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Infoleht

Selenofeeni ja deasapuriini sisaldava iihendi siintees proteiinkinaaside
fotoluminestsentssondide arendamiseks

Proteiinkinaasid on ensiiiimid, mis Kkataliitisivad organismis fosforiiilimisreaktsiooni ja
reguleerivad seeldbi vidga paljusid rakkudes toimuvaid protsesse. Nende liigaktiivsust
seostatakse tosiste haiguste, sealhulgas vahi ja diabeediga, mistottu on proteiinkinaasid hetkel
ravimiarenduse iiks pohilisi sihtmédrke. Proteiinkinaaside mojutamiseks arendatakse

inhibiitoreid, mida saab kasutada erinevates katsesiisteemides.

Bakalaureusetd6 eesmirk oli siinteesida 7-deasapuriini ja selenofeeni sisaldav ihend, mida saab
kasutada bisubstraatse proteiinkinaasi inhibiitori  siinteesiks. Seleeni  sisaldavate
heterotsiiklitega inhibiitoritel on iseloomulikud fotoluminestsentsomadused, mis vdimaldavad
nende seondumist ensiilimile luminomeetriliselt modta. ToOs todtati védlja siinteesirada

7-deasapuriini ja selenofeeni sisaldava iithendi valmistamiseks.
Mirksonad: orgaaniline siintees, ensiimoloogia, optilised materjalid

CERCS Kklassifikatsioon: P390 orgaaniline keemia; P310 proteiinid, ensiimoloogia; T151

optilised materjalid.

Synthesis of a compound containing selenophene and deazapurine for the
development of photoluminescent probes of protein kinases

Protein kinases are enzymes that catalyze the phosphorylation reaction in various organisms
and thereby regulate many cell processes. Their overexpression and dysregulation is associated
with serious diseases, such as cancer and diabetes, therefore protein kinases have become one
of the most studied targets of pharmaceutical research. Various inhibitors are developed for the

regulation and analysis of protein kinases.

The aim of this work was to synthesize a compound containing 7-deazapurine and selenophene
that could be used as a building block for the synthesis of a novel bisubstrate inhibitor of protein
kinases. Inhibitors comprising a heterocycle with a selenium atom have exhibited intense long-
lifetime photoluminescence, which enables the use of luminometric assays for estimating the
binding of the inhibitor to the enzyme. Three different synthesis routes were applied, one of

which afforded the desired compound.

Keywords: organic synthesis, enzymology, optic materials



Kasutatud lithendid

Liihend Eestikeelne vaste Ingliskeelne vaste
AHJ aminohappejaak amino acid residue
ARC adenosiini-oligoarginiini konjugaat voi adenosine-oligoarginine
sellega analoogne iihend; iildtermin TU conjugate
meditsiinilise keemia uurimisriihmas
arendatavatele PK inhibiitoritele
ATP adenosiin-5'-trifosfaat adenosine 5'-triphosphate
Boc tert-butiitilokstikarboniitil- tert-butyloxycarbonyl-
cAMP 3' 5'-tsuikliline adenosiinmonofosfaat 3',5'-cyclic adenosine
monophosphate
CK2 proteiinkinaas CK2 protein kinase CK2
DBU 1,8-diasabitsiiklo[5.4.0]undek-7-een 1,8-diaza-bicyclo[5.4.0]Jundec-
7-ene
DCM diklorometaan dichloromethane
DMAP 4-dimetiitilaminopiiridiin 4-dimethylaminopyridine
DMF N,N-dimetiitilformamiid N,N-dimethylformamide
DMSO dimetiitilsulfoksiid dimethylsulfoxide
dppf 1,1'-bis(difeniitilfosfino)ferrotseen 1,1'-bis(diphenyl-
phosphino)ferrocene
EtOAC etiitilatsetaat ethyl acetate
ESI elektropihustusionisatsioon electrospray ionization
FRET Forsteri tiitipi energia ilekanne Férster-type resonance energy
transfer
HPLC-MS | korgefektiivne vedelikkromatograafia- High performance liquid
massspektromeetria chromatography—mass
spectrometry
ITDB 2-isopropoksii-4,4,5,5-tetrametiiiil-1,3,2- 2-isopropoxy-4,4,5,5-
dioksaborolaan tetramethyl-1,3,2-dioxaborolane
MTBE metiiiil-tert-butiiiileeter methyl tert-butyl ether
NBS N-bromosuktsiinimiid N-bromosuccinimide
Pin pinakoolijaak pinacol (residue)
PK proteiinkinaas protein kinase




PKA proteiinkinaas A; CAMP-soltuv protein kinase A
proteiinkinaas

PKB proteiinkinaas B protein kinase B

PKC proteiinkinaas C protein kinase C

PKI proteiinkinaasi inhibiitor protein kinase inhibitor

ROCK Rho-seotud proteiinkinaas Rho-associated protein kinase

TAMRA | tetrametiitilrodamiin tetrametylrhodamine

TFA trifluoroetaanhape trifluoroacetic acid

THF tetrahiidrofuraan tetrahydrofuran

TLC ohukese kihi kromatograafia thin layer chromatography

TMEDA | tetrametiiiiletiileendiamiin tetramethylethylenediamine

TMR tuumamagnetresonantsspektroskoopia nuclear magnetic resonance
spectroscopy

TMSOTT | trimetiitilsilitiltrifluorometaansulfonaat trimethylsilyl
trifluoromethanesulfonate

Tol tolueen toluene

uv ultraviolett- ultraviolet
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Sissejuhatus

Proteiinkinaasid (PK-d) kataliiiisivad organismis valkude fosforiiiilimisreaktsiooni, millel on
oluline roll rakkude elutsiiklis. PK-de hdired omavad organismis ulatuslikku moju, nditeks
seostatakse neid vidhktove, diabeedi ja poletikuliste haigustega. PK-de aktiivsuse
reguleerimiseks tootatakse 1980. aastate algusest saati vélja inhibiitoreid, neist 65 on

2021. aasta maikuu seisuga ravimitena heaks kiidetud.

Tartu Ulikooli keemia instituudi meditsiinilise keemia uurimisriihmas arendatakse
bisubstraatseid ATP-analoogi ja peptiidahelat sisaldavaid PK inhibiitoreid (PKI) (adenosiini ja
oligoarginiini konjugaadid, lihend ARC). Uurimisrithmas avaldati 2017. aastal artikkel, kus
kirjeldati inhibiitori ARC-1137 kdrget afiinsust PK suhtes. ARC-1137 ATP-analoog on
7-deasapuriini ja tiofeenituuma sisaldav tihend, mis panustab inhibiitori-PK kompleksi
UV-kiirgusega Kkiiritamisel tekkivasse aeglase emissiooniga luminestsentsi. Koosmdjus
ARC-le konjugeeritud fluorestsentsviarviga voOimaldab see inhibiitori jaoks kasutada

luminestsentsil pdhinevaid analiitisimeetodeid.

Bakalaureuset6o eesmark oli siinteesida 7-deasapuriini ja selenofeeni sisaldav ithend, mida
oleks voimalik kasutada ARC-1137 selenofeenanaloogi siinteesiks. Viadvelaromaatsete
struktuuridega vorreldes on aromaatseid seleeni heterotsiikleid sisaldavate molekulide
kiiritamisel UV-kiirgusega tdheldatud intensiivsemat luminestsentskiirgust, mis voimaldab
luua tundlikumaid katsesiisteeme. Selenofeeni sisaldavate iihendite siinteesi on vordlemisi vihe
uuritud, lisaks on neid kommertsiaalselt vihe saadaval. Seetottu esineb vajadus efektiivsete

selenofeeni derivaatide siinteesimeetodite jérele.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Proteiinkinaasid
Proteiinkinaasid (PK-d) on olulise tdhtsusega ensiilimid, mis kataliilisivad y-fosforiiiilriihma
tilekandmist adenosiin-5'-trifosfaadilt (ATP) substraatvalgu seriini-, treoniini- voi

tirosiinijadkide hiidroksiiiilrithmale. Seda protsessi nimetatakse fosforiiiilimiseks (Joonis 1).
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Joonis 1. PK poolt kataliiiisitud ATP y-fosforiitilriihma iilekanne substraatvalgu hiidroksiiiilriihmale.
Valkude fosforiiiilimine on pé6rduv. Fosfortiiilrithma hiidroliiiitilist eemaldamist kataliitisivad
fosfataasid. Fiisioloogilisel pH-I kahekordse negatiivse laenguga fosforiiiilrithma lisandumisel
valgu struktuuri muutub valgu aktiivsus ja stabiilsus. Néiteks mdjutab fosfortiiilimine valkude
konformatsiooni, teiste valkudega tekkivaid vesiniksidemeid ja seeldbi valgu dratundmist teiste
valkude poolt [1]. Nende muutuste kaudu reguleerivad PK-d omakorda rakkude jagunemist,
toitainete metabolismi, RNA ja valkude siinteesi, apoptoosi ja DNA parandamist [2]. Seega on

fosforiitilimistasakaaludel ja PK-del organismis keskne regulatoorne roll.

Praeguseks on inimese genoomis tuvastatud 540 PK-sid kodeerivat geeni, nende kogumikku
nimetatakse inimese kinoomiks [3]. Erinevaid PK-sid seob asjaolu, et neil on kuni 250
aminohappejadgist (AHJ) koosnev, kiillaltki konserveerunud jarjestusega kataliiiitiline alaiihik.
Kataliiiitiline alaiihik koosneb kahest osast: peamiselt a-heeliksitest koosnevast C-terminaalsest
sagarast ja peamiselt B-ahelatest koosnevast N-terminaalsest sagarast. ATP sidumistasku asub
nende sagarate vahel olevas 00nsuses. Fosforiitilimise eelduseks on ATP ja substraatvalgu
samaaegsel seondumisel tekkiv PK:ATP:valk-kolmikkompleks, mida stabiliseerivad
kofaktorina Mg?*-ioonid [2] (Joonis 2).



Joonis 2. PKA kataliiiitiline alaiihik, kus oranZina on tdhistatud sidumistaskus paiknev ATP ja lilla virviga valgu
sidumispiirkonda seondunud peptiidinhibiitor PKI (5-24, TTYADFIASGRTGRRNAIHD), roosad sfidrid tdhistavad
magneesiumiioone (PDB 1ATP) [4].

Selleks, et fosforiitilimine saaks toimuda, peab fosforiiilitav AHJ substraatvalgu peptiidahelas
paiknema konkreetses positsioonis. Fosforiiiilimisel interakteeruvad lisaks substraatvalgu
OH-riithmale ja PK aktiivtsentrile ka kummagi molekuli teised piirkonnad. Sobivat AHJ-ide
jarjestust, mille PK &ra tunneb, nimetatakse konsensusjarjestuseks. See voib eri PK-de 1dikes
palju varieeruda, mis voimaldab muuhulgas PK-de klassifitseerimise basofiilseteks ja
atsidofiilseteks. Basofiilsed PK-d interakteeruvad valkudega, mille konsensusjérjestuses on
fosforiiiilitava jaagi naabruses filisioloogilise pH tingimustes positiivselt laetud AHJ-d, nagu
lisiin, arginiin voi histidiin. Atsidofiilsed PK-d tunnevad dra konsensusjirjestuse, kus on
negatiivselt laetud AHJ-d, nagu glutamaat voi aspartaat. Naiteks basofiilse proteiinkinaas A
(PKA) konsensusjérjestus on R—(R/K)-X—(S/T)-B, atsidofiilse PK kaseiinkinaas 2 (CK2)
konsensusjarjestus on X—(S/T)-X—(E/D)-X, kus B on mistahes hiidrofoobne AHJ, S/T on
fosfortitilitav AHJ ja X mistahes AHJ [5].

PK-de normipérasest korgem aktiivsus voib pdhjustada paljusid haigusi, sealhulgas
vahkkasvajaid, diabeeti, siidamehaigusi ja neurodegeneratiivseid haigusi [3, 6]. Ulatusliku rolli
tottu inimorganismis on PK-d peamised sihtmérgid ligikaudu iihele neljandikule

kdimasolevatest ravimiuuringutest [7].

1.2. Proteiinkinaaside inhibiitorid

PK-de kontsentratsiooni, omaduste ja signaaliradade uurimiseks ja ravimikandidaatideks
kasutatakse ja arendatakse erinevaid PK-de aktiivsust pérssivaid biomolekule, mida
nimetatakse PK-de inhibiitoriteks (PKI). Inhibiitor voib seonduda PK ATP-d siduvasse



taskusse, peptiidi sidumispiirkonda, molemasse korraga voi interakteeruda mone muu PK
piirkonnaga. Seondumise alusel klassifitseeritakse PKI-d kuude eri riihma. | ja Il tiitipi PKI-d
seonduvad vastavalt aktiveeritud vai aktiveerimata PK konformatsiooni ATP-d siduvasse
taskusse. I1I ja IV tiitipi PKI-d on allosteerilised, st ei seondu ensiitimi aktiivtsentrisse. I tiitipi
inhibiitorid seonduvad allosteerilisse tsentrisse ATP-siduva tasku kdrval, IV tiitipi inhibiitorid
aga aktiivtsentrist kaugemal ja {ihe voimaliku mehhanismina stabiliseerivad sel viisil PK
inaktiivset vormi. V tiilipi PKI-d on bivalentsed, st seonduvad PK kahe erineva piirkonnaga. |
kuni V tiitipi PKI-d on koik po6érduvad inhibiitorid. VI tiilipi inhibiitorid on péérdumatud ja

seonduvad PK-le kovalentselt [8].

Esimesena ravimina kasutusele voetud PK inhibiitor on imatiniib (Glivec), mis ilmus turule
2001. aastal. Algselt kroonilise miicloidse leukeemia vastu vilja to6tatud ravimit kasutatakse
praeguseks kaheksa eri tiitipi kasvajaga seotud haiguse ravimiseks. 2021. aasta 30. martsi
seisuga on USA Toidu- ja Ravimiamet ravimitena heaks kiitnud 65 PKI-d, millest pea kodik on
I voi I tiidipi inhibiitorid [8, 9].

PK inhibiitorite arendamise pohilisi votmekiisimusi on konkreetse PK suhtes selektiivsuse
saavutamine. Eri PK-de ATP-taskud on olulisel mééral konserveerunud, st koosnevad sarnasest
AHJ jarjestusest, ja enamik ATP taskule suunatud PKI-sid inhibeerivad seetdttu enam kui iiht
PK-d [10]. Inimgenoom kodeerib lisaks PK-dele veel iile 2500 valgu, mis ATP voi teiste puriini
derivaatidega interakteeruvad [11]. Sellised voimalikud lisasihtmérgid voivad kaasa tuua PKI
soovimatuid toimeid organismis. Lisaks peab inhibiitor konkureerima korge ATP
kontsentratsiooniga rakus (2-4 mM) [1]. Peptiidi sidumispiirkond pakub sihtmérgina rohkem
ménguruumi, kuid sel juhul tuleb sellele suunatud inhibiitori afiinsuse tostmiseks pikendada
selle peptiidahelat, mis jéllegi raskendab iihendi transporti rakku. Nende probleemide iihe
lahendusena arendataksegi V tiilipi ehk bisubstraatseid inhibiitoreid, mis sisaldavad nii ATP-

konkurentset rithma kui ka substraatvalku jaljendavat peptiidahelat [12] (Joonis 3).

PROTEIINKINAAS

ATP-sidumistasku | Peptiidi sidumispiirkond

Joonis 3. Bisubstraatse inhibiitori seondumise pohimaotteline skeem.
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Bisubstraatsete inhibiitorite peamine eclis on vidga korge potentsiaalne afiinsus. Kummagi
fragmendi struktuuri saab ka monevdrra varieerida, sest kuigi iithe modifikatsiooni tagajarjel
voib afiinsus langeda, ei ole kahe fragmendi koosmdju oluliselt mdjutatud. Bisubstraatsete
inhibiitorite pohine ldhenemine vdimaldab ka juba olemasolevate monosubstraatsete

inhibiitorite selektiivsust parandada [13].

1.2.1. ARC-tiiiipi inhibiitorid

Tartu Ulikooli meditsiinilise keemia uurimisrithmas on vilja téotatud bisubstraatsed ARC-tiiiipi
(ingl adenosine-oligoarginine conjugate) inhibiitorid. Algselt Vaheliiliga seotud adenosiini- ja
edasi arendatud ning liihendiga ARC nimetatakse laialdasemalt TU meditsiinilise keemia

uurimisrithmas vélja to6tatud bisubstraatseid inhibiitoreid.

NH,

NN

N
X-Arg 74
R

N

HO  OH

Joonis 4. TU meditsiinilise keemia uurimisriihmas esimesena avaldatud ARC-titipi inhibiitori tildskeem, Kus X téhistab
vaheliili.

Peptiidfragmendina kasutati ja kasutatakse oligoarginiini seetdttu, et esimesed ARC-d tootati
vélja basofiilsele PKA-le. Lisaks PKA-le on samas uurimisrithmas arendatud inhibiitoreid ka
PK-dele nagu niiteks CK2, PKB, PKC ja ROCK [12, 15]. Méningate nédidetena, ARC-668
omab selektiivsust basofiilsele PKA-le ja sisaldab peptiidahelas 6 arginiinijadki [16].
ARC-1502 on suunatud atsidofiilsele kinaasile CK2 ja selle peptiidahel koosneb valdavalt
aspartaadijadkidest [15] (Joonis 5).

- .
+|2N§(ruH2 HoNgNH,

I i ; ; a

W M&NHYNH WLNHYNH NHYNH YNH “ENOVNHZ

ARC-668
NH NH NH

+ + +
HoN™NH, HoN™ O NH, HN NH,

/\/\NH3

@C WAW ﬁ - ﬁ S ﬁw

ARC-1502

Joonis 5. Nditeid ARC-tiitipi inhibiitoritest.
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ARC-de derivatiseerimine fluorestsentsmargistega annab vdimaluse sihtmérkkinaaside
aktiivsuse, PKI-de omaduste ja teiste valkudevaheliste interaktsioonide luminomeetriliseks

modtmiseks. Seda on tdpsemalt kirjeldatud peatiikis ,,Fotoluminestsentssondid*.

1.3. Fotoluminestsents

Aatomite voi molekulidega vdivad toimuda erinevad fotofiilisikalised protsessid (Joonis 6).

A

E

— elektroonne olek

E— vibratsiooniline olek

2
I

—— kurguslik protsess

———— mittekiirguslik protsess

Si

1 — absorptsioon

2 — sisetileminek

3 —siisteemidevaheline iilemimek
4 — kiirguseta relaksatsioon

5 — fluorestsentskirgus

6 - fosforestsentskiirgus

S
Joonis 6. Jablonski diagramm [17], mis kujutab molekuli energeetilisi olekuid ja voimalikke fotofiiiisikalisi protsesse.

Elektromagnetkiirguse absorptsiooni (1) kaudu ergastatakse molekul singletsest pohiolekust
(So) ergastatud olekutesse (Si, S2). Ergastatud olekus molekuliga voib toimuda
siselileminek (2), mille puhul sdilib multipletsus, aga energia kantakse iile nditeks monele
teisele vibratsioonilisele olekule. Siisteemidevahelise iilemineku (3) korral muutub ergastatud
oleku multipletsus (singletsest olekust tripletsesse voi vastupidi). Lisaks voib toimuda
kiirguseta relaksatsioon (4), kui molekul annab lisaenergia timbritsevasse keskkonda (st teistele

molekulidele). 2, 3 ja 4 on kdik mittekiirguslikud protsessid.

Luminestsents on ergastatud osakesest spontaanne valguskiirguse emissioon. Selle alaliik,
fotoluminestsents, mis eeldab ergastumist footoni neeldumise teel, jagatakse fluorestsentsiks ja
fosforestsentsiks [18]. Fluorestsents (5) tekib molekuli naasmisel ergastatud olekust
pohiolekusse nii, et spinni multipletsus ei muutu (enamjaolt S1/S» — Sp). Tegemist on viga
kiire protsessiga (10° kuni 107 s). Tripletses olekus ergastatud molekul vdib samuti naasta
olekusse So ja seda nimetatakse fosforestsentsiks (6). Kuna spinn-iileminek on viikese
tdendosusega toimuv protsess, on fosforestsents fluorestsentsist palju pikema elueaga (10 kuni

10%s) [19].
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Koigi nimetatud protsessidega konkureerivad samaaegselt ka molekuli lagunemine voi
luminestsentsi kustumine kokkupdrkel teiste molekulidega (ingl quenching). Uks peamisi
selliseid kustutajaid on molekulaarne hapnik. Hapniku ja ergastatud olekus fluorofoori
kokkupodrkel kandub fluorofoori energia hapnikule, mille tottu footonit ei eraldu ja

luminestsentskiirgust ei esine [17].

1.4. Proteiinkinaaside fotoluminestsentssondid

Uks vdimalus PKI-de efektiivsuse mddtmiseks on ensiiiimkineetiline katse, kus hinnatakse PKI
mdju inhibeeritava PK poolt kataliiiisitavale fosforiiiilimisreaktsioonile. See analiiisimeetod
nduab aga kiillaltki palju aega ja spetsiaalseid substraate. Teine alternatiiv on otseselt voi
kaudselt inhibiitori afiinsuse hindamine. Niiteks ARC peptiidahelale on vdimalik lisada
fluorestsentsmirgis, mis ei mojuta inhibiitori afiinsust, kuid voimaldab selle uurimiseks
kasutada luminestsentsil pdhinevaid meetodeid. Meetodi aluseks on PK-le seondumata ja
seondunud sondi erinevad optilised omadused [16, 20]. Mérgistamata inhibiitori seondumist
ensiilimile saab hinnata katsetes, kus uuritav inhibiitor ja fluorestsentsmérgistatud inhibiitor
seonduvad konkureerivalt ensiiimi samasse sidumiskohta. Esimese fluorestsentsmérgisega
ARC-sondi ARC-583 C-terminali oli lisatud fluorestsentsviarv 5-TAMRA ja see avaldati
20009. aastal [21].

ARC-inhibiitorid, mille ATP-taskusse seonduvas struktuuriosas on vaavli vdi seleeni aatomit
sisaldavad heterotsiiklid, hakkavad PK-ga seondumise jargselt UV-kiirgusega (UV-A alas)
ergastades emiteerima aeglaselt kustuvat ehk pika elueaga fotoluminestsentskiirgust. Selliseid
fotoluminestsentssonde nimetatakse ARC-Lum sondideks [16, 22]. Kui ARC-Lum molekul
sisaldab lisaks veel monda fluorofoori (ergastamisel valgust kiirgavat ithendit), saab toimuda
Forsteri tiiiipi energia iilekanne (FRET) ergastatud véévli voi seleeni heterotsiiklilise siisteemi
(doonorkromofoor) ja fluorestsentsmargise vahel (aktseptorkromofoor). PK ATP-taskus
paikneva ARC-Lum heterotsiiklilist siisteemi UV-A Kiirguse sdhvatusega ergastades on
voimalik registreerida aeglaselt kustuv (1 = 20-50 us) emissioonkiirgus fluorestsentsmargisele
iseloomulikul lainepikkusel (nt 5-TAMRA puhul 590 nm) [16].

PK-le seondunud ARC-Lum sondi fluorestsentssignaal on palju intensiivsem kui seondumata
vormil, sest seondunult PK ATP-taskusse on UV-kiirgusega ergastatud tiofeeni voi selenofeeni
fragmenti sisaldaval ARC-Lum inhibiitoril vidiksem vOimalus energia &ra anda

soojuslitkumisena vai teistele molekulidele.
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ARC-Lum-tiitipi tihendite luminestsentsi mddtmiseks on mugav kasutada aeg-lahutatud
luminestsentsi (ingl time-gated luminescence) modtmisreziimi. Pérast valgusega kiiritamist
lihiajalise ergastuspulsiga hakatakse luminestsentssignaali modtma teatud viivituse (~50 ps)
jarel. Viivituse jooksul kustub kiiritamiseks kasutatava lambi enda kiirgus ja taustfluorestsents,
mida pohjustavad teised lahuses olevad {ihendid, anuma materjal jne [16]. Meetod eeldab, et
uuritavate iihendite luminestsents oleks piisavalt pika elueaga (us voi ms skaalas), sest vastasel

korral ei ole seda pérast viivituse 10ppu enam voimalik registreerida.
1.5. Suzuki sidestusreaktsioon

Suzuki sidestusreaktsioon (tuntud ka Suzuki-Miyaura reaktsioonina) on iiks sagedamini
kasutatavatest siinteesimeetoditest siisinik-siisinik-sidemete moodustamiseks. Esimest korda
1979. aastal kirjanduses mainitud [23] ja tdnaseks pdhjalikult uuritud ja optimeeritud
slinteesimeetod vOimaldab pallaadiumkataliisaatori abil aluselises keskkonnas ristsidestada
organoboroonhappeid voi nende derivaate ja organohaliide. Reaktsiooni kulgemisel eristatakse
kolme etappi: oksiidatiivne liitumine, transmetalleerimine ja reduktiivne elimineerimine
(Joonis 7). Oksiidatiivse liitumise kdigus liitub haliid pallaadiumkompleksiga ning pallaadium
oksiideerub. Transmetalleerimise kdigus asendatakse pallaadiumile liitunud halogeeniioon
boroonhappest parineva rithmaga. Viimaks tekib reduktiivsel elimineerumisel uus C—C-side
ning pallaadium redutseerub [24].

: L.Pd© Arl-x
2 Al
Ar=Ar Oksiidatiivne liitumine
Reduktiivne
elimineerimine
X
L,Pd("
/Arz Ar'
LnPd!)
Nar! “OH
Ar?-B(OH),

X HO-B(OH), Transmetalleerimine

Joonis 7. Suzuki reaktsiooni iildskeem kolme mddrava etapiga: a) oksiidatiivne liitumine, b) transmetalleerimine, c)
reduktiivne elimineerimine. Joonis kohandatud allikast [25].

Meetodi eelisteks on pehmed reaktsioonitingimused, mittemiirgised vahelihendid ja

korvalsaadused, lai ldhteainete ja pallaadiumkataliisaatori ligandide valik, kdrge regio- ja
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stereoselektiivsus. Lisaks ei vaja reaktsioon tdielikult veevaba keskkonda ning vesi on koguni

iks voimalikest solventidest [25].

Reaktsiooni Kiirust mairab kdige enam oksiidatiivne liitumine, olenevalt kasutatavast haliidist
(kiiruse kahanevas jarjekorras 1 > Br >> CI) [26]. Transmetalleerimise etapis on oluline roll
reaktsioonis kasutataval alusel. Koige tdendolisema mehhanismi kohaselt liitub alus
boroonhappe derivaadile ja muudab selle reaktiivsemaks vormiks, boronaadiks, mis seejarel
asendab esimeses etapis tekkinud pallaadiumikompleksis halogeeniaatomi  oma
asendusriihmaga [25]. Naited tiilipilisematest alustest on NaCO3z, K.COs3, Cs,CO3, NaHCO3,
K3POa, CsF [25-27]. Aluse valik soltub olulisel mééral sidestatavate ithendite vastupidavusest
aluste suhtes [27].

Suzuki  reaktsiooniks sobivad mitmesugused pallaadium(0)-ligand-kompleksid  vai
pallaadium(ll)-tihendid, mida on vdimalik ligandidega redutseerida. Koige sagedamini
kasutatav on nelja trifentitilfosfinorithmaga Pd(PPhs)s, aga lisaks sellele on ka PdCIl>(PPhs),,
Pd(OAC). ja Pd(t-BusP)2 efektiivsed kataliisaatorid [26].

Suzuki reaktsiooni kdigus konkureerivad ristsidestusega homosidestus (st side tekib kahe sama

struktuuriga lahteaine molekuli vahele) ja ldahte-boroonhappe deboroneerimine [25].
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2. Eksperimentaalne osa

2.1. Aparatuur ja toovahendid
Tuumamagnetresonantsanaliiiis (TMR) mé&ddeti spektromeetriga Bruker Avance III HD. 'H
TMR spektrid mdddeti sagedusel 700 MHz, *C TMR spektrid sagedusel 176 MHz.

Sisestandard oli tetrametiitilsilaan (MesSi).

Ohukese kihi kromatograafia (TLC) tegemiseks kasutati fluorestsentsindikaatoriga Macherey-
Nagel silikageeliplaate Alugram® SIL G/UV 254.

Korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) analiiiisiks kasutati Schimadzu Prominence LC
Solution HPLC kromatograafi SPD M20A. Poordfaaskromatograafia jaoks kasutati kolonni
Phenomenex Gemini Cig (250x4,6 mm), osakese suurusega 5 um. Elueerimiseks kasutati
MeCN/H20 (0,1% TFA) gradienti voolukiirusega 1 ml/min. Kromatogramme detekteeriti
dioodrividetektori, fluorestsentsdetektori ja mass-spektromeetriga. Massispektreid mdodeti

positiivse ionisatsiooni mootmisreziimis mass-spektromeetriga Schimadzu ESI LC/MS-2020.

Koik reaktsioonid, kus kasutati n-butiiilliitiumit, viidi 1dbi eelnevalt leegis kuumutatud ja

lammastikuvoolus jahutatud kolbides.

2.2. Kasutatud kemikaalid

Reagendid soetati jérgmistest ettevotetest: selenofeen, NBS, Boc2O, 2M n-BuLi
tsiikkloheksaanis, Pd(t-BusP), — Aldrich; 2,4-dinitrofeniiiilhiidrasiin, THF, MeOH, heksaan,
MTBE, DCM, NaHCOs — Sigma-Aldrich; 1,4-dioksaan, DBU, TMSOTY, piiridiin — Fluka;
Et20O, t-BuOH, MeCN — Honeywell; TMEDA — Reanal; N2, Ar ja tahke CO; — Linde AG;
selenofeen-2-karbaldehiiid — TCI ja ABCR; 5-(4,4,5,5-tetrametiiiil-1,3,2-dioksaborolaan-2-
uitil)-selenofeen — ABCR; Ag20, CHCIs, TFA — Fisher Scientific; NaOH, EtOAc, Na2SO4, HCI,
NaCl, NH4OH, tolueen — Lachner; MgSO4 — Mallinckrodt; DMF, Cs>COs — Merck; DMAP —
Advanced Chemtech; B(OMe)s, Pd(OACc)2 — Acros; NH4Cl — Reakhim; 6-bromo-7-deasapuriin,
silikageel, CuCl, dppf- Fluorochem; CsF — Novosobirskii Zavod Redkih Metallov; 2-
isopropoksii-4,4,5,5-tetrametiiiil-1,3,2-dioksaborolaan — Alfa Aesar; tseliit — Roth; CDCls +
0,1% MesSi, DMSO-d6 + 0,1% MesSi -  Deutero.  2,2-dimetiiiil-1,3-

bis[(trimetiiiilsiliiiil)oksii]propaan oli varasemalt samas laboris siinteesitud.

DCM kuivatati molekulaarsdeltel (3 A) minimaalselt iiledd. Kuiv THF destilleeriti

naatriumi/bensofenoonketiitili radikaaliooni juuresolekul.
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2.3 Siinteesieeskirjad
2.3.1. Siinteesirada I

1) 5-(4,4,5,5-tetrametiiiil-1,3,2-dioksaborolaan-2-iiiil)-selenofeen (iihend 1):

n-BuLi (3 ekv) O
ITDB (2,2 ekv) \
Se _i /B Se
THF
O o )
rt, 20 h 1

Selenofeen (100 mg; 0,76 mmol; 1 ekv) lahustati kuivatatud THF-is (3 ml) Ar keskkonnas ja
jahutati EtOH/tahke CO2 vannis temperatuurini —72 °C. Teflontihendiga klaassiistla abil lisati
tilkhaaval 2M n-BuL.i lahus tsiikloheksaanis (1,15 ml; 2,29 mmol; 3 ekv) ja segu segati 30 min.
Seejarel lasti segul soojeneda toatemperatuurile, segati veel 30 min ja viidi uuesti
temperatuurile —72 °C. Lisati tilkhaaval 2-isopropoksii-4,4,5,5-tetrametiiiil-1,3,2-
dioksaborolaan (ITDB; 343 ul; 1,68 mmol; 2,2ekv) ja segu segati toatemperatuuril
20 tundi [28]. Reaktsioon peatati 1M HCI lisamisega (1,5 ml), saadud veekihti ekstraheeriti
etiiilatsetaadiga (EtOAC; 3 x 2 ml). Kogutud EtOAc ekstrakti kuivatati Na>SOs-ga, filteeriti ja
solvent eemaldati vaakumiga. Toorsegu puhastati kolonnkromatograafia abil (eluent 100%
CHClIs) ja tihend 1 eraldati kollaste kristallidena (220 mg; saagis 96%).

Uhend 1: TMR 81+ (700 MHz; CDCls; MesSi) 8,36 (1H; d; J = 4,9 Hz; Har); 7,94 (1H; d; J =
3,5 Hz; Har); 7,45 (1H; dd; J1 = 4,55 Hz; J> = 3,5 Hz; Har); 1,34 (12H; s; —(CH3)3). TMR 813c
(176 MHz; CDCls; MesSi) 139,6; 137,7; 131,0; 84,1; 24,8 (Lisa 6).

1) 5-(4,4,5,5-tetrametiiiil-1,3,2-dioksaborolaan-2-iiiil)-selenofeeni ja CO:2 reaktsioon:

n-BulLi (1,1 ekv)
TMEDA (1,1 ekv) O\ Se /7)

CO2 /B
\Q refluks; 2 h O \U/\OH

Reaktsioon viidi paralleelselt 1dbi nii autori poolt siinteesitud kui ka kommertsiaalsest allikast

soetatud ldhteainega 1. Koik teised tingimused olid kummaski paralleelis identsed.

Uhend 1 (50 mg; 0,20 mmol; 1 ekv) lahustati dietiiiileetris (750 ul) Ar keskkonnas, lisati
tetrametiiiiletiileendiamiin  (TMEDA; 33 ul; 0,22 mmol; 1,1ekv) ja 2M n-BuLi lahus
tsiikkloheksaanis (107 ul; 0,22 mmol; 1,1 ekv) [29]. Segu keedeti piistjahutiga 2 tundi ning
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seejarel jahutati atsetooni/tahke CO. vannis temperatuurini —78 °C. Seejdrel lisati
reaktsioonisegu kolvis tilkhaaval tahke CO; tiikkidele. Pérast kogu CO2 sublimeerumist peatati
reaktsioon 1M NaOH lisamisega (1 ml), viidi 1M HCI lisamisega pH-ni 2, saadud veekihti
ekstraheeriti Et2O-ga (3 x 2 ml). Et2O ekstrakti pesti kiillastatud NaCl lahusega, kuivatati
MgSOas-ga, filtreeriti ja solvent eemaldati vaakumiga. Saadud ainet analiiiisiti TMR abil, kus
olid tuvastatavad vaid ldhteaine 1 signaalid, kuid puudus karboksiitilrithmale iseloomulik

keemiline nihe.

2.3.2. Siinteesirada I1
)] Selenofeen-2-karboksiiiilhape (ithend 2):

O O
Se / Ag,0 (1,5 ekv) Se / /

NaOH (3,9 ekv)
\ ] M T () o

0.5h, rt; 4 h, 50 °C
2

NaOH (195 mg; 4,9 mmol; 3,9 ekv) ja Ag.O (437 mg; 1,9 mmol; 1,5 ekv) lisati vette (4 ml)
toatemperatuuril ja segati 15 min. Seejdrel lisati selenofeen-2-karbaldehiitid (200 mg;
1,3 mmol; 1 ekv) ja reaktsioonisegu segati toatemperatuuril 30 min ning temperatuuril 50 °C
4 tundi [30]. Reaktsioon peatati HCI 10% lahuse lisamisega (1 ml), reaktsioonisegu
ekstraheeriti EtOAc-ga (3 x 2 ml). EtOAcC ekstrakti pesti vee ja kiillastatud NaCl lahusega ja
kuivatati veevaba Na»>SOs-ga. Solvent eemaldati vaakumis ja saadi ithend 2 helekollase
pulbrina (196 mg; 89%).

Uhend 2: TMR & 1+ (700 MHz; DMSO-d6; MesSi) 12,97 (1H; s; —COOH); 8,52 (1H; m;
Har); 7,94 (1H; m; Har); 7,41 (1H; m; Har). TMR 8 13¢c (176 MHz; DMSO-d6; MesSi) 164,7;
140,8; 140,3; 136,1; 131,0 (Lisa 1).

) 5-bromoselenofeen-2-karboksiiiilhape (ithend 3):

OH OH
NBS (4,4 ekv)
Se S e Br Se A
\ / e) THF/MeOH (1:1) \ / @)
liledd
2 3

Uhend 2 (50 mg; 0,29 mmol; 1 ekv) lahustati tetrahiidrofuraani (THF) ja MeOH (1:1, 3 ml)
segus ja lisati N-bromosuktsiinimiid (NBS; 224 mg; 1,26 mmol, 4,4 ekv) temperatuuril
0 °C [31]. Segu segati toatemperatuuril iile66. Lahusti eemaldati vaakumis, tahkele jadgile lisati
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3 ml vett ja ekstraheeriti EtOAc-ga (3 x 2 ml). EtOAc ekstrakti pesti vee ja kiillastatud NaCl
lahusega ja kuivatati veevaba MgSOs-ga. Lahusti eemaldati vaakumis, saadud segu pesti
dietiiiileetri ja heksaaniga ning puhastati kolonnkromatograafia abil. Uhend 3 eraldati heleroosa
kristalse ainena, saagis maérati kaalutisega (44 mg; 61%). TMR analiiiis néitas, et aine sisaldab

lisandina ~20% lahteainet.

Uhend 3: TMR & 11 (700 MHz; DMSO-d6; MesSi) 13,26 (1H; br. s; —COOH); 7,71 (1H; d;
J=4,2Hz; Har); 7,51 (1H; d; J=4,2 Hz; Har). TMR & 13¢ (176 MHz; DMSO-d6; MesSi) 163,6;
142,6; 136,4; 135,4; 123,2 (Lisa 2).

1)  2-tert-butiiiiloksiikarboniiiilselenofeen (iihend 4):

Uhend 2 (237 mg; 1,35 mmol; 1ekv) lahustati tert-butanoolis (10 ml). Segule lisati
4-dimettiilaminopiiridiin (DMAP; 165 mg; 1,35 mmol; 1 ekv) ja segati toatemperatuuril 10
min. Seejérel lisati di-tert-butiiiildikarbonaat (Boc20O; 887 mg; 4,06 mmol; 3 ekv) [32]. Segu
segati toatemperatuuril iiledo ja reaktsiooni kulgu jélgiti TLC abil (eluent 10:1 CHCl3/MeOH).
Lahusti eemaldati vaakumis, saadud segu puhastati kolonnkromatograafia abil (eluent Et20)
ning saadi iihend 4 helekollase vedelikuna (268 mg; 86%).

IV)  2-tert-butiiiiloksiikarboniiiil-5-bromoselenofeen (ithend 5):

Uhend 3 (270 mg; 1,06 mmol; 1ekv) lahustati tert-butanoolis (10 ml). Segule lisati
4-dimetiitilaminopiiridiin (DMAP; 130 mg; 1,06 mmol; 1 ekv) ja segati toatemperatuuril 10
min. Seejdrel lisati di-tert-butiitildikarbonaat (Boc2O; 701 mg; 3,2 mmol; 3 ekv) [32]. Segu
segati toatemperatuuril iledo ja reaktsiooni kulgu jdlgiti TLC abil (eluent Et,O). Lahusti
eemaldati vaakumis, saadud segu puhastati kolonnkromatograafia abil (eluent Et2O) ning tihend
5 eraldati tumekollase vedelikuna (240 mg; 73%).

OH O
xﬁy\ i x_se )(
J Yo —mm L) o
2: X=H 4. X=H
3: X=Br 5:X=Br

Uhend 4: TMR & 11 (700 MHz; CDCls; MesSi) 8,21 (1H; dd; Ji1 = 5,6 Hz; J> = 1,4 Hz; Har);
7,95 (1H; dd; J1 = 5,6 Hz; Jo = 1,4 Hz; Har); 7,31 (1H; dd; J1 = 5,6 Hz; J> = 3,5 Hz; Har); 1,57
(9H; s; —(CH3)3). TMR 8 13c (176 MHz; CDCl3z; MesSi) 162,7; 141,5; 137,7; 135,1; 130,1;
81,7; 28,2 (Lisa 3).
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Uhend 5: TMR 8 1+ (700 MHz; CDCls; MesSi) 7,64 (1H; d; J = 4,2 Hz; Har); 7,26 (1H; d; J =
3,5 Hz; Har); 1,55 (9H; s; —(CH3)3). TMR 813c (176 MHz; CDCls; MesSi) 161,8; 142,8; 135,0;
133,8; 123,1; 82,3; 28,2 (Lisa 4).

V) 2-tert-butiiiiloksiikarboniiiil-5-dimetoksiiboronatoselenofeen:

n-BulLi (2 ekv) \O O
B(OCH3)3 (1 ekv) }3 Se |
\w/( )( 78°C,4m, a0 \ o)

Uhend 5 (15,5 mg; 0,05 mmol; 1 ekv) lahustati kuivatatud THF-is (0,5 ml) Ar keskkonnas.
Segu viidi temperatuurile —78 °C (tahke COg/atsetooni vann) ja tilkhaaval lisati 2M n-BuLi
lahus tstikloheksaanis (n-BuLi; 50 ul; 0,1 mmol; 2 ekv). Segu segati 30 min temperatuuril —
78 °C, seejérel lisati trimetiitilboraat (6 pl; 0,05 mmol; 1 ekv) 0,5 ml THF-is ja segati 3,5 tundi
[33]. Reaktsiooni kulgu jalgiti TLC (eluent 4:1 heksaan/EtOAc) abil iga tunni tagant ning
taheldati ldhteaine hulga vdhenemist ja arvatava produkti tekkimist. Pérast 4 tundi peatati
reaktsioon 2 ml 5%-lise NH4Cl lisamisega, tekkinud veekihti ekstraheeriti EtOAc-ga (3 x 1 ml),
kogutud EtOAcC ekstrakti kuivatati veevaba Na;SO4-ga. Parast lahusti eemaldamist vaakumis
oli toorsegu mass 30 mg ja seda prooviti puhastada kolonnkromatograafia abil (CHCls/MeOH,
20:1), kuid onnestus eraldada ~2 mg lahteainet ja <1 mg oletatavat produkti, mida ei olnud

vOimalik analiitisida.

VI)  9-(tert-butiiiiloksiikarboniiiil)-6-bromo-7-deasapuriin (ithend 6):

Br Br
DBU (5 ekv)
N \ Boc,O (3 ekv) NT XX
DMAP (0,2 ek t
k 1,4-di(()ksa:nV) N/ N
H
/\\O

O/

6-bromo-7-deasapuriin (200 mg; 1,01 mmol; 1 ekv), 1,8-diasabitsiiklo[5,4,0Jundek-7-een
(DBU; 755 ul; 5,05 mmol; 5 ekv), DMAP (25 mg; 0,2 mmol; 0,2 ekv) lahustati 1,4-dioksaanis
(2 ml) ja segati 10 min. Lisati di-tert-butiiiildikarbonaat (Boc.O; 661 mg; 3,03 mmol; 3 ekv)
[34]. Segu segati 48 tundi toatemperatuuril, seejarel lahjendati EtOAc-ga (3 ml) ja lisati 3 ml
20% NaCl lahust. Soolalahust ekstraheeriti EtOAc-ga (3 x 2 ml), saadud EtOAc ekstrakti pesti
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kiillastunud NaCl lahusega, kuivatati veevaba MgSOs-ga, filtreeriti. Lahusti eemaldati
vaakumis ja segu puhastati kolonnkromatograafia abil (CHCIs/MTBE, 10:1 v/v). Uhend 6
eraldati valge pulbrina (160 mg; 53%).

Uhend 6: TMR 81+ (700 MHz; CDCls; MesSi) 8,79 (1H; s; Har); 7,71 (1H; d; J = 3,5 Hz; Har);
6,60 (1H; d; J = 4,2 Hz; Har); 1,69 (9H; s; —(CHa)3). TMR & 13c (176 MHz; CDCl3; MesSi)
152,8; 151,2; 147,0; 144,7; 127,7; 123,2; 104,0; 86,0; 28,0 (Lisa 7).

Vila) Uhe Kkolvi 2-tert-butiiiiloksiikarboniiiil-5-bromoselenofeeni ja 6-bromo-7-
deasapuriini Suzuki sidestusreaktsioon:

Br
t\%
n-BuLi (1ekv) ™~ CuCl (1 ekv

Se OCH e O\ Se //O Pddg:fc(s rﬁorln/o ;/ Se
\ / 78015h Ar\ \MA Cs,CO, (2 ekv) N \ /
DMF

60°C,24h

Uhend 5 (100 mg; 0,32 mmol; 1 ekv) lahustati eelnevalt leegis kuivatatud kolvis Ar keskkonnas
kuivas THF-is (1 ml). Segu viidi temperatuurile —78 °C (tahke CO/atsetooni vann) ja tilkhaaval
lisati 2M n-BuLi lahus tsiikloheksaanis (161 pl; 0,32 mmol; 1 ekv). Pérast 10 min segamist
viidi segu temperatuurile —40 °C (CO2/MeCN vann) ja segati veel 30 min. Seejérel jahutati segu
uuesti temperatuurini —78 °C ja lisati tilkhaaval trimetiiiilboraat (36 pl; 0,32 mmol; 1 ekv).
Pérast 10 min segamist lasti segul soojeneda toatemperatuurini 30 min jooksul. Seejérel lisati
6-bromo-7-deasapuriin (64 mg; 0,32 mmol; 1ekv), CuCl (16 mg; 0,16 mmol; 0,5 ekv),
Pd(OAc)2 (3,6 mg; 0,02 mmol; 0,05 ekv), 1,1'-bis(difentiiilfosfino)ferrotseen (dppf; 9 mg;
0,02 mmol; 0,05 ekv) ja Cs.CO3 (210 mg; 0,65 mmol; 2 ekv) ja dimetiiiilformamiid (DMF;
2 ml) [35]. Segu segati 24 h temperatuuril 60 °C Ar keskkonnas ja reaktsiooni kulgu jélgiti TLC
abil (eluent 4:1 heksaan/EtOAcC). Taheldati lahteainete vahenemist ja tugevalt fluorestseeruva
tihendi tekkimist. Reaktsioonisegu lahjendati veega (1 ml), ekstraheeriti EtOAc-ga (3 x 2 ml),
ekstrakti pesti 5%-lise NH4OH-ga (2 ml), kuivatati Na.SQO4-ga, filtreeriti ja solvent eemaldati
vaakumiga. HPLC-MS analiiiis néitas keerukat ainete segu, milles massispektri jargi leidus ka
soovitavat ihendit. Segu puhastati kolonnkromatograafia abil (eluent 4:1 heksaan/EtOAc), mis
voimaldas eraldada kaks tihendit. TMR-analiiis nditas, et iiks neist on 6-bromo-9-
butiitildeasapuriin (13 mg) ja teine on lisandiga ldhteaine, 6-bromo-7-deasapuriin (18 mg).

Soovitud produkti eraldada ei dnnestunud.
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6-bromo-9-butiiiildeasapuriin: TMR & 11 (700 MHz; CDCls; MesSi) 8,58 (1H; s; Har); 7,25
(1H; d; J = 3,5 Hz; Har); 6,53 (1H; d; J = 3,5 Hz; Har); 4,27 (2H; t; J = 7 Hz; —CH2—CH>);
1,84 (2H; gnt; J = 7,7 Hz; H.C—CH2>—CHy>); 1,33 (2H; qt; J1 = 7,7 Hz; J2 = 7,0 Hz; —CH2>—
CHa); 0,95 (3H; t; J = 7,7 Hz; — CH3). TMR & 13c (176 MHz; CDCl3; MesSi) 150,3; 149,8;
143,9; 129,1; 120,8; 100,6; 44,9; 32,2; 19,9; 13,6 (Lisa 9).

VI1b) Uhe kolvi 2-tert-butiiiiloksiikarboniiiilselenofeeni ja 9-(tert-butiiiiloksiikarboniiiil)-

6-bromo-7-deasapuriini Suzuki reaktsioon:

Br

N)m 6
n-BuLi (1 ekv) NAN o
Se B(OCH )s (1 ekv) cudl (1 ekv) \ Se
PA(OAG), (5 mol%) (o] Y
7sc 15h, Ar \O dppf (5 mol%) >\ N \ / o
Cs,CO;, (2 ekv) | _—
‘ (0]

DMF
60°C,24h

Uhend 3 (61 mg; 0,26 mmol; 1 ekv) lahustati eelnevalt leegis kuivatatud kolvis Ar keskkonnas
kuivas THF-is (1 ml). Segu viidi temperatuurile —78 °C (tahke CO./atsetooni vann) ja tilkhaaval
lisati 2M n-BuLi lahus tsiikloheksaanis (133 ul; 0,26 mmol; 1 ekv). Pdrast 10 min segamist
viidi segu temperatuurile —40 °C (MeCN/CO2 vann) ja segati veel 30 min. Seejérel jahutati segu
uuesti temperatuurini —78 °C ja lisati tilkhaaval trimetiiiilboraat (30 pl; 0,26 mmol; 1 ekv).
Pérast 10 min segamist lasti segul soojeneda toatemperatuurini 30 min jooksul. Seejérel lisati
tthend 6 (79 mg; 0,26 mmol; 1 ekv), CuCl (13 mg; 0,13 mmol; 0,5 ekv), Pd(OAc).; 3,0 mg;
0,01 mmol; 0,05 ekv), dppf (7 mg; 0,01 mmol; 0,05 ekv) ja Cs.COs (173 mg; 0,65 mmol;
2 ekv) ja DMF (2 ml) [35]. Segu segati 24 h temperatuuril 60 °C Ar keskkonnas ja reaktsiooni
kulgu jilgiti TLC abil (eluent 4:1 heksaan/EtOAc). Taheldati fluorestseeruvate iihendite
tekkimist, parast 24 h oli segus endiselt alles ithendit 3. Reaktsioonisegu lahjendati veega
(1 ml), ekstraheeriti EtOAc-ga (3 x 2 ml), ekstrakti pesti 5%-lise NHsOH-ga (2 ml), kuivatati
Na>S0s-ga, filtreeriti ja solvent eemaldati vaakumiga. HPLC-MS analiiiis niitas keerukat ainete
segu, kuid massispektri jirgi soovitavat iihendit ei tuvastatud ja reaktsioonisegu edasi ei

analuisitud.
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VIic) Uhe kolvi 2-tert-butiiiiloksiikarboniiiilselenofeeni ja 6-bromo-7-deasapuriini Suzuki

reaktsioon:

n-BuLi (1 ekv)

Q/L )( OCH) (1 ekv)
78, 16 I Ar -0 UA )( Pd(PtBuz E— w )(
CsF (5 ekv) \ /

dioksaan/Tol/H,0 (16:1:4),
85°C,12h

Uhend 3 (50 mg; 0,22 mmol; 1 ekv) lahustati eelnevalt leegiga kuivatatud kolvis kuivas THF-is
(2 ml) Ar keskkonnas. Segu viidi temperatuurile —78 °C (tahke CO>/atsetooni vann) ja
tilkhaaval lisati 2M n-BuL.i lahus tsiikloheksaanis (130 ul; 0,26 mmol; 1,2 ekv). Péarast 30 min
segamist lasti segul soojeneda toatemperatuurini ja segati veel 1 tund. Seejdrel jahutati segu
uuesti temperatuurini —78 °C ja lisati tilkhaaval trimetiiiilboraat (30 ul; 0,26 mmol; 1,2 ekv).
Pérast 1 tundi segamist oli TLC-analiiiisil (eluent 10:1 CHCIl3/MeOH) endiselt tugev ldhteaine
laik, mistottu lasti reaktsioonil kesta iled6. 16 tundi parast reaktsiooni algust oli TLC-plaadil
tugevalt fluorestseeruv laik. Reaktsioonisegule lisati 4 ml 5%-list NH4Cl lahust, saadud segu
ekstraheeriti EtOAc-ga (3 x 2 ml), ekstrakti pesti kiillastunud NaCl lahusega, kuivatati
Na>S0s-ga, filtreeriti ja solvent eemaldati vaakumiga. Saadud segu (60 mg) kasutati Suzuki
reaktsiooniks tdiendavalt puhastamata. Segule lisati 6-bromo-7-deasapuriin (36 mg;
0,18 mmol; 1,0ekv), CsF (82mg; 054mmol; 3,0ekv) ja  bis(tri-tert-
butiitilfosfiin)pallaadium(0) (Pd(t-BusP)2; 5 mg; 0,01 mmol; 0,05 ekv) lahustati eelnevalt
ultrahelivannis 10 min degaseeritud 1,4-dioksaani, tolueeni ja H2O segus (16:1:4; 4 ml) [36].
Kolb tdideti argooniga ja viidi temperatuurile 85 °C. Reaktsioonisegu segati 24 tundi ja jélgiti
TLC abil (eluent Et20), kuid ei tiheldatud olulist ldhteainete hulga vahenemist. Segu filtreeriti
1abi tseliidikihi, ekstraheeriti EtOAc-ga (3 x 2 ml), EtOAc ekstrakti pesti kiillastatud NaCl
lahusega, kuivatati veevaba Na>SQOs-ga, filtreeriti ja lahusti eemaldati vaakumis. TLC-analiitisi
jérgi moodustasid segu peamiselt ldhteained (3 ja 6-bromodeasapuriin), seega segu edasi ei

analiitisitud.
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2.3.3. Siinteesirada |11

) 5,5-dimetiiiil-2-(selenofeen-2-iiiil)-1,3-dioksaan (iihend 7):

@) , @)
se | e Se /)4
V) e () o

-72°C,4h

Trimetiiilsiliiiltrifluorometaan-sulfonaat (TMSOTT; 13,7 ul; 0,08 mmol; 0,04 ekv) lahustati
1 ml kuivatatud diklorometaanis (DCM), kolb tdideti argooniga ja jahutati temperatuurini —
72°C (tahke CO./EtOH vann). Segule lisati 2,2-dimetiiiil-1,3-
bis[(trimetiiiilsiliitil)oksii]propaan (563 mg; 2,26 mmol; 1,2ekv) ja 5 min moodudes
selenofeen-2-karbaldehiitid (300 mg; 1,89 mmol; 1 ekv) [37]. 4 tundi parast reaktsiooni algust
peatati reaktsioon piiridiini lisamisega (38 pl) ja segu viidi toatemperatuurile. Reaktsioonisegu
pesti 4 ml 5% NaHCOs3 lahusega, saadud vesilahust ekstraheeriti DCM-iga (3 x 4 ml), saadud
orgaanilist kihti pesti kiillastunud NaCl lahusega ja kuivatati veevaba Na>SOs4-ga. Lahust
filtreeriti, lahusti eemaldati vaakumis ja segu puhastati kolonnkromatograafia abil
(heksaan/EtOAc, 3:1). TLC plaadi visualiseerimiseks kasutati ka 2,4-dinitrofentiiilhiidrasiini
happelist ~ lahust, mis  védrvis  ldhteaine  ja  saaduse laigud roosaks

(aldehiitidide/ketoonide/atsetaalide test). Produkt eraldati valge kristalse ainena (332 mg; 72%).

Uhend 7: TMR & 14 (700 MHz; CDCl3; Me4Si) 7,98 (1H; dd; J1 = 5,6 Hz; J2 = 0,7 Hz; Har);
7,31 (1H; d; J = 4,2 Hz; Har); 7,22 (1H; dd; J1 = 5,25 Hz; J2 = 3,5 Hz; Har); 5,60 (1H; s; —
CH—); 3,75 (2H; d; J= 11,2 Hz; —CH2—); 3,64 (2H; d; J = 10,5 Hz; —CH2>—); 1,27 (3H; s;
—CH3); 0,79 (3H; s; —CHs). TMR 813c (176 MHz; CDCl3; MesSi) 148,1; 131,0; 128,9; 127,2;
99,6; 30,2; 23,1; 21,9 (Lisa 5).

I1) 5,5-dimetiiiil-2-[5-(4,4,5,5-tetrametiiiil-1,3,2-dioksaborolaan-2-iiiil)-selenofeen-2-iiiil]-
1,3-dioksaan (iihend 8):

-BuLi (1,7 ek
<o O/)< iPTO-lé;;irg (2,2 glzv)i O\B ce O/)4
\ / 0 THF, Ar O/ \ / 0

Gledd

7 8

23



Reaktsiooni viis 1abi Kaido Viht.

Uhend 7 (57 mg; 0,23 mmol; 1 ekv) lahustati Ar keskkonnas kuivas THF-is (1 ml) ning jahutati
temperatuurini —72 °C (tahke COo/EtOH vann). Tilkhaaval lisati 2M n-BuLi lahus
tsiikkloheksaanis (200 ul; 0,4 mmol; 1,7 ekv). Parast 1 tundi lahuse segamist lisati tilkhaaval 2-
isopropoksii-4,4,5,5-tetrametiiiil-1,3,2-dioksaborolaan ~ (iPrO-Bpin; 120 ul; 0,58 mmol;
2,5 ekv) 2 minuti jooksul. Reaktsioonisegul lasti soojeneda toatemperatuurini ja segati {ile60.
Reaktsiooni analiiiisiti TLC-ga (2:1 heksaan/EtOAc). Oranzikas reaktsioonisegu kanti {ile
15 ml tsentrifuugituubi, lisati 5% NH4CI vesilahus (2 ml) ning saadud segu ekstraheeriti kaks
korda dietiiiileetriga. Saadud ekstrakti pesti kiillastunud NaCl lahusega ja kuivatati Na>SOs-ga.
Solvent eemaldati vaakumis ning saadi 83 mg tahket ainet, mis TLC- ja TMR-analiiiiside jérgi
sisaldas lisandina reageerimata l&hteainet. Saadud ainet kasutati puhastamata kujul jargmises

slinteesietapis.

Uhend 8: TMR & 11 (700 MHz; CDCls; MesSi) 7,80 (1H; d; J = 3,6 Hz; Har); 7,38 (1H; d;
J=3,6 Hz; Har); 5,60 (1H; s; —CH(OR)y); 3,77-3,60 (2 x 2H; 2 x m; 2 x —CHz>—); 1,32
(12H; s; —CH3); 1,25 (3H; s; —CHs); 0,78 (3H; s;—CHs) (Lisa 10).

I11)  2-[5-(7H-piirrolo[2,3-d]piirimidiin-4-iiiil)selenofeen-2-iiiil]-5,5-dimetiiiil- 1,3-
dioksaan (iihend 9):

Br

\ \

CsF (3 ekv)
Pd(t- BuaP)z (0,05 ekv)
\ / dioksaan/Tol/H,0 (16 1:4; 4 ml)
85°C, 15 h

Uhend 8 (80 mg; 0,22 mmol; 1,2 ekv), 6-bromo-7-deasapuriin (36 mg; 0,18 mmol; 1,0 ekv),
CsF (82 mg; 0,54 mmol; 3,0ekv) ja Pd(t-BusP). (5mg; 0,01 mmol; 0,05 ekv) lahustati

eelnevalt ultrahelivannis 10 min degaseeritud 1,4-dioksaani, tolueeni ja H>O segus (16:1:4; 4

ml). Kolb tdideti argooniga ja viidi temperatuurile 85 °C. Reaktsioonisegu segati 15 tundi ja
jélgiti TLC abil (eluent Et20). Segu filtreeriti 1abi tseliidikihi, ekstraheeriti EtOAc-ga (3 x 2
ml), EtOAc ekstrakti pesti kiillastatud NaCl lahusega, kuivatati veevaba Na>SQOs-ga, filtreeriti
ja lahusti eemaldati vaakumis. Segu puhastati kolonnkromatograafia abil (eluent 100% MTBE)
ja eraldati 30 mg ihendit 9 (saagis 46%), mida kasutati jargmises etapis tdiendava

puhastamiseta.
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IV)  5-(7H-piirrolo[2,3-d]piirimidiin-4-iiiil)selenofeen-2-karbaldehiiiid (iihend 10):

TFA/H,0 (9:1)
_—
3h, 1t

Uhendile 9 (20 mg; 0,06 mmol) lisati trifluoroetaanhappe (TFA) ja H20 segu (9:1 (v:v), 100 pl)
ja segu segati 3 tundi toatemperatuuril. Segu lahjendati 4 ml Et,O-ga ja tsentrifuugiti. Tekkinud
sade eraldati (13 mg) ja seda analiitisiti TMR abil, mis kinnitas aine puhtust (lisasignaalid
solvendijaékidest). Lisaks analiiiisiti seda HPLC-ga.

TMR 81+ (700 MHz; DMSO-d6; MesSi) 9,88 (1H; s; —CHO); 8,77 (1H; s; Har); 8,53 (1H; d;
J =42 Hz; Har); 8,41 (1H; d; J = 4,2 Hz; Har); 7,79 (1H; dd; J1 = 2,8 Hz; J> = 2,8 Hz; Har);
7,15 (1H; dd; J1 = 3,5 Hz; J, = 1,4 Hz; Har).

IV)  5-(7H-piirrolo[2,3-d]piirimidiin-4-iiiil)selenofeen-2-karboksiiiilhape (iihend 11):

Ag,0
1M NaOH

H,0/MeOH

Ag,0 (5 mg; suur iilehulk) lahustati ~1M NaOH lahuses (200 pl) ja segati 15 min. Uhend 11
(1 mg) lahustati 100 ul metanoolis ja lisati eelnevale segule. Segu segati toatemperatuuril 4
paeva, mille jooksul analiiiisiti reaktsioonisegu HPLC abil (t =3 h; t2 =24 h; t3 = 96 h). HPLC
analiilisi jaoks lisati 10 pl reaktsioonisegule 100 pl 1M HCI lahust, tsentrifuugiti, tekkinud sade
eraldati ja lahustati 20 ul dimetiitilsulfoksiidis (DMSO). Ajahetkeks t3 ei olnud kogu ldhteaine

dra reageerinud, kuid tihendi 11 hulk oli igas jargnevas ajapunktis suurem kui eelmises.
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3. Tulemused ja arutelu

2017. aastal meditsiinilise keemia to6rithmas avaldatud artiklis Kirjeldatakse bisubstraatset
inhibiitorit ARC-1137, mis nditas PKA suhtes iiles vdga korget afiinsust (K¢ = 13 pM) [22].
ARC-1137 struktuur koosneb neljast osast: aromaatseid heterotsiikleid — tiofeeni ja
7-deasapuriini — sisaldavast struktuuriosast, mis seondub PK ATP-taskusse, oligo-D-arginiinist,
mis interakteerub PK valksubstraadi sidumispiirkonnaga, hiidrofoobsest vaheliilist, mis
ithendab kahte eespool nimetatud fragmenti, ning peptiidahela C-terminali kiilge ithendatud
fluorestsensmargisest, milleks antud struktuuris on PromoFluor-647 (Joonis 8). Lisaks korgele
afiinsusele basofiilsete proteiinkinaaside suhtes on ARC-1137 PK aeglaselt kustuv
fotoluminestsentssond. PK-ga mitteseondunud olekus omab ARC-1137 PromoFluor-647-le
iseloomulikke fluorestsentsomadusi. Kui ARC-1137 seondub cAMP-sdltuva PK kataliiditilise
alaiihikuga ning saadud kompleksi kiiritada UV-A Kiirgusega, ergastub ATP-taskusse
seondunud tiofeeni sisaldav heterotsiikliline molekuliosa. PK taskus on selle struktuuriosa
tripletne ergastusolek histi stabiliseeritud ja emiteerib pika elueaga (aeglaselt Kkustuvat)
fosforestsentskiirgust. Kuna aga molekulis on fluorestsentsmirgis, kandub energia
mittekiirguslikult molekuli peptiidosa C-terminalis paiknevale fluorestsentsmérgisele ning

registreeritakse pika elueaga kiirgus fluorestsensmargisele iseloomuliku emissioonispektriga.

Erinevad viivlit ja seleeni sisaldavad heterotsiiklid on sagedasti ARC-desse kaasatud
struktuurielemendid. Aromaatset vadvli- voi seleeniaatomiga heterotsiiklit sisaldavatel
ARC-del on neeldumismaksimumid ligikaudu 340-360 nm juures, mis vdoimaldab molekuli
efektiivselt ergastada UV-A Kkiirgusega [16]. S- voi Se-aatomit sisaldavate PKI-de pika
elueaga luminestsentsi saab oluliselt voimendada fluorestsentsvarvi lisamisega. Seda pohjustab
Forsteri tiilipi resonantsenergia iilekanne ergastatud vadvlit voi seleeni sisaldavalt
heterotsiikliliselt siisteemilt molekuli kiiljes olevale fluorofoorile. Fluorestsentsvérv ergastub ja

fluorestseerub.

Vaavli asendamisel seleeniga ei ole tdheldatud ARC afiinsuse muutust, kiill aga tunduvalt
intensiivsemat pika elueaga luminestsentsi (30—100 korda) [16]. Se-sisaldavatel ARC-del on
vorreldes S-pohistega ndorgem fluorestsents ja tugevam fosforestsents, mida pohjustab seleeni
raske aatomi efekt. See ndhtus suurendab tOendosust, et toimub siisteemisisene iilekanne

tripletsesse olekusse.

Bakalaureusetoo eesmérk oli sidestada selenofeen-2-karboksiiiilhape ja 7-deasapuriin

(ithend 11, Joonis 9), mida saaks kasutada ARC-1137 selenofeenanaloogi siinteesimiseks.
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Oletatakse, et kavandatav selenofeenipohine ARC omab intensiivsemat luminestsentsi kui

ARC-1137.

HZNYNHZ HZN NH, H2N NH2

: S J J

O
3 eyt ﬁwﬁ ﬁ ““‘i
— o (¢]
NH/

HN™™ O NH, 2 Hp HoN Hp

adenosiini analoog vahellli oligoarginiin PromoFIuor-647

Joonis 8. ARC-1137 struktuur.

Joonis 9. T66 kdigus siinteesitud 5-(TH-piirrolo[2, 3-d]piirimidiin-4-iiiil)selenofeen-2-karboksiiiilhape, mida saab kasutada
uue ARC siinteesimiseks.

ARC-1137 adenosiini mimikeeriva fragmendi siinteesimiseks kasutati tiofeeni derivaati,
5-karboksiitiofeen-2-boroonhapet. See reagent oli ettevottest Apollo Scientific soodsalt
hangitav Suzuki reaktsiooni ldhteaine, mistdttu oli ARC-1137 adenosiini analoogi
valmistamine vaid iihe etapi siintees. Kommertsiaalselt kéttesaadavate selenofeeni derivaatide
hulk on viga piiratud, lisaks on nende valmistamist ja voimalikke stlinteesiradu tunduvalt vihem

kirjanduses avaldatud.

VIA rithma elementidena on véavli ja seleeni keemilised omadused valdavalt sarnased. Seleeni
aatommass ja -raadius on suuremad ja kovalentsed sidemed siisiniku ja vesinikuga nérgemad
kui vaavlil. Need omadused muudavad seleenorgaanilised iihendid véidvelorgaanilistega

vorreldes reaktiivsemaks ja monevorra ebastabiilsemaks [38].

Selenofeen-2-karboksiiiilhappe ja 7-deasapuriini sidestamiseks otsustati samuti kasutada
Suzuki reaktsiooni. Iga planeeritud siinteesiraja saab jagada kolmeks: a) Suzuki reaktsiooniks
sobivate ldhteainete siintees (derivatiseerimine, kaitseriihmade lisamine), b) Suzuki reaktsioon

ja ¢) funktsionaalriihmade teisendamine.
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3.1. Siinteesirada I

Algselt planeeritud siinteesirada holmas selenofeeni 2. asendisse boroonhappe pinakoolestri ja
seejarel 5. asendisse karboksiiiilrithma lisamist, et saada Suzuki reaktsiooni ldhteaine, mis ei
vajaks pdrast sidestamist edasist to6tlust. Kuigi selenofeeni derivatiseerimine boroonhappe
pinakoolestriks toimus korge saagisega (96%), ei olnud edasistel Kkatsetatud meetoditel
voimalik saadud tihendile karbokstiiilriihma lisada (Joonis 10). Karboksiitilrithma lisamiseks
kasutati tahket siisihappegaasi ja reaktsioonisegu tilgutati CO, tiikkidele. Reaktsiooni viidi
vordlemise eesmérgil 1dbi nii autori poolt siinteesitud kui ka kommertsiaalselt kittesaadava
ainega. Kummalgi juhul ei esinenud TMR spektris karboksiililriihma signaali. Koige

toendolisemalt oli pdhjuseks produkti ebastabiilsus.

n-BulLi
O TMEDA

Se  iposen /\B Se
Y W

Joonis 10. Siinteesirada I: libi viidud reaktsioonid ja tulemused.

3.2. Siinteesirada I1

Jargmisena otsustati katsetada silinteesirada, mis hdlmab selenofeen-2-karbaldehiiiidi
oksiideerimist vastavaks karboksiiiilhappeks, saadud 2-karboksiiiilselenofeenile 5. asendisse
boroonhappe estri lisamist ja Suzuki reaktsiooni. Eeskujuks voeti kirjandusest leitud
patendikirjeldusest analoogne siinteesirada, kus tiofeen-2-karboksiiiilhappele lisati 5. asendisse
broomiaatom ja seejérel asendati see boroonhappe estriga (saagis 56%) [33]. Enne boroonhappe
estri lisamist derivatiseeriti patendikirjelduse jargi karboksiiiilrithm tert-butiiiilestriks (Joonis
11).

0]
S Agzo DMAP, Boc,0 Se | /
\ 89% OH 86% w/\ 0o
4

61%1 NBS <34%l NBS

OH o n-BuLi
Br Se \ DMAP, Boc,0 Br Se / B(OCH,), -
T Y e T e ot
3 5

Joonis 11. Siinteesirada II: libi viidud reaktsioonid Suzuki reaktsiooni ldhteainete valmistamiseks ja tulemused.
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Selenofeen-2-karbaldehiiiidi oksiideerimine 2-karboksiitilhappeks (ithend 2) hdbe(I)oksiidiga
aluselises keskkonnas kulges korge saagisega (89%) ning saadus ei vajanud kromatograafilist
puhastamist. Seejérel kontrolliti, kas optimaalsem on kdigepealt ithendit 2 broomida (iihend 3)
voi derivatiseerida see tert-butiiiilestriks (ithend 4). Kuigi {ihendi 2 esterdamine kulges korge
saagisega (86%), toimus tihendi 4 broomimine saagisega 34% ja produktis olid lisandid ka
parast kolonnkromatograafilist puhastamist (summaarne saagis iile kahe etapi 29%). Seega
osutus efektiivsemaks siinteesijarjekord 2—3—5, saagistega vastavalt 61% ja 73%

(summaarne saagis vastavalt 45%).

Boroonhappe estrid (nt metiiiil- voi pinakoolestrid) on dhu- ja niiskuskindlad ja sageli ka
kromatograafiliselt puhastatavad, seega on nad vastavatest boroonhapetest mugavamad
reagendid. Just seetottu derivatiseeritakse Suzuki reaktsioonis sidestatav alkiiiil- voi artiiilrithm
boroonhappe estriks. Kuigi tthendi 5 boroonhappe estriks derivatiseerimisel tekkis TLC
analiilisi pOhjal lisaks ldhteainele uus iithend, oli pdrast kolonnkromatograafilist puhastamist
voimalik eraldada vaid ldhteaine. Seetdttu otsustati jargmise katsena siinteesida vastav
boroonhappe ester ja samas reaktsioonindus Vviia kohe 1dbi Suzuki reaktsioon (Joonis 12a)

vastavalt Kirjandusest leitud eeskirjale [35].

L
(@] n-BuLi Pd((?;ilc
Br Se B(OCHy), ot Se
\ / o \ / Cs,CO; \ /
5
6
k

n-BuLi

Se 7 B(OCH,)s Se CuCI Se
o ot B el B tg‘sg‘g ] HW =1
3

(e} n-BulLi S
Se / B(OCH,), Se kN | N\ N e (0]
cooh = 3ale B Oaty
3 dioksaan/Tol/H,0 =
Joonis 12. Siinteesirada II: Suzuki reaktsioonid erinevate lihteainekombinatsioonidega.
Suzuki reaktsiooni TLC analiiiisil tdheldati tugevalt fluorestseeruvat laiku, mis on omane
soovitavale produktile. Kolonnkromatograafia abil oli voimalik eraldada vaid kaks ainet, mis
olid vastavalt ebapuhas l4hteaine, 6-bromo-7-deasapuriin, ja 6-bromo-9-butiitil-7-deasapuriin.
Suur hulk Suzuki reaktsiooni iiht ldhteainet ja selle korvalprodukti annab alust oletada, et

esimeses etapis ei kulgenud liitium-halogeenvahetus ja sellele jargnev boroonestri lisamine
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hésti. Tdendoline mehhanism butiiiil-asendatud deasapuriini tekkimiseks on deasapuriini
deprotoneerumine aluselises keskkonnas ja reageerimine liitium-halogeenvahetuse etapis

kdrvalproduktina tekkinud butiiiilbromiidiga.

Selliste  korvalproduktide véltimiseks otsustati korduskatses kasutada bromeerimata
selenofeeni tert-butiiiilestrit. Lisaks Kkaitsti 6-bromo-7-deasapuriini happeline vesinik
Boc-riihmaga, et viltida selle deprotoneerumist. Muid reaktsiooniparameetreid ei muudetud
(Joonis 12b). Jillegi tdheldati reaktsiooni jooksul tekkivaid fluorestseeruvaid laike TLC
plaadil, kuid toorsegu HPLC-MS analiiiisil ei olnud voimalik tuvastada soovitavale produktile
iseloomulikke signaale (neeldumismaksimum vahemikus 340-360 nm ja molekulmass 448 Da,
Lisa 12).

Jargmisena optimeeriti kirjandusest leitud eeskirja [36] pohjal Suzuki reaktsiooni reagente ja
solventi (Joonis 12c). Kahtlustati, et esimeses etapis ei pruugi kogu n-BuLi dra reageerida,
mistottu hapestati, ekstraheeriti ja kuivatati esimese etapi reaktsioonisegu. Juba esimeses etapis
taheldati TLC plaadil tugevalt fluorestseeruvat laiku, kiill aga ei tekkinud edasises Suzuki
reaktsioonis lisaks ldhteainetele uut laiku. Ka HPLC-MS analiiiis ei ndidanud soovitud

produktile omaseid signaale (Lisa 13).

Kuigi boroonhappe estrid on sagedasti kasutatavad Suzuki reaktsiooni reagendid, ei ole need
enamasti piisavalt reaktiivsed kataliiitilisse tsiiklisse sisenemiseks. Seega tuleks kohandada
katsetingimusi nii, et ester hiidroliiiisuks vastavaks boroonhappeks, st lisada vett [35]. Lisaks
kaitserithma ebasobivusele vdis ka see reaktsioonides a) ja b) rolli méngida, sest kui
boroonhappe estri derivaati ka vihesel maéral tekkis, viidi reaktsioon ldbi veevabas

keskkonnas.

Karboksiitilhappe kaitsmisel Boc-riihmaga séilib molekulis elektrofiilne tsenter, mis
toendoliselt ei olnud piisavalt vastupidav nukleofiilsele n-BuLi-le. Seetdttu otsustati
slinteesirada muuta viisil, mis kulgeks iile stabiilsemaid funktsionaalrithmi sisaldavate

uhendite.

3.3. Siinteesirada III
Kolmandas katsetatud siinteesirajas ldhtuti samuti selenofeen-2-karbaldehiitidist, kuid seda
okstideeritud karboksiitilhappeks, vaid kaitsti atsetaali moodustamisega. Tsiikliline atsetaal on

vastupidav  kaitseriihm nukleofiilidele, sh aluselises keskkonnas. Aldehiiidrithma
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derivatiseerimine tstikliliseks atsetaaliks (iihend 7) voimaldas boroonhappe estri lisamise ja
sellele jargneva Suzuki reaktsiooni (Joonis 13).

Br
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o o) n-BuLi fe) 0] i

se | TMSOTF Se /)4 D8, i \B Se /)4 Pd(E;EQP)z
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Ag,0 (lilehulgas)
TFA/H,0 NaOH

—_—
~65%

MeOH/H,0

9 10 11
Joonis 13. Siinteesirada III: libi viidud reaktsioonid ja tulemused.

Erinevalt siinteesiradadest | ja Il suudeti siinteesida ja eraldada {ihend 8 (boroonhappe estri
derivaat). Reaktsiooni kordamisel saadud iihend sisaldas parast silikageelil kromatograafilist
puhastamist siiski ka ldhteainet ning oli mirgata aine lagunemist silikageelil (Lisa 10).
Téiendavalt puhastamata iithendiga 8 14bi viidud Suzuki reaktsiooni kulgu TLC abil jélgides
taheldati tugevalt fluorestseeruva laigu tekkimist ja vahesel médral lahteaineid, mida Kinnitas
ka reaktsioonisegu HPLC-MS analiiiis (Lisa 14). HPLC kromatogrammil tuvastati ihend 9
retentsiooniajaga 12,2 min, mille massispekter oli seleeni sisaldavatele iihenditele omase
isotoopjaotusega ja nditas dige M/z védrtusega iooni olemasolu (molekulmass 362 Da). Saaduse
neeldumismaksimum oli lainepikkusel 352 nm. Uhend 9 oli kolonnkromatograafiliselt
holpsasti puhastatav. Jargnevalt eemaldati ihendi 9 atsetaal-kaitseriihm TFA/H2O seguga.
Reaktsioonisegu analiiiisil oli ndha, et reaktsioon kulges 16puni ja kdrvalsaadusteta (Lisa 15).
Uhend 10 tuvastati retentsiooniajaga 10,6 min, seleeni isotoopjaotuse pdhjal molekulmassile
276 Da vastavas piirkonnas massispektris ja neeldumismaksimumiga 366 nm. Viimaseks
etapiks, 10—11, korrati siinteesirajas II kasutatud hobe(I)oksiidiga oksilideerimise meetodit. Nii
tihendit 10 kui 11 iseloomustab kehv lahustuvus vees, seetottu viidi reaktsioon 1dbi NaOH
vesilahuse ja metanooli segus. Paraku oli ka selles keskkonnas nii reaktsiooni ldhteaine kui ka
saaduse lahustuvus kehv, mis toendoliselt selgitab reaktsiooni Kiiruse markimisvaarset
vihenemist. Oksilideerimisreaktsiooni jélgiti HPLC analiiiisi abil kokku 4 paeva, mille jooksul
lahteaine piik vahenes ja soovitava produkti piik kasvas, kuid siiski ei reageerinud ldhteaine sel
ajavahemikul dra tdiel miiral (Lisa 16). Uhend 11 tuvastati retentsiooniajaga 8,9 min,
molekulmassiga 292 Da ja neeldumismaksimumiga 358 nm. Sellegipoolest toestati, et

kasutatud siinteesirajaga Il on voimalik selenofeen-2-aldehiitidist 1dhtudes siinteesida 5-(7H-
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piirrolo[2,3-d]piirimidiin-4-iiiil)selenofeen-2-karbokstitilhape, mis on edasiseks ARC-tiilipi

inhibiitori siinteesiks sobilik 1dhteaine.

3.4. Lopphinnang ja to6 edasiarendused

To66 kdigus saavutati seatud eesmairk, milleks oli leida potentsiaalne siinteesirada 5-(7H-
piirrolo[2,3-d]piirimidiin-4-iiiil)selenofeen-2-karboksiiiilhappe valmistamiseks. Produktiivseks
osutus siinteesirada III, mis vajab kordamist ja tdiendavat optimeerimist, et oleks voimalik
madrata ka 10ppiihendi saagis. Siinteesiraja viimases etapis osutus piiravaks asjaoluks nii
ldhteaine kui saaduste kehv lahustuvus, mida oleks voimalik suurendada nditeks lahustuvust

parandava kaitserithmaga deasapuriini N9 kiiljes.

Too edasiarendusena kasutatakse siinteesitud I0ppiihendit uue ARC-tiiipi inhibiitori
stinteesimiseks ~ tahkefaasislinteesi  meetodil.  Lisaks  saaks modta  ldppiihendi

luminestsentsomadusi ja vorrelda neid ithendiga ARC-1137.
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Kokkuvote

T66 eesmark oli siinteesida selenofeeni tuuma ja 7-deasapuriini sisaldav iithend, mida saaks
edaspidi kasutada proteiinkinaaside pika elueaga luminestsentsiga inhibiitori siinteesimiseks.
Selenofeeni derivaatide omadusi ja reaktsioone on vordlemisi vdhe uuritud, kuid neid

sisaldavad PK inhibiitorid on huvipakkuvad PK fotoluminestsentssondide arenduses.

T606 kaigus katsetati kolme siinteesirada selenofeenist voi selenofeen-2-karbaldehiitidist 5-(7H-
piirrolo[2,3-d]piirimidiin-4-iiiil)selenofeen-2-karbokstitilhappe saamiseks. Soovitava tulemuse
andis siinteesirada, mis kulges iile selenofeen-2-karbaldehiitidi tsiikliliseks atsetaaliks, sest
antud ithend on piisavalt stabiilne siinteesiraja kriitilistes etappides — boroonhappe estri
valmistamisel ja selle jargneva Suzuki sidestusreaktsiooni tingimustes. Tehti jareldusi
selenofeeni derivaatide reaktiivsuse, stabiilsuse ja kaitseriihma olulisuse kohta. Katsetati
selenofeen-boroonhappe estrite ja 6-bromo-7-deasapuriini vahelist Suzuki sidestusreaktsiooni

erinevate reaktsioonitingimustega.
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Summary

Synthesis of a compound containing selenophene and deazapurine for the
development of photoluminescent probes of protein Kinases

Eva Lea Jaiger

The aim of the thesis was to synthesize a compound containing 7-deazapurine and selenophene-
2-carboxylic acid that could be used for the synthesis of a protein kinase probe that exhibits
long lifetime luminescence upon irradiation. The properties and reactivity of selenophene
derivates have not been studied extensively, however intense luminescence has been observed
in inhibitors that include selenophene derivates in their structure. This phenomenon can be

implemented in luminometric assays of the inhibitor.

The theoretical part of the thesis gives an overview of the properties and catalytic mechanism
of protein kinases, their inhibitors and ARC (adenosine-oligoarginine conjugate) type inhibitors
developed in the Medicinal Chemistry research group of the University of Tartu, as well as a
brief overview of various photophysical processes.

In the experimental part of the thesis, three different synthesis routes for obtaining the conjugate
of 7-deazapurine and selenophene-2-carboxylic acid were tested. A positive result was achieved
by derivatizing 2-formylselenophene to the corresponding cyclic acetal. This provided a
protecting group that is stable enough in the following stages of boronic ester formation and
Suzuki coupling. Observations and conclusions of the reactivity, stability and the importance
of the selection of the protecting group of the selenophene derivates were made. The Suzuki
coupling of selenophene-boronic esters and and 6-bromo-7-deazapurine was tested with various

reaction conditions.
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Lisa 1. Uhendi 2 'H ja '3C spektrid (kahel lehel).
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Lisa 2. Uhendi 3 'H ja '3C spektrid (kahel lehel).

_J
60F L—= ==
pir L
TIS L~ -
LIS L— —  —
€80°¢—
POL"L
9OL'Ll e
otL L
J 0% L
3€6° L 90% "L
ObG‘Lk _J 60f7:L
T7T76'L7 == 7IvL
Sh6"L TIs7L
LIQ'L\
7OL™ L
9OL'L§
0TL L
8€6 "L
06 "L
7ve L
Sve "L
LTS8
6T1G°8
GzG- 8
L2558
LTS 8 GGZ €T —
619'8k _
GZS ' 8— ==

Y

41

Br

ppm

|
£

I
8
;

o

|

L
~
-
o

'|'
12

e




0Z”

[

Le

vo-

=N

€T ——

SET —_

9ET —

T ——

€91 ——

Br

\

Se

/

OH

42

ppm

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

190



Lisa 3. Uhendi 4 'H ja '3C spektrid (kahel lehel).

o)
HsC
Se ®
CHs
\ / © TLG T —
CHs
60" L~
PTE L0
9TE" L —
Z2E L —
8h6 "L ) 60€"L
0961\\\__5::_// PIE L
Y66 L T——— 9TE" L
996'L/ 2z L
8v6 "L
066°L
bGS6 "L
GG6 L
v0zZ"8
90Z°8
zZ12°8
p1Z°8
v0zZ-
902"
AN
1z

43

10

11

12

13




wdd

ot

0c

o€

or

0s

09

0L

08

06 00k OFF Ock O€L OFF 0SL O09F OZF 08L 06F 002 OlC
! ! ! ! ! ! _ _ ! ! ! ! !

CHs

HyC

Se

CHs

1Z°8¢

69718

TT°0€T —
CT'GET ——
99" Ll ——
67 IVl ——

PL 29T

44



Lisa 4. Uhendi 5 *H ja '3C spektrid (kahel lehel).
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Lisa 6. Uhendi 1 'H ja '3C spektrid (kahel lehel).
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Lisa 7. Uhendi 6 *H ja 3C spektrid (kahel lehel).
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Lisa 8. Uhendi 10 'H spekter.
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Lisa 9. 6-bromo-9-butiiiildeasapuriini *H ja *3C spektrid (kahel lehel).
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Lisa 10. Uhendi 8 'H spekter.
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Lisa 11. Siinteesirada II; VIla reaktsioon. Toorsegu HPLC-MS analiiis.
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Lisa 12. Siinteesirada II; VI1b reaktsioon. Toorsegu HPLC-MS analiiiis.
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Lisa 13. Siinteesirada II; VIlc reaktsioon. HPLC-MS analiiiis (kahel lehel).
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Lisa 14. Siinteesirada III; 111 reaktsioon. Toorsegu HPLC-MS analiiiis (kahel lehel).
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Lisa 15. Siinteesirada III; IV reaktsioon. Toorsegu HPLC-MS analiiiis.

Chromatogram
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Lisa 16. Siinteesirada III; V reaktsioon. Reaktsioonisegu ajahetkedel t; =3 h, to = 24 h,

t3 = 96 h (kolmel eri lehel).
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