestri siintees

LAY
N
N + N —_— o /N
EH OH [H o o o
N Y d NH Y BN N, 0
Boc 0—Bn
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Joonis 9: Boc-tetra-L-proliinbensiiiilestri (2a*) iildine siinteesiskeem

Stinteesiskeem Joonisel 9. 200 mg 1b (0,64 mmol) lahustati 2 ml DMF-is, lisati 267 mg
HBTU-d ja 135 ul TEA-d. Lahust inkubeeriti 15 min. 238 mg 1e* (0,62 mmol) lahustati 1,5
ml DMF-is, lisati 300 pl TEA-d. le* lahus lisati 1b lahusele. Reaktsioonisegu segati
toatemperatuuril 72 h. Reaktsiooni kulgu kontrolliti TLC-ga, vooluti CHCl3/MeOH 9:1,
Ri2a*) = 0, 79. Lahusti eemaldati rotaatoraurustiga. Produkt lahustati 10 ml EA-s,
ekstraheeriti kaks korda 10 ml 1M K>COs, kaks korda 10 ml 10 % NaH>POs ja iiks kord
kiillastatud NaCl lahustega. Produkti 2a* saadi 135 mg (0,23 mmol, 36%). (Joonis 20)

5.1.9. Boc-tetra-L-proliini siintees

N
N
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Joonis 10: Boc-di-L-proliini (1b) iildine siinteesiskeem

Stinteesiskeem Joonisel 10. 121 mg 2a* (0,20 mmol) lahustati 1 ml MeOH-s, jahutati
jaavannil. 0,25 ml 1,6 M LiOH lahust lisati tilkhaaval 2a* lahusele. Jidvann eemaldati.
Reaktsioonisegu segati toatemperatuuril 2 h. Lahusti eemaldati rotaatoraurustiga. Produkt
lahustati 8 ml EA-s, lisati 400 ul 1 M KHSO4 lahust ja 8 ml kiillastatud NaCl lahust. pH u
1...2. EA kiht eraldati. Veekihti ekstraheeriti veel kaks korda 8 ml EA-ga. EA-kihid {ihendati,
kuivatati MgSQ4-ga, rotaatoraurustiga. Produkti 2b saadi 90,4 mg (0,18 mmol, 88%).
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Joonis 11: Linkerite siinteesiskeemid. a) HBTU, TEA, DMF, 24 °C, 18 h, 61-76%; b) HOBt, EDC, NMM,
CH,Cl,/DMF, -48 °...24 °C, 18h, 30%; c) LIOH*H,0, MeOH/H-O0, 0 °...24 °C, 3 h, 82%; d) TFA, CH»Cl,, 24 °C,
3,5 h; e) HCI, MeOH, H-0, 24 °C, 1h, 93%; f) pTsOH, THF, CH,Cl,, 24 °C, 0,5 h; g) 1b, 1c, HBTU, TEA,
DMF, 24 °C, 18 h, 13%; h) 1b, 1e, HBTU, TEA, DMF, 24 °C, 18 h; i) 1b, le, EDC, TEA, DMF, 24 °C, 18 h; j)
1b, le, PyAOP, TEA, DMF, 24 °C, 18h; k) 2a*, LIOH*H>0, 0 °...24 °C, 2 h, 88%.

5.1.10. 5-(2-amino-4-piirimidiniiiil)-2-tiofeenkarboksiiiilhappe siintees
NH,

NH. /&
0 M
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Joonis 12: 5-(2-amino-4-piirimidiniiiil)-2-tiofeenkarboksiiiilhappe piperasiinamiidi siinteesiskeem. a)1) 5-
atsetiitiltiofeen-2-karboksiiiilhape, DMF-DMA, DMF, 130 °C, 22 h; 2) guanidiin HCI, K,COs, DMF, 130 — 145
°C, 72 h; 3) 0,5 M KOH, 115 °C, 18 h, 77%; b) 3, NMM, HBTU, DMF, piperasiin, 1h, 100%.

Aine 3 siintees viidi 14bi varasemalt kirjeldatud eeskirja pdhjal [1]. Siinteesiskeem on

Joonisel 12. 1002 mg (5,9 mmol) 5-atsetiiiiltiofeen-2-karboksiiiilhapet kaaluti 25 ml
iimarkolbi, lahustati 5 ml DMF-is, (lisati magnetsegaja,). Kolbi pipeteeriti 2 ml DMF-DMA-
d. Kuumutati 130 °C plaadi kohal 22 h (iille6d). Lahusti eemaldati rotaatoraurustiga.
Vaheprodukt lahustati 25 ml DMF-is ja lisati 100 ml iimarkolbi, kuhu oli kaalutud 1429 mg
guanidiin hiidrokloriidi ja 3037 mg K>COs. Reaktsioonisegu segati 130 °C plaadi kohal 24 h.
Reaktsioonisegust tehti TLC, mis néitas, et ldhteainet 1 oli alles. Reaktsioonisegusse lisati
veel 192 mg guanidiin hiidrokloriidi ja 413 mg K>COs3 ning segati veel 48 h 145 °C plaadil.
Lahusti eemaldati rotaatoraurustiga. Kolbi lisati 60 ml 0,5 M KOH lahust. Kuumutati 115 °C
plaadil tiledd. Reaktsioonisegu jahutati, lahuse ruumala vdhendati rotaatoraurustiga. Lahus
kanti 50 ml tuubi. Lahus hapustati KHSO4-ga, tekkis sade. Sade tsentrifuugiti tuubi pdhja,
lahus eemaldati. Sadet pesti kaks korda veega. Sade kuivatati liiofilisaatoris. Produkti 3 saadi

1,00 g (77%). TMR oli sarnane kirjanduses varasemalt saadud tulemusega. [1]
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5.1.11. 5-(2-amino-4-piirimidiniiiil)-2-tiofeenkarboksiiiilhappe piperasiinamiidi siintees

Stinteesiskeem Joonisel 12. 21,0 mg ainet 3 (0,095 mmol) lahustati 2 ml DMF-is, lisati 104
ul NMM-i ja 36,9 mg HBTU-d. Lahust inkubeeriti 3 min, seejdrel lisati 47,6 mg piperasiini.
Reaktsioonisegu segati 1 h, lahusti eemaldati rotaatoraurustiga. Lahustati 5 ml 0,4 M K>COs
lahuses ja 5 ml EA-s. EA-kiht eraldati. Veekihti ekstraheeriti veel neli korda 3 ml EA-ga. EA-
kihid iihendati, kuivatati MgSQs, lahusti eemaldati rotaatoraurustiga. Ainet 4 saadi 29,5 mg

(0,10 mmol, kvantitatiivne saagis). (Joonis 21)

5.1.12. Ainete 5 ja 6 siintees
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Joonis 13: ARC-ide siinteesiskeem. a) 2b, 4, HBTU, NMM, DMF, 18 h, 27%; b) 5/6, TFA, CH,Cl>, 0...22 °C,
1,5 h; ¢) 5d, 5-TAMRA-SE, NMM, DMF, 42 h, 21%; d) 5d, 5-TAMRA-SE, HBTU, NMM, 18 h, 30%.

Joonis 13: reaktsioon a. 18,0 mg produkti 2b kaaluti 5 ml timarkolbi. 14,5 mg HBTU-d
lahustati 500 ul DMF-is, pipeteeriti kolbi, lisati 39,6 ul NMM-i. Lahust inkubeeriti 10 min.
12,2 mg produkti 4 lahustati 250 pl DMF-is ja lisati kolbi. Reaktsioonisegu segati
toatemperatuuril tile6d. Lahusti eemaldati rotaatoraurustiga. Produkt lahustati ml EA-s,
ekstraheeriti kaks korda 1,5 ml 1M K,COs-ga, kaks korda 1,5 ml 10 % NaH>POs-ga ja iiks
kord 2 ml kiillastatud NaCl lahusega. Kuivatati MgSOs-ga, lahusti eemaldati
rotaatoraurustiga. Produktide 5 ja 6 segu saadi 7,47 mg (0,01 mmol, 27%). Puhastati
kolonnkromatograafiaga (eluent 84:15:0,8 CHCl3/MeOH/TEA, R«(5) = 0,82, R{6) = 0,79).

Pérast puhastamist oli produktide segu m = 2,8 mg.

5.1.13. Ainete 5d ja 6d

Joonis 13: reaktsioon b. 2,8 mg produktide 5 ja 6 segu lahustati CH>Cl,-s jahutati jadvannil.
Lisati 100 pl TFA-d, jddvann eemaldati. Reaktsioonisegu segati 1,5 h. Lahusti eemaldati
rotaatoraurustiga. Produktid puhastati HPLC-ga. Produkti 5d saadi 300 nmol, produkti 6d

saadi 150 nmol.
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5.1.14. ARC-1491 siintees

Joonis 13: reaktsioon c. 100 nmol 5-TAMRA-SE-d lahustati 50 ul DMF-is, lisati 5 ul NMM-
1, segati. Lahus lisati 100 nmol 5d-le. Reaktsioonisegu hoiti toatemperatuuril iile6d. Lisati 200

nmol HBTU-d ja hoiti veel u 18 h. ARC-1491 puhastati HPLC-ga, saadi 21 nmol (21%).

5.1.15. ARC-1492 siintees

Joonis 13: reaktsioon d. 50 nmol 5STAMRA-SE-d lahustati 10 ul DMF-is, lisati 3 pl NMM-i
ja 50 nmol HBTU-d. Segati 3 min. Lahus lisati 50 nmol 6d-le. Reaktsioonisegu hoiti
toatemperatuuril ile66. ARC-1492 puhastati HPLC-ga, saadi 15 nmol (30%).

5.2. Siinteesitud iihendite iseloomustamine

5.2.1. Ergastus- ja emissioonispektrite m6otmine

Stinteesitud ARC-ist valmistati 0,5 mM ja 0,05 mM lahused PVA-s. Kolme mikrotiiterplaadi
siivendisse pipeteriti 20 pl 0,5 mM lahust ja kahte auku 20 pl 0,05 mM lahust. Lahusel lasti
kuivada kaks pdeva. Ergastus- ja emissioonispektrid modddeti mikrotiiterplaadilugejaga
Synergy Neo. Ergastusspektreid moddeti lainepikkuste vahemikus 250 — 430 nm sammuga 1
nm, oodatavaks emissiooni lainepikkuseks méérati 580 nm. Aegviivituseks méérati 100 pus ja
integratsiooniajaks 2000 ps. Emissioonispektreid moddeti lainepikkuste vahemikus 400 — 800
nm sammuga 1 nm, ergastuse lainepikkuseks méaarati 340 nm. Aegviivituseks méérati 100 pus
ja integratsiooniajaks 2000 ps. Eri siivenditest moddetud viddrtused keskmistati, suurim

védrtus vordustati 100-ga.

Joonisel 14 on nidha, et mdlema ARC-i ergastusspektri maksimum on u 340 nm juures, mis
langeb kokku kasutatud doonorluminofoori jaoks eelnevates uurimustes moddetud
tulemustega.” Mdlema ARC-i emissioonispektri maksimum on u 585 nm, mis vastab 5-

TAMRA emissioonispektri maksimumile.
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Joonis 14: ARC-1491 ja ARC-1492 aegviivitusega ergastus(ex)- ja emissioonispektrid(em).
5.2.2. Luminestsentssignaali kustumise m66tmine

Stinteesitud ARC-ist valmistati 0,5 mM lahused PVA-s. 20 pl lahust kanti klaasplaadile ja
lasti kuivada kaks pdeva. Luminestsentssignaali kustumist mdddeti spektrofluoromeetriga
Fluoromax-4. Ergastati lainepikkusel 340(20) nm, emissioonisignaali koguti lainepikkusel

590(10) nm. Sammupikkus oli 0,05 ms ja maksimaalne modteaeg oli ARC-1491 puhul 5 ms
ja ARC-1492 puhul 10 ms.

Vorrandist 1 jireldub, et luminestsentssignaali intensiivsus viheneb ajas eksponentsiaalselt.
Varasemalt on leitud, et koikide ARC-Lum(Fluo) iihendite kustumine ei allu
itheeksponentsiaalsele mudelile, vaid sisaldab kiiret ja aeglast komponenti [2]. Seetdttu
analiiisiti luminestsentssignaali kustumist {ihe- ja kaheeksponentsiaalse kustumiskdveraga.
Andmetootluseks kasutati programmi GraphPad Prism. Algintensiivsust ega platoo vdértust ei
fikseeritud. =~ Modlema  mudeli  pdhjal  arvutati  luminestsentssignaali  eluiga.

Kaheeksponentsiaalse mudeli korral arvutati keskmistatud luminestsentssignaali eluiga

jargmise valemi pohjal:

2
— iXiT;
T, = 2i0iT] (Vorrand 5)
it
7; tdhistab keskmistatud luminestsentsi eluiga, a: vastava komponendi (kiire vdi aeglase)

osakaalu ning 7; selle komponendi eluiga. [7]

Joonisel 15 on kujutatud ARC-ide luminestsentssignaali kustumine. Uheeksponentsiaalse
mudeli jargi saadi ARC-1491 luminestsentssignaali elueaks 0,46 ms ja ARC-1492 elueaks 1,2
ms. Kaheeksponentsiaalse mudeli jargi saadi ARC-1491 kiire komponendi (61%) elueaks

23



0,15 ms ja aeglase komponendi (39%) elueaks 0,90 ms. ARC-1492 kiire komponendi (60%)
elueaks saadi 0,24 ms ja aeglase komponendi (40%) elueaks 2,3 ms. Vorrandi 5 jargi arvutati
ARC-1491 luminestsentssignaali keskmiseks elueaks 0,75 ms ja ARC-1492 keskmiseks

elueaks 2,0 ms.
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Joonis 15: ARC-1491 ja ARC-1492 luminestsentssignaali kustumine.
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Joonis 16: Normaliseeritud ARC-1491 ja ARC-1492 luminestsentssignaali kustumine.
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6. Tulemuste arutelu

6.1. Proliinlikneri siintees

Selles to0s stinteesiti di- ja tertaproliinlinker. Linkerite kokkuvdtlik siinteesiskeem on Joonisel

11.

Selles t60s siinteesiti grammiskaalas kaitstud N- ja C-terminaliga diproliin (la) kahel
meetodil. Esimese meetodi puhul toimus reaktsioon DMF-is ja happe aktiveerimiseks kasutati
HBTU-d. Selle reaktsiooni saagis oli 61%. Saagise parandamiseks otsustati jérgida
kirjanduses varasemalt kirjeldatud eeskirja, kus reaktsioon toimus DMF/CH>Cl segus ja happe
aktiveerimiseks kasutati HOBt-i ja EDC-d. Selle reaktsiooni saagis oli aga madalam kui

esimese meetodi puhul — vaid 30%.

Seejiarel eemaldati osalt produktist 1a C-terminali kaitseriihm (metiililriihm) LiOH-ga

seebistamise teel ja saadi produkt 1b. Selle reaktsiooni saagis oli 82%.

la-1t N-terminali kaitseriihma eemaldamiseks prooviti kolme meetodit. Esmalt kasutati Boc-
riihma eemaldamiseks reaktsiooni TFA-ga. TFA on iiks enim kasutatavatest reagentidest Boc-
rihma eemaldamiseks, eriti tahkefaasi siinteesis. Selle eelisteks on lahustuvus orgaanilistes
lahustites ja suhteliselt madal keemistemperatuur, puudusteks aga kallis hind ja
keskkonnaohtlikkus. Selle reaktsiooni saagist ei olnud vdimalik hinnata, sest reaktsioonisegu
ei saadud piisavalt kuivaks ja lahustijadkide tottu tuli ndiline saagis teoreetilisest suurem.
Seejdrel kasutati Boc-rithma eemaldamiseks paratolueensulfoonhapet. Selle reaktsiooni
saagist ei olnud vdimalik hinnata, kuna reageerimata paratolueensulfoonhapet ei saa
eemaldada produktist rotaatoraurusti abil. Kolmandaks kasutati Boc-rithma eemaldamiseks

35% HCI lahust, selle reaktsiooni saagis oli 93%.

Tetraproliini siinteesi prooviti viie erineva meetodiga, varieerides nii aminoriithmaga seotud
aniooni kui ka happeriihma aktivaatoreid. Esimese meetodi puhul kasutati TFA-ga seotud
amiini (1d) ja aktivaatorina HBTU-d ja puhastamiseks kasutati ekstraheerimist
etiitilatsetaadiga. Selle reaktsiooni produkti saadi liiga vidhe, et saagist hinnata. Jargmise
kolme meetodi puhul kasutati HCI-ga seotud amiini (1e) ja kolme eri aktivaatorit: HBTU-d,
EDC-d ja PyAOP-d. Need reaktsioonid viidi 1dbi milligrammiskaalas ependorfides ja saadusi
uuriti HPLC MS-ga. Kromatogrammidelt oli ndha, et EDC-ga aktiveeritud reaktsioonisegus
oli produkti korvalproduktidega vorreldes suhteliselt vdhe. HBTU-ga aktiveeritud
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reaktsioonisegus sisaldas palju nii produkti kui ka korvalprodukte. PyAOP-ga aktiveeritud

reaktsioonisegus oli kdrvalprodukte kdige vihem.

Lisaks analiitisiti HPLC-ga reaktsiooni a ekstraheerimisest iile jddnud veekihti. Leiti, et
veekiht sisaldas olulisel madral produkti 1a. Jareldati, et reaktsioonid kulgesid hésti, kuid
koigil juhtudel kasutatud ekstraheerimise skeem ei té6tanud, sest produkt lahustus liiga palju

VECes.

Uhendite vees lahustuvuse vihendamiseks siinteesiti hiidrofoobse bensiiiilriihmaga kaitstud

proliin 0a, mida kasutati jargmistes siinteesides ldhteainena. Reaktsiooni saagis oli 94%.

Stinteesiti diproliin 1a*, milles karboksiiiilriihm oli kaitstud bensiiiilriihmaga. Produkti
ekstraheeriti sama skeemi jdrgi, mida kasutati 1a ekstraheerimiseks. Saadi kvantitatiivne
saagis. Seejirel eemaldati 1a* Boc-kaitserithm, saadi aine 1e* (kvantitatiivne saagis). 1le* ja

1b reageerimisel saadi tetraproliin 2a*.

Tetraproliin 2a* hilisemal analiitisimisel HPLC-ga selgus, et siinteesitud produkt sisaldas
siiski olulisel mééral ainet 1a*. Seda korvalprodukti ei leitud TLC kidigus, kuna 2a* ja 1a* Ry
vddrtused CHCI3/MeOH 9:1 eluendi kasutamisel on véga sarnased ja seetdttu ained ei
lahutunud TLC plaadil. Jareldati, et kaitserithmade eemaldamine ei olnud piisavalt efektiivne.
Tulevikus plaanitakse pikendada kaitserihma eemaldamise etappide reaktsiooniaegu, et

reaktsioonid kulgeksid 16puni ning hoolsamalt kontrollide vaheproduktide koostiseid.

Ainelt 2a* eemaldati esmalt Bn-kaitseriihm, kuna leiti, et seda on voimalik eemaldada
selektiivsemalt, kui Boc-kaitsriihma.

6.2. Tiofeeni sisaldavate iihendite siintees

Siinteesiti tiofeeni sisaldav aine 3 saagisega 77%, saagis oli sarnane kirjanduses toodud
saagisega [1]. Sellele lisati piperasiin, mille kaudu on vdimalik tiofeeni iihendada
proliinlinkeriga. Saadi aine 4 (kvantitatiivne saagis). Molema produkti puhtust hinnati TMR-

analiiiisiga, korvalprodukte ei leitud.

6.3. ARC-ide siintees

Tiofeeni sisaldavale ainele 4 lisati produktide 2a* ja 1a* segu, saadi produktide 5 ja 6 segu.
Produkte S ja 6 piiiiti eraldada kolonnkromatograafia abil. Selleks leiti eluendisegu, milles 5 ja

6 eraldusid — CHCIz/MeOH/TEA 84:15:0,8. Selles eluendis oli aine § Rf= 0,82 ja aine 6 Rr=

26



0,79. Siiski ei olnud voimalik kolonnkromatograafia abil aineid lahutada, kuna nende Rt

védrtused olid liiga sarnased.

Eemaldati ainete 5 ja 6 Boc-kaitseriihm. Pérast seda etappi puhastati produktid 5d ja 6d
HPLC-ga. Ainet 5d saadi 300 nmol ja ainet 6d 150 nmol.

Ainetele 5d ja 6d lisati fluorestsentsviarv 5-TAMRA aktiveeritud estri kujul. HPLC-
analiiiisiga leiti, et produkte oli tekkinud védga véhe. Jéreldati, et S-TAMRA-SE kvaliteet oli
ajas langenud, ning reaktsioonisegusse oli vaja lisada aktivaatorit (HBTU-d). 5d {ihendamisel
5-TAMRA-ga saadi kaht proliini sisaldav ARC-1491 ja 6d iithendamisel 5-TAMRA-ga saadi
nelja proliini sisaldav ARC-1492.

6.4. ARC-ide luminestsentsomaduste méiaramine

Maidrati ARC-1491 ja ARC-1492 ergastus- ja emissioonispektrid ning luminestsentssignaali

kustumise eluiga.

Ergastus- ja emissioonispektreid moddeti aegviivitusega. Naidati, et ARC-ide ergastusspekter
langeb kokku kasutatud tiofeeniiihendi ergastusspektriga ja ARC-ide emissioonispekter
langeb kokku 5-TAMRA emissioonispektriga. See nditab, et kogu aeglane emissioon toimub
labi tiofeense fragmendi ergastuse ning TS-FRET on viga efektiivne, sest doonori

fosforestsentsile vastavat kiirgust ei ole niha.

Luminestsentssignaali kustumist moddeti samuti aegviivitusega reziimis. ARC-ide eluead
arvutati nii iihe- kui ka kaheeksponentsiaalse mudeli jirgi. Uheeksponentsiaalse mudeli jirgi
saadi ARC-1491 luminestsentssignaali elueaks 0,46 ms ja ARC-1492 eclueaks 1,2 ms.
Kaheeksponentsiaalne mudel kirjeldas eksperimendi andmeid palju paremini ning selle jargi
saadi jargi saadi ARC-1491 luminestsentssignaali keskmiseks elueaks 0,75 ms ja ARC-1492
keskmiseks elueaks 2,0 ms. Need tulemused on sarnased magistritods ,,ARC-LUM iihendite
fotoluminestsentsomaduste uurimine tahkes poliimeermaatriksis® saadud tulemustega, kus
diproliinlinkeriga sarnase lihendi keskmiseks elueaks saadi 0,62 ms ja pentaproliinlinkeriga
ithendi keskmiseks elueaks saadi 2,46 ms. Mida pikem on distants doonor- ja
aktseptorluminofoori vahel, seda pikem on luminestsentssignaal eluiga, kuna pikemate

linkerite korral on TS-FRET-i kiirus ja efektiivsus vdiksem. [2]

Vorrandi 4 jargi arvutati FRET-1 efektiivsused. Doonori eluea véértus tp = 31,70 ms saadi J.
Jogela magistritoost [2]. ARC-1491 korral saadi TS-FRET efektiivsuseks 0,98 ja ARC-1492

korral 0,94. Jareldati, et molema linkeri korral toimub FRET kiiresti ja efektiivselt. Liihema
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linkeri korral toimub efektiivsemalt singlet-singlet-FRET ja seetottu tekib vdhem tripletset
ergastust kui pikema linkeri korral. See paistab vilja pikema linkeriga iithendi kustumiskodvera
suuremast algintensiivsusest ja suuremast kovera alusest pindalast (Joonis 16).
Kustumiskovera alune pindala on antud juhul proportsionaalne aeglase luminestsentsi
kvantsaagisega. Seega antud nédites on pikema linkeri korral aeglast luminestsentsi rohkem.
See tdestab pikkade linkerite vajadust saamaks sellistes siisteemides maksimaalset aeglase
luminestsentsi kvantsaagist. Antud andmeid saab kasutada poolkvantitatiivse hinnangu
andmiseks, sest tahkete proovide kvantitatiivse kvantsaagise midramiseks peaks kasutama

integreerivat sfadri.

Joonisel 15 on ndha, et ARC-1492 luminestsentssignaali kustumise modtmisel ei joua signaal
10 ms jooksul nulli. Edaspidi voiks mddtmist teostada kauem, et eluea arvutamisel oleks

voimalik tdpsemini arvestada acglasemate komponentide panust.
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7. Kokkuvote

Selle t66 eesmirk oli silinteesida oligoproliinlinkereid ARC-Lum(Fluo) iihendites
kasutamiseks ning leida koige lihtsam ja odavam viis siinteeside 1dbi viimiseks. Linkerite
siinteesil ptiiti véltida kalleid ja siinteesi skaalat piiravaid meetodeid (nt HPLC, siintees tahkel
kandjal) ja leida siinteesiskeem, mida oleks vodimalik kasutada ARC-Lum(Fluo)-de
stinteesimiseks ka suuremal skaalal (grammid ja enam). Samuti siinteesiti kaks ARC-
Lum(Fluo) iihendit ning mdddeti nende ergastus- ja emissioonispektrid ja luminestsentsi

kustumise kiirus.

Reaktsioonide saagised jdid vahemikku 13-100%. Leiti, et siinteeside preparatiivseid
saagiseid vOib mdjutada ekstraheerimisetapp, kuna ka kaitstud tetraproliin lahustub teatud
maédral vees ja ldheb seetdttu osaliselt veefaasi. Selle vihendamiseks siinteesiti hiidrofoobsem
proliini bensiiiilester, mida kasutati edaspidi di- ja tetraproliinide siinteesides ldhteainena. Kui
tetraproliini Onnestub piisavalt suure saagisega siinteesida, vOib edaspidi silinteesida ka
pikemaid oligoproliine, nditeks oktaproliini. Samuti vdib toodud eeskirju kohandada teiste

peptiidide siinteesiks lahuses.

Proliinlinkerite siinteesiks kasutatud reaktsioonid toimusid lahuses, kuid ainete puhastamisel
ei Onnestunud tdielikult véltida kolonnkromatograafiat ja HPLC-d, kuna tekkis di- ja
tetraproliini segu. Segu tekkimist pdhjustas tdendoliselt see, et diproliinilt kaitseriihmade
eemaldamise etapis ei kulgenud reaktsioon 1dpuni. Seda saab edaspidi viltida, pikendades
reaktsiooniaegu. ToO0s vilja toodud eeskirju on vdimalik kasutada linkerite siinteesiks
olulisemalt suuremas skaalas, potentsiaalselt ka ARC-Lum(Fluo) thendite tddstuslikus

stinteesis.

Produktide puhtust kontrolliti TMR-iga. TMR niitas, et produktides pdhjustasid ebapuhtust
pohiliselt lahustijddgid (etiililatsetaat). Samas tuleb ka mainida, et antud iihendite spektrid on

vaga keerukad ning nende detailne analiiiis pole enamasti teostatav.

Samuti stinteesiti ARC-1491 ja ARC-1492, milles kasutati tiofeeni sisaldavat iihendit
doonorluminofoorina ja 5-TAMRA-t aktseptorluminofoorina ning méairati nende eragastus- ja
emissioonispektrid ning luminestsentssignaali kustumise eluiga. Uuritud ARC-ide puhul
kehtis seaduspira, et doonor- ja aktseptorluminofoori kauguse pikenemisel viheneb FRET-i

efektiivsus ja pikeneb luminestsentsi eluiga.

Selles t60s esitatud siinteesieeskirju saab tulevikus kasutada uute ARC-Lum(Fluo) iihendite

stinteesiks, et hinnata nende {ihendite sobivust OLED-ites ja teistes rakendustes kasutamiseks.
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Tuleks optimeerida linkeri pikkust, et leida tasakaal efektiivse FRET-i ja pika luminestsentsi

eluea vahel.
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8. Summary

The aim of this bachelor’s thesis was to synthesize proline linkers to be used in ARC-
Lum(Fluo) compounds, and to find the easiest and cheapest synthesis path, that avoids
methods which prevent upscaling (HPLC, solid-phase peptide synthesis). Two ARC-
Lum(Fluo) compounds were synthesized, one with a diproline linker and one with a
tetraproline linker. Rigid proline linkers were used to fixate the distance between donor and
acceptor luminophores, as the distance determines FRET efficiency and luminescence

lifetime.

In this work, diproline and tetraproline with protected N- and C-termini were synthesized,
reaction yields ranged from 13 to 100%. The purity of the products was checked by NMR.
NMR showed that the impurity in the products was mainly caused by solvent residues (ethyl

acetate).

It has been found that the yields of the syntheses can be affected by the extraction step, as
protected tetraproline is soluble in water to some extent and therefore remains partially in the
aqueous phase. To prevent this, a more hydrophobic benzyl ester of proline was synthesized,
which was further used as a reagent in the synthesis of di- and tetraprolines. If tetraproline can
be synthesized in a sufficiently high yield, longer oligoprolines, such as octaproline, can
further be synthesized. The presented methods can also be adapted for the synthesis of other

peptides in solution phase.

All syntheses were performed in solution. However, using column chromatography and
HPLC was necessary in some steps as previous reactions were not complete. The synthesis
schemes presented in the work can be used for the synthesis of linkers on a much larger scale,
potentially also in the industrial synthesis of ARC-Lum(Fluo) compounds. These synthesis
schemes can also be used to make new ARC-Lum(Fluo) compounds to evaluate their
compatibility with OLED technology and other potential applications. The length of the linker
should be optimized to find a balance between efficient FRET and long luminescence

lifetime.
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11. Infoleht
ARC-Lum(Fluo) iihendite siinteesimine suures skaalas

Selle bakalaureusetdd eesmérk oli siinteesida oligoproliinlinkereid ARC-Lum(Fluo) iihendites
kasutamiseks ning leida kdige lihtsam ja odavam viis slinteeside ldbi viimiseks. Linkerite
siinteesil ptiiti véltida kalleid ja siinteesi skaalat piiravaid meetodeid (nt HPLC, siintees tahkel
kandjal) ja leida siinteesiskeem, mida oleks voimalik kasutada ARC-Lum(Fluo)-de
stinteesimiseks ka suuremal skaalal (grammid ja enam). Jéiku oligoproliinlinkereid kasutati, et
fikseerida kaugus doonor- ja aktseptorluminofoori vahel. Siinteesiti di- ja tetraproliinlinker ja
kaks ARC-Lum(Fluo) iihendit. Siinteesid viidi ldbi lahuses, produktide puhtust kontrolliti
TMR-iga. Diproliini ja tetraproliini sisaldavad iithendid eraldati HPLC-ga. Mdddeti ARC-

Lum(Fluo) ergastus- ja emissioonispektrid ja luminestsentsi kustumise kiirus.
Mairksonad: oligoproliin, peptiidisiintees lahuses, ARC-Lum(Fluo), FRET
Synthesis of ARC-Lum(Fluo) compounds on a large scale

The aim of this bachelor’s thesis was to synthesize proline linkers to be used in ARC-
Lum(Fluo) compounds, and to find the easiest and cheapest synthesis path, that avoids
methods which prevent upscaling (HPLC, solid-phase peptide synthesis). Rigid proline
linkers were used to fixate the distance between donor and acceptor luminophores. A
diproline linker and a tetraproline linker and two ARC-Lum(Fluo) compounds were
synthesized. The syntheses were done in solution and the purity of the products was checked
by NMR. Diproline and tetraproline compounds were purified by HPLC. The excitation and
emission spectra and luminescence lifetimes of the ARC-Lum(Fluo) compounds were

measured.

Keywords: oligoproline, liquid-phase peptide synthesis, ARC-Lum(Fluo), FRET
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