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Infoleht

Keskkonnatundlike fluorestseeruvate aminohapete stinteesi optimeerimine

To0 eesmark oli optimeerida kahe keskkonnatundliku fluorestseeruva aminohappe
stinteesiradu, mis sisaldavad 6-N,N-dimetttlamino-2,3-naftalimiidi ja 4-
dimetttlaminoftalimiidi fluorestseeruvaid fragmente. Nende fluorestseeruvate aminohapete
fluorestsentsi intensiivsus polaarses ja mittepolaarses solvendis erineb >1000 korda. See
vaartus on palju suurem kui praegu kommertsiaalselt saadaolevatel keskkonnatundlikel
fluorestseeruvatel aminohapetel, seega on mainitud ainetel vaga suur potentsiaal peptiidide
interaktsioonide uurimises kasutamiseks. Nende aminohapete kirjanduslikud siinteesirajad

koosnevad mitmest erinevast etapist ja neid optimeeriti selle t60 kaigus.

Mérksonad: fluorestseeruvad aminohapped, keskkonnatundlikud fluorofoorid, orgaaniline

slintees

P390 — orgaaniline keemia

Abstract

Optimization of the synthesis routes of organic environment-sensitive fluorescent amino

acids

The aim of this study was to optimize the synthesis routes of two environment-sensitive
fluorescent amino acids bearing 6-N,N-dimethylamino-2,3-naphthalimide and 4-
dimethylaminophthalimide moieties. These fluororescent amino acids exhibit more than a
1000-fold increase in fluorescence intensity when moving from polar to non-polar media,
which is lot larger difference than the one the older environment-sensitive fluororescent
amino acids exhibit. This means that these fluororescent amino acids have a great potential to
be used when studying peptide-protein interactions, however they are not commercially
available. The literature synthesis routes for these compounds consist of multiple steps and

were optimized during this work.
Keywords: fluorescent amino acids, environment-sensitive fluorophores, organic synthesis

P390 — organic chemistry



Sisukord

Kasutatud TUNENAIT .........ooeiiiie bbb 4
SHISSEJUNBEUS ...ttt bbbttt bbbt 7
1. Kiranduse GIEVAAUE.........ccveveiieieeite ettt e r e esre e e aneenreas 8
1.1.  Fluoresestsentsi PONIMOLE ........ccveiuiiiiiiiiieiecee e 8
1.2.  Fluorestsentsi KeSKKONNAST SOIUVUS..........coiuiiiriiiiiiiiieiisesceee e 9
1.3.  Fluorestsents-sensorite omadused ja rakendused.............cccooveveieneninienienisieceen, 10
1.4.  Fluorestseeruvad aminONAPPEA ...........coueiieieiieiieie e e 10
O I @ 4 o [1 57T USSR 10
1.4.2.  SUNTEESITAJAA ...c.veeveeieieiieeie ettt et e e e sreeneesreenre e 13
1.4.2.0. A-DAPA SUNTEES.......eiiiiieiieeiie ettt sttt 13
1.4.2.2. 6-DIMN SUNTEES ...ttt 14
1.4.2.3. 4-DIMINA SUNTEES ....eeeiie ittt sttt sttt sttt 16

2. Reagentide, aparatuuri ja meetodite Kirjeldus...........ccceoeiiiiiieiiic i, 18
2.1, Aparatuur JatdOVaNENdId .........cccoiiiiiieieiees e 18
2.2. Kasutatud reaktiivide ja solventide fliusikalised omadused.............cccoevevvevieireennenn, 18

3. EKSPErimentaalng 0Sa.........ccuiiiirieieieiie st 20
3.1.  4-DAPA sSUNtEeSi OPtIMEETTIMINE .....oiiiieieieiterie sttt 20
3.1.1.  4-N,N-dimetttlaminoftaalhappe SUNLEES .......ccceevvevieiierieiiereee e, 20
3.1.2.  4-N,N-dimettitlaminoftaalanhUdriidi SUNTEES..........covvvvireiiiiiieeiiirieee e 20
3.1.3.  FMOC-Dap(BOC)-OH SUNEES .......cccveiveeiiieiectieie ettt 21
3.1.4.  Fmoc-Dap(BoC)-OAIlYI-i SUNTEES.........coviiiiiiiiiieriisieeeee e 21
3.1.5.  FMOC-Dap-OANYI-i SUNTEES......ccveiiiieiie et 22
3.1.6.  FMOC-DAPA-OAIlYI-T SUNTEES.......cciiiiiiiiiieie s 23
.17, A-DAPA SUNTEES. .....eieiieiiiietee ettt 23

3.2.  6-DMNA sUNteesi OPLIMEBTTMINE ......cviiiiiieiieiee e 24
4. TulemuUSEd JA ArULEIU.......c.eoieieceee e 26
4.1, A-DAPA SUNTEES ....oeee it e ittt s et e st e et e e e e st e e e e s s b e e e e e nnbaeeeessraeeeeannaenas 26
4.2.  6-DMN sUnteesi OPtIMEEITMINE .....cciuiiiieeiee ettt ere e 32
[0 (0 1Y PSS 36
SUIMMIAIY ..ttt ettt e et e st e e st e e e Rt e e as b e e e eR b e e e eR b e e e st e e e st e e e se e e e st e e enseeeanneeeanes 37
KaSULATUD KITJANAUS ..ottt bbbt 38
17 Lo FO USSP OPURPRRR 42



Kasutatud luhendid

4-DMAP
4-DAPA
4-DMN
4-DMNA
6-DMN
6-DMNA
Ac

ACN
Allyl

Ar

Arg

BADAN
Boc
BPO
Dap-OH

Fmoc-DAPA-OAIlyl

DCM
DIPEA

DMF

4-dimetiiulaminoftalimiid
4-dimettiulaminoftalimidoalaniin
4-N,N-dimettilamino-1,8-naftalimiid
4-N,N-dimettilamino-1,8-naftalimidoalaniin
6-N,N-dimetitlamino-2,3-naftalimiid
6-N,N-dimetiilamino-2,3-naftalimidoalaniin
atsudl

atsetonitriil

alladl

araal

arginiin
6-bromoatsetiiul-2-dimettilaminonaftaleen
tert-buttitilokstikarbondil

bensouulperoksiid

2,3-diaminopropioonhape

alltiil-N-a-Fmoc-N-B-(4-N,N-dimettdlaminoftalimidoul)-L-
diaminopropionaat

diklorometaan
N,N-diisopropuletidlamiin

N,N-dimetidlformamiid



DMSO dimettdlsulfoksiid

DnsA dansudlalaniin

EtOAc etullatsetaat

Fmoc fluorentiilmetdtloksukarbonul

Gly glutsiin

Hex heksaan

HPLC kdrgefektiivne vedelikkromatograafia (High Performance Liquid
Chromatography)

J I6henemiskonstant

Kt keemistemperatuur

Lys lUsiin

Me metudl

MS massispektromeetria

NBS N-bromosuktsiinimiid

np% murdumisnéitaja temperatuuril 20 °C

0 orto-

Ph fenadl

St sulamistemperatuur

Su suktsiinimiid

TBS tris(hidrometuitil)aminometaaniga puhverdatud NaCl lahus

TFA 2,2,2-trifluoroetaanhape



TMR tuumamagnetresonantsspektroskoopia
TLC planaarkromatograafia (Thin Layer Chromatography)

tt toatemperatuur



Sissejuhatus

Solvatokroomsed fluorestsentsmarkerid on laialt levinud erinevate biokeemiliste protsesside,
sealhulgas ka valguliste retseptorite ja peptiidide interaktsioonide uurimises. Uhed
klassikalisemad  selleks  kasutatud varvid on tioolreaktiivsed  6-akriloutl-2-
(dimettiulamino)naftaleen  (akrilodaan) ja  6-bromoatsetul-2-dimetiulaminonaftaleen
(BADAN), mis omavad ndrka fluorestsentsi intensiivsuse muutust ja nende kasutamine vaga

madalate kontsentratsioonide juures on raskendatud.

Viimasel ajal on arendatud rida fluorestsentsmarkeriga margistatud aminohappeid, mille
hulka kuuluvad 4-DAPA, 6-DMNA ja 4-DMNA. Antud aminohapete fluorestsentsi
intensiivsuse kasv polaarsest solvendist mittepolaarsesse solventi liikudes on rohkem kui
1000-kordne, mis on palju suurem vdrreldes varasemast ajast tuntud fluorestseeruvate
aminohapetega, millel vastav parameeter on kuni 100. Seetdttu on nende ainete potentsiaal

peptiidide seondumise uurimiseks véga suur.

Vaatamata véga headele fluorestsentsi nditajatele pole eelmainitud aminohapped
kommertsiaalselt kattesaadavad ja nende Kirjanduslikke stinteesiradu on kirjeldatud vaid
Uksikutes artiklites. Kirjeldatud sunteesietapid on kohati keerulised, nende Kirjeldus on
puudulik, kasutatud reagentide kogused on sageli ebaratsionaalselt suured vdi vaga olulised
detailid on jdetud kirjeldamata. See kdik muudab sunteesid véga raskesti korratavateks.

Lisaks on kirjeldatud radades stinteesietapid, mida on potentsiaalselt vdimalik vahele jatta.

Mainitud probleemide t0ttu vajavad 4-DAPA ja 6-DMNA siinteesirajad pdhjalikku
optimeerimist, pidades silmas reagentide liia (eriti Pd katallsaatorite) vahendamist,

korrektsete tingimuste otsimist ja ka siinteesiradade mdningat lihendamist.

4-DAPA ja 6-DMNA sunteesiga seotud probleemide osaline lahendamine on antud t66

eesmargiks.



1. Kirjanduse tlevaade
1.1.  Fluoresestsentsi pohimdote

Fluorestsentskiirgus tekib, kui molekul absorbeerib footoni ja ldheb ergastatud olekusse.
Tagasi pohiolekusse minnes vabastab molekul footoni, mille lainepikkus on suurem Kui
absorbeeritud footonil. Lisaks fluorestsentskiirgusele vdib molekul absorbeeritud kiirguse
vabastada ka fosforesentskiirgusena v6i soojusena. [1] Jablonski diagramm, mis Kirjeldab
erinevaid protsesse, mis v@ivad valguse toimel ergastatud molekuliga juhtuda, on toodud
skeemil 1. [2] Kiirgust absorbeerides laheb molekul esmalt singletsesse ergastatud olekusse
(S1). Singletsest ergastatud olekust tagasi pohiolekusse (So) relakseerumist kiirguse ndol
nimetatakse fluorestsentsiks. Singletses ergastunud olekus elektron v6ib ka oma spinni muuta
ja minna dle tripletsesse olekusse (Ti) ning tripletsest olekust emiteeritud Kiirgust
nimetatakse fosforestsentsiks. Molekul v6ib nii tripletsest kui ka singletsest olekust

pdhiolekusse tagasi minna, vabastades absorbeeritud energia soojusena. [1]

Emiteeritud fluorestsentskiirguse ja absorbeeritud kiirguse suhet nimetatakse fluorestsentsi
kvantsaagiseks (®k). [1]

vibratsiooniline
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Skeem 1. Jablonski diagramm. [2]



Fluorestsentsi néhtus sdltub ka margatavat keskkonnast (polaarne/mittepolaarne keskkond,
solvatatsioon jne). Selle néhtuse teket ja solvatokroomsuse jaoks vajalikke molekuli
struktuurielemente vaatleme peattikis 1.2.

1.2. Fluorestsentsi keskkonnast séltuvus

Skeemil 2 on toodud fluorestsentsi emissiooni lainepikkuse muutust iseloomustav skeem.
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Skeem 2. Solvatokroomset nihet iseloomustav skeem. [3]

Algselt on fluorestseeruv molekul solvendis olles pdhiolekus (S° vasakul) ning selle
dipoolmomendi suurus ja suund on néidatud musta noolega. Seejérel absorbeerib molekul
footoni energiaga hva ja jouab singletsesse ergastatud olekusse (S! vasakul). Ergastatud
olekus on molekuli dipoolmoment vdrreldes pdhiolekuga mérgatavalt erinev. Selle téttu
toimub solvendi relaksatsioon, st solvendi molekulid reorganiseeruvad, et vahendada
ergastatud oleku energiat (S* paremal). Kuna solvendimolekulid on niid organiseeritud
teisiti vorreldes algse pdhiolekuga, siis kui molekul jéuab pdhiolekusse tagasi, on pohioleku
energia korgem vorreldes algse pohioleku energiaga (S° paremal). Seega on emiteeritud
footoni energia vaiksem vorreldes absorbeeritud footoni energiaga ja emiteeritud lainepikkus
seega absorbeeritud lainepikkusest pikem. Mida polaarsem on solvent, seda suurem on
absorbeeritud ja emiteeritud lainepikkuste vahe. Keskkonnatundlikele fluorofooridele on veel
iseloomulik, et polaarsetes solventides, kus pohioleku ja singletse ergastatud oleku vahe on
vdike, suureneb sisekonversiooni osakaal ja selle tulemusena fluorestsentsi kvantsaagis
vaheneb. [3]

Selleks, et molekuli fluorestsentsomadused oleksid keskkonnatundlikud, peab molekulis

pohioleku ja ergastatud oleku dipoolmoment oluliselt erinema. Selleks peab molekul



sisaldama nii elektrondonoorset kui ka elektronaktseptoorset riilhma ning ergastatud olekusse
minnes vastavalt elektrondonoorne rihm annab elektroni dra ja elektronaktseptoorne riihm
votab selle vastu, mis muudab molekuli dipoolmomenti. Elektronaktseptoorseks rithmaks on
fluorestsentsvarvides tavaliselt kas C=0 vdi S=0 ja elektrondonoorseks riihmaks amino- voi
N,N-dimettdlaminorihm. Mida suurem on distants doonori ja aktseptori vahel, seda suurem
peaks olema fluorofoori keskkonnatundlikkus, kui molekulid on peale selle identsed. [4]
Fluorestsentsmarkerid sisaldavad tihti aromaatset susteemi, kuigi vOimalik on ka alifaatne
konjugeeritud siisteem. [5]

1.3. Fluorestsents-sensorite omadused ja rakendused

Optilisi tuvastusmeetodeid on kasutatud paljudes erinevates valdkondades tdnu nende heale
tundlikkusele ja selektiivsusele. Optiliste tuvastusmeetodite hulka kuuluvad absorptsioon,
difraktsioon,  reflektsioon, hajumine ja  kemoluminestsents.  Fluorestsents on
kemoluminestsentsi ks alaliike. Fluorestsentsil pGhinevaid sensoreid peetakse vorreldes

teiste sensoritega spetsiifilisemaks ja tapsemaks. [6]

Esimesi  fluorestsentsil ~ pOhinevaid  kemosensoreid  kasutati  metallikatioonide
detekteerimiseks, aga alates 1980. aastatest on lisandunud hulgaliselt rakendusi biokeemias.
[7-10] Viimase rakenduse alla kuulub ka valkude ja peptiidide retseptoriga seostumise
uurimine. Selleks on kasutatud fluorestseeruvaid valke, kuid kuna oluline on sailitada peptiidi
esialgne  struktuur, on vaga mdistlik maérgistada modnda teatud aminohapet
fluorestsentsmarkeriga, mille suurus on looduslike aminohapete omaga vdga sarnane ja mis
mdjutab peptiidi struktuuri palju vahem. [11,12] Klassikaliselt on selleks kasutatud tsusteiini
tioolsete rihmade suhtes reaktiivset akriiilodaani v6i BADAN-i. [13] Lisaks on
solvatokroomsed omadused ka (ksikutel looduslikel aminohapetel ning arendatud on ka
tehislikke fluorestseeruvaid aminohappeid.

1.4. Fluorestseeruvad aminohapped

1.4.1. Omadused

Aminohappel truptofaan on keskkonna polaarsustundlikud fluorestseeruvad omadused, kuid
triiptofaani kasutamise negatiivseks pooleks on, et selle ergastamiseks laheb vaja vaga
madalat lainepikkust ja triptofaan on looduslikes struktuurides laialt levinud. [3,14]

Kirjanduses on Kkirjeldatud vdga mitmeid erinevaid tehislikke keskkonnatundlikke
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fluorestseeruvaid aminohappeid, millest osade solvatokroomsed fragmendid on toodud

skeemil 3.
o O
m C T wen
MesN \ Me,N
(@]
4-DAPA 6-DMNA

O
() C
N—R S
Me,N |

& X :
0 O=8=0

|
NHR

4-DMNA DnsA BADAN

Skeem 3. Erinevate orgaaniliste keskkonnatundlike fluorofooride struktuurid.

Nagu struktuuridest néha, sisaldavad need kéik kas N,N-dimetidl- vdi aminoriihma ja hte

vOi kahte karbonul- vdi sulfoonamiidset rihma, mis viib dipoolmomendi muutuseni footoni

absorbeerimisel.

Vees ja orgaanilistes polaarsetes solventides on toodud keskkonnatundlike fluorestseeruvate

aminohapete fluorestsentsi kvantsaagis vaga madal, aga mittepolaarsetes solventides oluliselt

kdrgem. Fluorestsentsi kvantsaagis on nende molekulide puhul kdrge ka siis, kui need

polaarses solvendis olles seonduvad mittepolaarsete kohtadega valkudes. Skeemil 4 on

toodud Uhe keskkonnatundlikku fluorofoorset fragmenti sisaldava aine, 6-DMN-GlyOMe,

fluorestsentsi emissiooni intensiivsus erinevates solventides, kust on naha, et metanoolis ei

fluorestseeru molekul peaaegu Uldse ja kdige kdrgem fluorestsentsi intensiivsus testitud

solventidest on molekulil kloroformis, kuid palju ei erine ka méddetud intensiivsus tolueenis.

[15]
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Fluomstsantsiimearsinsus

ginepikkus [nm)

Skeem 4. 6-DMN-GlyOMe fluorestsentsi intensiivsus erineva polaarsusega solventides. [15]

Tabelis 1 on toodud erinevaid fluorestseeruvaid fragmente sisaldavate peptiidide

fluorestsentsomadused erineva polaarsusega solventides. Peptiidid saadi, kui kdik skeemil 3

toodud fluorofoorid seoti skeemil 5 toodud peptiidiga, kus R mérgib seondunud fluorofoori.

Tabel 1. Erinevaid fluorestseeruvaid aminohappeid sisaldavate peptiidide omadused [12]

Seondunud Fluorestsentsi Solvatokroomne

fluorofoor intensiivsuste nihe (TBS vs 1,4-
vahe (kordades) | dioksaan)

4-DMAP 4500 83 nm

6-DMN 1400 105 nm

4-DMN 1200 42 nm

dansuul 66 65 nm

BADAN 70 93 nm

R

Lys-Lys-CONH»
HoN-Arg-Arg-Lys-HN
o)
Skeem 5. Peptiid, millega seoti

uuritavad  keskkonnatundlikud

fluorofoorid.

Tabelist 1 on naha, et kuigi solvatokroomse nihke suurus on kdikide aminohapete korral

vahemalt 42 nm, siis varem sunteesitud fluorestseeruvaid aminohappeid BADAN vdi DnsA

sisaldavatel peptiididel on oluliselt véiksemad erinevused fluorestsentsi intensiivsuste

suurenemises polaarsest keskkonnast mittepolaarsesse keskkonda liikumisel (66-70 korda)
kui uuemaid fluorestseeruvaid aminohappeid 4-DAPA, 6-DMNA vdi 4-DMNA sisaldavatel

peptiididel (>1200 korda). Fluorestsentsi intensiivsuse erinevus on kdige suurem 4-DAPA-t
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sisaldava peptiidi jaoks, mille fluorestsentsi intensiivsus kasvab polaarsest solvendist

mittepolaarsesse solventi minnes 4500 korda.

Saadud informatsiooni pGhjal saab 6elda, et 4-DAPA, 6-DMNA ja 4-DMNA omavad
praktiliste rakenduste jaoks kdige véaartuslikumaid parameetreid. Jargnevalt on toodud
ulevaade 4-DAPA, 6-DMNA ja 4-DMNA sunteesist, sest kuigi nendel aminohapetel on suur
potentsiaal fluorestsentsil pdhinevates sensorites kasutamiseks, ei ole need veel

kommertsiaalselt kattesaadavad.

1.4.2. Sunteesirajad
1.4.2.1. 4-DAPA silintees

4-DAPA siinteesi jaoks on kirjeldatud thte suinteesirada, mis on toodud skeemil 6.

O

(0]
MezN
OoH Pd/C, H2 formaliin OH 110 °C O
OH —>» MeyN
MeOH Me,N Vaakum 3 0
2 0 HoBt, HBTU ©
+
R N
H H NH, DIPEA S 07
~Boc 1.Cs,CO3, MeOH /[ “Boc TFA/DCM /[ 8
> —> Fmoc. _0 Fmoc—NH®
Fmoc\N COOH Fmoc N C’O\/\ 0°C: rt N“C ~ X
2.DMF, AllylBr NG H o \
5 0 6
4
PhSiH,
Pd(PPh3),
M62N
o
N
O 8
COOH
Fmoc—NH

Skeem 6. 4-DAPA siinteesirada.

Lahteaineks on 4-aminoftaalhape (aine 1 skeemil 6), mille redutseerival alktulimisel
kasutatakse formaldehditidi vesilahust 10%-se Pd/C katallisaatori juuresolekul (40 massi% 4-
aminoftaalhappe massist) vesiniku atmosféaéris 2 bar réhu all ja reaktsioonis saavutatakse
taielik konversioon kolme tunniga. [16] Kuna Pd/C Katallsaatori puhul on tegemist
suhteliselt kalli ainega, siis kui tahta siinteesi labi viia suuremal skaalal, on vajalik
katalisaatori koguse vahendamine. Aminoriihma redutseerivat alkttlimist saab labi viia veel
néiteks Na(CN)BHj3 ja formaldehtiiidi abil pH 6 juures. [17]
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4-DMAP anhidriid (aine 3) saadakse 4-N,N-dimetiiilaminoftaalhappest vaakumis 110 °C
juures kuumutades, kuid protseduur ei tapsustanud, millist rdhku transformatsiooniks vaja on.

[16] Alternatiivne viis aine saamiseks on segamine atseetanhudriidi liias 50 °C juures. [18]

Slinteesiraja teise haru eesmargiks on saada Fmoc-Dap-OAllyl (aine 6), mida saaks siduda
fluorofooriga (ainega 3). Alloc-kaitstud N-o-Fmoc-diaminohappe saamiseks voetakse
kommertsiaalselt saadaolev Fmoc-Dap(Boc)-OH, mis Cs2COs juuresolekul reageerib
alliidlbromiidiga, andes aine 5, mis vajab kolonn-kromatograafilist puhastamist. Jargmises
etapis eemaldatakse TFA abil Boc-kaitserihm ning seejarel toimub ainete 6 ja 3 omavaheline
seondumine aktivaatorite HOBt ja HBTU juuresolekul aluselises keskkonnas, andes vajaliku
aine 63% saagisega. [16] Teoreetiliselt peaks olema v6imalik saada aine 7 ilma anhidriidi
tekketa otse aine 2 ja 6 vahelises reaktsioonis kahekordse aktivaatorite hulga kasutamisel.

See muudatus vdimaldaks stinteesi (ihe etapi vdrra lihendada.

Viimaseks etapiks on alliilrihma eemaldamine, et kaitsmata karboksutlhappe riihma saaks
siduda aminohapete jarjestusse. Selleks kasutatakse 25 ekvivalenti fentulsilaani kataltutilise
koguse Pd(PPhs)s juuresolekul kuivades tingimustes. Kuna fentiulsilaani ndol on tegemist
usna kalli reagendiga, siis vOiks saada siinteesi muuta odavamaks vdiksema koguse

fenudlsilaani kasutamisega. Siinteesiraja summaarne saagis on 42%. [16]

1.4.2.2. 6-DMN sintees

6-DMN anhudriidi jaoks on kirjeldatud kahte erinevat stnteesirada, millest esimesel on 5
etappi ja teisel 3 etappi. [18,19] Esimesena kirjeldatud 6-DMN siinteesiraja skeem on

naidatud skeemil 7.
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Skeem 7. 6-DMN siinteesirada.

Lahteaineks on 3-nitrobensaldehiiid (aine 9 skeemil 7) ja esimeseks etapiks on
aldehutdrihma kaitsmine. Teises etapis toimub nukleofiilne asendus, mis annab 2- ja 4-
kaitstud produktid 1:1 vahekorras, nii et soovitud produkti (aine 11) saagis on 35%.
Kolmandas etapis toimub Michaeli liitumine, neljandas etapis redutseeriv amineerimine
vesiniku atmosféaris formaldehuldiga katalUsaatori juuresolekul ja viimases etapis happe

tsukliseerumine anhudriidiks. Slinteesiraja summaarne saagis on vaid 16,5%. [18]

Alternatiivses siinteesirajas (skeem 8) algab stintees 4-nitro-o-ksileenist.

/@i Bry, A Br maleiinanhidriid, Kl OO OH Pd/C, H2
250 W lamp H2804 formaliin
Ac,0, A
> OH ™27 _
OH
Me,N Me,N
18 0

Skeem 8. 6-DMN anhidriidi stintees, alustades bromeerimisest.

Esimeses etapis toimub fotokeemiline bromeerimine 250 W hddgpirni valguses, andes aine
16 84% saagisega. [19] Suntees on ndiliselt lihtne, kuid selle korrektne reprodutseerimine

keeruline kasutatava lambi tdpsete omaduste puudumise tottu.

Teises etapis toimub tetrabromeeritud Uhendi transformatsioon dihappeks (aine 17) ja

kolmandas etapis nitroriihma redutseeriv alkiiilimine aineks 18. Viimases etapis toimub
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dihappe transformatsioon anhudriidiks (aine 19) atseetanhldriidi liias keetes. Siinteesiraja
summaarne saagis on 56%. Koikides etappides kasutatakse produkti puhastusmeetodina
umberkristallimist ja kolonn-kromatograafilist lahutamist ei ole vaja kasutada. [19] Saadud
anhudriidi on vbimalik siduda erinevate aminohapetega, nagu néidatud 4-DMAP ja Fmoc-
Dap-OAllyl naitel skeemil 6.

Kuigi 4-nitro-o-kstileeni  bromeerimist ei ole teistes tingimustes Kkirjeldatud, siis
dimetiitilbenseeni ja selle derivaatide tetrabromeerimise kohta on vélja té6tatud mitmeid
erinevaid tingimusi. Néiteks on reaktsioon l&bi viidud NBS-i abil, kasutades katallisaatorina
bensolulperoksiidi, aga ka NBS-ga fotokeemiliselt h6dglambi abil, kasutades radikaalse
initsiaatorina AIBN-i. [20,21] Kasutatud solventidest on kdige tavalisem CCls, sest see ei saa

reageerida radikaalse broomiga, kuid kasutatakse ka nditeks kloroformi. [22]

1.4.2.3. 4-DMNA siintees

Vorreldes 4-DAPA ja 6-DMNA-ga on 4-DMNA siinteesirada lihem, koosnedes ainult neljast
etapist. 4-DMNA jaoks on kirjeldatud ihte slinteesirada (skeemil 9), mille lahteaineks on 4-
bromo-1,8-naftaleenanhiidriid (aine 20 skeemil 9), mis konverteeritakse 4-N,N-dimetdl-1,8-

naftaleenanhtdriidiks (aine 21) 3-dimetttlaminopropionitriili juuresolekul.

MezN
(0] (0] (0]
NHBoc

NMez
Br 20

TFA/DCM 1/1

MezN
NHFmoc Fmoc-OSu O o
NH,
NaHCO; N \)W(OH
23 0 (o)

A. 3-dimethiiilaminopropionitriil, 3-metiiiil-1-butanool, N,, A
B. 3-amino-2-(Boc-amino)-propioonhape, NaHCOj;, 1,4-dioksaan/vesi 5/1, N,, A

Skeem 9. 4-DMNA slinteesirada.

MezN

Seejarel toimub sidumisreaktsioon 3-amino-2-(Boc-amino)-propioonhappega NaHCOs
juuresolekul. Jargneb Boc-kaitserihma eemaldamine ja Fmoc-kaitseriihma sisestamine

molekuli. Kogu stinteesiraja summaarne saagis on 46%. [23]
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4-DMN anhidriidi  (aine 21) saamiseks on mitmeid erinevaid v@imalusi. Sinteesi
alternatiivsed lahteained on nditeks 1,8-naftaleenanhiidriid,  4-nitro-1,8-naftalimiid ja
atsenafteen. [24-26]

Tulenevalt kirjeldatud siinteesiradade probleemidest on t60 eesmérk 4-DAPA ja 6-DMN
stinteesi optimeerimine. 4-DAPA sunteesi puhul on eesmargiks optimeerida skeemil 6
toodud stinteesirada, vahendades Pd/C katalusaatori ja fentilsilaani kogust ning lihendades
stinteesirada. 6-DMN puhul on eesmargiks skeemil 8 toodud siinteesi esimeseks etapiks

oleva tetrabromeerimise reaktsiooni uurimine erinevatel tingimustel.
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2. Reagentide, aparatuuri ja meetodite Kirjeldus

2.1. Aparatuur ja téévahendid

e TLC Silica gel 60 F2s4 Merck KGaA.

e TMR spektrid mdddeti Bruker AC 200P (Spectroscopin AG, Switzerland).

e Ainete kromatograafiliseks lahutamiseks kasutati Sigma-Aldrichi Silica gel high
purity grade 70-230.

e Produktide puhtust analtiusiti LCMS-2020 kromatograafil 220 nm, 254 nm ja 440
nm juures. HPLC seade oli varustatud Kinetex C18 kolonniga ning UV-Vis ja
massdetektoritega.  Proovide elueerimiseks kasutati  jargmisi  gradiendi
programme:

gradient A - komponent B 5% (5 min), 5-99% (5-37 min), toatemperatuuril,
gradient B - komponent B 10% (5 min), 10-99% (5-37 min), toatemperatuuril,
gradient C - komponent B 5% (5 min), 5-99% (5-37 min), 40 °C,

kus komponent A oli 0,1% TFA/Milli-Q H20 ja komponent B oli 0,1% TFA/ACN.

e T00s kasutati Sigma-Aldrichi, Mercki, Lach-Neri ja Iris Biotechi solvente ja

reaktiive ning mdned reaktiivid olid siinteesitud ka meie t6dgrupi poolt.

2.2. Kasutatud reaktiivide ja solventide fuusikalised omadused

Tabel 2. Kasutatud reagentide ja solventide fliisikalised omadused [27]

Aine nimetus Molaarmass | St (°C) Kt (°C) | Tihedus np®
(g/mol) (g/cmd)
4-aminoftaalhape 181,15 - - - -
4-nitro-o-kslileen 151,16 27-30 - 1,139 -
Allatlbromiid 120,98 -119 70-71 1,398 1,469
Atseetanhidriid 102,09 -73 138-140 | 1,08 1,390
Atsetonitriil 41,05 -45 81-82 0,786 1,344
BPO 242,23 100-105 | - 1,33 -
(laguneb)
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Aine nimetus Molaarmass | St (°C) Kt (°C) | Tihedus np?
(g/mol) (g/cmd)
Broom 159,81 -7,2 58,8 3,119 -
CDCls 120,38 -64 60,9 1,500 1,444
Cs2CO3 325,82 610 - - -
DCM 84,93 -97 39,8-40 1,325 1,424
DIPEA 129,24 -50 127 0,742 1,414
DMSO-de 84,17 20,2 - 1,19 -
EtOAc 88,11 -84 76,5-77,5 | 0,902 1,3720
Fentdlsilaan 108,21 - 120 0,877 -
Fmoc-Dap-OH 326,35 - - - -
Formaldehudi 30,03 - - 1,09 -
vesilahus (36%)
Heksaan 86,18 -95 69 0,659 1,375
Klorobenseen 112,56 -45 132 1,106 1,524
MeOH 32,04 -98 64,7 0,791 1,329
Na2SO4 142,04 - 884 2,68 -
Pd(PPha)s 1155,56 - - - -
TFA 114,02 -15,4 72,4 1,489 1,3
tolueen 92,14 -93 110-111 | 0,865 1,496

19



3. Eksperimentaalne osa

3.1. 4-DAPA slinteesi optimeerimine

3.1.1. 4-N,N-dimetttlaminoftaalhappe stintees

Autoklaavi teflonklaasi kaaluti 0,5-3,0 g (1 ekv) 4-aminoftaalhapet, 3,3-6,7% massiprotsenti
11,5% Pd/C katallisaatorit (4-aminoftaalhappe massi suhtes), formaldehtldi 36% vesilahust
(6,67 ml/1 g 4-aminoftaalhappe kohta, 10,6 ekv), metanooli (33 ml/g 4-aminoftaalhappe
kohta). Autoklaav suleti, puhuti vesinikuga labi ning tdideti vesinikuga 2-4 bar réhuni.
Reaktsioonisegu segati kiirusega 700 podret minutis 23-70 °C juures vesiniku atmosféaris 1-
33 tundi. Reaktsioonisegu analusiti TLC (proov voeti otse reaktsioonisegust ja lahjendati
metanooliga), HPLC ja HPLC-MS abil. Péarast reaktsiooni 18ppemist filtriti reaktsioonisegu
labi Celiidi Pd katallisaatori eemaldamiseks (NB! Ei tohi lasta kuivaks!) ja filtrikooki pesti
25-50 ml metanooliga. Saadud filtraat kontsentreeriti rotaatoraurustil ja kuivatati
lUofilisaatori vaakumis. Produkt saadi kollase tahkisena (saagised 125-196%, HPLC puhtus
2-98%).

Rf (eluent EtOAc) 0,23; HPLC retentsiooniaeg 19,9 min (gradient A); MS: CioH11NO4

protoneeritud molekuli [M + H]" m/z arvutatud: 210, maaratud: 210.
Reaktsiooni tulemused erinevatel tingimustel on toodud peatikis 4.1. tabelis 3.

Optimeeritud tingimused: 3 h, 70 °C, 4 bar Hy rohk, 3,3% 11,5%-st Pd/C katallisaatorit

(lahteaine massi suhtes).

3.1.2. 4-N,N-dimetuilaminoftaalanhidriidi sintees

Umarkolbi kaaluti 0,5-2,5 g 4-N,N-dimetiiilaminoftaalhapet (1 ekv), sellele lisati
atseetanhtdriidi (50 ekv) ja reaktsioonisegu keedeti pulstjahutiga 4 h. Seejdrel jahutati
reaktsioonisegu toatemperatuurini ja lisati 30-100 ml dietluleetrit. Reaktsioonisegu hoiti 0 °C
juures (1 h) ja tled6 -20 °C juures. Produkt eraldati vaakumfiltreerimise abil ja pesti 10-20
ml kulma dietlitleetriga. Produkt saadi erkkollase pulbrina, mis fluorestseerus 365 nm lambi
valguses (saagis 67-71%).

St 201 °C (kirjanduses 202 °C [28]); H TMR (700 MHz, DMSO-ds, 8): 3,129 (s, 6H, N-
(CHs)2), 7,115 (s, 2H, Ar), 7,775 (s, 1H, Ar); 3C TMR (176 MHz, DMSO-ds, 3): 40,00,

20



106,68, 114,83, 117,94, 127,25, 134,15, 155,74, 163,45, 164,71; MS: CioHoNO3

protoneeritud molekuli [M + H]" m/z arvutatud: 192, maaratud: 192.
'H ja 3C TMR spektrid on vastavalt lisa 1 ja lisa 2.
Reaktsiooni tulemused on toodud peatiikis 4.1. tabelis 4.

3.1.3. Fmoc-Dap(Boc)-OH siintees

Umarkolbi kaaluti 0,425-0,8 g (1 ekv) Fmoc-Dap-OH, mis lahustati diklorometaanis (20 ml/g
Fmoc-Dap-OH kohta) ja kolb puhuti l&mmastikuga labi. Reaktsioonisegusse lisati 2 ekv
DIPEA-d ja segati toatemperatuuril, 10 minutit hiljem lisati 1,05 ekv Boc.O. Reaktsioonisegu
segati toatemperatuuril, kuni kogu léhteaine oli solvendis lahustunud (1 h), reaktsiooni
kulgemist kontrolliti TLC abil (proovi valmistamine: Eppendorfi tuubi lisati 0,5 ml 0,1 M
KHSO4 vesilahust, 0,3 ml EtOAc ja tilk reaktsioonisegust ning tuubi loksutati). Kui
reaktsioonisegus oli TLC jargi toimunud taielik Boc-Dap-OH konversioon, lisati
reaktsioonisegule 100 ml 0,1 M KHSO;4 vesilahust ja KHSO34 kihti pesti diklorometaaniga 4
korda. Uhendatud orgaanilisi faase pesti 30 ml veega, 30 ml NaCl kiillastunud vesilahusega
ja kuivatati Na,SO4-ga. Produkt kontsentreeriti rotaatoraurustil (vesivanni temperatuur 40 °C)

ja kuivatati ltofilisaatori vaakumis. Produkt saadi valge pulbrina (kvantitatiivne saagis).

Rt (EtOAc/MeOH 5/1) = 0,22; St = 126 °C (kirjanduses 129 °C [29]); *H TMR (200 MHz,
CDCls, 6): 1,414 (s, 9H, (C-CHg)), 3,575 (d, J = 4,6 Hz, 2H, CH»), 4,211 (t, J =7 Hz, 1H, CH
(Fmoc)), 4,349-4,349 (m, 3H, CH2 (Fmoc) + CH), 5,187 ja 5,878 (s, 1H, NH), 6,321 (m, 1H,
NH), 7,234-7,360 (m, 4H, Ar), 7,566 (d, J = 7 Hz, 2H, Ar), 7,720 (d, J = 7 Hz, 2H, Ar), 9,247
(s, 1 H, COOH); *C TMR (176 MHz, CDCls, 3): 27,30, 46,94, 55,28, 67,10, 67,35, 85,08,
119,85, 125,07, 126,97, 127,61, 141,36, 143,52, 146,65, 155,65, 156,61, 157,13, 158,24,
173,16.

H ja 3C TMR spektrid on vastavalt lisa 3 ja lisa 4.

3.1.4. Fmoc-Dap(Boc)-OAllyl-i siintees

Umarkolbi kaaluti 0,425-0,8 g (1 ekv) Fmoc-Dap(Boc)-OH ja see lahustati metanoolis (20
ml/1 g Fmoc-Dap(Boc)-OH). Reaktsioonisegule lisati 1,05 ekv Cs,COs. Reaktsioonisegu
segati toatemperatuuril 10 minutit ja seejarel metanool kontsentreeriti rotaatoraurustil

(vesivanni temperatuur 24 °C). Reaktsioonisegu lahustati DMF-s (5 ml/1 g Fmoc-Dap(Boc)-
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OH). 3,15 ekv alltulbromiidi lahustati 2 ml-s DMF-s ja lahus lisati reaktsioonisegusse.
Reaktsioonisegu segati toatemperatuuril ja jalgiti TLC abil (proovi valmistamine: Eppendorfi
tuubi lisati 0,5 ml 0,1 M KHSO4 vesilahust, 0,3 ml EtOAc ja tilk reaktsioonisegust ning tuubi
loksutati), kuni oli toimunud téielik Fmoc-Dap(Boc)-OH konversioon (1 h).
Reaktsioonisegule lisati 100 ml NaHCOs kullastunud vesilahust. NaHCOs Kkihti pesti
diklorometaaniga 4 korda. Uhendatud orgaanilisi faase pesti 30 ml veega, 30 ml NacCl
killastunud vesilahusega ja kuivatati Na;SOs4-ga. Produkt kontsentreeriti rotaatoraurustil
(vesivanni temperatuur 45 °C) ja kuivatati ltofilisaatori vaakumis. Produkt puhastati kolonn-
kromatograafiliselt (eluent EtOAc/Hex 1/4). Produkt saadi kollakasvalge pulbrina (81%

saagis).

R (EtOAc/Hex 1/3) = 0,31 (Fmoc-Dap(Boc)-OAllyl), 0,84 (Dap(Boc)-OAllyl); *H TMR
(200 MHz, CDCls, §): 1,432 (s, 9H, C(CHz3)3), 3,567 (s, 2H, CH2), 4,213 (1H, t, J = 13,8 Hz,
CH (Fmoc)), 4,376-4,414 (m, 3H, CH (Fmoc) + CH»), 4,649 (d, J = 4,6, 2H, CH>), 4,811 (s,
1H, NH), 5,248 (d, J = 11,6 Hz, 1H, CH), 5,277 (s, 1H, CH), 5,813-6,009 (m, 2H, CH2
(Allyl)), 7,294-7,395 (m, 4H, Ar), 7,594 (d, J = 7 Hz, 2H, Ar), 7,752 (d, J = 6,8 Hz, 2H, Ar);
13C TMR (176 MHz, CDCls, §8): 28,16, 42,10, 47,04, 55,02, 66,48, 67,04, 79,96, 118,95,
119,86, 125,03, 127,06, 127,83, 131,33, 141,20, 143,61, 155,90, 156,28, 170,04.

'H ja 3C TMR spektrid on vastavalt lisa 5 ja lisa 6.

3.1.5. Fmoc-Dap-OAllyl-i stintees

Umarkolbi kaaluti 0,1-0,5 g (1 ekv) Fmoc-Dap-(Boc)-OAllyl, see lahustati diklorometaanis
(10 ml/g Fmoc-Dap-(Boc)-OAllyl kohta) ja reaktsioonisegu paigutati jaévanni.
Reaktsioonisegule lisati 0 °C juures tilkhaaval 52 ekv TFA-d. Reaktsioonisegu segati 20
minutit O °C juures, kuni TLC jargi oli toimunud téielik lahteaine konversioon. TLC proov
valmistati, lisades Eppendorfi tuubi killastatud NaHCO3 vesilahust ja etulatsetaati ning tilk
reaktsioonisegu. Parast reaktsiooni 16ppu produkt kontsentreeriti rotaatoraurustil (vesivanni
temperatuur 24 °C) ja kuivatati llofilisaatori vaakumis (30 minutit). Produkt lahustati
tolueenis, kontsentreeriti rotaatoraurustil (vesivanni temperatuur 45 °C) ja kuivatati taas
lUofilisaatori vaakumis. Produkt saadi Fmoc-Dap-OAllyl-i TFA soolana ja seda kasutati
jargmises etapis ilma edasise puhastamiseta. Produkt saadi pruuni dlina (105% saagis, R
(EtOACc) = 0,08).
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3.1.6. Fmoc-DAPA-OAIlyl-i siintees

Umarkolbi kaaluti 0,1-0,33 g (1 ekv) Fmoc-Dap(Boc)-OAllyl, mis lahustati DMF-s (1 ml/g
ldhteaine kohta) ja reaktsioonisegusse lisati 5-10 ekv DIPEA-d ja 1,2 ekv 4-DMAP-i vdi 4-
N,N-dimetutlaminoftaalhapet. 30 minutit hiljem lisati 1,2-2,4 ekv HOBt-i ja 1,2-2,4 ekv
HBTU-d. Reaktsioonisegu segati toatemperatuuril ja jélgiti TLC abil ja HPLC-MS abil
(proovi valmistamine: Eppendorfi tuubi lisati 0,5 ml 0,1 M NaHCO3 killastunud vesilahust,
0,3 ml EtOAc, tilk reaktsioonisegust ning tuubi loksutati). Reaktsioon I0petati 24 h
moodudes. Reaktsioonisegule lisati 100 ml NaHCO3 kullastunud vesilahust. NaHCO3 kihti
pesti diklorometaaniga 3 korda. Uhendatud orgaanilisi faase pesti 30 ml veega, 30 ml NaCl
killastunud vesilahusega, kuivatati Na;SO4-ga ja kontsentreeriti rotaatoraurustil. Produkt
puhastati kolonn-kromatograafiliselt (eluent EtOAc/Hex 1/1). Produkt saadi kollase pulbrina

(max 65% saagis).

Rt (EtOAC) = 0,85; *H TMR (700 MHz, CDCls, 8): 3,058 (s, 6H, N-(CHz)2), 4,106-4,128
(2H, m), 4,152-4,190 (2H, m), 4,361-4,381 (1H, m, CH (Fmoc)), 4,652-4,678 (2H, m, CH
(Fmoc)), 4,701-4,740 (2H, m, CHy), 5,366 (1H, d, J = 17,55 Hz, CH), 5,865 (1H, d, J = 8,05
Hz, CH), 5,9184-5,9662 (1H, m, NH), 6,831 (1H, d, J = 6,65 Hz, CH), 7,074 (1H, d, J = 1,82
Hz, Ar), 7,278-7,311 (3H, m, Ar), 7,369-7,395 (2H, m, Ar), 7,750-7,592 (2H, m, Ar), 7,742
(2H, d, J = 7,49 Hz, Ar); 3C NMR (176 MHz, CDCls, 5): 38,95, 40,74, 47,14, 53,66, 66,86,
67,53, 106,31, 115,51, 118,01, 119,18, 120,02, 125,20, 126,87, 127,54, 131,39, 134,39,
141,25, 14359, 144,26, 15395 15596, 168,45, 168,97, 169,71; MS: CaiHzoNsOg

protoneeritud molekuli [M + H]" m/z arvutatud: 540, maaratud: 540.
'H ja 3C TMR spektrid on vastavalt lisa 7 ja lisa 8.
Sinteesi tulemused on toodud peatukis 4.1. tabelis 5.

3.1.7. 4-DAPA slintees

Umarkolbi kaaluti 20-110 mg (1 ekv) Fmoc-DAPA-OAIlyl-i, mis lahustati Kkuivas
diklorometaanis (100 ml/g l&hteaine kohta) ja reaktsioonisegule lisati 0,5-25 ekv
fentlsilaani ja 0,1 ekv Pd(PPhs)s. Reaktsioonisegu segati toatemperatuuril lammastiku
atmosféaris 1 h, kuni TLC jargi oli toimunud téielik l&hteaine konversioon (proov voeti otse
reaktsioonisegust ja lahjendati  etlllatsetaadis).  Reaktsioonisegu  kontsentreeriti

rotaatoraurustil.
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Puhastamisviisid:

A) 25 ekv fenullsilaani sisaldav reaktsioonisegu: reaktsioonisegule lisati 1 ml vett ja 1 ml
1,4-dioksaani ning produkt kontsentreeriti rotaatoraurustil. Produkt puhastati kolonn-
kromatograafiliselt (eluendid etliilatsetaat/isopropanool 3/1 ja MeOH/DCM 1/16).

B) Kombineeritud segu, mis sisaldas 0,5, 1 ja 10 ekv fenidlsilaani sisaldanud
reaktsioonisegusid: segule lisati 1 ml isopropanooli ning produkt kontsentreeriti
rotaatoraurustil. Produkt puhastati kolonn-kromatograafiliselt (eluendid
etllatsetaat/isopropanool 3/1, 0,2% etaanhapet etliulatsetaadis ja MeOH/DCM 1/16).

C) Kombineeritud segu, mis sisaldas 1,5, 3 ja 5 ekv fenullsilaani sisaldanud
reaktsioonisegusid: segule lisati 1 ml MeOH. Produkt puhastati preparatiivse HPLC abil
(gradient A).

Rt (EtOAc/isopropanool 3/1) = 0,11; HPLC retentsiooniaeg 30,8 min (gradient A); 'H TMR
(700 MHz, CDCls, 8): 2,982 (6H, s, N-(CHz3)2), 4,092-4,121 (2H, m, CH>), 4,222-4,247 (2H,
m, CHz (Fmoc)), 4,362 (1H, t, J = 10,43 Hz, CH Fmoc)), 4,737 (1H, d, J = 5,04 Hz, CH),
5,778 (1H, d, J = 7,07 Hz, CH), 7,285-7,319 (2H, m, Ar), 7,380-7,408 (3H, m, Ar), 7,554
(3H, t, J = 6,51 Hz, Ar), 7,749 (2H, d, J = 7,35 Hz, Ar), 7,768 (1H, s, Ar); 1*C TMR (176
MHz, CDCls, 8): 38,82, 41,20, 47,01, 53,35, 67,70, 107,44, 116,60, 119,92, 125,25, 125,46,
127,13, 127,71, 134,27, 141,18, 143,59, 143,97, 153,66, 156,33, 168,68, 168,99, 172,69; MS:
C28H25N306 protoneeritud molekuli [M + H]* m/z arvutatud: 500, méaaratud: 500.

'H ja C TMR spektrid on vastavalt lisa 9 ja lisa 10.

Optimeeritud tingimused: 1,5 ekv fenttlsilaani, 1h.

Katse tulemused erinevatel tingimustel on toodud peatiikis 4.1. tabelis 6.

3.2. 6-DMNA stinteesi optimeerimine

Protseduur A (bromeeriv_reagent on NBS): 0,5 g (1 ekv, 3,31 mmol) 4-nitro-o-ksileeni

lahustati 10 ml-s solvendis. Reaktsioonisegusse lisati 5 ekv N-bromosuktsiinimiidi ja 0,75-
1,5 ekv bensouiilperoksiidi. Reaktsioonisegu segati pustjahutiga keetes 24 h. Reaktsioonisegu
jahutati toatemperatuurini ja sade eraldati vaakumfiltreerimise teel. Filtraat kontsentreeriti

rotaatoraurustil (vesivanni temperatuur 45 °C) ja kuivatati luofilisaatori vaakumis. Produkt
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lahustati 50 ml-s kloroformis ja pesti 20 ml H>O ja 20 ml 10% NaOH vesilahusega,
ihendatud vesifaas ekstraheeriti 30 ml kloroformiga. Uhendatud orgaanilisi faase pesti 30 ml
NaCl kallastunud lahusega ja kuivatati MgSOs-ga. Produkt kontsentreeriti rotaatoraurustil
(vesivanni temperatuur 45 °C) ja kuivatati ltGofilisaatori vaakumis. Produkt umberkristalliti

heksaanis ja saadi heleroosa pulbrina (44% saagis).

Protseduur B (bromeeriv_reagent on Br2): 0,5 g 4-nitro-o-ksuleeni lahustati 3 ml-s

klorobenseenis ja reaktsioonisegu kuumutati keemiseni. 7 ekv Br, lahustati 2 ml-s
klorobenseenis ja Br. lahus lisati tilkhaaval reaktsioonisegusse, samal ajal reaktsioonisegu
400 W halogeenprozektori voi 150 W hodgpirniga valgustades (kui reaktsioonis kasutati
lampi). Reaktsioonisegusse lisati  0-0,1 ekv bensoutlperoksiidi. Reaktsioonisegu segati
plstjahutiga keetes 2 h ja reaktsioonisegusse lisati 0-0,1 ekv bensoullperoksiidi.
Reaktsioonisegu segati pistjahutiga keetes, kuni reaktsiooni algusest oli modddas 24 h,
produkti puhtust kontrolliti HPLC abil. Reaktsioonisegu pesti 3 x 30 ml veega, Uhendatud
vesifaase ekstraheeriti 2 x 30 ml EtOAc-ga, Uhendatud orgaanilisi faase pesti 20 ml NaCl
killastatud lahusega ja kuivatati MgSOs-ga. Produkt kontsentreeriti rotaatoraurustil
(vesivanni temperatuur 45 °C) ja kuivatati ltofilisaatori vaakumis. Produkt Gmberkristalliti

heksaanis ja saadi kollaste kristallidena (77% saagis).

Rf = 0,30 (EtOAc/heksaan 10/1); St = 122-123 °C (kirjanduses 125-127 °C [19]); HPLC
retentsiooniaeg 28,0 min (gradient B); *H TMR (200 MHz, CDCls, 6): 7,068 (s, 1 H, CHBI>),
7,121 (s, 1 H, CHBr), 7,927 (d, 1 H, J = 8,6 Hz, Ar), 8,201 (dd, 1 H, J1 =88 Hz, J, = 2,4
Hz, Ar), 8,541 (d, *H, J = 1,4 Hz, Ar); 3C TMR (176 MHz, CDCls, §): 33,92, 33,95, 124,48,
131,29, 139,81, 143,15, 147,99.

'H ja 13C TMR spektrid on vastavalt lisa 11 ja lisa 12.

Optimeeritud tingimused: 7 ekv broomi, 400 W halogeenprozektor, 0 ekv

bensolulperoksiidi, 16 h.

Reaktsiooni tulemused erinevatel tingimustel on toodud peatukis 4.2. tabelis 7.
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4. Tulemused ja arutelu
4.1. 4-DAPA slntees

COOH
Pd/C COOH
s
H>
HoN COOH Me,N COOH

Skeem 10. 4-aminoftaalhappe redutseeriv alkiulimine.

4-DAPA sunteesi esimeses etapis (skeemil 10) toimub kommertsiaalselt k&ttesaadava 4-
aminoftaalhappe redutseeriv amineerimine vesiniku atmosfadris pallaadiumi kataltsaatori
juuresolekul. Kirjeldatud protseduuris kasutati lahteaine suhtes 40 massi% Pd/C
katallisaatorit. [18] Seega vajab antud etapp optimeerimist eesmargiga saada kiirelt, puhtalt ja
minimaalse Pd/C katalusaatori hulgaga toimuv protsess. Optimeerimise tulemused erinevatel
tingimustel on toodud tabelis 3. Katalusaatori kontsentratsiooni vahendati 6 korda 6,7%
massiprotsendini ja Ulejddnud protseduuri tingimusi ei muudetud (2 bar Hz rohk,
toatemperatuur). Reaktsiooni jalgiti TLC abil ning pérast kolmetunnilist segamist
toatemperatuuril tundus TLC jargi, et reaktsioon on I8puni kulgenud, kuid HPLC-ga
kontrollides selgus, et tekkinud on ainult 2% 16pp-produkti, tlejd&nud lahteaine oli jaanud
kas reageerimata vOi tekkinud oli vahelhend, mis oli ilmselt monometiilitud produkt
(reaktsioon 1 tabelis 3). Samasugune tulemus saadi ka reaktsiooni labiviimisel 2 bar rdhu ja
70 °C juures (reaktsioon 2). Reaktsioonis 2 tosteti vesiniku rdhk autoklaavis 6 tunni
mo6dudes 4 bar-ni. Reaktsioonisegus oli 24 h méddudes toimunud taielik 4-aminoftaalhappe

konversioon.

Reaktsioon, mis algusest peale toimus 4 bar rdhu all toatemperatuuril segades, joudis taieliku
lahteaine konversioonini 33 h jooksul (reaktsioon 3). Reaktsioonis, mis toimus 4 bar réhu all,
kuid 70 °C juures segades, saavutati taielik lahteaine konversioon 1 tunni jooksul (reaktsioon
4). Kui katallisaatori kogust véhendati 3,3%-ni vorreldes 4-aminoftaalhappega, saavutati
taielik lahteaine konversioon 3 tunni jooksul (reaktsioon 5). Kdikides reaktsioonides saadi
>100% saagis, mis tulenes paraformaldehliudi moodustumisest reaktsioonisegus.
Paraformaldehludi on vdimalik depoliimeriseerida kuumutades voi happelises voi aluselises
keskkonnas. [30]
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Tabel 3. 4-aminoftaalhappe redutseeriva alkiulimise tulemused erinevatel tingimustel.

Nr | 4- Rohk | Aeg | Temperatuur | Katallsaatori Saagis | HPLC
aminoftaalhappe kontsentratsioon puhtus
mass

1 [309 2bar {3h |tt 6,7% 196% | 2%

2 130¢g 2bar |[6h |70°C 6,7% 154% | 2%

3 |10¢g 4bar |33 |tt 6,7% 145% | 98%

h
4 110¢g 4bar |1h |70°C 6,7% 143% | 98%
5 105¢g 4bar |3h |70°C 3,3% 125% | 94%

4-N,N-dimetlulftaalanhidriidi  moodustumise reaktsioon (skeemil 11) viidi 1&bi

atseetanhidriidis keetes.

o)
0
OH ACQO
—_—
OH o
MezN MezN
O ¢
Skeem 11. 4-N,N-dimetlulaminoftaalhappe konversioon 4-N,N-

dimetitlaminoftaalanhidriidiks.

Parast reaktsiooni I6ppu jahutati reaktsioonisegu toatemperatuurini ja lisati dietttleetrit, kuna
atseetanhtdriidi ei ole vdimalik rotaatoraurustiga kontsentreerida. Dietlitleetri lisamise
tulemusena sadenes produkt reaktsioonisegust véalja. Reaktsioonide tulemused on toodud
tabelis 4. Kui lahteainena kasutati 94-98% HPLC puhtusega 4-N,N-dimettulaminoftaalhapet,
mis sisaldas paraformaldehiudi, saadi produkt 67-71% saagisega erkkollase fluorestseeruva
tahkisena (tabel 4, reaktsioonid 2-4). Kuna 4-N,N-dimetiulaminoftaalanhidriidi TMR
spektrites ei olnud jalgi paraformaldehiddist, siis jareldati, et paraformaldehliud lagunes

kuumutamise kéigus. Produkt saadi puhta ainena.
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Sintees viidi 1&bi ka juhul, kui produkti HPLC puhtus oli vaid 2%, kuna TLC pdhjal tehti
vale jareldus lahteaine téieliku konversiooni kohta (tabel 4, reaktsioon 1). Sellisel juhul
filtriti kilmast dietulleetrist valja ainult 20% teoreetilisest ainekogusest. Et saagist tdsta,
lisati lahusele ka heksaani ning lahust hoiti tled6 -20 °C juures. Lahusest filtriti vélja pruun
pulber, mille mass oli 65% saagisest. Saadud tahkisel ei olnud fluorestseeruvaid omadusi

ning ka TMR spektri jargi ei olnud tegemist puhta ainega.

Tabel 4. 4-aminoftaalanhddriidi siinteesi tulemused.

Nr Lahteaine Lahteaine mass | DietUuleetrist Fluorestseeruvad
HPLC (kui valjakristallunud | omadused?
puhtus paraformaldehtudi | produkti saagis

mitte arvestada)

1 2% 1,1g 20% Ei

2 98% 059 71% Jah
3 98% 2,09 67% Jah
4 94-98% 259 68% Jah

4-DAPA saamiseks oli vaja stinteesida ka kaitstud aminohape, mille stinteesi alustati Fmoc-
Dap-OH molekuli aminorihma Boc-riihmaga kaitsmise reaktsioonist (skeemil 12).
Reaktsioon viidi 1abi BocO ja DIPEA-ga DCM-s toatemperatuuril segades. DIPEA on
vajalik Boc2O aktiveerimiseks, mis saab seejérel kergelt kaitsmata aminoriihmaga reageerida.
Kuna lahteaine DCM-s markimisvaarselt ei lahustu, aga moodustuv produkt lahustub, saab

reaktsiooni 16ppu madrata ka sellega, et tekkinud on selge lahus.

H

NH, N.
Boc,O Boc

Fmoc /[ Fmoc /(
” COOH DIPEA H COOH

Skeem 12. Fmoc-Dap-OH Boc-riihmaga kaitsmine.

Reaktsioon kulges 16puni 1 tunni jooksul ja toimus kvantitatiivse saagisega. Reaktsiooni viidi
labi korduvalt ning saadud tulemused olid nii saagise kui ka reaktsiooniaja poolest vaga
sarnased. Kuigi produkti ei puhastatud, oli HPLC p6hjal siiski tegemist puhta ainega.
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Jargnevalt toimub Fmoc-Dap(Boc)-OH alliilimine (skeemil 13), mille esimeses etapis
eemaldatakse karboksululriihmalt prooton ja saadud aminohappe tseesiumsool alkuilitakse
allutlbromiidiga. Produkti peab pérast reaktsiooni l0ppu ka kolonn-kromatograafiliselt
puhastama, sest Fmoc-rihm osaliselt eemaldub Cs>COs toimel, andes korvalproduktiks
Dap(Boc)-OAllyl.

H H
N NH,- TFA
/E “Boc 1. Cs,CO;4 N\BOC TFA/DCM 1/1 2
—» —»
Fmoc (0]
Fmoc\N COOH 2. AllylBr Fmoc\N SN N RN
H DMF H H o

o]

Skeem 13. Fmoc-Dap(Boc)-OH molekulile OAllyl-kaitserihma lisamine ja Boc-kaitseriihma
eemaldamine.

Soovitud produkt saadi 71-81% saagisega ja korvalprodukt 15-18% saagisega. Parast kolonn-
kromatograafilist puhastamist saadud Fmoc-Dap(Boc)-OAllyl on TMR spektrite jargi puhas

aine.

Fmoc-Dap(Boc)-OAllyl-i molekulist Boc-i eemaldamine toimus DCM/TFA 1/1 lahuses.
TFA-d lisati tilkhaaval ja reaktsioon toimus j&avannis korvalreaktsioonide &rahoidmiseks.
Reaktsioon kulges jaavannis I6puni 20 minutiga ja solvent kontsentreeriti rotaatoraurustil
toatemperatuuril olevas vesivannis, et Fmoc-i molekulist eemaldumist takistada. Seejéarel
lahustati produkt tolueenis ja tolueen kontsentreeriti rotaatoraurustil, et eemaldada veel
lahusse ja&dnud TFA aseotroopse seguna. Reaktsioonil oli veidi kvantitatiivsest saagisest
suurem saagis, sest vaike osa tolueeni jéi alles. Produkt saadi TFA-soolana ja seda kasutati

jargmises etapis ilma edasise puhastamiseta.

Reaktsioon Fmoc-Dap-OAllyl ja 4-DMAP anhidriidi (reaktsioon 1 skeemil 14) vahel toimis
nii, nagu Kirjeldatud protseduuris Kirjas, sest 24 h toimunud reaktsioonil saadi esimesel korral
41% ja teisel korral 65% saagis (reaktsioonid 1 ja 2 tabelis 5) ning saadud aine oli HPLC-
MS-i ja TMR spektrite jargi puhas.
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MezN H ICI: \/\

O O

Skeem 14. Fmoc-DAPA-OAIlyl-i suntees.

Fmoc-Dap-OAllyl-i  Uritati reageerima panna ka 4-N,N-dimetiilaminoftaalhappega,
kasutades 2 korda rohkem aktivaatoreid (HOBt ja HBTU) ja kaks korda rohkem DIPEA-d,
kuid jattes muud protseduuri parameetrid samaks (reaktsioon 3 tabelis 5). Reaktsiooni jalgiti
HPLC-MS abil ning 4 tunni méddudes oli reaktsioonisegus tekkinud 24% soovitud produkti,
kuid 24 tunni mdodudes oli enamus sellest lagunenud ja reaktsioonisegus oli alles ainult 3%
produkti, seejarel reaktsioon IBpetati. Tekkinud produkti lagunemine oli tingitud ilmselt
sellest, et reaktsioonisegusse alles jaanud 4-N,N-dimetutlaminoftaalhape reageeris tekkinud

produktiga.

Tabel 5. Fmoc-Dap-OAllyl-le fluorestseeruva fragmendi sidumise tulemused.

Nr | Kasutatud reagent DIPEA | Aktivaatorite | Puhastatud | HPLC
kogus | kogus produkti puhtus
saagis
1 4-N,N-dimettilaminoftaalanhidriid 5 ekv 1,2 ekv 41% -
2 4-N,N-dimetlilaminoftaalanhidriid | 5 ekv 1,2 ekv 65% -
3 4-N,N-dimetlulaminoftaalhape 10 ekv | 2,4 ekv a 3%

a — Reaktsioonisegu ei puhastatud, vaid analtusiti ainult HPLC abil.
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Slnteesiraja viimaseks etapiks oli Fmoc-DAPA-OAIllyl-st allliulrihma eemaldamine, milleks
kasutati fentitilsilaani kuivas DCM-s lammastiku atmosfaaris, kasutades katallisaatorina
Pd(PPhz)s (skeem 15).

0]
. O
MeoN copNz MM e COOH
N
\/\I\HH Pd(PPhs), N\/\NH
|
0 Fmoc o) Fmoc

Skeem 15. 4-DAPA slinteesi viimane etapp, OAllyl-kaitserihma eemaldamine.

Protseduuri jargi oli vaja 25 ekvivalenti fentdlsilaani ja 0,1 ekv Pd(PPhs)s ning kirjeldatud
reaktsioonis saavutati taielik l&hteaine konversioon he tunni jooksul. [16] Jargides
kirjeldatud protseduuri, kulges reaktsioon 16puni the tunni jooksul, kuid produkti ei saadud
TMR spektri jargi siiski puhta ainena ka pérast kolonn-kromatograafilist puhastamist.
Reaktsioonisegus saavutati taielik lahteaine konversioon ihe tunni jooksul ka siis, kui 25 ekv
asemel kasutati 0,5-10 ekvivalenti fenuilsilaani. Reaktsiooni tulemused erinevate
fentlsilaani kogustega on toodud tabelis 6. Kdige puhtam produkt HPLC jargi saadi juhul,
kui kasutati 1,5 ekvivalenti fentdlsilaani (79% 220 nm, reaktsioon 3 tabelis 6). 1 ekvivalendi

korral oli puhtus 71% (reaktsioon 2) ja 0,5 ekvivalendi korral 64% (reaktsioon 1).

Kuna reaktsioonid viidi lahteaine véikese koguse tottu l&bi véikeses skaalas (20 mg), siis
puhastamiseks kombineeriti mitu reaktsioonisegu omavahel. Reaktsioonide 1, 2 ja 6 segule
lisati isopropanooli ja produkti puhastati kolonn-kromatograafiliselt mitu korda erinevates
eluentsiisteemides, parim saadud HPLC puhtus oli seejuures 79% (220 nm, tabeli 6
sissekanne 7). Reaktsioonide 3, 4 ja 5 segule lisati metanooli ja produkt puhastati
preparatiivse HPLC abil. Nii saadud produkti puhtus oli 90% (220 nm, tabeli 6 sissekanne 8)
ning ka TMR spektrite pdhjal oli tegu tisna puhta ainega.

Tabel 6. Allutlrihma eemaldamine erinevate fentitlsilaani koguste juuresolekul.

Nr Fendidilsilaan (ekv) HPLC  puhtus | HPLC puhtus | HPLC puhtus
(220 nm) (254 nm) (440 nm)
1 05 64% 93% 99%
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Nr Fentiiilsilaan (ekv) HPLC puhtus | HPLC puhtus | HPLC puhtus
(220 nm) (254 nm) (440 nm)
2 1 71% 93% 96%
3 15 79% 94% 96%
4 3 57% 87% 84%
5 5 34% 83% 69%
6 10 31% 64% 64%
7 Reaktsioonisegude 1,
2 ja 6 kolonn-
kromatograafilisest 79% 75% 92%
puhastamisest saadud
produkt
8 Reaktsioonisegude 3,
4 ja 5 kolonn-
kromatograafilisest 90% 95% 100%

puhastamisest saadud
produkt

Saadud tulemuste pBhjal vdib delda, et viimases etapis v@imalikult puhta aine saamiseks

tuleks reaktsioon labi viia 1,5 ekv fenillsilaaniga. Kolonn-kromatograafiliselt on saadud

ainet voimalik puhtamaks saada teatud piirini. Kuna preparatiivse HPLC-ga saab puhastada

ainult vaga vaikest kogust ainet, oleks suurema koguse puhta aine saamiseks vajalik nditeks

Umberkristallimise meetodi leidmine.

4.2.

6-DMN siinteesi optimeerimine

or —
O,N O,N

Skeem 16. 4-nitro-o-kstileeni bromeerimine.

Br

Br
Br

Br
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4-nitro-o-kslleeni bromeerimine (skeem 16) on esimene etapp 6-DMN sunteesirajas.
Reaktsiooni Uritati 1abi viia nii fotokeemilise reaktsiooni tulemusena kui ka radikaalsete
initsiaatorite toimel. Susiniktetrakloriid on bromeerimise jaoks vaga levinud solvent, kuid see
on toksiline ja keskkonnaohtlik, seega on parem seda silinteesi labiviimisel siiski véltida.
Teine solvent, milles reaktsiooni labi viidi, oli klorobenseen, mis on vahem ohtlik.
Bromeerivatest reagentidest kasutati antud t66s molekulaarset broomi ja NBS-i ning
reaktsioonide edukust hinnati HPLC abil (254 nm). Koikidel reaktsioonidel lasti toimuda 24
h ja mblema bromeeriva reagendi korral puhastati dra ainult HPLC jérgi kdige puhtam

produkt. Reaktsioonide tulemused erinevatel tingimustel on toodud tabelis 7.

Tabel 7. Bromeerimise tulemused erinevates tingimustes.

Nr | Bromeeriv | Solvent | Reaktsiooni | Hiljem | Lamp | HPLC Saagis | Markmed
reagent alguses lisatud puhtus
lisatud BPO | BPO (254 nm)
kogus kogus
1 NBS CCly4 0,075 ekv - - 50% 44% b, c
2 NBS PhCI 0,075 ekv - - 25% d c
3 NBS PhCI 0,15 ekv - - 45% d c
4 NBS PhCI 0,075 ekv - - 31% d b, c
5 Broom PhCI 0,1 ekv - - 10% d
6 Broom PhCI - - 400 W | 85% 7%
7 Broom PhCI - - 150 W | 71% d
8 Broom PhCI 0,1 ekv - 400 W | 70% d
9 Broom PhCI - 0,1ekv | 400 W | 81% d

b — Kuiv solvent.
¢ — Kuivad tingimused, sh lammastiku atmosfaar.

d — Reaktsioonisegu ei puhastatud, vaid analtisiti ainult HPLC abil
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Kdik reaktsioonid, kus kasutati bromeeriva reagendina NBS-i, viidi labi kuivades tingimustes
ja lammastiku atmosfééris, kuna NBS hidroliiusub veega reageerides, andes NHS-i, mis
reaktsioonis vajalikku rolli ei taida (skeem 17). Reaktsioon viidi 1abi nii susiniktetrakloriidis
kui ka klorobenseenis ja kdige parema tulemuse andis reaktsioon susiniktetrakloriidis 0,075
ekv BPO juuresolekul — 73% HPLC puhtus (reaktsioon 1). Sama reaktsiooni kordamisel
klorobenseenis saadi 25% puhtus (reaktsioon 2) ja molekulaarsbelte peal kuivatatud
klorobenseenis 31% (reaktsioon 4). Kui bensouulperoksiidi kogust klorobenseeniga
reaktsioonis suurendati 2 korda (0,15 ekvivalendini), saavutati reaktsioonisegus aine 45%
HPLC puhtus (reaktsioon 3).

O O
N— Br + Hb O —— HBrO + NH
O o)

BrO~ + H,O+2e-—> Br™ +20H"~

Skeem 17. NBS-i hudroltis. [31]

Kdige parema tulemuse l&biviidud reaktsioonidest andis reaktsioon, kus bromeeriva
reagendina kasutati molekulaarset broomi ja reaktsioon viidi labi 400 W lambi valguses, mis
andis soovitud 0Ohendi 85% HPLC puhtusega (reaktsioon 6). Reaktsioonisegu 150 W
hddgpirniga valgustades saadi HPLC puhtuseks 71% (reaktsioon 7). Kuna
bromeerimisreaktsioonides kasutatakse tihti radikaalse initsiaatorina bensouulperoksiidi,
lisati ka selles t60s kBige parema tulemuse andnud reaktsioonisegusse 0,1 ekv BPO-d, et
uurida selle mdju reaktsiooni kulgemisele. [32-33] Kui reaktsioonisegusse lisati
bensoutlperoksiidi reaktsiooni alguses, siis saadi 24 h jooksul HPLC puhtuseks 70%
(reaktsioon 8). Kui bensoullperoksiidi lisati 400 W lambi valguses toimuvale reaktsioonile 2
h pérast reaktsiooni algust, oli 24 h moddudes reaktsioonisegu puhtus 81% (reaktsioon 9),
mis on vaga sarnane ilma bensodtlperoksiidita reaktsioonile (reaktsioon 6). Reaktsioonis 9
oli 7 h moodudes reaktsioonisegu puhtus 51%, aga reaktsioonis 6 63%, mis tdhendab, et
bensolulperoksiid aeglustab reaktsiooni kulgu. Kui reaktsioon viidi labi molekulaarse
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broomiga, aga ilma valguseta, kasutades radikaalse initsiaatorina 0,1 ekv BPO-d, saavutati 24

h moddudes reaktsioonisegus ainult 10% HPLC puhtus (reaktsioon 5).

Mdlema bromeeriva reagendiga kdige parema HPLC puhtuse andnud produktid (reaktsioonid
1 ja 6) ekstraheeriti ja Umberkristalliti heksaanist, saades vastavalt 44% ja 77% saagisega
produkti. Reaktsioonist 6 saadud aine oli puhas ka TMR spektrite pohjal. Kuna
umberkristallimiseks kulunud heksaani kogus oli v&ga suur (40 ml/g reaktsioonis 1 ja 70 ml/g
reaktsioonis 6), siis tuleks suurema koguse aine puhastamiseks leida moni teine solvent voi
solvendisisteem, mida antud aine Umberkristallimise jaoks kuluks véhem. Kuna
klorobenseenis NBS-ga reaktsioonides saavutati <45% HPLC puhtus, siis stsiniktetrakloriidi
toksilisuse ja keskkonnaohtlikkuse tottu NBS-i selle reaktsiooni jaoks rutiinselt kasutada ei

Sad.
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Kokkuvote

Too eesmérk oli optimiseerida kahe keskkonnatundliku fluorestseeruva aminohappe, 4-
DAPA ja 6-DMNA, siinteesiradu. 4-DAPA siinteesi esimeseks etapiks on aminoriihma
redutseeriv alkddlimine. Vajaminevat Pd katalUsaatori kogust vahendati rohkem kui 10

korda, pikendamata seejuures reaktsiooniaega.

Fluorofoori aminohappele sidumise etapis kasutati originaalprotseduuris 4-DMAP anhudriidi,
selles t60s Uritati reaktsiooni labi viia ka vastava dihappega, kuid need katsed ebadnnestusid

ja reaktsioonisegus saadi vajalik aine véga vaikeses hulgas.

Alltulrihma eemaldamisel vajaliku fenudlsilaani kogust véhendati 25 ekvivalendilt 0,5
ekvivalendini ning kdige puhtam reaktsioonisegu HPLC jargi saadi juhul, kui kasutati 1,5
ekvivalenti fenudlsilaani. Kdige puhtam produkt saadi preparatiivse HPLC-ga puhastamise

kéigus, produkti prooviti puhastada ka kolonn-kromatograafiliselt.

4-nitro-o-ksileeni tetrabromeerimist, mis on 6-DMNA sunteesi esimeseks etapiks, viidi 1&bi
erinevate bromeerivate reagentide ja solventidega ning fotokeemilist bromeerimist ka
erinevate lampide juuresolekul. Kuigi kdikidel tingimustel veidi soovitud produkti tekkis, siis
kodige parema tulemuse andis broomiga klorobenseenis 400 W halogeenprozektori valguses

toimunud reaktsioon, kus saavutati 85% HPLC puhtus.

ToO kaigus arendatud siinteesimeetodid on korratavad ja nende abil saab uuritud aineid

stinteesida vahemate koguste reagentidega.
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Summary

Optimization of the synthesis of organic environment-sensitive fluorescent

amino acids

The aim of this study was to investigate and optimize the synthesis routes of two
environment-sensitive fluorescent amino acids, 4-dimethylaminothalimide and 6-N,N-

dimethylamino-2,3-naphthalimide.

The first step in the synthesis of 4-dimethylaminothalimidoalanine is reductive alkylation of
an amino group. In the optimization carried out in this work, the amount of Pd catalyst was

reduced more than 10 times with regards to the published procedure.

In the fluorophore binding step to the amino acid, the reaction which was originally supposed
to work with DMAP-anhydride, was tested with the corresponding acid, to see if the route

can be shortened by one step, however, the attempts were unsuccessful.

In the allyl group removal step the amount of phenyl silane was successfully reduced from 25
eq to 0.5 eq, however the reaction where 1.5 eq phenyl silane was used, gave the highest
HPLC purity. Purification by preparative HPLC gave the product with the highest purity,
purification by column chromatography was also used.

The first step in the 6-N,N-dimethylamino-2,3-naphthalimide synthesis, tetrabromination,
was investigated and different brominating reagents, solvents and lamps were tested. The
optimal conditions were found to be bromine in the presence of 400 W halogen lamp, which

gave a crude product with HPLC purity of 85%.

In conclusion, the developed synthesis routes are reproducible and can be used to synthesize
the compounds more economically with regards to the necessary reagents.
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