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Tiivistelméa

Tamé Pro gradu-tutkielma késittelee erilaisia syaniinivériaineita ja niiden synteeseja.
Tyossé kdydédn lapi esimerkkejé kirjallisuudessa esitetyistd synteeseistd, vertaillaan niitd

toisiinsa seké esitelldén ndiden erilaisia kayttokohteita.

Tutkielman kokeellisessa osassa oli tavoitteena syntetisoida uusia ldhtdaineita
vériainesynteesid varten sekd syntetisoida uusia viriaineita. Uusien ldhtdaineiden
synteesit toimivat hyvin, ty0ssd saatiin syntetisoitua uusia fluorattuja kinoliineja,
pyridiinejd sekd substituoituja tiatsoleja. Viriaineiden kaikki synteesit eivit tuottaneet

haluttua tulosta, mutta yksi tdysin uusi fluorattu syaniinivériaine saatiin syntetisoitua.



Esipuhe

Tutkielman aiheeksi valitsin syaniinivériaineet, koska niiden monipuoliset ominaisuudet
ja FT Tanja Lahtisen tutkimusryhméin tarjoama poikkitieteellinen tutkimus vaikuttivat
kiinnostavilta. Tutkielman kokeellinen osa keskittyi syaniinivdriaineiden synteesiin
laboratoriossa, ja sen vuoksi kirjallisessa osassa haluttiin vertailla erilaisia

kirjallisuudessa esitettyjd synteeseji ja kertoa niiden kdyttokohteista.

Filosofian maisterin tutkintoon kuuluvaan Pro gradu-tutkielmaani kuului kokeellinen tyd
laboratoriossa ja kirjallinen ty6. Tutkielman kokeellinen osa suoritettiin kesalld 2019 FT
Tanja Lahtisen tutkimusryhmissd tohtorikoulutettava Ville Saarion ohjauksessa
Jyviskylin yliopiston nanotiedekeskuksessa. Kirjallista ty6téd tehtiin syksylld 2019 ja se
viimeisteltiin kevaalld 2020. Kirjallisuutta tutkielmaan etsittiin Google Scholarista,
WOS-tietokannasta sekd yliopiston kirjaston kokoelmista. Hakusanoina kéytettiin
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esimerkiksi *’cyanine dyes’’, *’cyanine dye synthesis’’ ja *’dyes’’.

Haluan kiittid4 ohjaajaani FT Tanja Lahtista jatkuvasta kannustuksesta, hyvistd neuvoista
ja uusien ovien avaamisesta. Kiitos myos tohtorikoulutettava Ville Saarniolle neuvoista
ja tuesta kokeellista tyotd tehdessd sekd kaikista vinkeistd tutkielman teon varrella.
Lopuksi haluan kiittdd perhettéini ja ystividni, jotka jaksavat aina tukea ja kannustaa.
Erityisesti haluan kiittdd rakasta kihlattuani, joka uskoo minuun ja on auttamassa

vaikeimpinakin hetkiné.
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KIRJALLISUUSOSA

1. Johdanto

Thmisi ovat jo tuhansia vuosia kiehtoneet virit ja erilaisia vériaineita ja virjiysmetodeja
on kiytetty jo antiikin Egyptissi.! Varhaiset viriaineet olivat perdisin luonnosta, kasveista
tai osa myoOs eldimistd. Aluksi vériaineita kdytettiin paljon esimerkiksi vaatteiden
virjddmiseen, mutta vuosien saatossa erilaiset viriaineet ja kayttokohteet ovat

lisdéntyneet huomattavasti.'

Viriaineet ovat usein orgaanisia molekyylejd tai seoksia, jotka vérjddvit halutun
materiaalin, kuten kankaan, paperin, muovin tai nahkan. Viriaineen tdytyy siis usein
kestdd hyvin pesua ja valoa sdilyttden vérinsd. Kaikki vériaineet eivét kuitenkaan ole
virillisid. Valkoiset vdriaineet voivat kirkastaa vérejé tai niitd voidaan kéytti valkaisuun.
Kaikki vérilliset molekyylit tai seokset eivét ole viriaineita, vaan olennaista on, ettd
vériaine pystyy pysyvésti muuttamaan halutun kohteen vérid. Vériaineet jaotellaan eri
ryhmiin sen perusteella, mikd osa molekyylid aiheuttaa sen vérin eli kromoforin

perusteella.’

Seuraavaksi esitelldédn erilaisten orgaanisten véiriaineiden rakenteet kuvassa 1 ja kdyddin

lyhyesti 14dpi, misté ne saavat vérinsd ja millaisia kdyttokohteita niilld on.
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Kuva 1. Esimerkkeji erilaisista vériaineista jaoteltuna niiden kromoforin perusteella.’

Kuvassa 1 on esiteltynd muutamia erilaisia orgaanisia vériaineita. Tédssd kuvassa on
esiteltynd vain yksi esimerkki kustakin vériainekategoriasta, mutta kaikki néistd voivat

sisédltdd my0s erilaisia substituentteja, jotka vaikuttavat vériaineen ominaisuuksiin.



Nitrosovdriaineissa on nimensd mukaisesti kromoforina nitrosoryhmd —N=0
kromoforina, joka voi tautomerisoitua —NOH:ksi. Tdmén ryhmén vériaineita voidaan
kayttdd komplekseina esimerkiksi raudan kanssa, jolloin ne muodostavat vihreitd véreja.
Myo6s muut metallikompleksit ovat mahdollisia, jolloin saatavat vérit ovat erilaisia. [lman
metalleja molekyylit eivit ole vérillisid. Nitrosoviriaineilla voidaan vérjatid esimerkiksi

villaa, paperia, nahkaa tai siti voidaan kéyttdd maaleissa.’

Nitroryhmdn vdriaineet sisiltdviat kromoforina nitroryhmin —NO». Nitrovériaineiden
ensimmadinen kéyttokohde oli villan vérjidminen, mutta nykyéén niitd voidaan kayttaa
my0s esimerkiksi synteettisten kuitujen vérjddmiseen ja joitakin myds réjéhteind. Lisdksi
joillakin timén ryhmén vériaineilla on biologisia ominaisuuksia ja niitd voidaan kéyttda

esimerkiksi virusinfektioiden hoitamiseen.?

Atsoviriaineissa on ainakin yksi atsoryhmid —N=N-. Niitd on kiytetty hyvin laajasti
vaatteiden vérjdykseen teollisuudessa. Viime aikoina on kuitenkin tullut ilmi, ettd ndmé
vériaineet aiheuttavat ongelmia luonnossa, koska ne hajoavat huonosti ja aiheuttavat

erilaisille organismeille esimerkiksi mutaatioita.*

Difenyylimetaaniviriaineet  ovat  difenyylimetyylijohdannaisia, joita kéytetddn
vériaineina suoloina. Vastaavasti trifenyylimetyyliviriaineet ovat
trifenyylimetyylijohdannaisia, joita kéytetdin my0s suoloina. Varauksettomina
molekyyleind ne eivdt toimi védriaineina. Néitd viriaineita voidaan kéyttdd esimerkiksi

paperin, silkin ja nahan virjadmiseen .!

Ftaleiinivdriaineet ovat yksid yleisimmin kéytettdvistd happo-emésindikaattoreista.
Kuvassa 1 on esitetty vériaineen muoto ennen emiksen lisdystd, jolloin se on vériton.
Emiksen lisdyksen jidlkeen viisirengas aukeaa, mikd voidaan ndhdd liuoksen vérin
muutoksena. Ftaleiinivériaineilla on kuitenkin monia muitakin kéyttokohteita, kuten
liimat, erilaiset hygieniatuotteet ja niilli on myo0s joitain biologisia kayttkohteita

esimerkiksi verianalyyseissi ja genomiikassa.’

Ksantaaniviriaineissa kromofori on kuvassa 1 ndhtdvd kolmen renkaan muodostama

rakenne. Siind voi olla kiinnittyneend monia erilaisia substituentteja, kuten téssd
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tapauksessa on my0s yksi ylimédérdinen rengas, bentsoehappo. Ksantaanivériaineet ovat
usein fluoresoivia ja ne eivat vélttdmatta itse ole kovin valoa kestdvid, mutta silti niiden
kayttokohteet ovat melko perinteisid, esimerkiksi villaa, silkkid ja paperia voidaan vérjata
ksantaaniviriaineilla. Niitd kéytetddin my0s kosmetiikan, ruuan ja lddkkeiden
varjadamiseen. Fluoresenssiominaisuuksia voidaan hyodyntdd myds biologisissa ja

ladketieteellisissa tutkimuksissa.®

Atsiini, tiatsiini ja oksatsiini ovat kaikki hyvin saman nékoisid vériaineita. Niissd on
samanlainen kromofori kaikissa, ainoastaan heteroatomit vaihtelevat. Kaikki edelld
mainitut vériaineet muodostuvat kolmesta renkaasta, joista keskimméiisessd on kaksi
heteroatomia vastakkaisilla puolilla rengasta. Kaikissa toinen heteroatomi on typpi.
Atsiinissa on kaksi typped, tiatsiinissé toinen heteroatomi on rikki ja oksatsiinissé happi.
My0s néiden vériaineiden véri perustuu hapettamis-pelkistimisreaktioon, ja monia niistad
onkin kaytetty indikaattoreina. Metyleenisininen on eniten kdytetty viriaine ndistd
luokista. Sitd voidaan kéyttdd tekstiilien vérjddmiseen, biologisissa sovelluksissa,

diagnostiikassa ja sen johdannaista kdytetdan myos ladkkeend Alzheimerin tautiin.’

Akridiiniviriaineet ovat hyvin ldhelld edelld esiteltyja vériaineita rakenteeltaan. Niisséd on
myos kolmen renkaan muodostama systeemi, mutta tdssd tapauksessa heteroatomeja on
vain yksi ja se on typpi. Néitd vériaineita kiytetddn 10ytyvén kirjallisuuden perusteella
vihemmin kuin edellisid. Akridiinit voivat sitoutua DNA:han, jolloin niitd voidaan

kayttdd erilaisissa biologisissa sovelluksissa.®

Tiatsolivdiriaineissa kromoforina on tiatsoli, eli bentseenirengas, johon on kiinnittynyt
viisi rengas, jossa on rikki- ja typpiatomit vélittdmaisti bentseenirenkaan jilkeen
viisirenkaassa. Tiatsolivériaineille 16ytyi hyvin véhin eri kdyttokohteita. Merkittdvin
16ydetyisté oli se, ettd tioflaviini T sitoutuu amyloidifibriileihin. Tdimédn ominaisuuden

ansioista sen avulla voidaan diagnosoida erilaisia sairauksia, kuten Alzheimerin tautia.’

Kinoliinivdriaineissa kromofori on nimensd mukaisesti kinoliini. Kinoliinissé
bentseenirengas ja pyridiini muodostavat rungon, jossa voi olla mukana erilaisia
substituentteja. Kinoliinivdriaineita on kéytetty lisdaineina ruuassa, lddkkeissd ja

kosmetiikassa. Myds niiden biologisia sovelluksia on tutkittu ja niiden on huomattu



olevan myrkyllisid syopdsoluille. Myos niiden kéyttod fluoresoivina tekstiilivdriaineena

on tutkittu.!?

Antrakinoniviriaineissa on myos kolmen renkaan muodostama kromofori. Siind keskella
olevassa renkaassa on kaksi karbonyyliryhmdd keskimmaiisessd renkaassa toisiinsa
ndhden para-asemassa. Antakinonien vérikirjo on laaja ja niitd kdytettiinkin alun perin
esimerkiksi villan virjadgmiseen. Myohemmin myds synteettisten kuitujen virjddminen ja
erilaiset pigmentit ovat antrakinonien merkittdvimpid kéyttokohteita. Antrakinonit ovat

yksi teollisuuden eniten kiyttimisti viriaineista.'!

Ftalosyaniinivdriaineissa kromoforina on neljin bentseenirenkaan ja viiden viisirenkaan,
sekd typpiatomien muodostama metalleja sitova kompleksi. [lman metalleja molekyyli ei
ole virillinen. Ftalosyaniiniviriaineet kestivit erittdin hyvin 1dampo4 ja valoa, joten niitid
voidaan kayttdd esimerkiksi maaleissa, puuvillan ja paperin vérjddmisessd sekd
tulostimien vérikaseteissa. Vérisdvyt ndilld viriaineilla ovat rajatut vihredén ja siniseen,
mutta joissain tapauksissa voidaan piéstd ldhelle infrapuna-aallonpituutta. Né&itd
infrapuna-aallonpituuksilla  fluoresoivia ftalosyaniinivdriaineita voidaan kayttda

esimerkiksi lasereissa, pesuaineissa ja syovin fototerapiassa.'?

Syaniinivdiriaineissa on kahden heteronukleaarisen typpiatomin vélissd konjugoitunut
hiiliketju. Syaniinivériaineita on kéytetty paljon teollisuuden tarpeisiin, esimerkiksi
vaatteiden vérjdykseen, koska niiden synteesit ovat melko yksinkertaisia ja erilaisia
véirejd on paljon. Viime aikoina syaniinivériaineiden tutkimus on keskittynyt niiden
kykyyn sitoutua nukleiinihappohin ja fluoresenssiominaisuuksiin esimerkiksi

ladketieteessi.

Orgaanisia vériaineita on siis paljon erilaisia ja niilld on monia eri kiyttokohteita niin
vaateteollisuudessa ja esimerkiksi maalien teossa kuin biologisissa ja laéketieteellisissi
kayttokohteissa. Syaniiniviriaineet ovat vain yksi luokka titi laajaa kirjoa, mutta niiden

ominaisuudet tekevét niistd hyvin mielenkiintoisen tutkimuskohteen.

Seuraavassa kappaleessa ldhdetdén késitteleméédn syaniinivériaineita tarkemmin. Ensin
kasitelldédn yleisid asioita ja tdmédn jidlkeen siirrytddn synteesien vertailuun ja

kayttokohteisiin.



2. Syaniinivériaineet

2.1. Yleista

Klassisen maééritelmdn mukaan syaniinivdriaineissa on kromoforina konjugoitunut
hiiliketju, jonka molemmissa péissid ovat typpiatomit osana rengasta. Alun perin myos
syaniinivériaineita kéytettiin vaatteiden varjaykseen, mutta kdyttokohteita on tullut paljon
lisdd tutkimusten myotd. Esimerkiksi myds valokuvien vérit olivat mahdollisia
syaniinivériaineiden avulla. Néissd tapauksissa hyddynnetddn nikyvdn valon
aallonpituuksia, tilléin esimerkiksi punainen vaate absorboi kaikkia muita valon
aallonpituuksia paitsi punaista, jolloin vaate ndyttdd punaiselta. Nykyddn vallitseva
tutkimus keskittyy vériaineiden fluoresenssiin ja sen hyodyntdmiseen esimerkiksi solujen

kuvantamisessa.!?

Kuvassa 2 esitelldén hyvin tunnetun ja yleisesti kéytetyn syaniiniviriaineen SYBR Green
II:n rakenne, jonka kiderakenne julkaistiin vuonna 2020.'* Violetilla virilld on korostettu

edelld esitetty syaniinivariaineiden méaritelma.

SYBR Green Il

Kuva 2. Kaupallisesti saatavilla olevan syaniinivériaineen SYBR Green II rakenne.'4

Seuraavassa kappaleessa esitelldin muutamia viime aikoina julkaistuja tai

ominaisuuksiltaan kiinnostavia syaniinivériaineita ja niiden synteeseja.



2.2. Esimerkkeja syaniiniviariaineiden synteeseisti

Syaniinivédriaineiden synteeseissé ei ole yhtd yhtendistd kaavaa. Niitd on monia erilaisia
ja niissé kdytetddn paljon erilaisia ldhtdaineita, liuottimia ja katalyyttejd. Usein niissd on
kuitenkin ldht6aineena, tai synteesin jossain vaiheessa syntetisoidaan, heterosykli, jossa
on bentseenirengas ja viisirengas ja jossa on my0s typpi mukana. Liuottimena kiytetddn
useissa tapauksissa etanolia, ja piperdiini on yleinen katalyytti. Mydskin synteesien kestot
ja niiden herkkyys ilmalle ja kosteudelle vaihtelevat paljon. Jotkut vaativat pitkié
kuumennuksia korkeissa ldmpotiloissa ja toiset taas toimivat paljon miedoimmissa

olosuhteissa.

Taulukossa 1 esitetéén tissd kappaleessa késiteltédvien synteesireittien tuotteena saatavat

vériaineet ja niiden saantoprosentit.

Taulukko 1. Kaikki tydssé esitellyt vériaineet ja niiden saannot
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Saantoa ei ilmoitettu
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Taulukosta 1 ndhdddn, ettd saannot vaihtelevat melkoisesti synteesien vililld ja joskus
my0s saman synteesin sisdlld. Suurin osa synteesien saannoista oli vélilld 60-70%.
Mukaan mahtuu myds todella huonoja saantoja, alle 20 % ja todella erinomaisia saantoja,

ldhes 100 %.

Ensimmdisend syaniinivériaineena pidetddn kuvassa 3 esiteltivdd Williamsin*?

syntetisoimaa syaniinivériainetta 3.

m S N e |
£ PN
N7 NG Ammoniakki O O
1 2

3

Kuva 3. Williamsin*? esittimén syaniiniviriaineen synteesikuvaus.

Viriaine l0ytyi vahingossa vuonna 1856, kun Williams yhdisti kinoliinia 1 ja

jodipentaania sekd kéytti liuottimena ammoniakkia. Kinoliini sisélsi epédpuhtautena
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lepidiinii 2, joka on mukana toisena syaniiniviriaineen heterosyklini. Syaniinivériaine 3
on viriltddn kirkkaan sinistd.*> Tamén jélkeen syaniinivériaineiden kehitys lihti nousuun
ja nykyddn niitd kéytetddn laajasti erilaisiin kayttotarkoituksiin kuten solujen

kuvantamiseen, syovan hoitoon ja tutkimiseen ja ionien havaitsemiseen liuoksesta.

Stackova et al.'S julkaisivat vuonna 2019 kuvassa 4 esiteltivin synteesireitin fluoratuille

syaniinivériaineille.
Ro
R4 i xoRs
W Q @ () ()
NO b2 /\W
2 AcONa | S S
MeOH Ri Rs
16 h, rt
5 ' 6
NO,
4
X = OTs tai OTf

Kuva 4. Yleinen synteesikuvaus Stackovan ez al.!’ esittimisti synteesisti.

Stackovan et al.'* esittima reaktio on melko yksinkertainen, mutta suola 4 tiytyy erikseen
valmistaa. Tama vaatii kaksi tai kolme vaihetta pyridiinijohdannaisesta riippuen. Nédihin
vaiheisiin kuluu aikaa jonkin verran, koska ne vaativat pitkia sekoituksia ja tuotteet tiytyy
puhdistaa ennen seuraavaa vaihetta. Synteesien saannot vaihtelivat 40 % ja 90 % valilla
riippuen substituenteista Ri-Rj3 ja heterosyklistd 5. Parhaiten toimivat synteesit, joiden

tuotteet 6a, 6b ja 6¢ on esitetty kuvassa 4. Tuotteen 6a saanto oli 90 %, tuotteen 6b 86 %
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ja tuotteen 6¢ 87 %. Huonoin saanto tuli synteesissd, jossa Rz oli karboksyyliryhma ja
toisessa synteesissd, jossa Rz oli -OCH3. Niissd muu rakenne vastasi 6a ja 6b rakennetta.
Naissdkin synteeseissd saannot olivat 40 %. Yleisesti ottaen saannot olivat siis

suhteellisen hyvid, yli 50 % ldhes kaikissa.

Funabiki et al'® esittivit 2019 synteesireitin fluoratulle syaniiniviriaineelle. Tdma

synteesireitti esitelldén kuvassa 5.

MeOTf F
DMF
100 °C, 16h F

Kuva 5. Yleinen synteesikuvaus Funabikin ez al.'® esittimistd synteesisté

1'16

Funabikin et al.'°® esittimi synteesi vaikuttaa aluksi hyvin yksinkertaiselta ja sitid tima

viimeinen vaihe onkin, mutta l1dhtdaine 7 tiytyy valmistaa erikseen ennen varsinaisen

vidriaineen synteesid Morrison et al.*

ohjeella. Téssd synteesissé ei ole mitdédn erikoisia
vaiheita, mutta synteesin tekeminen vie melko kauan aikaa, koska synteesiin kuuluu
kolme eri vaihetta. Ndissd on pitkid kuumennuksia ja edellinen tuote tdytyy jokaisen

vaiheen jélkeen puhdistaa ennen seuraavaan vaiheeseen siirtymisté.

Funabikin ef al.'® synteesissid on huonona puolena se, ettd siind muodostuu kolmea eri
synteesituotetta, jotka voidaan erottaa toisistaan, mutta synteesi ei tuota yksiselitteisesti
vain yhtd. Tdssd synteesissd haluttu tuote on vériaine 8, ja tuotteet 9 ja 10 ovat
sivutuotteita. Saannot vaihtelevat metyylitrifluorimetaanisulfonaatin (MeOTf) ja
livottimen méardn mukaan. Kun synteesi tehddén ilman liuotinta, saadaan vain tuotetta
10. Kun liuotinta on 0,12 ml ja 5 ekvivalenttia MeOTf:ia, saadaan kaikkia kolmea
tuotetta, mutta edelleen eniten tuotetta 10. Liuottimen méaardd vahentdmalla tuotetta 10 el
endd saada. Tuotteen 8 saanto oli 56-70 % riippuen MeOTf:n médirdstd ja liuottimesta.
Paras saanto saatiin, kun liuottimena kéytettiin puhtaan DMF:n sijaan DMF/PhMe

suhteessa 1:1 ja MeOTf:ia 5 ekvivalenttia.
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Edelliseen Stackovan et al'S synteesiin verrattuna l6ytyy joitakin yhtildisyyksi.
Vaiheita synteeseissd on yhtd monta ja molemmissa ldhtoaine taytyy erikseen valmistaa
ja puhdistaa ennen varsinaisen vériaineen synteesid. Saannot olivat samaa luokkaa, joskin
Stackovan et al.'S synteesissi saannot olivat hieman parempia. Téssd synteesissi on
huonona puolena kolme eri tuotetta, mutta olosuhteet optimoimalla voidaan paistd eroon

tuotteista, joita ei haluta.

Kuvassa 6 esitellidn Sunin er al.!” synteesireitti kahden erilaisen syaniinivériaineen

synteeseille.

16



s 00 S s N
- Oy L
N O N PhN=CNHPh N+
Ac,0, reflux, 3 h

1 (_) S _
8 03S 13

S
©: )— TsO
TsO
Ol o Ol
7/ 140 °C, yon yI| N 140 °C N+
yon yli
. " TsO =
N+ TsO sO 15
\>_
L,

17 o
O>_
O S/>fN Etanoli

Etanoli A @ Et:N
EtsN O reflux, 3h
Reflux, 3h

i 045

0,5 13

( A D (f «D
Y )

117

Kuva 6. Yleinen synteesikuvaus Sunin et al.'’ esittimésté synteesista.
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Sun et al.'” esittivit vuonna 2015 synteesin uudelle viriaineelle 18 TC-P4, jota voitaisiin
kiyttdd lyijyn havaitsemiseen luonnonvesisti. Yu er al** kiyttivit Sunin er al.?
synteesireittid jatkotutkimuksissaan liittyen viriaineen 18 TC-P4 kykyyn muodostaa
aggregaatteja. Tdssd synteesireitissd saadaan kaksi hyvin erilaista vériainetta synteesin
yhtd vaihetta muuttamalla. Vaiheita kummankin tuotteen saamiseen on neljd, niihin
kuuluu jokaiseen vaiheeseen tuotteen puhdistaminen ja my0s jotkut refluksoinnit ovat
pitkid, joten yksinkertaisimmasta paéstd tima synteesi ei ole. Saannot olivat tuotteelle 16
TC 82,1 % ja tuotteelle 18 TC-P4 38,9 %. Juuri tuon halutun tuotteen saanto oli siis
heikompi.'”

Vaiheita tissd Sunin et all”

synteesissd on yhtd monta kuin Funabikin et al'® ja
Stackovan et al.' esittimissd synteeseissd. Kahteen muuhun verrattuna tissi saadaan
hyvin monimutkainen ja erikoinen tuote 18 TC-P4 syntetisoitua. Téssé
syaniinivériaineessa kromoforeja on yhden sijaan kaksi, koska molemmissa hiiliketjuissa

on konjugoitunut hiiliketju kahden typpiatomin vélissi.!”

Zhang et al.'® julkaisivat vuonna 2008 kuvassa 7 esiteltivin erittiin nopean ja helpon

tavan syntetisoida syaniinivériaineita kiyttden apuna mikroaaltoja

= "4 =\ 77N\ /NH
\ 7 4 Mi X N

74 + ikroaallot R

v /N N Piperdiini

2 H
19 20 21

R=a: H, b: 1-CH3j, c: 1-Cl, d: 1-Br, e: 2-CH3, f: 2-Cl, g: 2-Br

Kuva 7. Zhangin et al.'® esittimin synteesin yleiskuvaus.

Zhangin et al.'® synteesi tehddén tiysin ilman liuotinta; ldhtdaineiden lisiksi reaktioon
lisdtdéin ainoastaan piperdiinid katalyytiksi. Mikroaaltojen teho vaihteli 189-329 W vililla
ja aika kahdesta viiteen minuuttiin. Tdysin mikrossa tdimd synteesi ei toimi, vaan
heterosykli ja tdtd vastaava suola 19 tdytyy ensin valmistaa perinteisin
synteesimenetelmin. Kinoliiniheterosyklin valmistaminen on suhteellisen yksinkertaista

eikd se vaadi pitkid refluksointeja, mutta suolan saaminen vaatii 15 tunnin refluksointia
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metyylijodidin kanssa. Saannot olivat kaikissa tapauksissa todella hyvid, saannot

vaihtelivat 89-98% valilla. '8

Kolmeen aiempaan verrattuna kuitenkin tima Zhangin et al.'® synteesi on hyvin nopea
eikd siind tarvita liuotinta lainkaan, miki etenkin Funabikin ef al.'® synteesin perusteella
voi vaikuttaa hyvinkin radikaalisti sithen saadaanko haluttua tuotetta vai jotain aivan

muuta.

Vuotta mydhemmin, 2009, Fu et al.'® julkaisivat oman mikroaaltoavusteisen synteesinsi,
joka esitelldan kuvassa 8. Myds Fun ef al.'® synteesi toimii melko nopeasti ja ilman
linotinta. He tosin eivét pddsseet yhtd hyviin saantoihin, saantojen ollessa parhaimmillaan

59,0 % kuin Zhang et al.'®, jotka saivat saannoksi yli 90 % ldhes jokaisessa synteesissa.

w _RI, Etanoli
N Reflux 3h
X
_Mel, etanoli m
N S 41°C,3h SCHs

24 25

26

R= CH3, Csz, C3H7 tai C4H9

Kuva 8. Mikroaaltoavusteisen vériainesynteesin yleiskuvaus Fun ef al.!® mukaan.

Fun et al."® synteesissikin alku tehtiin perinteisin synteesimenetelmin ilman mikroaaltoja.
Toisessa reitissd refluksoitiin aluksi kaksi tuntia ja toisessa kuumennettiin 41 °C:ssa 3
tuntia. Synteesin toisessa osassa mikroaaltouunia kéytettiin teholla 252 W ja katalyyttina
oli EtsN:a. Mikrossa aikaa kului 15-18 minuuttia, mika on paljon enemmaén, kuin kuvassa
7 esitetyssd Zhangin et al.'® synteesissd, jossa aikaa kului vain kahdesta viiteen
minuuttiin. Kuitenkin verrattuna kaikkiin edellisiin synteeseihin tdmé on kaikkein nopein

ja yksinkertaisin tehdd. Léhtoaineet 22 ja 24 ovat kaupallisesti saatavia, joten niiden
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tekemiseen ei kulu aikaa. Saannot olivat suurin piirtein samaa luokkaa kuin muissa

aiemmin esitetyissd ilman mikroaaltoja toimivissa synteeseissa.

Bokan et al?® julkaisivat vuonna 2019 viriaineen, joka sitoutuu syopélddkkeend

kaytettyyn CLB:iin (klooriambusiiliin). Tdma synteesireitti esitelldén kuvassa 9.

OH  28a+28b (1:1)
Ox. _0  AcOH/AcONa
80°C, 1h

27
. Cl
Sulfonaali, /—/
7 DCC, Py HOOC-(CH2)3@N CLB
N+ 20°C,1h —
(?Hz)s Cl
OsS
28

28a: R= CH,COOH
28b: R= CH,

30a: R1= CH2COOH, R2= CH3
30b: R;= CH,, R,= CH,COOH

Kuva 9. Bokanin et al.?° esittimin viriainesynteesin yleiskuvaus.

Bokanin et al?® synteesi erottuu muista aiemmin esitellyistd, koska tissd saadaan
tuotettua kahta erilaista vériainetta yhdella kertaa (30a ja 30b). Ndmé eri muodot voidaan
erottaa toisistaan kromatografisesti kdyttien HPLC:td. Tdssékin synteesissd ldhtdaineet
28a ja 28b tdytyy syntetisoida erikseen. Téssd tapauksessa molemmat synteesit ovat
suhteellisen yksinkertaisia ja nopeita tehdd, mutta muutaman vaiheen ne tuovat lisdd
tahdn synteesiin. Tdssd synteesissd on siis suurin piirtein yhtd monta vaihetta kuin

aiemmin esitetyissd ilman mikroaaltouunia toimivissa synteeseissd. Téssd kuitenkin

20



reaktioajat ovat hyvin lyhyitd. Saannot olivat kuitenkin melko huonoja, tuotteen 30a
saanto oli 23 % ja tuotteen 30b 31% kun aiemmissa synteeseissé on paisty ldhes aina yli
50 %. Tdssé saantoa rajoittaa se, ettd synteesissd saadaan kaksi tuotetta, joista molemmat
ovat kiyttokelpoisia. Yhteensd ndiden kahden saanto on reilu 50 % miké on ldhempénd

aiemmin esiteltyjen synteesien saantoja.>’

Kuvassa 10 esitelldén Shan ef al.?! synteesireitti syaniiniviriaineelle 33.

R, R
X
N | DIEA, DMF
— _ o
Rs N NH, 85-130 °C
31 32
33
a. R1= R2= R3= H d: R1= NH2, R2= R3= H
b: R1= Me, R2= R3= H e R1= R3= H, R2= Cl
c:Ry=0H, R,=R3=H f: Ry= H, Ry,R3= -CH=CH-CH=CH-

Kuva 10. Shan ef al.?! esittimin synteesin yleiskuvaus.

Sha et al.?' tekivit ensimmdiisen synteesin asetonitriilissi, mutta koska tdmai ei toiminut
isommille ja elektroneja vetdville ryhmille (e ja f), he vaihtoivat liuottimen DMF:44n ja
kayttivat katalyyttind myos hieman DIEA:ta. Reaktio tehtiin refluksoiden. Saannot
tuotteille olivat kohtuullisia tai melko huonoja: 33a 33%, 33b 40 %, 33c 41 %, 33d 21
%, 33e 16 % ja 33f 33 %. Parhaiten siis toimi synteesi, jossa mukana oli -OH-ryhma.
Ensimmadisesséd synteesissd, joka tehtiin kédyttden liuottimena asetonitriilid, tuotteen 33a
saanto oli 30%, joten merkittivdd eroa tdssd mielessd kahdella liuottimella ei ole.
Synteesind tdmd on varsin yksinkertainen, siind on vain yksi vaihe, jossa ldhtdaineita
lammitetédn 12 tuntia typpi-ilmakehdssa refluksoiden. Lahtdaine 31 on mahdollista ostaa
valmiina, joten tima synteesi on yhden vaiheen synteesi ja yksinkertaisin kaikista tdhdan
asti esitetyistd synteeseistd. Synteesin kestoa ei kuitenkaan ilmoitettu. Saannot tdssi

synteesissd olivat melko huonoja aiempiin verrattuna.
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Kuvassa 11 esitellddn Karton-Lifshinin er al?? synteesireitti kytkimelld toimivalle

vetyperoksidia tunnistavalle viriainekoettimelle.

0
Na: o
o . :I::]\ i. 35, DMF, K,CO; 0 °C, 10 min o)
OHC cHo 34t 12h :I::]\
CHO

OHC
|
34 35 36
Ac,0/NaOAc +\N
80 °C, 30 mi
_B 053
HO = kytkin

38

Kuva 11. Karton-Lifshinin ef al.?? esittimin synteesin yleiskuvaus.

Karton-Lifshinin ef al.?? kehittima synteesi on suhteellisen yksinkertainen, silld siind on
vain kaksi vaihetta, jos ldhtdaineet ovat valmiina. Aluksi yhdiste 35 tdytyy jadhdyttda
nollaan asteeseen liuottimen ja katalyytin kanssa, ja lisdksi seosta sekoitetaan 10
minuuttia ennen yhdisteen 34 lisddmistd. Tdmin jélkeen seosta sekoitetaan yon yli
huoneenldmmdssi ja erotetaan ja puhdistetaan tuote 36. Tamén lisdksi yhdisteet 344 ja
374 tdytyy erikseen valmistaa aiempien ohjeiden mukaan. Lédhtdaine 34 on nopea
valmistaa, tdhén vaiheeseen kuuluu vain noin puolen tunnin sekoitus nollassa asteessa ja
reaktiota voidaan jatkaa tuotteen puhdistuksen jélkeen. Myos 37 on melko yksinkertainen
syntetisoida ja sithen kuuluu vain yksi ldmmitys, 18 tuntia 120 °C:ssa. Seuraavassa

vaiheessa synteesid seosta kuumennettiin 80 °C:ssa 30 minuuttia RP-HPLC-laitteella
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reaktiota seuraten. Saanto oli 68 %, mikd on samaa luokkaa kuin monissa aiemmissa
synteeseissd. Tdssd reaktiossa selked ero muihin on, ettd sitd tdytyy lopuksi seurata
HPLC:114 ja synteesi tapahtuu myos suhteellisen nopeasti, jos yhdisteet 34 ja 37 ovat
valmiina. Myoskin tdssd synteesissd on lopulta yhtd monta vaihetta, kun monessa
alemmin esitetyssd synteesissd. Neljd vaihetta synteesissd ndyttdd olevan yleinen trendi
tédhin asti esitellyissd synteeseissd lukuun ottamatta Fun et al.'® ja Shan et al.?! synteesejd,

joissa vaiheita oli huomattavasti vihemmén.??

Viriaineella 38 on my0s muista hyvin poikkeava kiyttokohde, koska sitd ei ole
suunniteltu sitoutumaan nukleiinihappoihin vaan sen tarkoitus on tunnistaa, onko solussa
vetyperoksidia kuvaan 12 punaisella merkityn kytkimen avulla. Kun solussa on
vetyperoksidia, kytkin irtoaa vériaineesta, mikd ndhddin kirkkaanpunaisena

fluoresenssina. Kytkimen kanssa viriaine ei fluoresoi.??

Kuvassa 12 esitelldan Schwechheimerin ef al.?? synteesireitti syaniinivériaineelle 43.

O R
R1m H R4 N 2
+ R . e —
g AN 2 Piperdiini > i /
N 7T EtOH, 80 °C, 19 h N7 N
J) éN X J) N\
3 R3
HO HO 41
39 40
CBI"Z PPh3
DCM, r.t., 19 h
R
R, AN ki R X :
+ / __ NaN; Nal N2 N /
N )X DMF, rt. 19 h N | X
N N
Rs Rs
N Br
3 43 42

Kuva 12. Schwechheimerin ef al.?? esittimén synteesin yleiskuvaus.
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Schwechheimerin et al.*> synteesi noudattelee monin paikoin tuttua kaavaa. Varsinaisen

vériaineen synteesi vaatii pitkid sekoituksia, mutta tissd ldmpdtilaa ei tarvitse nostaa
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ollenkaan tai vain 80 °C riittd4. Lihtoaineiden 39 ja 40 synteesit alkavat samalla tavalla,
molempia reaktioita lammitetdén 35 °C:ssa tunti. Tdmén jilkeen kinoliinisuola 39 on
valmis kaytettdviksi. Lihtoaineen 40 reaktiota jatketaan lammittdmélla vield 130 °C:ssa
19 tuntia. Tdssd synteesissd on siis viisi vaihetta, jotka melkein kaikki ovat todella
pitkdkestoisia. Aikaa siis tdhdn synteesiin kuluu paljon ja tdmd onkin esitellyistad
synteeseistd yksi pitkdkestoisimmista. Tdssd synteesissd voidaan kuitenkin tehdd monia
hyvin erilaisia tuotteita melko hyvilld saannoilla. Saannot vaihtelivat substituenteista
riippuen valilld 63-89%. Kuvassa 13 on esitelty osa timédn synteesireitin tuotteista

saantojen kanssa.??

CN CN

L T oS
;\]//
H HO

(0]
HO 43a 89% 43b 89% 43c 87%

=z

H

H o H
O ﬁ\/ Z \ O
J) — J) oo

HO HO

43d 66% 43e 63%
Kuva 13. Schwechheimerin et al.?* syntetisoimia vériaineita.

Yhdisteissd 43d ja 43e on erikoisuutena kahdeksan hiilen muodostama rengas, joka
erottaa ndmé vériaineet muista aiemmin esitetyistd syaniinivdriaineista. Yldrivilla
esitetyissé tuotteissa 43a-c on elektroneja puoleensa vetdvi ryhmd, jolla pyrittiin saamaan
aikaan kirkkaampi fluoresenssi. Konjugoitunut kahdeksan hiilen rengas paransi
vériaineen herkkyyttd valolle ja sen fluoresenssin kirkkautta, mutta tutkimuksissa
huomattiin, ettd timé ryhméi oli soluille myrkyllinen, joten sitd ei voida kéyttidd eldvien
solujen tutkimiseen. Parhaat ominaisuudet solujen kuvantamisen kannalta oli vériaineella
43b, jolla mydskin on kirkas fluoresenssi ja se on stabiili myds valossa, mutta se ei ole

soluille myrkyllinen. 23



Kuvassa 14 esitelldén Atchisonin ef al.?* esittdmin syaniinivériaineen synteesireitti.

,NH,
_ _ HN R
NH, i HCI, -10°C, NaNO, 30 min O 1
ii. SnCly -10°C, 1,5h >—/< Rz
ji. 5°C, 18 h /
R; Rz AcOH, reflux, 20h R N
R R 3
1 3 R,
Rz 46
45
44
0
e}
/\S/ Tolueeni
U reflux 18 h
R4

O i 0°C, POCI; DMF, 30 min . R,
ii. 48, reflux, 1h ©\ /@ . )
iii. 20 °C. aniliini/ EtOH, 30 min N7 N Rs N+

H H
48 47
49
s

NaOAc, EtOH
reflux, 4 h

50a: R1' R3 =H, R2 =1
50b: R1' R3 = |, R2 =H
IR783: R, = R, = Ry = H

Kuva 14. Atchisonin et al.?* esittimin synteesin yleiskuvaus.

Atchisonin et al** synteesissi ensimméiinen vaihe vaatii jo melko radikaalia
jaahdyttamistd, silld reaktio aloitetaan -10 °C:ssa, jonka jélkeen sitd sekoitetaan vield 5
°C:ssa 18 tuntia. Kaksi seuraavaa vaihetta vaativat myds hyvin pitkdt refluksoinnit, 20
tuntia ja 18 tuntia. Viimeinen vaihe on néihin verrattuna varsin nopea, vain neljd tuntia
refluksointia. Téssd synteesissé tiytyy vériaineen runko 49 syntetisoida erikseen, mutta

tdmid synteesi on suhteellisen nopea tehdd, vaikka siind onkin kolme eri vaihetta ja
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puhdistus, ettid reaktiota voidaan jatkaa. Jokaisessa vilissd tuote tiytyy puhdistaa ja
kuivata ennen seuraavaan vaiheeseen siirtymisté, joten synteesiin kuluu aikaa. Tuotteen
50a saanto oli 33% ja tuotteen S0b 41%. Saannot olivat siis aiempiin synteeseihin
verrattuna yksid heikoimmista ja synteesi kuitenkin on hyvin monivaiheinen ja
pitkdkestoinen muihin perinteisin synteesimenetelmin tehtyihin synteeseihin verrattuna.
24 Kuvassa 15 esitetddn tuotteen 50a (I>-IR783) jatkosynteesi, jonka tuotteena saadaan

viriainetta IR-783-Mpip.?

| [;J

DMF, 25°C, 3 h

.$=0 NaO- S0

o _ _8s
1,-IR783 -850 NaO~$s0
1,-IR783-Mpip

Kuva 15. Siriwiboolin ef al.?’ esittivit seuraavan jatkoreaktion aiemmin syntetisoidulle
vériaineelle I-IR 783,

Siriwiboolin et al.??

esittdma synteesi ei ole kovinkaan monipuolinen tai pitké, koska he
kdyttivdt mallina kuvassa 14 esitettyd Atchisonin e al.** synteesid omansa pohjana ja
lisésivit sithen ainoastaan yhden vaiheen. Téss4 siis lisidtdin ennestién pitkdin synteesiin
vield yksi vaihe. My®s vériaineiden kéyttotarkoitus oli sama. Molempien soveltuvuutta
syovin fototerapiaan tutkittiin, mutta hieman eri nikokulmasta Atchison et al.?* tutkivat
viriaineen kiyttod haimasyovian hoidossa ja Siriwibool et al.? vertailivat vériaineen
toimintaa happamissa ja eméksissd olosuhteissa, eivitkd keskittyneet tiettyyn syopéén.
Siriwiboolin et al.?® viriaine on eri vérinen eméiksisessd ja happamassa ympéristossi ja

sen ominaisuudet happamassa ymparistossd voivat olla hyodyllisid, koska syopéasolujen

lysosomit ovat normaalin solun lysosomeja happamampia.?’

Kuvassa 16 esitellddn Wangin et al.?® julkaisema G-quadruplex DNA:han sitoutuvan

vériaineen synteesireitti.
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NH, ¢l '_N/
.
__PPA _ _POCl; _CHgl, sulfonaali _ N, \>_
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1 |
55

51
54

rt, 1h,
NaHCOs | jonka jalkeen
metanoli | reflux 30 min

s piperdiini, n-butanoli N\>_/<O " Z 8
80 °C, yon yli
s A N S H X
57

Kuva 16. Wangin et al.?° esittimén viriainesynteesin yleiskuvaus.

Wangin et al.?¢ esittimdin synteesin kuuluu suhteellisen monta vaihetta, mutta vaiheet
ovat kuitenkin yksinkertaisia. Synteesi kuitenkin vaati kaksi kuumennusta yon yli, joten
aikaa tihén synteesiin kuluu ainakin kolme tydpéivad, miké tosin ei ole poikkeus muihin
synteeseihin verrattuna. Ladmpoétilat ovat myos maltillisia ensimmadistd kuumennusta
lukuun ottamatta. Paljon nékyy myds muissa synteeseissd kaytettyjd kemikaaleja, kuten
piperdiinid, POCls:aja jodimetaania. Tuotteen saanto oli 56%, mikd on melko keskiverto
ailemmin esitettyihin synteeseihin verrattuna. Tuote 58 on aiempiin verrattuna siitd
erikoinen, ettd siind on kaksi bentsotiatsoliryhméé, mutta ne eivét ole asettuneet toisiinsa
nihden symmetrisesti kuten esimerkiksi Bokanin et al.?°, Shan et al.?', Karton-Lifshinin
et al.??, Atchisonin et al.?* ja Siriwiboolin et al.> synteeseissd kuvissa 9, 10, 11, 14 ja 15.
Viriaine 58 sitoutuukin hyvin spesifisti G-quarduplex DNA:han, useimpien vériaineiden

sitoutuessa kaksi- tai yksijuosteiseen DNA:han tai RNA:han.?
Kuvassa 17 esiteltivd Chenin ef al.?’ synteesi on varsin yksinkertainen, silld siind on vain

yksi lyhyt vaihe. My0s saatava tuote on hyvin yksinkertainen muihin tdssé tutkielmassa

esiteltyihin syaniinivériaineisiin verrattuna.
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Kuva 17. Chenin et al.?’ esittiméin synteesin yleiskuvaus.

Chenin et al.?’ synteesid varten ldhtdaine 59 tiytyy syntetisoida erikseen Barykina-Tassan
ja Sniderin julkaiseman ohjeen mukaisesti.* Tédmi vaihe ei ole monimutkainen, mutta
vaatii 24 tuntia sekoittamista, joten aikaa siithen kuluu. Tdmékin vaihe mukaan luettuna
tdma synteesi on yksi yksinkertaisimmista ja nopeimmista esitellyistd. Myds saannot ovat
samaa luokkaa kuin aiemmin esitetyilli synteeseilld. Nididen tuotteiden saannot
vaihtelivat 52,4-66,7 % vililld. Nami vériaineet eroavat monista edelld esitetyistd siind,
ettd ne ovat melko yksinkertaisia ja pienid moniin muihin ndhden. Niissd on myos todella
lyhyt konjugoitunut hiiliketju typpien vélissd. Ndiden kéyttoa tutkittiin DNA:n ja RNA:n
havaitsemiseen ja niilld onkin hyvin kirkas fluoresenssi, minké lisdksi kestidvdt hyvin
lampda ja valoa. Yksi hieman muista poikkeava mahdollinen ominaisuus oli vériaineella
61a, joka pystyi sitoutumaan myo0s mitokondrioiden DNA:han, mikd ei ole yleistd

syaniinivériaineille.?’
Kuvassa 18 esitellddin Chan er al.?® tutkimusryhmin kehittiméin syaniinivériaineen

synteesireitin ensimmdinen versio, jota kehitettiin. Lucianon et al.?® toimesta edelleen

eteenpdin. Lopullinen synteesireitti esitetdén kuvassa 19.
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If\/\o% 12(’)\/‘?(?';2 h

62 63 64

EtOH, ACzo, Eth
120 °C, 30 min

DMF,
75 tai 100 °C
15-25 min

Kun n=2 Kun n=3

Mel, NaHCO, | i. TFA, 60 °C, 5 min

DMF, 95 °C, 2h| ii. Mel, NaHCO4
DMF, 60 °C, 3 h

Kuva 18. Chan et al.?® esittimin viriainesynteesin yleiskuvaus.

Chan et al.?® synteesissd on paljon eri vaiheita, mutta ne ovat melko lyhyitd kestoltaan.
Lahtoaineet 627 ja 6328 tdytyy myos syntetisoida erikseen erillisen ohjeen perusteella.
Léhtoaineen 62 synteesi on yksinkertainen, mutta sithen kuluu aikaa 18 tuntia.
Lahtbéaineen 63 synteesi on kaksivaiheinen ja jdlkimmaéiseen vaiheeseen kuulu myos pitka

refluksointi. Chan et al.2®

synteesissd on melko monta vaihetta aiempiin synteeseihin
verrattuna. Sama tutkimusryhmi jatkoi tdmén synteesin kehittdmistd ja tehdyt
jatkoreaktiot on esitetty kuvassa 19. Kuvan 18 synteesilld saatiin tuotteita hyvilld
saannolla. Kun n (hiiliketjun pituus) oli 2, tuotteen 68a saanto oli 86 % ja kun n oli 3
tuotteen 68b saanto oli 67%. Synteesi siis toimii hieman paremmin, kun substituentin

hiiliketju on lyhyempi.?®
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i. TFA, 60 °C, 5 min
ii. Mel, NaHCO3,
DMF, 60 °C

67i
TSTU, DIPEA,
DMF
propargyyli amiini, i. R =-OH
pH 7,4, PBS i. R=-OMe

Kuva 19. Lucianon et al.?® esittimén synteesin yleiskuvaus.

Kuvassa 19 esitetty Lucianon et al.?° synteesi on hyvin mielenkiintoinen, koska se jatkaa
edellisen Chan et al.?® esittimin syaniinivériaineen synteesid. Synteesi on hyvin nopea
ainakin niiltd osin, mitd kuvauksessa mainitaan, vaiheet kestdvdt minuutteja tuntien
sijaan. Mutta vériaine 66 tidytyy valmistaa ennen titd synteesid ja myOs ensimmaisessa

vaiheessa kdytettdivd amiini tdytyy erikseen valmistaa ennen synteesin aloittamista.
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Toisaalta on hyvi muistaa, etti tdssd kéytetty ldhtdaine 66 on myods vériaine, mutta sen
ominaisuuksia pyrittiin parantamaan jatkoreaktioilla, joten tdtd ei voi suoraan verrata
muihin aiemmin esiteltyihin synteeseihin. Joskin jos laskee yhteen kuvien 18 ja 19
synteesien kaikki vaiheet, on tuloksena todella pitkd ja monivaiheinen synteesireitti.
Tuotteen 72 saanto oli edellisen synteesin tapaan melko hyvd, 71%. Tdssd saadaan
tuotteena todella monimutkaisen ndkodinen vériaine, joka muistuttaa osin jo aiemmin
néhtyjd vériaineita, mutta siséltdd paljon enemmaén substituentteja. Ndiden substituenttien
ansioista viriaine ei muodosta aggregaatteja, jolloin sen fluoresenssi on kirkkaampi.
Myéskin tutkimusryhmén aiemmassa tutkimuksessa®® pyrittiin parantamaan vériaineen
vesiliukoisuutta lisddmailla typpiin pitkédt hiiliketjut. T4t vériainetta tutkittiin kasvainten
kuvantamisessa hiirissd, joten vesiliukoisuus ja kirkas fluoresenssi ovat kynnysehtoja

tutkimuksen onnistumiselle ja luotettavien tulosten saamiselle.?

De Rossin et al.’® esittimé synteesireitti esitelldédn kuvassa 20. Myds tdmén vériaineen
reaktiota on pyritty parantamaan mydhemmin. Schaden et al3! jatkoreaktiot

vériainesynteesille esitelldén kuvassa 21.

R
cl cl o . , R
H,NR Cl NH i. DCE, Zn, AcOH, 85 °C, 30 min Cl N
MSOH. reflux. 10 :@: ii. asetanhydridi, reflux, 15 h I:E —
cl NO, cl NO, ol N
73 74 75
i BF(CH2)3-CN
ii. HBr
Cl Cl
R R B
Cl N’ ‘N Cl Cl N
NENGZNPZN < MeOH, CHI; NaOCH, :@E >—
~ kiehuva, muutama min cl N+
a:R= C2H5 Br B _
b: R= C4Hg r
c.R= CBH17
d: R =Cs2Hzs COOH HOOC HOOC
77 76

Kuva 20. De Rossin et al.?? esittimin viriainesynteesin yleiskuvaus.

De Rossi et al.* esittivit vuonna 1995 timén kuvan 20 varsin yksinkertaisen ndkdisen
synteesin syaniini vériaineelle 77. Téssd synteesissd lédhtdaine 73 on kaupallisesti

saatavilla, joten sen valmistamisesta ei tule lisdvaiheita tdhidn synteesiin. Vaiheita téssd
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synteesissd on neljd, kuten monessa muussakin aiemmin esitetyissi synteeseissé ja kaksi
ensimmaistd myos kestdvit melko kauan. Kolmannen vaiheen kestosta ei ollut mainintaa,
mutta erityisesti muista timén erottaa se, ettd viimeinen vaihe tapahtuu minuuteissa
tuntien sijaan. Saannot sen sijaan ovat selvésti muita synteesejd huonompia, tdssa tuotteen
77 saannot vaihtelivat ryhméstd —R riippuen vélilld 17-35 %. Schade ef al.®' julkaisivat
vuonna 2020 oman jatkoreaktionsa viriaineelle 77. Viriaineen liukoisuutta veteen
pyrittiin parantamaan ja madrittimiin tuotteen kiraalisuus. Tdmi reaktio esitellddn

kuvassa 21.30
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?
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2 _NH
CsH17 CSH17 o 2

81
ii. HCI, MeOH, rt, 2-5 h

o

% :
B

Cl

\ i. HATU, DIPEA, DMF, rt, 2 h

82

Kuva 21. Schade et al.*' ovat mydskin tutkineet jo ennalta tuttua viériainetta 77, jonka

De Rossi et al.’® valmistivat, ja tehneet sille erilaisia jatkoreaktioita.

Tamé Schade et al.®' synteesireitti on melko yksinkertainen, koska viriaineen rungon
synteesireitti on jo tunnettu. Mutta tissé synteesissd on kuitenkin melko pitkét vaiheet ja
kun otetaan huomioon vield viriaineen 77 synteesi De Rossin et al.>* ohjeen mukaan,
tassd on yksi pitkdkestoisimmista ja monivaiheisimmista tdhdn asti esitellyistd
synteeseistd. Vaiheiden miérin perusteella ollaan lihelld Lucianon et al.?® tydryhméin
esittdmdd synteesid. Vdriaineella 82 on hyvin mielenkiintoisia ominaisuuksia

vesiliuoksissa, koska se muodostaa aggregaatteja. Nami aggregaatit ovat levymaisié tai
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ne voivat muodostaa jopa nanoputkia. Nanoputkia muodostava vériaine 83 vaatii vield

hieman kuvasta 21 poikkeavan ja monivaiheisemman synteesireitin. Yhdisteen 83

§<OH HO"

iy

rakenne esitelldin kuvassa 22.3!

Kuva 22. Schaden et al.?' nanoputkia muodostava viriaine.

Kuvassa 23 esitellidn Mun et al3? julkaisema synteesireitti. Tuote 93 ei ole
syaniinivériaine, koska siind ei ole toista heterosyklistd typped. Tamé synteesi otettiin
kuitenkin mukaan esiteltivaksi, koska se on syaniinivériainejohdannainen ja silld on

hyvin mielenkiintoinen kdyttokohde nanoldiketieteessa.
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Etanoli, Mg(OC,H:), —

rNS AN 65 °C yon yii =/ N
84 85
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o i. DMF, CH,Cl,, POCls, DCM, ol » N
jaahaude, 30 min N
ii. 78, reflux, 3 h o~ ZOH 90 91
AcN,
87 88 110 °C 18
h
Cl
0 CN etanoli N | )
-~/ oN + o7 =" “0OH reflux, yon yli N
eN 89 92
86 88
etanoli, pyridiini,
reflux, yon yli

Kuva 23. Mun ef al.3? esittiméin vériaineen yleinen synteesikuvaus.

Mun et al.??

synteesi noudattelee monilta osin aiemmin néhtyjen synteesien kanssa samaa
kaavaa, vaikka tdmd ei olekaan médritelmidn mukaan syaniinivdriaine. Tuote 93
muodostaa vetysitoutumalla nanolevyjé, joita voidaan kayttié syopédkasvainten hoidossa.
Synteesissd on mukana paljon erilaisia renkaita ja lopputuote on myds hyvin saman
nikoinen esimerkiksi Atchisonin ef al.?* aiemmin esitellyn synteesituotteen kanssa.
Tamé tuote kuitenkin eroaa muista erityisesti siind, etti se ei ole ioni, kuten
syaniinivériaineet usein ovat. Lisdksi tdssd on mukana syaaniryhmid, joita on
tahénastisista synteeseistd ollut substituentteina ainoastaan téssd ja Schwechheimerin et
al.? synteeseissd. Tami synteesi on melko monivaiheinen ja vaatii myds kuivia
olosuhteita. Aikaa myds kuluu ainakin viisi tyOpdivdd, joten synteesi on siis yksi
pisimmistd ja etenkin aikaa vaativista synteeseistd. Saanto tuotteelle 93 oli kuitenkin

melko hyvi 65,5 %.3?
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Kuvassa 24 esitellddn Shan ef al.3? julkaisema synteesireitti valmiin syaniinivériaineen

jatkoreaktiolle.

OH
DIEA, DMF

NH, 120 °C, 3h

o]
N02 ACN, CSQCO3
| ’ Br/\@/ 90 °C, 1 h
OH loni vaihto
97

98

Kuva 24. Shan ef al.33 esittimén viériaineen yleinen synteesireitti.

Shan et al.33 synteesissi lihtoaineena on jo valmis viriaine 94, mutta tissd esitetylld
jatkoreaktiolla siitd saadaan syntetisoitua vériaineet 96 ja 98, jotka ovat ensimmaisié
vériaineita, joilla voidaan havaita nitroreduktaasi (NTR) yhtd aikaa lysosomeista ja
mitokondrioista. Namai jatkoreaktiot ovat nopeita ja yksinkertaisia. Liséksi saannot olivat
melko hyvid, tuotteelle 96 56,9 % ja tuotteelle 98 42,3 %. Tdmai synteesi muistuttaa hyvin
paljon aiemmin esitettyd saman tutkimusryhmén julkaisemaa synteesireittid?!, joka on
esitetty kuvassa 10. Kuvassa 10 esitetty synteesireitti oli hieman yksinkertaisempi kuin
tamd myohemmin julkaistu versio, mutta sen yhteydessé saatiin selville, ettd tillainen
vériaine voi olla spesifi lysosomien kuvantamiseen. Kuvan 24 Shan et al.?* synteesireitti
onkin siis hyvin paranneltu versio aiemmasta synteesireitistd. Tassd synteesissd saannot

olivat muihin téssa tutkielmassa esiteltyihin verrattuna keskivertoja.
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Kuvassa 25 esitelldan Yangin ef al.>** julkaisema syaniiniviriaineen synteesireitti.

° o
NH, o i EtOH, AcOH, 50 °C, 4 h N ¢ 8L
QN’H + >_< ii. AcOH, 80 °C, 1 h N o) N+
diklooribentseeni, A\

120 °C, 12 h

99 100 101
102

Cl

asetanhydridi,
o~ 77 "OH| 90°C, 1h

DMF, 75°C, 4 h

Askorbiinihappo,
ACN, rt, 30 min

Kuva 25. Yangin et al.3* esittimén vériaineen synteesireitti.

Yangin et al3*% kuvassa 25 esitetty synteesi on hyvin monivaiheinen, mutta ajallisesti
kuitenkin melko nopea, koska eri vaiheet kestidvét korkeintaan muutamia tunteja. Tdma
synteesi vaatii inertit olosuhteet monessa vaiheessa, joten reaktion kdynnistdmiseen ja
valmisteluun voi kulua paljon aikaa, kuten my0s vilituotteiden puhdistamiseen.

Ainoastaan vilituotetta 102 voidaan kdyttdd suoraan synteesin jidlkeen jatkoreaktiossa.
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Téssd synteesissd on kuitenkin erinomainen saantoprosentti tuotteelle 105 97,8 % Taméa
on myos siitd poikkeuksellinen synteesi, ettd téssd esiintyvad vilituotetta 103 kiytettiin
alun perin vélivaiheena kehitettdessd fluoresenssisensoria, joka erottaisi kysteiinin
homokysteiinistd ja glutationista. TAima sensori on nimeltddn AySa ja se itsessdén ei ole
syaniinivériaine, koska siind ei ole mukana kahden typpiatomin vilissd konjugoitunutta

hiiliketjua. AySA-sensorin rakenne esitelldin kuvassa 26.34%

o:§:o
OH

Kuva 26. AySA-sensori.

AySA-sensorin rakenteesta voidaan nédhdé yhtéldisyyksid syaniinivériaineisiin. Siind on
hemisyaniinin 103 runko, jota on jatkoreaktioissa muokattu haluttuun rakenteeseen.
Tdmd mahdollistaa sensorin emission ja absorption ldhelld infrapuna-aallonpituutta.
Rikkihapporyhmé hiiliketjun pééssd (korostettu violetilla vérilld) parantaa sensorin
vesiliukoisuutta. Siniselld virilld on merkitty sensorin reaktiivinen kohta. Taémén avulla
voidaan havaita, onko liuoksessa kysteiinid. Kysteiini ja siniselld merkattu
akrylaattiryhmd muodostavat ehdotetun mekanismin mukaan renkaan, joka irtoaa
sensorista. Tdmé voidaan havaita siirtyménd absorptiospektrissd sekd selvind liuoksen
virin muutoksena sinisestd punaiseen. Sensorin havaittiin olevan myos turvallinen

soluille ja reagoivan nopeasti kysteiinin kanssa.*

Kuvassa 27 esitellddin Meadorin et al.’® julkaisema synteesireitti kahden erilaisen

syaniinivériaineen valmistamiseksi.
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MeOH,
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asetanhydridi, HCIO,,
NEt; rt,

Kuva 27. Meadorin et al.*% esittimin synteesin yleiskuvaus.
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Meadorin et al.¢

esittima synteesi on muista hyvin poikkeava, koska silld saadaan aikaan
kaksi tdysin erilaista vériainetta yhtd kohtaa synteesissd muuttamalla. Téssd myoskin
synteesituote 110 on muista vériaineista hyvin poikkeava, koska siind on neljan hiilen
muodostama rengas mukana. Tdmé synteesi pohjautuu pitkédlti McNamaran et al.®
esittdmadn synteesiin. Téssd synteesissd kuitenkin parannettiin aiemmin huonosti veteen
liukenevan neljdn hiilen muodostaman renkaan siséltédvén vériaineen liukoisuutta veteen.
Meador et al.’® synteesissd on yhteensi neljd vaihetta, kuten monessa aiemmin esitetyssi
synteesissédkin on. Osa vaiheista on kuitenkin nopeita, joten synteesiin ei kulu aikaa kovin

paljoa. Saannot olivat molemmille tuotteille samaa luokkaa kuin monessa aiemmassakin

synteeissi, tuotteelle 110 60 % ja tuotteelle 111 53 %.3

Liman et al3” kuvassa 28 esiteltdvilld synteesilld saadaan syntetisoitua neljédn hiilen

muodostaman renkaan siséltdva viriaine, kuten saatiin myos Meadorin et al.3¢ esittimalla

synteesilla.

o) o)

HO OH
ICH,CHs ACN, n-butanoli/pyridiini 10%
N/ reflux, 24 h Z reflux
N +
o\
112
113
114
2,‘34'\4 CF3SO45CHs
NH,R, THF

DCM, rt, 3 h

116a; R = H
116b: R = CHj
116¢: R = CH,CH,OH

Kuva 28. Liman et al.’’ esittimén vériaineen synteesireitti.
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Synteeseissd on kuitenkin merkittivid eroja, esimerkiksi Lima et al?’” valmistamassa
vériaineessa neljin hiilen muodostaman renkaan ja muun rakenteen vélissi on yksi hiili
enemmin ja muutoin rakenne on paljon Meadorin er al3® viriainetta 110
yksinkertaisempi. Synteesin osalta néissi ei ole muita yhtdldisyyksid kuin yhden saman
lahtoaineen, neljan hiilen muodostaman renkaan, kdyttd. Molemmat synteesit ovat
kuitenkin melko nopeita tehdé, niissd on yhtd monta vaihetta ja ne vaativat inertteji
olosuhteita etenkin neljdn hiilen renkaan lisddmisen jélkeen. Saannot vaihtelivat tdssé
synteesissd paljon, tuotteen 115 saanto oli 98 %, tuotteen 116a saanto oli 78 %, tuotteen
116b 54 % ja tuotteen 116¢ 64%. Muihin synteeseihin verrattuna saannot siis vaihtelivat
erinomaisesta keskivertoon.’’

Meadorin et al.3¢

synteesituotteen toimivuutta solujen kuvantamisessa tutkittiin ja sen
todettiin toimivan tissé tarkoituksessa hyvin, kun vesiliukoisuutta parannettiin. Liman et
al.¥? synteesituotteiden ominaisuuksia tutkittiin fototerapiassa syovin hoidon kannalta.
Ne toimivat tdssé tarkoituksessa tuottaen soluille haitallisia happimolekyylejd. Néissd
vériaineissa on paljon samaa, mutta erilaisten substituenttien ansiosta niilld on tiysin

erilaiset kdyttokohteet.

Wang et al.’® kuvassa 29 esiteltivid synteesi on muista poikkeava ja mielenkiintoinen,
koska sen tuote 126 on yhdistelmd syaniini- ja pyratsoliinivériaineitta.
Syaniinivédriaineelle ominaisesti siind on kahden renkaassa oleva typpiatomin vililld
konjugoitunut hiiliketju. Liséksi siind on pyratsoliinille ominainen rengas, jossa on kolme

hiiltd ja kaksi typped vierekkiin.
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NHNH2

AcOH, 90 °C, 5 h

O

125

EtOH, 80 °C, 12 h

CO o
O

126

i. POCl3 DMF, rt, 15 min “\LSO

Kuva 29. Wangin et al.?® esittimin viriaineen synteesireitti.

Eri vaiheiden kestot ndyttdvit noudattavan Wangin ef al.3® synteesissi yleisti trendid, osa

vaiheista on pitkid ja osa muutaman tunnin kestidvid kuumennuksia. Tuotteen 126 saanto

oli 63,9 %, mikd on melko keskiverto aiempiin synteeseihin verrattuna. Tuotteella on

kuitenkin hyvin erilainen kdyttdkohde kuin monella muulla vériaineella. Karton-Lifshin
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et al®

esittivit kuvassa 11 synteesireitin viriaineelle, jolla voidaan havaita
vetyperoksidia liuoksesta. Tuote 126 toimii samanlaisessa sovelluksessa; sen avulla
voidaan havaita rikkidioksidia. Rikkidioksidin liiallinen méérd voi johtaa vakaviin

sairauksiin, joten sen havaitseminen soluissa on tirke#d.®
Kuvassa 30 esiteltivid Eryillmazin et al* synteesi on hyvin yksinkertainen moneen

aiempaan verrattuna; sithen kuuluu vain yksi vaihe. My0s synteesin lopputuotteet ovat

yksinkertaisia ja pienid aiempiin synteeseihin verrattuna.

S RW{/\S
R N N

HoN l\ EtOH | B
O} \Br + No reflux, 18 h _
127 128 129
- S RW(/\S
—
— - T Ao, 16 1
4 - _N reflux, h _N
127 130 131
R =
&
C 7
Br
a b c d e

Kuva 30. Eryilmazin et al.*® esittimin synteesin yleiskuvaus.

Saannot Eryilmazin et al.*® synteesituotteille olivat melko hyvii; tuotteelle 129a 72 %,
tuotteelle 129b 65 %, tuotteelle 129¢ 75 %, tuotteelle 129d 60 % ja tuotteelle 129e 65 %.
Vastaavasti tuotteiden 131 olivat hyvid, tuotteen 131a saanto oli 69 %, tuotteen 131b 60
%, tuotteen 131¢ 72 %, tuotteen 131d 55 % ja tuotteen 131e 61 %. Typen asema renkaassa
ei ndytd vaikuttavan saantoprosenttiin. Muihin synteeseihin verrattuna timd on
yksinkertaisimpia synteeseji. Tésséd on vain yksi vaihe, johon kuuluu vain yksi lammitys.

My0s saannot olivat melko hyvié, joten tdmé on varsin tehokas synteesireitti. My6skin
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saatavat tuotteet ovat melko yksinkertaisia, mutta niiden mahdollinen kéyttokohde eroaa

yleisestd trendisté, koska niilld havaittiin olevan antimikrobisia ominaisuuksia.*

Kuvassa 31 esitellddn Zhangin et al*® synteesireitti syaniiniviriainelle, jolla voidaan

havaita pH:ta eldvistd soluista.

‘ COOH Q
o M8803H >
L O 90°C, 4-8 h
+ HoN
NK OH

132 133 134 135

H2N/\/NH2
EtzN, DCM, rt, 16 h

137 136

Kuva 31. Zhangin et al.*° esittimin syaniinivdriaineen synteesi.
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Zhangin et al.** synteesissd valmistetaan ensin koetin 136, joka yhdistetddn kaupallisesti
saatavan variaineen 137 kanssa. Téssi ei siis varsinaisesti syntetisoida syaniinivariaineen
runkoa, minkd vuoksi timd on hyvin erilainen synteesi moneen aiemmin esiteltyyn
synteesiin verrattuna. Tama on kuitenkin melko yksinkertainen synteesi, johon kuuluu
vain kolme vaihetta, jotka ovat yhtd lukuun ottamatta lyhyitd. Saantoa tuotteelle ei
ilmoitettu. Tuotetta voitaisiin kéyttdd mahdollisesti pH:n mittaamiseen fluoresenssin
muutoksen avulla, joten tdmén syaniinivdriaineen kayttokohde on hyvin erilainen

aiemmin esiteltyjen vériaineiden kanssa.

Kuvassa 32 esiteltivd Fangin et al*' synteesituote 141 muistuttaa hieman kuvassa 31
esitettyd Zhang et al®® synteesissi saatavaa viriainetta 138. Molemmissa kaupallisesti
saatavilla olevalle syaniinivédriaineelle 137 tehdddn jatkoreaktio sen ominaisuuksien
muuttamiseksi. Molemmilla tuotteilla 138 ja 141 voidaan havainnoida pH:ta eldvisti

soluista.
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Kuva 32. Fangin et al.*! esittimén syaniiniviriaineen synteesi.

Muuten synteesit eroavat hyvin paljon toisistaan, koska synteesit keskittyvit pH:lle
herkén osan syntetisoimiseen ja ne eroavat tuotteissa 138 ja 141 paljon. Molempia
kéaytettddin samaan tarkoitukseen erilaisesta rakenteesta huolimatta; néilléd vériaineilla 138
ja 141 voidaan tutkia pH:ta eldvissd soluissa. Synteesind timé eroaa kaikista muista
edellisistd hyvin paljon, koska siiné ei tehdi varsinaista syaniiniviriaineen runkoa. Neljan

bentseenirenkaan muodostaman systeemin synteesi on periaatteessa vain yksivaiheinen,
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mutta tuohon vaiheeseen kuuluu useita jadhdytyksid, limmityksié ja refluksointeja. Ndma
osaset kuitenkin ovat viimeistd lukuun ottamatta nopeita, joten aikaa tdhén ei kulu kovin
kauaa. Viimeinen vaihe synteesistd on yksinkertainen, mutta aikaa vievd. Saanto
tuotteelle 141 oli heikohko, 48 %, tdssd tutkielmassa yleisesti esiteltyihin saantoihin

verrattuna.?!

Seuraavassa kappaleessa kdydéén ldpi tassd kappaleessa esiteltyjen syaniinivériaineiden

kayttokohteita yksityiskohtaisemmin.

3. Syaniinivariaineiden kayttokohteita ja sovelluksia

3.1 Nukleiinihappoihin sitoutuvat syaniiniviriaineet

Nukleiinihappoihin sitoutuvia vériaineita voidaan kéyttdd monissa erilaisissa biologisissa

sovelluksissa, jotka osittain menevét paallekkéin lddketieteen kéyttokohteiden kanssa.

Molekyylikuvantamista tarvitaan, kun halutaan tietdd mita erilaiset biomolekyylit tekevét
luonnollisessa tilassaan solun sisdlld. Tahén tarvitaan tehokkaita, kirkkaasti fluoresoivia
viriaineita, jotka sitoutuvat tehokkaasti DNA:han tai RNA:han. Schwechheimer et al.?*
tutkivat uusia syntetisoimiaan kuvissa 12 ja 13 esitettyjd vériaineita solujen
kuvantamisessa. Bromia tai kahdeksasta hiilestd koostuvan konjugoidun renkaan
sisdltidvien viriaineiden havaittiin olevan soluille myrkyllisia.

Téllaisen solujen kuvantamiseen soveltuvan vériaineen kehittivit myds Yang et al.*3>
Kuvassa 25 esitetty viriaine on vesiliukoinen ja turvallinen soluille sellaisenaan. Se
tuottaa happea, kun sitd aktivoidaan valolla, minkd wvuoksi sitd voidaan kéyttdd

syopasolujen tuhoamiseen niiden kuvantamisen yhteydessa.

Wang et al.?® kehittivit kuvassa 16 esitetyn vériaineen spesifisti sitoutumaan G-
quardruplex DNA:han. Kiinnostus néitd DNA-sekvenssejd kohtaan on noussut viime
aikoina, koska niilld saattaa olla hyvin merkittdvid rooleja erilaisissa biologisissa

prosesseissa, joita haluttaisiin tutkia tarkemmin. Vield ei kuitenkaan ole montaa juuri
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ndihin kiinnittyvd4 vériainetta, joten kehitysty0 on tarpeen. Erittdin tirkedd olisi saada
kehitettyd sellaisia fluoresoivia vériaineita, jotka sitoutuvat juuri tiettyyn sekvenssiin,

jolloin saataisiin tietoa juuri halutusta G-quardruplex DNA:sta.

Chen et al.?’ kehittivit kuvassa 17 esitetyn synteesin, koska he halusivat uudenlaisen
vériaineen, jolla voitaisiin kuvata mitokondrioiden nukleiinihappoja. Mitokondriot ovat
tarkeitd organismeja, jotka ovat mukana esimerkiksi sairauksien kontrolloimisessa ja
apoptoosissa. Niilld on omaa DNA:ta, jonka tutkimiseen tarvitaan oma spesifi vériaine.
Syntetisoidut vériaineet olivat stabiileja valossa ja limmdssé, joten niitd voidaan hyvin
kayttdd kuvantamisen vériaineina. Niiden ominaisuuksia kuvantamisessa tutkittiin HeLa

soluissa.

Sha et al.* kehittivdt myds mitokondrioita ja lysosomeja varten vériaineita onnistuneesti.
He kehittivdt vériaineen, joka sitoutuu spesifisti nitroreduktaasiin (NTR) eli proteiiniin,
joka katalysoi esimerkiksi nitroryhmén siséltdvien molekyylien pelkistdmistd. Vériaine
toimi halutulla tavalla ja sen avulla saatiin vérjittyd lysosomien ja mitokondrioiden
sisdltimét nitroreduktaasit yhtd aikaa. Téllaisen vériaineen kehittiminen on tarkedd,
koska NTR on tidrked entsyymi ihmisten terveyden kannalta ja liséksi sitd hyodyntden on
kehitetty syOpdd vastaan taistelevaa aihiolddkettd, joka NTR-entsyymin avulla

muokkautuisi kehossa ldiakkeeksi.3?

3.2 Syaniiniviriaineiden lidketieteelliset kiyttokohteet

Syaniinivdriaineiden kayttod myos lddketieteessd tutkitaan jatkuvasti lisédé ja mahdollisia

kayttokohteita on laajasti.

Bokan er al?® syntetisoivat kuvassa 9 esitetyn viriaineen, joka sitoutuu mahdollisesti
syopéladkkeend kaytettyyn kloroambusiliin (CLB). Muodostuva kompleksi ei yksin
emittoi sdteilyd, mutta kun CLB vapautuu, voidaan vériaineen havaita emittoivan sateilya
720 nanometrin  taajuudella.  Vériainemolekyylissa on myds reaktiivinen
karbonyyliryhmd, jonka avulla se voisi muodostaa kompleksin myos syopésoluihin
erikoistuneen ladkettd kantavan molekyylin kanssa. Téllaisia molekyylejd ovat

esimerkiksi tietyt peptidit, vasta-aineet ja nanopartikkelit.°
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Karton-Lifshin et al.?? kehittivdt vuonna 2011 aiemmin kuvassa 11 esitetyn synteesin
kytkimelld toimivaan koettimeen. Tété voitaisiin kéyttdd vetyperoksidin havaitsemiseen.
Molekyylin toiminta perustuu siihen, ettd vériaineeseen liitetdéin kytkinmolekyyli, joka
voidaan olosuhteita muuttamalla irrottaa vériaineesta, jolloin se emittoi siteilyd 1dhella
infrapuna-aallonpituutta (NIR). Karton-Lifshin e al.?? testasivat molekyylin toimivuutta
ja saivat selville, ettd vetyperoksidi havaitaan luotettavasti alle 1 uM konsentraatioissa.
Liuoksissa tehtyjen kokeiden jilkeen he testasivat vériaineen toimivuutta myos hiiressd
olevan vetyperoksidin havaitsemiseen. He ruiskuttivat hiireen vetyperoksidia,
vériainekoetinta (dye probe) ja puskurilivosta (bufferia) sekd kontrollikokeessa vain
koetinta tai puskuriliuosta. Puskuriliuos tai koetin yksin eivit emittoi séteilyd lainkaan,
mutta puskuriliuoksen, vériainekoetin ja vetyperoksidi yhdessd emittoivat voimakasta
punaista siteilyd. Vetyperoksidin konsentraatiolla oli merkitysté séteilyn intensiteettiin.
Vetyperoksidia syntyy soluissa normaalisti jonkun verran, mutta liian isoina miériné se
on myrkyllistd soluille. Timé kehitetty menetelmé vetyperoksidin havaitsemiseen voisi
tulevaisuudessa toimia eldimissd ja myohemmin myds ihmisissd erilaisten biologisten

tekijoiden havaitsemiseen sairauksia tutkittaessa.??

Wang et al.®® kehittivit hieman samanlaisen koettimen rikkidioksidin havaitsemiseen
soluissa. Rikkidioksidi on tdrked molekyyli solujen toiminalle, mutta jos sitid on soluissa
lilkaa, voi se saada aikaan vakavia sairauksia. Siksi sen tai sen johdannaisten
havaitseminen soluista on tirkedd. Tamén koettimen emissio siirtyy selvisti, kun se
sitoutuu rikkid sisdltdvddn molekyyliin. Koetin oli myods spesifi rikkid sisiltiville
molekyyleille, eiké sitoutunut muihin ioneihin. Koettimella voitiin havaita johdannaisia
myos mitokondrioiden soluissa. Kuvassa 33 on esitettynd Wang er al.’® esittiméin
vériaineen toimintaperiaate. Emissio siirtyy huomattavasti punaisesta siniseen, kun

linoksessa on rikkii sisdltdvdd molekyylia.
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Emissio siirtyy
160 nm

126 126-SO;

Kuva 33. Wangin et al.*® viriaineen 126 toimintaperiaate.

Vus et al® tutkivat miten syaniinivdriaineet vaikuttavat insuliiniamyloidin
muodostumiseen. He tutkivat voivatko syaniinivédriaineet estdd haitallisen
aggregoitumisen. He huomasivat, ettd erilaiset vdriaineet vaikuttivat prosessiin eri tavalla
ja hiiliketjun pituudella oli suurta merkitystd insuliiniaggregaatin muodostumisen
kannalta. Parhaiten aggregoitumisen estivét tri- ja pentametiinit, joita on esitetty kuvassa
34. Kuvassa yldrivilld on trimetiinejd ja alarivilld pentametiinejd. Huonoiten toimivat
mono- ja heptametiinit. Tutkimuksessa kdytetyt syaniiniviriaineet voisivat sopia hyvin
kaytettdvaksi ladkkeend, koska ne eivdt ole soluille myrkyllisid ja ne pystyvéit

lipofiilisyytensé ja pienen molekyylipainonsa ansioista siirtyméén veresti aivoihin.

Monet sairaudet, kuten parantumattomat Alzheimerin®' ja Parkinsonin®? taudit seka 2.
tyypin diabetes liittyvit haitalliseen erilaisten proteiinien aggregaatioon kudoksissa ja
elimissi. Vaikka Vus er al>® tutkimuksessa keskityttiinkin tutkimaan viriaineiden
kayttod insuliinin aggregoitumisen estimiseen, voitaisiin menetelmén toimiessa sen

soveltamista myds muiden proteiinien aggregaation estdmiseksi tutkia.>°

Kuvassa 34 on esitetty Vusin et al.° tutkimuksessa kéytetyn neljdn parhaiten toimineen
viriaineen rakenteet. Namé neljd estivét ldhes tdydellisesti insuliinin aggregoitumisen.
Syaniinivériaineet sitoutuvat spesifisti tiettyyn osaan proteiinia, miké estdid aggregaatin

muodostumisen.>?
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Kuva 34. Parhaiten insuliinin aggregoitumisen estdneet viriaineet.>

Syaniinivériaineita on tutkittu myds syopilddkkeind. Fotodynaaminen hoito on yksi
mahdollinen sydpihoitokeino, jossa kiytetty lddke aktivoidaan valolla. Talldin tapahtuu
reaktioita, joissa muodostuu soluille myrkyllisid reaktiivisia happijohdannaisia. Tamén
tekniikan yksi merkittdvimmistd eduista on se, ettd aktivoiva valo voidaan kohdentaa
tiettyyn kohtaan kehoa, jolloin myrkyllisié aineita ei levid muualle kehoon ja terveisiin
kudoksiin kovin paljon. Kuvissa 14 ja 15 aiemmin esitetyt Atchisonin et al?* ja
Siriwiboolin et al.?> synteesit on molemmat kehitetty titd silmilld pitien. Valmistetut
vériaineet toimivat tutkimuksen mukaan my6s paksun kudoksen ldpi ja saavat syopésolut

kuolemaan.?4%>

Siriwibool et al? julkaisivat vuonna 2020 vériaineen I>-IR783-Mpip (kuva 15), joka
emittoi happamissa oloissa voimakkaasti aallonpituudella 820-950 nm. Neutraaleissa tai
eméksisissd olosuhteissa molekyyli emittoi sinisend tai vihrednd. Sydpésolujen
lysosomeissa olosuhteet ovat happamammat kuin terveissd soluissa, joten vériaineen

selektiivisyys happamammille olosuhteille on hyoddyllista.

Atchison et al.** puolestaan tutkivat viriaineidensa 50a ja 50b (kuva 14) toimivuutta

haimasy6vidn hoidossa. HaimasyOpd on yksi vakavimmista syovistd ja yleistyméssd
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esimerkiksi Suomessa koko ajan. HaimasyOpd todetaan usein myohddn ja ennuste
parantumisesta on huono. Yleisin hoitomuoto haimasy0pdin on leikkaus, mutta aina se
ei onnistu. Talloin syOpdd yritetddn hoitaa sddehoidolla tai kemoterapialla tai ndiden
yhdistelmalld, mutta ndmikain eivit ole kovin tehokkaita keinoja. Siksi haimasyopédan
yritetddn jatkuvasti kehittdd uutta hoitomuotoa.> Atchisonin et al.?* kehittima vériaine
toimi tehokkaasti tutkimuksissa. Hiirelld ollut ihmisen haimasyOpédkasvaimen kasvu
pyséhtyi, minka lisdksi se my0s fluoresoi tehokkaasti mahdollistaen kasvaimen kasvun

seurannan.

Myos kuvassa 28 esitetty Liman ef al.’” synteesireitin tuloksena saadut molekyylit 116a-

116¢ kehitettiin syovén valoterapiaa varten. Néiden viriaineiden rakenne on hyvin

L 24 L 25

erilainen Atchisonin et al** ja Siriwiboolin et a samaan kéyttotarkoitukseen
valmistettujen vériaineiden kanssa, koska niissd on mukana neljdn hiilen muodostama
rengas, mutta ne myds kiinnittyvit selektiivisesti syopasoluihin terveiden solujen sijaan.
Némai vériaineet kestidvit hyvin siteilyd ja valolla aktivoituna tuottavat happea, joka
aiheuttaa solujen kuoleman. Kuvassa 35 on esitetty Atchisonin et al.?*, Siriwiboolin et

al.? ja Liman ef al.’” valmistamat vériaineet.
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Kuva 35. Atchisonin ef al.?* vériaine 50a, Siriwiboolin et al.?® viriaine [-IR783-Mpip

ja Liman ef al.*’ esittimd viriaine 116.

Monessa tapauksessa syaniinivériaineiden ei haluta muodostavan aggregaatteja, koska
aggregaatit usein heikentdvit viriaineiden fluoresenssid merkittdvasti. Kasvainten
kuvantamisessa voimakas fluoresenssi on erittdin tdrkeds ja monet tdhén tarkoitukseen
kaytettdvit heptametiinivériaineet, kuten kuvan 35 viriaine 50a, muodostavat helposti
aggregaatteja. Siksi Luciano er al?® ldhtivitkin kehittimddn vériainetta, joka ei
aggregoituisi ja jolla saataisiin aikaan voimakas fluoresenssi. He kehittivit kuvassa 19
esitetyn synteesin, jonka tuote 72 toimii erinomaisesti kasvainten kuvantamisessa

verrattuna aiemmin kéytettyyn viriaineeseen, jonka fluoresenssi oli paljon heikompi.?

Kuvassa 30 esitetyn Eryilmazin et al3° synteesin tuotteita tutkittiin niiden
antimikrobisten ominaisuuksien vuoksi. Tutkimuksessa huomattiin, ettd etenkin yhdiste
131c voisi toimia tdssé tarkoituksessa hyvin. Synteesilld saatiin tuotettua kahta erilaista
syaniinivirinerunkoa niistd synteesituotteet 131a-e toimivat antimikrobisissa
sovelluksissa tuotteita 129a-e paremmin. Viriaineiden antimikrobisia ominaisuuksia ei

tarkasteltu suuremmassa mittakaavassa, mutta ne osoittivat aktiivisuutta esimerkiksi E.
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colia vastaan. Tdmén tiedon perusteella niitd vériaineita voitaisiin kehittdd ladkkeeksi

erilaisia bakteereja vastaan.>

Moniin sairauksiin, kuten Alzheimerin tautiin ja syopddn liitettddn normaalista poikkeava
pH solujen sisélld esimerkiksi lysosomeissa. Solujen pH:n médrittiminen on tarkeda,
koska sen avulla voidaan saada tietoa solun toiminnasta normaaleissa ja sairaissa soluissa.
Zhang et al.*® kehittivitkin syaniinivériaineen, jolla saadaan tietoa solun pH:sta siti
vahingoittamatta. Koettimen fluoresenssin intesiteetti muuttuu, kun pH muuttuu. Kun pH
on ldhelld kolmea, fluoresenssi on voimakkain. Kun l&hestytddn pH:ta yhdeksin,

fluoresenssi hdvidd 1dhes kokonaan.

Koettimen 138 reaktiivinen kohta on kuvassa 36 vihredlld merkattu viisirenkaassa oleva
typpi, joka voi ottaa vastaan vetyatomin. Tdmén seurauksena rengas aukeaa, mikd

vaikuttaa kromoforin fluoresenssiin, joka voidaan mittauksissa havaita.*’

138 pKa =7,40 ja 4,00 138

Kuva 36. Zhangin et al.* koettimen 138 toimintaperiaate.

Samana vuonna, kun Zhang et al.*’ julkaisivat oman synteesinsi, julkaisivat myds Fang
et al*' samaan kiyttotarkoitukseen soveltuvan syaniiniviriaineen. Molemmissa on
mukana sama syaniiniviriaineen runko, mutta pH:lle herkki osa on eri.

Kuvassa 37 on esitetty Fangin e al.*! pH-koettimen toimintaperiaate. Fangin et al.*!

koettimella kirkkain fluoresenssi saadaan, kun pH on viisi. Koettimien intensiteetti katoaa
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ldhes tdysin, kun pH on noin yhdeksin. Toiminta-alue on Zhangin et al.*° koettimella siis

hieman laajempi, silld se toimii pH alueella 3-9.

Kuva 37. Fangin et al.*! julkaiseman pH-koettimen toimintaperiaate.

3.3 Nanomateriaalit

Nanomateriaalit ovat jatkuvasti kehittyvd tutkimusala, jossa yhdistyy esimerkiksi
biologia ja kemia. Kohle et al>* yhdistivit silikananopartikkelin ja syaniinivdriaineen.
Télld tavalla voidaan saada tietoa silikakeskusta ympérdivian ligandikerroksen
paksuudesta, jonka huomattiin vaikuttavan kompleksin fluoresenssispektriin.
Tulevaisuudessa voisi olla mahdollista hyddyntdd tdtd havaintoa esimerkiksi uusia

laakkeita kehitettdessa.

Syaniinivériaineita voidaan yhdistdd myos kultananopartikkeleiden kanssa. Téllin niita
voidaan kéyttdd esimerkiksi sydvdn havaitsemiseen. Kultananopartikkeli ja
syaniinivédriaine voivat sitoutua toisiinsa kovalenttisesti. Téllainen uudenlainen
nanokompleksi toimii sen jilkeen sekd sydvén havaitsemisessa ettd sen mahdollisessa
poistamisessa. SyOpésolut voidaan vériaineen avulla havaita helposti, koska kompleksi
kiinnittyy vain syopésoluihin ja huuhtoutuu nopeasti pois terveistd soluista. Aluetta, jolla

syopésoluja epdillddn olevan, séteilytetddn lihes infrapunataajuudella olevalla valolla,
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jolloin vériaine aktivoituu ja emittoi séteilyd. Tam4 séteily mitataan ja sen avulla saadaan
tietoa syOpasolujen sijainnista. Sydpdsolujen tuhoutuminen saadaan aikaa sateilyttdméalla
niitd radiotaajuudella, joka aiheuttaa syopésoluille hypertermian eli ne kuolevat

kuumuuteen.??

Viriaineet voivat muodostaa supramolekyylejd itsejirjestdytymédllda uudenlaisiksi
systeemeiksi. Mu et al3? tutkivat, miten kuvassa 23 esitetty vériaine itsejirjestiytyy
erilaisissa liuottimissa. Orgaanisissa liuottimissa vériaine sdilyy monomeerind, mutta
vesiliuoksessa se muodostaa itsejarjestdytymélld nanolevyjd hyvin matalissakin
konsentraatioissa. Nanolevyt muodostuvat, kun vériainemolekyylit vetysitoutuvat
toisiinsa. N&mé levyt ldmpenevit hyvin voimakkaasti, kun niitd siteilytetdén. Niiden
lampotila nousee 30 °C:std aina 80 °C:een. Tutkimuksissa todettiinkin, ettd vériaineella
voidaan paitsi havaita kasvaimet fluoresenssin avulla, myos tuhota ne aktivoimalla
vériainelevyjd laserin avulla, jolloin muodostuva ldmp6 tuhoaa sydpésoluja. Laserilla
aktivointi kuitenkin vaatii sen, ettd tiedetdin missi kasvain on ja ettd se ei ole juurikaan
levinnyt, koska laser sai hiirilld aikaan palovammoja aktivointikohtaan. Palovammat
kylla paranivat ja kasvain hévisi. Vériaine poistuu muualta kehosta tehokkaasti, joten se

on spesifi syopisoluille.3?

Sun et al.'” kehittivdt kuvassa 6 esitetyn synteesin viriaineelle, jota voidaan kayttda
lyijyionien havaitsemiseen esimerkiksi luonnonvesistd. Lyijyd kaytetddn paljon
teollisuudessa, mutta se on hyvin myrkyllistd, joten sen havaitseminen esimerkiksi
jitevesistd on todella tirkedd. Tdm&d metodi perustuu G-quadruplex ja vériaineen
muodostamaan kompleksiin  kaliumionien ldsnd ollessa. Kun liuoksessa on
syaniinivériainetta, kaliumioneja ja titi nelisdikeistdi DNA:ta, ne muodostavat yhdessi
kompleksin. Lyijyionit sitoutuvat DNA:han kaliumia paremmin, joten kaliumionit
korvautuvat systeemistd samalla muuttaen sitd niin, ettd vériaine ei voi endi sitoutua
sithen. Tamid voidaan huomata siirtymdnd absorptiospektrissd. Absorptio oli myds

riippuvainen liuoksen konsentraatiosta.'’
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3.4 Aggregaatit

Syaniinivdriaineet voivat muodostaa kahdenlaisia aggregaatteja. J-aggregaateissa
védriaineet kiinnityvét toisiinsa ’’pdd-hdntd’’ muodostelmaan. H-aggregaateissa taas
kiinnittyminen tapahtuu ’’naama-naamaa’’ vasten.’® Kuvassa 38 on esitettyni

yksinkertaistetut esimerkit H- ja J-aggregaateista.

] C T

Monomeeri H-aggregaatti J-aggregaatti
Kuva 38. H- ja J-aggregaattien kiinnittyminen toisiinsa esitettyni yksinkertaistettuna

kuvana.>®

Syaniinivdriaineiden kykyéd sitoutua DNA:han voidaan kéyttdd hyodyksi myds
aggregaattien muodostumisen ohjaamisessa. Wang et al>® tutkivat voisiko viriaine
IR786 muodostaa H- tai J-aggregaattia halutun DNA-muotin mukaan. He kéyttivit
muottina DNA G-quadruplexeji (GC) testatakseen, voisiko muotilla tehdylla variaineella
parantaa DNA-GC:n havaitsemista. He huomasivat, ettd aggregaatti syntyy ja sen avulla
DNA-GC:n havaitseminen helpottuu. Uusi havaitsemismenetelmé séésti aikaa. Tdma
johtui siitd, ettd IR786-DNA-GC-aggregaatti toimii on-off periaatteella. Kun GC sitoutuu
aggregaattiin, vériaine sammuu. Myds seulonta-akseli suurenee. He kuitenkin
huomasivat, ettd aggregaattia ei muodostu yksinkertaisesta tai kaksinkertaisesta DNA-
juosteesta, vaan muodostuminen vaatii nimenomaan G-quadruplexin. GC:n rakenne on

esitetty kuvassa 40.%¢

Syaniinivériaineiden ei usein kuitenkaan haluta muodostavan aggregaatteja, koska ne
eivit silloin endd toimi toivotulla tavalla. Yu et al.** tutkivatkin voidaanko tietynlaisella
DNA-muotilla hajottaa jo syntyneet aggregaatit. He saivat selville, etti vériaine 15 TC-
P4 muodostaa H-aggregaatteja PBS:ssd. Aggregaatit voitiin kuitenkin hajottaa takaisin
vériaineeksi 15 TC-P4 tai vastaavaksi monomeeriksi 13 TC. Tamé onnistui kéyttimalla
GC-DNA:ta. Kaksi- tai yksijuosteinen DNA ei hajottanut aggregaatteja. Tatd havaintoa

voitaisiin hyodyntié esimerkiksi tiettyjen GC-DNA ketjujen havaitsemiseen.
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Yu et al®” tutkivat miten MTC-vériaineen avulla voitaisiin havaita lyijyd. Tamé kuvassa
39 esitetty vidriaine muodostaa aggregaatteja, jotka voidaan hajottaa GC-DNA:lla.
Aggregaatit eivit hajoa monomeereiksi pelkéstidin kaksijuosteisen DNA:n vaikutuksesta,
vaan siithen vaaditaan my0s ioneja. Tietty sekvenssi kaksijuosteista DNA:ta muodostaa
GC-DNA:ta sitoutuessaan liuoksen lyijy-ioneihin. Kun vériaineaggregaatti hajoaa, se
havaitaan absorption muutoksena. Tietyn DNA-sekvenssin ja vdriaineen avulla voidaan

siis havaita, onko liuoksessa lyijyd. Kuvassa 39 on esitetty Yu et al.®’ tutkimuksessa

ayY,

055 SOs
MTC NH(C2Hs)3

kaytetyn vériaineen rakenne.

Kuva 39. Yun et al.’’ tutkimuksessa kdytetty viriaine, joka on syntetisoitu Hamerin>® ja

Fickenin®® metodeilla.

Kuvassa 40 esitetddn mahdollinen toimintamekanismi lyijyn havaitsemiseksi.>’
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— _® /
Kaksijuosteinen DNA
. l Yksijuosteinen DNA

H-aggregaatti
G-quadruplex

Kuva 40. Yun et al.*’ esittimén lyijyn havaitsemiseen tarkoitetun vériaineen

mahdollinen toimintamekanismi.

Kuvassa 40 on esitetty, miten kaksijuosteinen DNA-ketju aukeaa oikeissa olosuhteissa
muodostaen kuvassa esitetyn GC-DNA-kompleksin vériaineen ja lyijy-ionien kanssa.
GC-DNA-kompleksissa neljd guaniinia vetysitoutuvat muodostaen tasomaisen
systeemin, jonka keskelld on paikka ionille. Ndmé tasot voivat edelleen muodostaa
kuvassa 40 esitetyn kolmen tason muodostaman kompleksin. Ilman lyijy-ioneja titd
hajoamista ja GC-DNA:n muodostumista ei tapahdu. Vériaine on mukana tidssd GC-
DNA-kompleksissa monomeerind. Viriaineen emissio siirtyy, kun se on mukana
kompleksissa ja aggregaatti hajoaa. Tdémé voidaan havaita, jolloin myds liuoksessa

olevien lyijy-ionien ldsniolo voidaan todeta.>’

4. Yhteenveto

Syaniinivériaineilla on pitké historia teollisuudessa erilaisten materiaalien varjayksessi
ja myOhemmin niiden tutkimus on levinnyt laajasti myds erilaisiin biologisiin ja
ladketieteellisiin sovelluksiin. Téssd tutkielmassa kdytiin ldpi erilaisia uusimpia tai

ominaisuuksiltaan erityisen mielenkiintoisia syaniinivériaineita ja niiden synteesecja.
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Suurin osa synteeseistd hyodyntdd perinteisid synteesimenetelmid, mutta muutamassa
kéaytettiin mikroaaltoja. Ndméd mikroaaltoavusteiset synteesit olivat hyvin nopeita ja
saannot olivat hyvid, joten niiden kiyttod voitaisiin tutkia enemmaénkin. Toistaiseksi
mikroaaltojen avulla valmistetut vériaineet ovat olleet melko yksinkertaisia, vaikka usein
syaniinivériaineet vaativat esimerkiksi tiettyjd substiuentteja toimiakseen halutulla

tavalla.

Monessa synteesissdé my0Os hyddynnettiin kaupallisesti saatavia tai jo julkaistuja
syaniinivériaineiden synteesejd uusien vériaineiden kehittdmiseen. Tdméa on viisas ja
tehokas tapa, koska kaikissa tapauksissa télld tavalla olemassa olevan syaniinivériaineen
ominaisuuksia parannettiin ja se saatiin toimimaan juuri halutulla tavalla tietyssd

sovelluksessa.

Tyossé kaytiin 1dpi yhteensd 27 erilaista synteesid. Niiden kestot vaihtelivat muutamista
tunneista moniin péiviin. My0s saannoissa oli suurta vaihtelua; parhaimmillaan pééistiin
yli 90 % saantoihin ja huonoimmat jéivét alle 20 %. Suurimmassa osassa synteeseisti
saannot olivat kuitenkin yli 60 %, mikd on hyvd saanto ndin monimutkaisissa ja
monivaiheisissa synteeseissd. Pelkédstddn saannon ja synteesin keston perusteella ei voi
oikeastaan sanoa mika synteesi oli hyvé ja mikd huonompi. Usein synteeseihin tuli paljon
vaiheita lisdd, mitd monimutkaisempi lopputuote oli. Erilaisilla substituenteilla on
puolestaan suuri merkitys tuotteen ominaisuuksien kannalta, joten yksinkertaisempi
synteesituote ei toimisi halutussa sovelluksessa oikein, jolloin lyhyempi kesto tai parempi

saanto ei tuota haluttua tulosta.

Syaniinivdriaineiden kéyttokohteet keskittyvdt nykyddn niiden fluoresenssin
hyodyntdmiseen. Erilaisten syOpékasvainten kuvantaminen ja niiden hoitaminen
fototerapialla on yksi eniten tutkituista lddketieteen sovelluksista. Syaniinivériaineilla
voidaan my0s havaita soluista ioneja tai molekyylejd, jotka ovat niille haitallisia tai joita
esiintyy paljon jonkun sairauden vuoksi. Yksi yleisimmistd syaniinivériaineiden
kayttokohteista on solujen kuvantaminen ja DNA:n ja RNA:n vérjddminen. Néitd varten
on saatavilla paljon my0s kaupallisia syaniinivériaineita, kuten esimerkiksi SYBR Green

I1.
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Aggregoituminen voi olla iso haitta tai tavoiteltava ominaisuus riippuen vériaineen
kayttokohteesta. Monesti aggregaatteja ei haluta, koska niiden muodostuessa vériaine ei
endd toimi odotetulla tavalla. Joskus kuitenkin aggregaatteja voidaan hyodyntidd
esimerkiksi ionien havaitsemiseen tai juuri tietyn DNA-sekvenssin erottamiseen.
Lédketieteessd on tutkittu syaniinivdriaineiden kykyd estdd erilaisten proteiinien
aggregaatiota, jonka on huomattu olevan tyypillistd tietyille sairauksille. Erilaiset
nanomateriaalit ovat my0s kasvava tutkimuskohde. Esimerkiksi erilaisia
nanopartikkeleita on liitetty syaniinivdriaineisiin ja niitdi on kiytetty ldédketieteen
tutkimuksissa. Tédmén lisdksi erilaisia itsejirjestdytyvid systeemejd on kehitetty ja

syaniinivériaineen ja DNA:n muodostamaa kompleksia on tutkittu ionien havaitsemiseen.
Syaniinivériaineilla on paljon erilaisia kédyttokohteita. Tulevaisuudessa niiden merkitys

etenkin lddketieteen kéyttokohteissa tulee kasvamaan, koska niiden ominaisuudet

esimerkiksi syovin hoidossa vaikuttavat erittdin lupaavilta.
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KOKEELLINEN OSA

5. Tyon tarkoitus
Tamén tyon tarkoituksena oli syntetisoida ldhtdaineita syaniinirunkoisille vériaineille.
My0s viériaineen synteesin ongelmia pyrittiin poistamaan ja syntetisoimaan uusia

vériaineita kayttimalld néitd uusia ldhtdaineita, joita tyossé tehtiin.

6. Kiytetyt laitteet ja reagenssit

Taulukossa 2. on esitetty kaikki synteeseissé kédytetyt reagenssit.

Taulukko 2. Kédytetyt laitteet ja reagenssit

Laite/reagenssi Valmistaja Puhtaus
NMR AVANCE III HD 300 MHz Bruker

Rotavapori Laborota 4000 efficient Heidolph

Vaaka APX-200 Denver Instrument

1,2- DCE Sigma-Aldrich >99.0 %
11-merkaptoundekaanihappo Sigma-Aldrich 95 %
1-fluori-3-jodibentseeni TCI >99,0 %
1-fluori-4-jodibentseeni TCI >98.0 %
2-hydroksi-4-metyylikinoliini Sigma-Aldrich 97 %
2-hydroksi-4-metyylipyridiini TCI >98,0 %
3-amino-4-klooribentsoehappo TCI >98,0 %
3-amino-4-klooribentsotrifluoridi TCI >98,0 %
Asetonitriili J. T. Baker HPLC
DCM VWR 100,00 %
Dietyylieetteri VWR 100,00 %
Dimetyyliamiini Sigma-Aldrich 40 % wt. in H20
DIPEA

DMF Fisher Chemical 99,97 %
DMF (kuiva) Acros Organics 99,80 %
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DMSO Merck >99.0 %

Etanoli Altia >99.5 %
Etyyliasetaatti VWR 99,90 %
Fosforioksikloridi Fluka 98 %
Heksaani VWR 99 %
Jodibentseeni Fluka >99 %
Jodimetaani Riedel-de Haén 99 %
Kaliumetyyliksantaatti Fluka >99 %
Kaliumkarbonaatti J. T. Baker 99,0 %
Kuparijauhe Merck 99,7 %
Metanoli J. T. Baker HPLC
Natriumsulfaatti Sigma-Aldrich >99,0 %
Pentafluorijodibentseeni TCI >99,0 %
Trietyyliamiini Merck 99 %

7. Yleista synteeseista

Kaikkiin synteeseihin kéytettiin edelld listattuja reagensseja ilman muuta késittelyé, ellei
toisin mainita. TyOssé syntetisoitiin yhteensd viisi erilaista uutta 1dhtdainetta uusille
vériaineille. THX-022, THX-023 ja THX-036 ovat jo entuudestaan tunnettuja synteeseja,
joita kaytettiin uusien ldhtdaineiden mallina. Uusia reittejd vériaineiden synteesiin

testattiin myoOs ja nédiden tulokset on listattu seuraavassa kuvassa 41.
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THX-022, THX-023  THX-029, THX-031 THX-032 THX-034
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F
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THX-036 THX-037 THX-038
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\ \

C
C

N+ N + + +
\ \
THX-041B THX-042 ennen amiinin lisdysta THX-042 amiinin lisdyksen
jalkeen

THX-033 THX-035 THX-039, THX-040

Kuva 41. Kaikki tydssa kasiteltdvat molekyylit synteesikoodeineen. Alarivi eli THX-
033, THX-035, THX-039 ja THX-040 ovat epdonnistuneita synteesejd, joita ei saatu

toimimaan.
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7.1 Kinoliinien ja pyridiinien synteesit

Pyridiini on bentseenirengas, josta yksi hiili on korvattu typelld. Pyridiind kdytetddn
livottimena, mutta my0s paljon erilaisissa synteeseissd, esimerkiksi lddkkeiden,
vitamiinien tai  vériaineiden  synteeseissd. Luonnossa  pyridiinid  esiintyy

hajoamisprosesseissa.®’

Kinoliinit ovat molekyyleji, joissa bentseenirengas ja pyridiini ovat kiinnittyneet toisiinsa
pyridiinin toisesta ja kolmannesta hiilestd. Kinoliinia 16ytyy luonnostaan esimerkiksi
viskistd, kaakaosta ja mustasta teestd. Synteeseissd sitd kéytetdin useimmiten
rakennuspalikkana uusille yhdisteille, kuten esimerkiksi nyt sitd kéytetdén

syaniiniviriaineiden runkona.5!

Molemmissa voi olla mukana myds muita substituentteja, kuten happea tai

metyyliryhmid, jotka vaikuttavat sithen, miten yhdistettd voidaan kayttaa.
Kuvassa 42 on esitetty mahdollinen reaktiomekanismi kinoliinin synteesille. Kyseessd on

Ullmann-tyyppinen reaktio, jota kupari katalysoi. Vastaava mekanismi on myds

pyridiinilla synteeseissd THX-034 ja THX-035.
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Cu _
Hapettava additio t

Ry=HtaiF
R,=HtaiF R,

Kuva 42. Kinoliinisynteesin reaktiomekanismi.5?

Kuvassa 43 esitetddn substituoimattoman kinoliinin synteesireitti, jota kdytettiin my06s

fluorattujen kinoliinien synteesien pohjana.

HO /N K.CO
| + _2¥¥8 . 0 N
NN Cu
| NS
141 142
143

Kuva 43. Kinoliinin THX-022 (143) synteesireitti.
Yleinen synteesi uusille kinoliineille ja pyridiineille on kuvattu alla. Tdstd tehdyt
poikkeamat on esitetty taulukossa 3. Synteesi toteutettiin kuten on kuvattu Yingin®

patentissa.
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Kinoliini* liuotettiin yhdessd kuparijauheen, vedettoémin kaliumkarbonaatin ja
jodibentseenin® kanssa DMF:ddn. Titd punaruskeaa seosta kuumennettiin
refluksointilaitteistossa 160 °C:ssa yon yli. Aamulla liuos suodatettiin ja liuotin
haihdutettiin. Liséttiin vettd ja etyyliasetaattia pesua varten, jolloin muodostui sakkaa,
joka suodatettiin jédlleen. Saatu liuos pestiin vedelld ja kylldiselld suolaliuoksella.
Orgaaninen kerros kuivattiin natriumsulfaatilla ja liuotin haihdutettiin suodatuksen

jélkeen. Erotettiin haluttu tuote kdyttden pylviaskromatografiaa ja haihdutettiin eluentti.

Alkuperiisessa synteesissd THX-022 liuos oli synteesin alussa ja lammittdmisen loputtua
punaruskeaa kuparin vuoksi. Suodatuksen jélkeen liuos oli vihertdvin tumma. Liuotin
haihdutettiin, jolloin saatiin musta 6ljy. Kun tihdn liséttiin vettd ja etyyliasetaattia,
muodostui vihredd sakkaa. Suodatuksen jidlkeen liuos oli ruskea. Pesun jilkeen
orgaaninen kerros oli kirkkaan oranssi. Uudelleenkiteytyksessé saatiin meripihkan vérista

kiteistd tuotetta. Taulukossa 3 on esitetty poikkemat tésté yleisestd synteesista.

Taulukko 3. Poikkeamat yleisestd synteesista.

Synteesi a: Kinoliini vai pyridiini | b: bentseenijohdannainen | Muuta

THX-024, Kinoliini 1-fluori-3-jodi-bentseeni

THX-029,

THX-031

THX-032 Kinoliini 1-fluori-4-jodibentseeni | Puolikkaat
ainemadrat

THX-033 Kinoliini Pentafluorijodibentseeni | Puolikkaat
ainemadrat

THX-034 Pyridiini Jodibentseeni

THX-035 Pyridiini Pentafluorijodibentseeni | Puolikkaat
ainemadrit

Kuvassa 44 esitetdén ensimmaéinen fluorisubstituoitu kinoliinisynteesi.
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Kuva 44. Kinoliinin THX-024 synteesireitti.

Verrattuna synteesiin THX-022, merkittdvin ero synteeseissi THX-024, THX-029 ja
THX-031 oli etenkin liuosten viri. Synteesissd THX-022, liuos oli aluksi kuumennuksen
jilkeen punaruskea ja eristysvaiheessa ruskeaa. Synteeseissdé THX-024, THX-029 ja
THX-031 véri oli musta ldhes koko synteesin ldpi. Kuvassa 45 esitelldin kinoliini THX-

032 synteesireitti, jossa fluori on para-asemassa.

F
F
HO /N
| . K>,CO4
NS Cu @) N
I NN
141 146
148

Kuva 45. Kinoliinin THX-032 synteesireitti.

Synteesissd THX-032 havainnot véristd olivat samanlaisia kuin synteeseissda THX-024,
THX-029 ja THX-031. Saantoprosentti oli THX-029 ja THX-031 synteeseihin verrattuna
lahes sama. Tdmé synteesi kuitenkin tehtiin vain kerran, joten varsinaisia johtopaatoksid
fluorin paikan vaihtamisesta saantoon ei voida sanoa. Kuvassa 46 esitetddn

pentafluoratun kinoliinin synteesireitti.
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Kuva 46. Kinoliinin THX-033 synteesireitti.

THX-033 erosi aiemmista synteeseistd etenkin vérin perusteella. Synteesin alussa
lammitystd tehdesséd liuos muuttui mustaksi, mutta oli kuitenkin muuttunut yon aikana
takaisin punaruskeaksi (kuten yleisessd synteesissd). Suodatusta tehdessd viri muuttui
jélleen mustaksi. Uuttoa tehdessé vesifaasi jéi hyvin oranssiksi, kun aiemmin se oli ldhes
vériton. Haluttua tuotetta ei pystytty erottamaan. TLC:n perusteella mahdollinen tuote
saattaa hajota NMR mittauksen yhteydessd. Kuvassa 47 esitetdén yleiseen synteesiin

pohjautuvan pyridiinin THX-034 synteesireitti.

HO /N
] . _KCO5
NS Cu O N
I X |
150 142
151

Kuva 47. Pyridiinin THX-034 synteesireitti.

THX-034 erosi aiemmista synteeseistd vérien perusteella, koska nyt ldhtdaineena
kaytettiin kinoliinin sijaan pyridiinid. Kuumennuksen jdlkeen liuos oli vaalean ruskeaa,
hieman oranssihtavaa. Suodatuksen jélkeen liuos oli vaalean keltainen, kuten myds pesuja

tehdessd. Kuvassa 48 esitettddan pentafluoratun kinoliinin synteesireitti.
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Kuva 48. Pyridiinin THX-035 synteesireitti.

Synteesi THX-035 noudatteli koko ajan samaa kaavaa kuin vastaava kinoliinisynteesi
THX-033. NMR-spektrissd ndkyy paljon epdpuhtautta, eikd tuotetta ole saatu

karakterisoitua.

7.2 Bentsotiatsolien synteesit

Tiatsoli on viisirengas, joka esiintyy monissa tirkeissd biologisissa systeemeissd ja
esimerkiksi lddkkeissd. Sitd kéytetddnkin sen vuoksi monissa synteeseissd
rakennuspalikkana.®* Tissd tyossd syntetisoitiin bentsotiatsoleja, joissa on viisirenkaan

liséksi bentseenirengas.

Tiatsoleja tehtiin kolmea erilaista, joissa aina yhtd l1&htdainetta muutettiin. Seuraavaksi
esitelldén yleinen synteesi, josta tehdyt poikkeamat on esitetty taulukossa 4. Tama

synteesi toteutettiin Lin e al.% ohjeen mukaan.

Kaliumetyyliksantaatti liuotettiin typpi-ilmakehdssd kuivaan DMF:ddn. Liséttiin aniliini®
ja lammitettiin livosta 140 °C:ssa neljé tuntia. Kuumennuksen jilkeen seoksen annettiin
jadhtyd huoneenldmpdiseksi ja se kaadettiin noin 50 ml:aan jddvettd. Liuoksen pH
sdddettiin vastaamaan lukua yksi konsentroidulla HCIL:1ld. Muodostunut sakka
suodatettiin imusuodatuksella ja annettiin kuivua. Reaktiota jatkettiin kuivissa
olosuhteissa typpi-ilmakehédssd ja sakka liuotettiin kuivaan etanoliin. Liséttiin

metyylijodidi ja trietyyliamiini. Kuumennettiin liuosta 90 °C:ssa 1,5 tuntia. Erotettiin
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tuote kéyttden pylvdskromatografiaa. Taulukossa 4 on esitetty THX-037 ja THX-038

synteesien poikkeamat yleisesté synteesista.

Taulukko 4. Poikkeamat tiatsolin yleisestd synteesistd

Synteesi Poikkeama®
THX-037 3-amino-4-klorobentsochappo
THX-038 3-amino-4-klorobentsotrifluoridi

Kuvassa 49 esitelldén tiatsolien yleinen synteesireitti.
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Kuva 49. Tiatsolin THX-036 (157) synteesireitti.

Synteesin THX-036 alussa liuos oli variltdén keltainen. Kuumennettaessa liuos muuttui
keltaisesta kirkkaan oranssiksi. Jadveteen lisdtessd muodostui heti keltainen sakka.
Suolahappoa lisdtessd muodostui oranssi sakka. Suodatuksen, yon yli kuumennuksen ja
pylvdin jélkeen saatiin keltainen liuos. Liuotin haihdutettiin, mutta haluttua kiinteda

tuotetta ei havaittu. Kuvassa 50 esitelldén tiatsolin THX-037 synteesireitti.

Oy_OH Oy OH Oy OH
NH, S DMF H>: g _ Mel N\>_S/

ol + /O\)J\SK S Et3N S

158 155 159 160

Kuva 50. Tiatsolin THX-037 (160) synteesireitti.

Synteesin THX-037 ensimmaéisessd vaiheessa liuoksen viri oli kellertivian ruskea.
Lammityksen loppupuolella liuos oli musta. Jédveteen kaadettaessa liuos muuttui

kirkkaan oranssiksi, mutta sakkaa ei muodostunut. Happoa lisdtessd muodostui keltainen
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sakka. Kun liuotin haihdutettiin kuumennuksen jilkeen, muodostui sakka, joka ei
liuennut tiysin eluenttiin (5 % EtOAc/Hex). Sakkaa pestiin eluentilla (9:1 DCM/MeOH).
Tamid saatu liuos kuivattiin NaxSOa4:114, livotin haihdutettiin ja muodostunut sakka
livotettiin -~ uudelleen = DCM/MeOH-eluenttiin. Tuote  erotettiin  kéyttden

pylvédskromatografiaa. Kuvassa 51 esitellddn tiatsolin THX-038 synteesireitti.

F LF H F
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Kuva 51. Tiatsolin THX-038 (163) synteesireitti.

Synteesin THX-038 alussa liuoksen viri oli samean keltainen. Limmityksen edetessd véri
muuttui oranssiksi. Jddveteen lisdtessd muodostui valkoista sakkaa, jota muodostui
edelleen lisdd, kun happoa liséttiin. Jélleen toista ldmmitystd tehdessd véri oli aluksi

samean keltainen, mutta ldmmityksen edetessd véri muuttui ruskean kautta oranssiksi.

7.3 Syaniiniviriaineiden synteesit

Syaniinrunkoisia vériaineita tutkitaan jatkuvasti enemmaén, koska niilld on todella laaja
kirjo eri kéyttokohteita. Sen lisdksi, ettd niitd voidaan kdyttdd DNA:n ja RNA:n
leimaamiseen, kuten Jyviskylin yliopistossa tehdéén, niitd voidaan kéyttdd esimerkiksi
emés-happoindikaattoreina, tekstiilien késittelyssd ja lddkkeind. Syaniinirunkoisissa
vériaineissa on aina kaksi heterosyklié liittyneené toisiinsa konjugoituneella hiilisillalla.
Mukana voi olla tietysti muita komponentteja, mutta tima konjugoitunut rengassysteemi
on viriaineen perusta.’® Kuvassa 52 esitellidin viriainesynteesin mahdollinen

reaktiomekanismi.
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Kuva 52. Viriaineen muodostumisen mahdollinen reaktiomekanismi.!®

Kuvassa 53 esitelldén syaniinivadriaineen THX-039 synteesireitti.

POCl; | CIN\ N HNMe, EtsN /
1,2-DCE | —— 164 -
§ N DIPEA o
ACN R ©: >
163

0] / N*
\
143 ©: )—S
N +
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165 NMe,

Kuva 53. Vériaineen THX-039 (166) synteesireitti.
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Kinoliini liuotettiin typpi-ilmakehdssd 1,2-DCE:hen ja lisittiin POCIl3;. Kuumennettiin
liuosta noin 80 °C:ssa yon yli. Annettiin jadhtyd huoneenldmpdiseksi ja haihdutettiin
livotin. Liuotettiin saatu oranssi Oljy asetonitriiliin® ja lisdttiin HNMe>. Sekoitettiin
huoneenldmmdssé noin 3 h ja lisdttiin DIPEA, koska reaktio ei ndyttdnyt etenevén.
Lisattiin noin tunnin sekoituksen jélkeen vield HNMe; ja DIPEA. Sekoitettiin noin 14 h
ja lisdttiin bentsoksasoli ja trietyyliamiini ja sekoitettiin huoneenldimmossa 4 h. Yritettiin
erottaa tuotetta kiyttden pylvaskromatografiaa, mutta haluttua tuotetta ei havaittu NMR-

tal massamittauksissa.

Synteesin alussa liuos oli vériltidén kirkkaan oranssi. Noin tunnissa kuitenkin vari muuttui
pinkiksi ja aamulla liuos oli punainen. Asetonitriiliin liuotettaessa liuos oli variltdén
samean oranssi ja liuos muuttui HNMe; lisdyksen jélkeen pinkiksi. Reagenssien lisdys ei
ndyttdnyt TLC:lld vaikuttavan reaktion kulkuun. Synteesin THX-040 perusteella
asetonitriili hdiritsee kondensaatiota, jolloin reaktio ei etene. Jatkossa reaktiossa tehtiin
vesi/DCM-erottelu amiinin lisdyksen jélkeen, jolloin saatiin jatkettua reaktiota kuivissa

olosuhteissa. Kuvassa 54 esitellddn hieman muunneltu version kuvan 53 synteesireitisté.

O N POCIy , CI\ N HNMe, Et;N /
1,2-DCE | — > 164 DCM
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Kuva 54. Viriaineen THX-040 synteesireitti.

Seuraava synteesi aloitettiin samalla tavalla kuten aiemminkin eli kinoliini liuotettiin 1,2-
DCE:hen ja lisittiin POCls, jonka jilkeen liuosta kuumennettiin noin 80 °C:ssa yon yli.
Liuottimen haihduttamisen jélkeen oranssi 6ljy liuotettiin suoraan HNMe,:iin. Muodostui
pinkki liuos, jota sekoitettiin huoneenlimmossd noin 6 h. Tehtiin vesi/DCM-erotus ja

pestiin orgaanista kerrosta vedelld. Kuivattiin orgaaninen kerros Na>SOas:lla yon yli,
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mink3 jédlkeen haihdutettiin hieman liuotinta ja reaktiota jatkettiin kuivassa DCM:ssi.
Liséttiin bentsoksaksoli ja trietyyliamiini. Liuosta sekoitettiin huoneenlammdsséd 4 h.
TLC:l14 ndkyi lupaavia pisteitd aiempaan verrattuna, mutta jostain syysta tuotetta ei silti
havaittu NMR- ja massamittaukssa. Kuvassa 55 esitelldéin ensimmadisen fluoratun

syaniinivériaineen synteesireitti.

Osx N POCI; . CIN N HNMe,
1,2-DCE | —2
NN NS

145 167

165

Kuva 55. THX-041A ja THX-041B synteesireitti.

THX-041A ja THX-041B aloitettiin kuten THX-040, mutta tilli kertaa kinoliinina
kaytettiin THX-029, jossa on mukana fluori. Kinoliini ei liuennut kunnolla, joten
liukenemista tehostettiin  lisddmdlld hieman asetonitriilid. Muutaman tunnin
sekoittamisen jdlkeen huomatiin, ettei reaktiota ollut tapahtunut, joten liuos B piitettiin
pestd vedelld ja DCM:l14 asetonitriilin poistamiseksi. Saatu orgaaninen kerros kuivatiin
Na»S04:114 ja liuottimen haihdutuksen jilkeen aloitettiin reaktio uudelleen. TAlla kertaa
HNMe::iin liuotuksessa kaytettiin apuna DMSO:ta asetonitriilin sijaan. Tdmin jilkeen
THX-041B jatkettiin loppuun kuten THX-040. THX-041A jatkettiin myos loppuun
synteesin THX-040 tapaan, vaikka sen saantoa epdiltiinkin. Synteesi THX-041B toimi,
kun taas THX-041A:sta ei saatu haluttua tuotetta lainkaan. Kuvassa 56 esitellddn

syaniinivériaineen THX-042 synteesireitti.
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Kuva 56. Synteesin THX-042 yleiskuvaus.

Synteesi THX-042 aloitettiin kuten aiemmatkin vériainesynteesit liuottamalla kinoliini
1,2-DCE:hen ja lisddmalld POCIl;. Kuumenettiin yon yli 80 °C:ssa ja haihdutettiin
aamulla livotin pois. Saatu keltainen 6ljy liuotettiin kuivaan DCM:44n typpi-ilmakehéssa.
Liuotettiin oksaksoli kuivaan DCM:4én ja liséttiin kolviin. Liséttiin Et3N ja sekoitettiin 3
h huoneenldmmossi. Pestiin DCM:114/vedelld ja kuivattiin orgaaninen kerros Na;SO4:114
yon yli. Haihdutettiin liuotin ja erotettiin tuotteet pylvddlld. Kloorituotetta (170)
livotettiin HNMe: ja pieneen méirddn DMSO:ta. Sekoitettiin huoneenldmmdossa 3 h.

Pestiin vedellda/DCM:114 ja kuivattiin Na;SO4 yon yli. Erotettiin tuotteet pylvaalla.
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8. Synteesiohjeet

8.1 THX-022 ja THX-023

2-Hydroksimetyylikinoliini (1,0 g, 6,3 mmol), jodibentseeni (1,05 ml, 9,4 mmol), vedetdn
K>COs3 (0,88 g, 6,4 mmol) ja kuparijauhe (2,3 g, 36,5 mmol) sekoitettiin kolvissa 15
ml:aan DMF:a. Seosta kuumennettiin 160 °C:ssa yon yli. Annettiin jddhtyd
huoneenldmpdiseksi ja suodatettiin Hyflo Superilla. Haihdutettiin liuotin rotavaporilla.
Mustaan Oljyyn lisdttiin vettd ja etyyliasetaattia, jolloin muodostui vihred sakka.
Suodatettiin Hyflo Superilla. Pestiin vedelld ja kylldiselld suolaliuoksella. Kuivattiin yon
yli  NaSOg:lld.  Haihdutettiin  liuotin  rotavaporilla.  Puhdistettiin ~ kdyttiden
pylvidskromatografiaa. FEluenttina kédytettiin ensin 1:1 etyyliasetaatti/heksaani-
livotinseosta ja sen jidlkeen 4:1 etyyliasetaatti/heksaani- liuotinseosta. Liuotin
haihdutettiin ja tuote uudelleenkiteytettiin dietyylieetteristé jadkaapissa. Saanto THX-022
0,2019 g (0,86 mmol, 13,47 %) ja THX-023 0,258 g (1,1 mmol, 17,22 %) Sulamispiste
oli 134,1-135,4 °C. THX-022:n 'H NMR-spektri esitelldéin kuvassa 57.

'H NMR 61 (300 MHz; CDCl3): 2,60 (3H, d), 6,68 (1H, s), 7,22 (1H, m) 7,30 (1H, m) 7,35
(1Hm) 7,50 (1H, m), 7,55 (1H, m), 7,60 (1H, m), 7,75 (1H, d)
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Kuva 57. THX-022:n '"H NMR-spektri.

8.2 THX-024, THX-029 ja THX-031

2-Hydroksi-4-metyylikinoliini (1,0 g, 6,3 mmol), 1-fluori-3-jodibentseeni (1,10 ml, 9,4
mmol), vedeton K».COs (0,88 g, 6,4 mmol) ja kuparijauhe (2,3 g, 36,5 mmol) sekoitettiin
kolvissa 15 ml:aan DMF:a. Seosta kuumennettiin 160 °C:ssa yon yli. Annettiin jadhtya
huoneenldmpoiseksi ja suodatettiin Hyflo Superilla. Haihdutettiin liuotin. Mustaan 6ljyyn
lisédttiin vettd ja etyyliasetaattia, jolloin muodostui vihred sakka. Suodatettiin Hyflo
Superilla. Pestiin vedelld ja kylldiselld suolaliuoksella. Kuivattiin yon yli NaSOq:114.
Pestiin ja erotettiin tuote kéyttden kéyttden pylviskromatografiaa. Eluenttina kdytettiin
ensin 1:1 etyyliasetaatti/heksaani-liuotinseosta ja sen jélkeen 4:1 etyyliasetaatti/heksaani-
liuotinseosta. Liuotin haihdutettiin ja tuote uudelleenkiteytettiin etyyliasetaatista. Saanto
THX-029 0,3641 g (1,4 mmol, 22,82 %) ja THX-031 0,3612 g (1,4 mmol, 22,64 %).
Sulamispiste oli 107,4-108,7 °C. (M+H) m/z 254,0947, teoreettinen m/z 254,0981. THX-
029:n 'H NMR-spektri esitelldan kuvassa 58.
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"H NMR &1 (300 MHz; CDCI3): 2,54 (3H, d, ] = 1,14 Hz), 6,66 (1H, s), 6,69 (1H,d, ] = 0,81
Hz), 7,03 (1H, dt, ] = 8,94 Hz, 2,16 Hz and 2,07 Hz), 7,08 (1H, ddd, ]= 7,8 Hz, 0,93 Hz and
0,81 Hz), 7,21 (1H, m), 7,24 (1H, m), 7,36 (1H, m), 7,56 (1H, ddd, ] = 6,27 Hz, 6,15 Hz
and 1,86 Hz), 7,74 (1H, dd, ] = 7,92 Hz and 1,41 Hz).

THX-029 A fr. 7-18

in CDC13 at 30 C
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Kuva 58. THX-029:n 'H NMR-spektri.
8.3 THX-032

2-Hydroksi-4-metyylikinoliini (0,50 g, 3,15 mmol), 1-fluori-4-jodibentseeni (540 pl, 4,7
mmol), vedeton KoCOs (0,44 g, 3,2 mmol) ja kuparijauhe (1,15 g, 18,25 mmol)
sekoitettiin kolvissa 15 ml:aan DMF:a. Seosta kuumennettiin 160 °C:ssa yon yli.
Annettiin jadhtyd huoneenldmpdiseksi ja suodatettiin sakka. Haihdutettiin liuotin.
Mustaan Oljyyn lisdttiin vettd ja etyyliasetaattia, jolloin muodostui vihred sakka.
Suodatettiin Hyflo Superilla ja pestiin orgaaninen kerros vedelld ja kylldiselld
suolaliuoksella. Kuivattiin yon yli NaSOs:lld. Haihdutettiin liuotin. Puhdistettiin ja

eristettiin tuote kéyttden pylvdskromatografiaa. Eluenttina kéytettiin ensin 1:1
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etyyliasetaatti/heksaani-liuotinseosta ja sen jilkeen 4:1 etyyliasetaatti/heksaani-
livotinseosta. Saanto 0,191 g (0,75 mmol, 23,94 %). Sulamispiste oli 169,7-171,9 °C.
(M+H) m/z 254,0948, teoreettinen m/z 254.0981. Kuvassa 59 esitelldan THX-032:n 'H
NMR-spektri.

'H NMR & (300 MHz; CDCl3): 2,54 (3H, s), 6,67 (1H, m), 6,68 (1H, d, ] = 0,78 Hz) 7,21
(2H,d,] = 1,17 Hz) 7,24 (1H, m), 7,27 (2H, m), 7,35 (1H, m), 7,74 (1H, d, ] = 6,57 Hz and
1,38 Hz).
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Kuva 59. THX-032:n '"H NMR-spektri.

8.4 THX-033

2-Hydroksi-4-metyylikinoliini (0,50 g, 3,15 mmol), pentafluorijodibentseeni (625 pl, 4,7
mmol), vedeton KoCOs3; (0,44 g, 3,2 mmol) ja kuparijauhe (1,15 g, 18,25 mmol)
sekoitettiin kolvissa 15 ml:aan DMF:a. Seosta kuumennettiin 160 °C:ssa yon yli.
Annettiin jadhtyd huoneenldmpdiseksi ja suodatettiin. Haihdutettiin liuotin. Mustaan
Oljyyn lisittiin vettd ja etyyliasetaattia, jolloin muodostui vihred sakka. Suodatettiin Hyflo

Superilla ja pestiin orgaaninen kerros vedelld ja kylldiselld suolaliuoksella. Kuivattiin yon
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yli NaSQgq:ll4. Haihdutettiin liuotin. Puhdistettiin ja yritettiin erottaa tuote kdyttden
pylvdskromatografiaa. Eluenttina kéytettiin ensin 1:1 etyyliasetaatti/heksaani-
liuotinseosta ja sen jilkeen 4:1 etyyliasetaatti/heksaani-liuotinseosta. Tuotteen

muosostumista ei havaittu NMR- tai massamittausten perusteella.

8.5 THX-034

2-Hydroksi-4-metyylipyridiini (0,69 g, 6,3 mmol), jodibentseeni (1,05 ml, 9,4 mmol),
K>COs3 (0,88 g, 6,4 mmol) ja kuparijauhe (2,3 g, 36,5 mmol) liuotettiin 15 ml:aan DMF:a.
Kolvi kiinnitettiin pystyjdédhdyttimeen ja liuosta kuumennettiin 160 °C:ssa yon yli.
Huoneenldmpoinen liuos suodatettin Hyflo Superilla. Haihdutettiin liuotin. Lisittiin
liuokseen vetté ja etyyliasetaattia. Muodostunut sakka suodatettiin liuoksesta uudelleen
Hyflo Superin ldpi. Pestiin orgaaninen kerros vedelld ja kylldiselld suolaliuoksella.
Kuivattiin orgaanista kerrosta Na>SO4:1ld yon yli. Haihdutettiin liuotin ja erotettiin
tuotteet  kdyttden  pylviaskromatografiaa.  Eluenttina  kiytettiin  ensin  1:1
heksaani/etyyliasetaatti-liuotinseosta ja sitten 4:1 heksaani/etyyliasetaatti-liuotinseosta.
Saanto oli 0,5993 g (3,2 mmol, 51,36 %). Sulamispiste oli 115,1-117,0 °C. (M+Na) m/z
207,9113, teoreettinen m/z 208,0738. Kinoliinin THX-034.n "H NMR-spektri esitelldin

kuvassa 60.

'HNMR &4 (300 MHz; CDCl3): 2,23 (3H, s), 6,08 (1H, dd, | = 7,0 Hz ja 1,56 Hz), 6,46 (1H,
5), 7,22 (2H, d,] = 7,02 Hz), 7,38 (1H, m), 7,42 (2H, m), 7,47 (1H, d,] = 7,62).

81



THX-034 fr. 10-29
in CDC13 at 30 C

—6.460
6.095
6.090
6.072
6.067
2.231
2.229

1.627

L 3 1H NMR at 300 MHz
\\L%/n/‘ “V 5.7.2019 Johanna Alaranta \/
H |
] | |
||
[ o
_“’J ' \,‘UL \ ! A 'L
T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 ppm

Kuva 60. THX-034.n 'H NMR-spektri.

8.6 THX-035

2-Hydroksi-4-metyylipyridiini (0,34 g, 3,2 mmol), pentafluorijodibentseeni (625 pl, 4,7
mmol), KoCOs3 (0,44 g, 3,2 mmol) ja kuparijauhe (1,15 g, 18,25 mmol) liuotettiin kolvissa
15 ml:aan DMF:a. Seosta kuumennettiin yon yli 160 °C:ssa yon yli. Liuos suodatettiin
Hyflo Superilla ja haihdutettiin liuotin. Liséttiin vettd ja etyyliasetaattia. Pestiin
orgaaninen kerros vedelld ja kylldiselld suolaliuoksella. Haihdutettiin liuotin ja erotettiin
haluttu  tuote  kéyttden  pylvdskromatografiaa.  Eluenttina  kéaytettiin  1:1
heksaani/etyyliasetaatti-liuotinseosta ja sitten 4:1 heksaani/etyyliasetaatti-liuotinseosta.

Tuotteen muodostumista ei todettu NMR- tai massamittausten avulla.
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8.7 THX-036

Kaliumetyyliksantaatti (3,53 g, 22 mmol) liuotettiin kuivaan DMF:&én ja siirrettiin typpi-
ilmakehéén. Liséttiin 2-kloorianiliini (1,052 ml, 10 mmol). Seosta ldmmitettiin 140 °C:ssa
neljd tuntia. Huoneenldmpdinen livos yhdistettiin 50 ml:aan jddvettd. pH sdéddettiin
konsentroidulla suolahapolla arvoon 1, jolloin muodostuin oranssi sakka. Se suodatettiin

imusuodatuksella ja pestiin kylmalld vedelld. Sakan annettiin kuivua.

Sakka siirrettiin kuivaan kolviin ja liuotettiin kuivaan etanoliin typpi-ilmakehéssa.
Lisattiin metyylijodidi (0,747 ml, 12 mmol) ja trietyyliamiini (1,673 ml, 12 mmol).
Liuosta kuumennettiin 90 °C:ssa tunti. Haihdutettiin liuotin ja erotettiin tuote kdyttden
pylviskromatografiaa. Eluenttina kéytettiin 5 % heksaani/etyyliasetaatti-liuotinseosta.

Tuotetta ei karakterisoitu, koska kiintedd tuotetta ei muodostunut.

8.8 THX-037

3-Amino-4-klooribentsoehappo (1,72 g, 10 mmol) ja kaliumetyyliksantaatti (3,53 g, 22
mmol) liuotettiin kuivaan DMF:iin ja siirrettiin typpi-ilmakehédédn. Liuosta lammitettiin
140 °C:ssa neljd tuntia. Liuos kaadettiin 50 ml:aan jadvettd. pH sédédettiin arvoon 1
konsentroidulla suolahapolla, jolloin muodostui keltainen sakka. Sakka suodatettiin ja
pestiin kylmaélld vedelld. Sakan annettiin kuivua. Sakka siirrettiin kuivaan kolviin ja
linotettiin 15 ml:aan kuivaa etanolia. Kolvi kytkettiin typpi-ilmakehdén. Lisittiin
metyylijodidi (0,747 ml, 12 mmol) ja trietyyliamiini (1,673 ml, 12 mmol). Liuosta
kuumennettiin 90 °C:ssa noin tunti. Liuotin haihdutettiin ja tuote erotettiin kdyttden
pylviskromatografiaa. Eluenttina kéytettiin 5 % heksaani/etyyliasetaatti-liuotinseosta.
Saanto 0,6281 g (3,03 mmol, 30,28 %). Sulamispiste oli 76,2-81,4 °C. Kuvassa 61
esitellddn tuotteen THX-037:n 'H NMR-spektri.

"H NMR 64 (300 MHz; CDCI3): 2,25 (3H, s), 7,80 (1H, dd, ] = 8,37 Hz ja 0,54 Hz), 7,90
(1H,dd, ] =84 Hzja 1,71 Hz), 847 (1H, dd, ] = 1,68 Hz ja 0,54 Hz).
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Kuva 61. THX-037:n 'H NMR spektri.

8.9 THX-038

Kaliumetyyliksantaatti (3,53 g, 22 mmol) liuotettiin kuivaan DMF:&én ja siirrettiin typpi-
ilmakehddn ja liséttiin 3-amino-4-klooribentsotrifluoridi (1,37 ml, 10 mmol).
Kuumennettiin 140 °C:ssa neljd tuntia. Huoneenldmpdinen liuos kaadettiin 50 ml:aan
jaavettd. pH sdddettiin arvoon 1 konsentroidulla suolahapolla, jolloin muodostui vaalea
sakka. Sakka suodatettiin, pestiin ja kuivattiin. Kuiva sakka siirrettiin kolviin ja liuotettiin
15 ml:aan kuivaa etanolia typpi-ilmakehéssi. Liséttiin metyylijodidi (0,747, 12 mmol) ja
trietyyliamiini (1,673 ml, 12 mmol). Liuosta kuumennettiin 90 °C:ssa tunti. Haihdutettiin
livotin ja erotettiin tuote kiyttden pylvdskromatografiaa. Eluenttina kiytettiin 5 %
heksaani/etyyliasetaatti-liuotinseosta. Haihdutettiin liuotin, jolloin muodostui vaalea
sakka. Saanto 1,7404 g (6,98 mmol, 69,81 %). Sulamispiste oli 66,2-68,9 °C. Kuvassa 62
esitelladin THX-038:n '"H NMR-spektri.
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'H NMR &4 (300 MHz; CDCl3): 2,82 (3H, s), 7,53 (1H, dd, ] = 8,37 Hz ja 0,54 Hz), 7,85
(1H, d,] = 8,37 Hz), 8,47 (1H, t, ] = 0,69 Hz).

R R R R e THX-038 fr. 2-6
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Kuva 62. THX-038:n '"H NMR-spektri.

8.10 THX-039

Aiemmin valmistettu kinoliini THX-023 (0,1030 g, 0,438 mmol) liuotettiin typpi-
ilmakehédssd 10 ml:aam 1,2-DCE:a. Liséttiin POCI3 (123 pl, 1,31 mmol). Seosta
kuumennettiin 70 °C:ssa yon yli. Haihdutettiin liuotin ja liuotettiin oranssi 6ljy uudelleen
asetonitriiliin, Liséttiin 387 pl HNMe; (0,31 mmol). Kolmen tunnin sekoituksen jidlkeen
liséttiin 540 pl DIPEA:a (3,1 mmol). Tunnin péésté lisdttiin vield 387 ul HNMe; ja 540
ul DIPEA:a. Seosta sekoitettiin yon yli. Lisdttiin vettd ja DCM:a ja pestiin vesikerros.
Erotettiin tuotteet kdyttden pylviskromatografiaa. Halutun tuotteen muodostumista ei

havaittu NMR- tai massaspektreissa.
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8.11 THX-040

Synteesi aloitettiin kuten THX-039. Kinoliini TGC-052 (0,1030 g, 0,438 mmol)
livotettiin 10 ml:aan 1,2-DCE:a typpi-ilmakehéssi. Lisattiin 123 pl (1,31 mmol) POClIs.
Seosta kuumennettiin 80 °C:ssa yon yli. Haihdutettiin liuotin ja liuotettiin oranssi 6ljy
uudelleen 5 ml:aan HNMe»:a. Liuosta sekoitettiin 6 tuntia huoneenldmmossé. Lisatiin
vettd ja DCM:a ja pestiin liuos. Kuivattiin orgaanista kerrosta Na;SOg:lla yon yli.
Jatkettiin reaktiota DCM:sss ja lisdttiin liuokseen typpi-ilmakehéssid bentsoksaksoli
TGC-054 (0,1407 g, 0,438 mmol, valmistanut Ville Saarnio Thompsonin®’ ohjeella) ja
trietyyliamiini (97,6 ml, 0,7 mmol). Reaktion annettiin tapahtua 4 h ajan. Pestiin vedelld
ja kuivattiin NaxSOg:lla yon yli. Erotettiin tuote kdyttden pylvaskromatografiaa.
Eluenttina kédytettiin 1:9 Metanoli/DCM-liuotinseosta. Tuotetta ei havaittu NMR- tai

massamittauksissa.

8.12 THX-041 AjaB

Synteesi aloitettiin kuten THX-040. Aiemmin valmistettu kinoliini THX-029 (0,1109 g,
0,438 mmol) livotettiin 10 ml:aan 1,2-DCE:a typpi-ilmakehéssa. Liséttiin 123 pl (1,31
mmol) POCIs. Seosta kuumennettiin 80 °C:ssa yon yli. Haihdutettiin liuotin ja ruskea 6ljy
livotettiin  HNMez:iin ja asetonitriiliin  (A) tai DMSO:iin (B). Sekoitettiin
huoneenldmmossd noin 4 h. Liséttiin vettd ja DCM:a ja pestiin liuos. Kuivattiin yon yli.
Jatkettiin reaktiota lisddmalld typpi-ilmakehdssd bentsoksaksoli, TGC-054 (0,1405 g,
0,438 mmol) ja trietyyliamiini (97,6 ml, 0,7 mmol). Reaktion annettiin tapahtua 4h ajan.
Pestiin vedelld ja kuivattiin yon yli. Erotettiin tuotteet kiyttden pylvdskromatografiaa.
Eluenttina kiytettiin 1:9 Metanoli/DCM-liuotinseosta. Saanto THX-041B oli 0,047 g
(0,12 mmol, 26,9 %) (M) m/z 412,9814, teoreettinen m/z 412,1820. THX-041A tuotetta
ei havaittu. Mitatut NMR-spektrit sisdlsivdt epdpuhtauksia eikd kaikkien protonien
assignoiminen onnistunut piikkien pééllekkéisyyksien vuoksi. Kuvassa 63 esitellddn

THX-041B:n '"H NMR-spektri.

"H NMR 61 (300 MHz; CDCl3): 2,54 (6H, d, ] = 1,11 Hz), 3,41 (1H, s), 6,68 (3H, d, ] = 5,64
Hzand]=1,26 Hz), 7,03 (2H, m), 7,08 (1H, m), 7,15 (1H, dd, ] = 6,9 Hz and | = 1,35 Hz),
7,19 (1H, m), 7,22 (1H,dd, ] = 2,43 Hzand | = 0,9 Hz), 7,24 (1H, m), 7,36 (1H, m, ] = 8,55
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Hzand] = 1,56 Hz), 7,56 (1H, td, ] = 6,30 Hz and ] = 1,95 Hz), 7,73 (1H, dd, ] = 6,48 Hz
and ] = 1,44 Hz).

THX-041B fr. 3-4
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80 65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm

el

Kuva 63. THX-041B:n '"H NMR-spektri.

8.13 THX-042

Kinoliini THX-022 (0,1032 g, 0,438 mmol) liuotiettiin typpi-ilmakehéssd 10 ml:aan 1,2-
DCE:a. Lisdtiin 123 pl POCIl; (1,31 mmol). Sekoitettiin yon yli noin 80 °C:ssa.
Haihdutettiin liuotin ja liuotettiin syntynyt keltainen 6ljy 5 ml:aan kuivaa DCM:a.
Liuotettiin bentsoksaksoli (0,1405 g, 0,438 mmol) 10 ml:aan kuivaa DCM:a ja lisdttiin
kolviin typpi-ilmakehdssd. Liséttiin 97,6 ul trietyyliamiinia (0,7 mmol). Sekoitettiin 4
tuntia huoneenldmmossa. Erotettiin tuote vedelld ja DCM:lla. Pestiin vedelld. Kuivattiin
yon yli NaxSOg:lla. Haihdutettiin liuotin ja erotettiin haluttu tuote kéayttden
pylvidskromatografiaa. Eluenttina kdytettiin 1:9 Metanoli/DCM-liuotinseosta. Tuotetta
saatiin 0,049 g (0,13 mmol, 29,0 %). (M) m/z 384,7871, odotettu m/z 385,1102. Tuotteen
170 "H NMR-spektri esitetdan kuvassa 64.
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Tasté jatkettiin edelleen reaktiota eteenpéin. Liuotettiin 0,0203 g (0,0527 mmol) saatua
tuotetta 2,5 ml:aan HNMez:a ja pieneen mddrdan DMSO:a. Sekoitettiin
huoneenldmmdsséd 3 h. Erotettiin vedelld ja DCM:lla ja pestiin orgaanista kerrosta
vedelld. Kuivattiin Na;SO4:lla yon yli. Erotettiin tuote kdyttden pylviskromatografiaa.
Eluenttina kaytettiin 1:9 Metanoli/DCM-liuotinseosta. Mitatut NMR-spektrit sisdlsivét

epdpuhtauksia.

'"H NMR 61 (300 MHz; CDCI3): 3,34 (3H, s), 4,00 (3H, s), 6,53 (1H, s), 7,49 (1H, td, ] =
6,84 Hz and ] = 1,08 Hz), 7,57 (1H, td, ] = 6,78 Hz and ] = 1,08 Hz), 7,66 (1H, m), 7,68
(2H, m), 7,71 (1H, m), 7,74 (2H, m), 7,76 (1H, m), 7,79 (1H, m), 7,81 (1H, m), 7,97 (1H,
d ]=786Hz),882(1H,d, ] =768 Hz).

THX-042 fr, 12-30

in DMSC at 30 C

1H NMR at 300 MHz
5.9,2013 Johanna Alaranta

Yakbd

Kuva 64. THX-042:n '"H NMR-spektri ennen amiinin lisdysta.

Amiinin lisdyksen jdlkeen mitattiin myds NMR-spektri, joka esitetddn kuvassa 65.

Tuotetta ei havaittu massaspektrometrian avulla.

'H NMR & (300 MHz; CDCl3): 2,92 (6H, s), 3,30 (1H, s), 4,00 (3H, s), 6,15 (1H, s), 7,10
(1H,dd, ] = 7,41 Hz and ] = 1,23 Hz), 7,30 (1H, m), 7,33 (1H, m), 7,41 (1H, m), 7,50 (1H,
d ] = 822), 7,54 (2H, dd, ] = 3,33 Hz and ] = 1,35 Hz), 7,65 (1H, m), 7,68 (1H, m), 7,71
(1H,m), 7,81 (1H, d,] = 7,98 Hz), 8,70 (1H, d, ] = 7,47 Hz).
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TH¥-042 fr. 3-24

in ¢DCl3 at 30 C

1H NMR at 300 MHz
28.8.2019 Johanna Alaranta
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L
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Kuva 65. THX-042:sta amiinin lisiyksen jilkeen mitattu '"H NMR-spektri.
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9. Tulokset

Kokeellisen tyon aikana saatiin syntetisoitua uusia molekyylejé vériainesynteeseja varten

ja ainakin yksi tiysin uusi vériaine.

Suurin osa kinoliinisynteeseistd saatiin toimimaan; ainoastaan pentafluorijodibentseenilld
tehty synteesi ei havaintojen perusteella toiminut. Tdmé saattaa johtua siitd, ettd
yksittéiset fluorit kaukana karbonyylisté eivit aiheuta steeristd estettd eivitkd mydskéan
elektronegatiivisuutensa takia aiheuta niin suurta repulsiota kuin pentafluorattu bentseeni
aiheuttaa. Meta- ja parafluorattujen kinoliinien (THX-029, THX-031 ja THX-032)
synteeseissd saantoprosentit olivat samaa luokkaa, 23-24 %, joten fluorin paikalla

renkaassa ei ndytd olevan merkitystd synteesin toimivuudelle. Para-asemassa olevan
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fluoratun kinoliinin (THX-032) synteesi toistettiin vain kerran, joten johtopéétoksid tisti

ei voida luotettavasti tehda.

Kuten kinoliinien tapauksessa, mydskédan pyridiinille tehty vastaava synteesi ei tuottanut
tulosta pentafluorijodibentseenilld tehdylld reaktiolla. Tédmén luultavasti johtuu samoista
syistd kuin kinoliinin tapauksessakin, koska systeemi on sama lukuun ottamatta toista
bentseenirengasta. Jodibentseenilld tehty reaktio toimi ja sen saanto oli hyva kinoliineihin
verrattuna. Pyridiinin (THX-035) synteesissd saantoprosentti oli 51,36 %, kun taas niiden
kinoliinien, joiden tapauksessa tuotetta saatiin, saantoprosentti vaihteli valilld 13-24 %

(THX-022, THX-023, THX-029, THX-031, THX-032).

Molempien uusien tiatsolien (THX-037 ja THX-038) synteesit toimivat ja niitd saatiin
syntetisoitua hyvélld saannolla. Etenkin trifluorisubstituoitu tiatsoli (THX-038) toimi
erityisen hyvin; siind saantoprosentti oli 69,81 %. Karboksyylisubstituoidulle tiatsolille
(THX-037) saantoprosentti oli 30,28 %. Tama ero voisi johtua esimerkiksi siitd, ettd seka
karboksyyli ettd trifluoridi ovat meta-ohjaavia ryhmid. Nyt vain trifluoridi-
substituoidussa synteesissd (THX-038), substituentti on meta-asemassa mahdolliseen
reaktion aloituskohtaan ndhden. Molemmat synteesit kuitenkin tehtiin vain kerran, joten

mitddn varmoja johtopdatoksid ei voida tehda.

Viriainesynteeseissi kohdattiin muutamia ongelmia. Asetonitriilin ja amiinin véhdisempi
midrd estivit aminointia tapahtumasta. Ongelma ratkesi korvaamalla asetonitriili
DMSO:lla ja kéyttdmaélld amiinia liuottimen tapaan. Amiinia kdytettiin siis yliméérin ja
tehostettiin liukenemista DMSO:n avudda. Tédmd niyttikin toimivan THX-040
synteesissd, mutta tuotetta ei kuitenkaan havaittu massa- eikd NMR-spektreissi. Edelleen
synteesissd THX-041 havaittiin asetonitriilin haittaavan reaktiota. Kun kaksi synteesii,
joissa toisessa oli liuottimena DMSO (THX-041B) ja toisessa asetonitriili (THX-041A),
tehtiin rinnakkain, vain THX-41B tuotti haluttua tuotetta. Synteesissd THX-042
kokeiltiin erilaista lihestymistapaa ja aminointia yritettiin tehdi viimeisend vaiheena.
NMR-spektroskopian perusteella reaktio saattoi onnistua, mutta valitettavasti

massamittauksissa haluttua tuotetta ei havaittu.
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10. Yhteenveto

Kaiken kaikkiaan ty0 laboratoriossa tuotti hyvid tuloksia, joista merkittdvin oli tdysin
uuden fluorisubstituoidun kinoliinin siséltdvdn vériaineen, THX-041B:n synteesi.
Vastaavaa vériainetta ilman fluoria ei kuitenkaan saatu valmistettua (THX-039, THX-040
ja THX-042). Myos uusia tiatsoleja saatiin tehtyd. N&itd voidaan jatkossa testata
vériaineiden synteeseissd. Samoin myds uusia fluorattuja kinoliineja ja fluorattu pyridiini
saatiin valmistettua. My0s nditd voidaan edelleen kéyttdd ldhtdaineina tulevissa

synteeseissd. Kuvassa 66 esitellddn vield kaikki valmistetut tuotteet.

F
F
r O, e
O~_N O-_N Os_N F)<©EN>_ N
\) S A\ S
w w v s s>_ \
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THX-041B THX-042 ennen amiinin liséysta THX-042 amiinin lisdyksen
jalkeen

Kuva 66. Kaikki tyossé syntetisoidut uudet molekyylit.
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