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Tiivistelma

Tédmin kandidaatintutkielman kirjallisessa osiossa kisitelldéin orgaanisia vériaineita ja niiden
kayttod biomolekyylien kuvantamisessa. Tutkielmassa syvennytddn tarkemmin erityisesti
syaniinivériaineiden, mutta my0s BODIPY-yhdisteiden biokuvantamiseen liittyviin

ominaisuuksiin, rakenteeseen ja synteesiin.

Tutkielman kokeellinen osa liittyy BODIPY-johdannaisen synteesiin. Tydssd valmistettiin
orgaanisin synteesimenetelmin EtBODIPYOAc-viriainetta, jota voidaan kayttdd tulevissa
tutkimuksissa. Synteesin jilkeen valmistetusta viriaineesta mitattiin 'H, seké '*C NMR-spektrit
ja tuotteelle suoritettiin sulamispistemittaus, joiden avulla pohdittiin synteesin onnistumista ja

tutkittiin syntetisoidun aineen ominaisuuksia.



v
Esipuhe

Tami kandidaatintutkielma tehtiin kevaalld 2024 Jyviaskyldn yliopiston kemian laitoksella.
Kirjallisuusldhteiden etsiminen tutkielmaan aloitettiin tammikuussa 2024 ja kirjoittaminen
helmikuun alussa. Tiedonhakuvilineind kiytettiin JYKDOK-, Scopus, sekd Web of Science -
tietokantoja. Tutkielma valmistui toukokuun alussa 2024. Kandidaatinutkielman ohjaajana
toimi yliopistonlehtori Tanja Lahtinen. Kokeellinen osuus aloitettiin maaliskuussa 2024 ja se
kesti kaksi viikkoa. Kokeellisen osuuden ohjaajina toimivat Elsa Korhonen ja Johanna

Alaranta.

Haluan kiittdd yliopistonlehtori Tanja Lahtista mielenkiintoisesta aiheesta ja erinomaisesta
ohjauksesta, sekd kokeellisen tydskentelyn ohjaajia Elsaa ja Johannaa, joiden kanssa
laboratoriotyoskentely oli erityisen mukavaa ja opettavaista. Kiitokset kuuluvat myos

vertaistukea ja kannustusta tarjonneille ystiville.



Sisillysluettelo

Tiivistelma
Esipuhe
Siséllysluettelo
Kaytetyt lyhenteet
1 Johdanto
2 Fluoresoivat koettimet
3 Yleisimmiit orgaaniset viriainemolekyylit
4 Syaniiniviriaineiden ominaisuudet ja rakenne
5 Syaniiniviriaineiden synteesi
5.1 Monometiinisyaniinivdriaineiden synteesi
5.2 Polymetiinisyaniiniviriaineiden synteesi

6 BODIPY-viriaineiden rakenne ja synteesi

7 Orgaanisten viriaineiden kaytto biomolekyylien kuvantamisessa

8 Yhteenveto
KOKEELLINEN OSA
9 EtBODIPYOAc-yhdisteen synteesi
9.1 Tyon tarkoitus ja suoritus
9.2 Synteesitulokset
9.3 Kokeellisen tyon yhteenveto
Kirjallisuusluettelo

Liitteet

il

iv

vi

10

11

13

15

17

18

18

20

21

21

25



Kaytetyt lyhenteet

in vivo
in vitro
UV-vis
NIR
ICG
BODIPY
PAI
PDT
DBU
DDQ
ROS
ATP
TO
YO
PCR

Vi

Koejarjestely elollisessa ymparistossi
Koejdrjestely elottomassa ympéristossa
Ultravioletin ja nidkyvin valon alue
Lahi-infrapuna

Indosyaniinivihred

4 4-difluoro-4-bora-3a,4a-diatsa-s-indaseeni
Fotoakustinen kuvantaminen
Fotodynaaminen terapia
1,8-diatsabisyklo[5.4.0]undek-7-eeni
2,3-dikloori-5,6-disyan-1,4-bentsokinoni
Reaktiivinen happiradikaali
Adenosiinitrifosfaatti

Tiatsolioranssi

Oksatsolikeltainen

Polymeraasiketjureaktio



1 Johdanto

Biomolekyylien kuvantamisella eli biokuvantamisella tarkoitetaan biologisten rakenteiden ja
molekyylien visualisointia ja tutkimista eldvissd tai eristetyissd organismeissa. Ala on
kehittynyt kuvantamistekniikoiden kehittymisen myoté, ja sen avulla voidaan tutkia eldvien
jarjestelmien ominaisuuksia eri resoluutiotasoilla makroskooppisesta molekyylitasoon.
Biologisissa mikroympaéristdisséd tapahtuvien muutosten havaitsemisella ja kuvantamisella on
keskeinen rooli monilla aloilla, kuten biologisten mekanismien tutkimuksessa, lddkeaineiden
seulonnassa, sairauksien, kuten sydvian diagnosoinnissa ja hoidossa, sekd hoitovasteiden
seurannassa.! Biomolekyylien kuvantamista hyddynnetiinkin paljon sovelluksissa l4iketieteen

alalla.

Lahes kaikki véiriaineet ovat aromaattisia orgaanisia yhdisteitd, joita voidaan pitdd
bentseenijohdannaisina.? Monet niistd viriaineista tuottavat voimakasta fluoresenssia, jolloin
niitd voidaan kayttdd fluoresoivina markkereina biokuvantamisessa paikantamaan tietty alue
ndytteestd. Tavanomaisiin biologisiin kuvantamismenetelmiin verrattuna fluoresoivilla
koettimilla on monia etuja, kuten korkea resoluutio, biologisten ndytteiden vdhdisempi

vaurioituminen, suuri muunneltavuus ja reaaliaikainen seurantakuvantaminen.’

Orgaanisia viriaineita on pitkddn kiytetty kontrastin parantamiseen biologisten ndytteiden
kuvantamisessa, ja ne ovat olleet keskeisessd roolissa fluoresenssimikroskopiassa.* Myds
kultananopartikkeleita on kéytetty kontrastiaineina kuvantamisessa korvaamaan perinteisid
orgaanisia viriaineita niiden mahdollisten puutteiden, kuten heikon fotostabiilisuuden vuoksi.’
Téssd tutkielmassa orgaanisia vdiriaineita késitellddin biomolekyylien kuvantamisen

nakokulmasta.



2 Fluoresoivat koettimet

Orgaaniset viriainemolekyylit koostuvat yleensd suurista aromaattisista ja usein
heterosyklisistd jarjestelmistd. Ndiden rakenteellisten ominaisuuksien takia molekyyleilld on
delokalisoituneita  m-elektroneja, jotka  pystyvdt absorboimaan ndkyvdn  valon
sahkomagneettisen spektrin fotoneja. Absorptiossa elektroni virittyy perustilasta korkeammalle
energiatasolle. Orgaanisen viriaineen kanssa vuorovaikutuksessa olevan fotonin energian on
vastattava kahden elektronisen tilan vélistd energiaeroa, jotta absorptio tapahtuisi. Tamén
vuoksi kukin molekyyli voi absorboida vain tietyn aallonpituuden fotoneja, miké antaa kullekin

viriaineelle tietyn virin.5

Fluoresenssiksi kutsutaan spontaania tilannetta, jossa virittynyt molekyyli relaksoituu takaisin
perustilaan emittoimalla fotonin. Fluoresenssia esiintyy ainoastaan tietynlaisilla molekyyleilla,
kuten polyaromaattisilla hiilivedyilld ja heterosykleilld. N4iitd fluoresoivia molekyylejad
kutsutaan fluoroforeiksi eli fluoresoiviksi vériaineiksi. Fuoresoiva koetin on fluorofori, joka on
suunniteltu reagoimaan tiettyyn arsykkeeseen tai paikantamaan biologisesta niytteestd tietty

alue.’

Fluoresenssiin liittyy kolme vaihetta, joista ensimméiinen on absorptio. Absorptiossa
molekyylid altistetaan tietylle valon aallonpituudelle, joka vie molekyylin virittyneeseen
elektroniseen tilaan (S:”). Toisessa vaiheessa aineen konformaatio muuttuu ja se altistuu
tormiyksille ympéroivien molekyylien kanssa luovuttaen energiaa séteileméttomasti. Kun néin
tapahtuu, se laskeutuu vérdhtelytasoilla alaspdin virittyneen tilan alimmalle vérdhtelytasolle
(S1). Viimeisessa vaiheessa fotoni emittoituu, jolloin fluorofori palaa takaisin perustilaan (So).
Emissio tapahtuu hyvin nopeasti, muutaman nanosekunnin kuluessa viritystilan syntymisesta.
Molekyylin emittoiman valon aallonpituus on suurempi kuin sen absorboima aallonpituus.

Fluoresenssia kuvataan usein Jablonskin diagrammilla (Kuva 1).”?



1. Absorptio 3. Emissio

Energia

So

Kuva 1. Fluoresenssi Jablonskin diagrammissa.

Fluoresenssilla ja sen voimakkuudella on merkittivd rooli vériaineiden kaytossd
biokuvantamisessa. Kvanttisaanto on keskeinen tapa arvioida fluoresoivia koettimia. Se kertoo,
kuinka suuri osa absorboituneista fotoneista emittoituu, ja néin ollen osoittaa, mitké vériaineet
voivat olla voimakkaasti fluoresoivia.!® Se, etti yksi fluorofori voi tuottaa useita tuhansia
havaittavia  fotoneja, on fluoresenssikuvantamismenetelmien suuren herkkyyden
perusedellytys.” Fluoresoivat koettimet ovat saavuttaneet korvaamattoman aseman
biokuvantamisessa, kuten biologisten aineiden havaitsemisessa, solujen kuvantamisessa, in
vivo -biokemiallisten reaktioprosessien seurannassa ja sairauksien biomarkkereiden

seurannassa.’

UV-vis-alueen koettimia on kehitetty voimakkaasti fluoresoivien koettimien tutkimuksen
alkuaikoina niiden yksinkertaisen synteesin, helpon saatavuuden, hyvén vesiliukoisuuden, sekd
suuren kvanttisaannon vuoksi. Alan kehityksen myo6td kaikki UV-vis-alueen koettimet eivit
kuitenkaan endd tdytd biologisen kuvantamisen ja diagnostiikan vaatimuksia. Lyhyen
aallonpituuden ja UV-vis-valon heikon lapdisevyyden vuoksi fluoresenssin taustaemissio in
vivo -kuvantamisessa on voimakas ja vaste on heikko, kun sitd kédytetddn syvien kudosten
kuvantamiseen. Tdma heikentdd kykyé tunnistaa ja merkité biomolekyylejd syvissd kudoksissa,
mikd rajoittaa kliinistd kayttéd. UV-vis-alueella fluoresoiviin koettimiin verrattuna léhi-
infrapuna-alueella (NIR) fluoresoivilla koettimilla on monia etuja, kuten mahdollisuus syville

kudokseen tunkeutumiseen vahingoittamatta ympérdivid soluja.>



Viime aikoina on tullut saataville uusia NIR-I- ja NIR-II-sdteilyd ldhettdvid pienimolekyylisid
koettimia, joilla voidaan kuvata syvélld kudoksessa ja reaaliaikaisesti erilaisia biologisia
prosesseja ja aineita erittdin herkésti. Koettimilla on siis kyky havaita hyvin pienid mééria tai
muutoksia biologisissa aineissa ja reagoida niihin vaikuttamatta kudokseen. Léhi-infrapuna-
alueen fluoresenssikuvauksen kehitys on keskittynyt pddasiassa ensimmaiiseen NIR-ikkunaan
(NIR-I), joka esiintyy aallonpituuksilla 650-900 nm, mutta sitd on laajennettu myds toiseen

NIR-ikkunaan (NIR-II) aallonpituuksille 1000—1700 nm.'!

Kuvannettaessa isommilla NIR-aallonpituuksilla tapahtuu vdhemmén taustakohinaa
aiheuttavaa autofluoresenssia. Autofluoresenssilla tarkoitetaan biomolekyylien luonnollista
valon emissiota, kun niitd viritetddn sopivan aallonpituuden omaavalla siteilylld. Tdma
fluoresenssiemissio on solujen ja kudosten luontainen ominaisuus, ja se eroaa fluoresoivista

signaaleista, jotka saadaan eksogeenisista koettimista.'!

Valitessa sopivaa viriainetta in vivo -kuvantamiseen, on otettava huomioon useita tekijoité.
Fluoroforilla on hyva olla voimakas eksitaatio- ja fluoresenssiemissio NIR-alueella, jotta se
voidaan havaita tehokkaasti. Lisdksi fluoresenssispektrin tulisi olla stabiili eri pH-arvoilla,
koska sairaissa kudoksissa pH voi vaihdella. Viériaineella ei tulisi olla juurikaan
photobleaching-ilmi6td eli fluoresointikyvyn heikkenemistd valon aiheuttaman rakenteen
vaurioitumisen vuoksi, eikd sen tulisi aitheuttaa fototoksisia vaikutuksia, jotka ovat haitallisia
soluille tai kudoksille. Funktionaalisten ryhmien olisi oltava sellaisia, ettd ne voidaan helposti
liittdd proteiineihin, vasta-aineisiin, peptideihin ja muihin biopolymeereihin, jotta voidaan

muodostaa fluoresoivia konjugaatteja.'?

3 Yleisimmat orgaaniset viariainemolekyylit

Kumariinit, ksanteenit, BODIPY:t ja syaniinit ovat yleisid kirjallisuudessa esiintyvid
biokuvantamiseen kéytettyjd orgaanisia viriaineita, joiden erilaisia johdannaisia on
kaupallisesti saatavilla.'> Jokaisella fluoroforilla on omat etunsa ja havaittavasta aineesta
riippuen eri fluoroforeja sisdltdvien koettimien kiytolld voidaan hyddyntéd niiden vahvuuksia

ja vilttaa heikkouksia, jolloin saadaan tarkempia havainnontituloksia.



Orgaanisista vériaineista syaniini- ja BODIPY-vériaineet erottautuvat voimakkaan
fluoresenssin ja kemiallinen stabiilisuuden vuoksi ja ne ovat ominaisuuksiltaan erinomaisia
vaihtoehtoja monissa biologisissa ja kemiallisissa sovelluksissa. Syaniiniviriaineet, sekéa
BODIPY -yhdisteet soveltuvat molemmat solun- ja kudostutkimuksiin merkkiaineina solujen ja

biologisten rakenteiden visualisoimiseksi.

BODIPY:t ovat on poly- ja heterosyklisid aromaattisia yhdisteitd, joilla on kemiallisen
stabiilisuuden liséksi erinomainen valonkestdvyys ja korkea molaarinen absorptiokerroin,
eivitkdi ne myoskddn ole herkkii pH:n muutoksille.>!'* Heikko vesiliukoisuus kuitenkin
rajoittaa BODIPY -fluoroforien kiyttdd elivien solujen kuvantamisessa.> BODIPY -viriaineita
on kuitenkin kiytetty laajalti erilaisten bioaktiivisten aineiden havaitsemisessa,
fluoresenssibiokuvantamisessa, fotoakustisessa kuvantamisessa (PAI), fototermisessd ja

fotodynaamisessa terapiassa (PDT) monien muiden kohteiden liséksi.'

Syaniinivériaineiden kemiaan on kiinnitetty yhd enemmén huomiota, silld niitd vériaineita
kiytetddn ja sovelletaan useilla tieteen, tekniikan, farmakologian ja lddketieteen aloilla.
Lukemattomista kaupallisesti saatavista syaniiniviriaineista esimerkiksi indosyaniinivihred
(ICG) on myo6s Yhdysvaltojen Food and Drug Administrationin (FDA) kliinisesti hyviksyma

fluoresoiva kontrastiaine NIR-I-alueella, ja siten tirked viriaine.'

Seuraavaksi keskitytddn tarkastelemaan enemmén syaniinivériaineiden, sekd BODIPY-

yhdisteiden ominaisuuksia ja synteesii.

4 Syaniiniviriaineiden ominaisuudet ja rakenne

Syaniinivérit ovat yleisesti kiytettyjd koettimia nukleiinihappojen tutkimiseen. Ne ovat
erinomaisia NIR-vériaineita, joilla on korkea molaarinen absorptiokyky, voimakas fluoresenssi
ja hyvéa fotostabiilisuus. Niiden luontaisesti pienet Stokesin siirtymét eli erot eksitaatio- ja
emissiomaksimien vililld voivat kuitenkin aiheuttaa eksitaatio- ja sirontainterferenssejd, mutta

viriaineita on funktionalisoitu siirtymien suurentamiseksi.



Vaikka olemassa olevien vériaineiden runkojen muokkaaminen sopivilla funktionaalisilla
ryhmilld on parantanut niiden fysikaaliskemiallisia ominaisuuksia'®, se voi kuitenkin johtaa
uusiin ongelmiin, jotka on otettava huomioon. Synteettisten haasteiden lisdksi viriaineiden
molekyylipainon kasvattaminen voi johtaa biomolekyylien toiminnan héiriintymiseen tai

saostumiseen.'®

Syaniinivériaineilla on suhteellisen korkea absorptiokerroin ja modifioidut kemialliset ryhmat
mahdollistavat kemiallisten, sekd optisten ominaisuuksien kehittdmisen yhd pidemmaille.
Syaniinivériaineiden synteettinen muunneltavuus on osoittautunut erittdin hyddylliseksi
suunniteltaessa  uusia  fluoroforeja.  Syaniinivériaineilla on my0s erinomainen
bioyhteensopivuus ja vidhdinen myrkyllisyys biologisille ndytteille, mikd on olennainen
edellytys liiketieteellisessi kuvantamisessa.'> Syaniinivériaineiden luokkiin kuuluu kuitenkin
monenlaisia rakenteita ja myrkyllisyyteen mahdollisesti vaikuttavat ominaisuudet vaihtelevat

suuresti.

Klassisen syaniinivdriaineen kemialliseen rakenteeseen kuuluu kaksi typpiatomia, jotka on
yhdistetty m-konjugoidulla mono- tai polymetiiniketjulla. Molemmat typpiatomit ovat
itsendisesti osa heteroaromaattista kokonaisuutta, kuten pyrrolia, imidatsolia, tiatsolia,
pyridiinid, kinoliinia, bentsotiatsolia tai indolia. Syaniinivdriaineiden yksinkertaistettu
kemiallinen rakenne on kuvassa 2 ja kuvassa 3 on esitetty erilaisia yleisesti kaytettyjd

heterosyklisii ryhmii. Konjugoituneessa polymetiinirakenteessa on pariton méri hiilivetyja. !>
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Kuva 2. Syaniinivériaineiden yleinen kemiallinen rakenne (n=0, 1, 2, 3).
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Kuva 3. Esimerkkejd yleisistd syaniinivdriaineissa kdytetyistd terminaalisista heterosyklisistad

ryhmista.



Syaniinivérit luokitellaan sen mukaan, kuinka monta metiiniryhmédd (-CH=) on kahden
rengasjirjestelmén vélisessd ketjussa ja minkdlainen rengasosa on kyseessd. Yhden hiiliatomin
kautta yhdistettyjd viriaineita kutsutaan monometiinisyaanivériaineiksi (n=0). Vastaavasti
kolme hiiliatomia siséltédva ketju on trimetiinisyaniinivéiriaine (n=1) ja viisi hiiliatomia sisiltava
ketju luokitellaan pentametiinivériaineeksi (n=2). Kaksi typpiatomia voi olla molekyylin
padteasemassa tai osana heterosyklistd rengasta. Streptosyaaneissa molemmat typpiyhdisteet
ovat molekyylin padteasemassa, kun taas hemisyaaneissa toinen typpi on osa heterosyklia.
Néissd vériaineissa esiintyy yleisesti monenlaisia heteroaromaattisia osia, joko toisessa tai
molemmissa péissd. Jos substituentit ovat vériaineen metiinisillan eri pdissd ovat samat,

viriaineen katsotaan olevan symmetrinen.%!”

Polymetiiniketjun pituus ja aromaattisten jérjestelmien, useimmiten bentsoindoli- tai
indoliyhdisteiden, luonne maaridvit eksitaatio- ja fluoresenssiemission aallonpituusalueen.
Esimerkiksi ylimddrdisen CH-CH-sidoksen lisddminen voi aiheuttaa noin 100 nm:n
punasiirtymédn (Kuva 4). Nidin saadaan molekyylejd, joiden eksitaatio- ja

fluoresenssiemissiospektrit ovat siddettivissd 500—1000 nm:n spektrialueella.'?!8

500 600 700 800
wavelength (nm)

(absorption™, fluorescence ™)

Kuva 4. Syaniinivériaineiden tyypilliset molekyylirakenteen méadrdadmat absorptio- ja
fluoresenssiemissiospektrit. Sidosten lisdys voi aiheuttaa n. 100 nm:n punasiirtymén, kuten
huomataan verrattaessa trimetiini- (n = 1), pentametiini- (n = 2) ja heptametiinisiltojen (n = 3)

aallonpituusmaksimeja.'? Reproduced with permission from Springer Nature.



https://doi-org.ezproxy.jyu.fi/10.1007/s00395-008-0702-7

Syaniinivériaineiden kiyttod ~ biologisisissa sovelluksissa, kuten in Vivo
fluoresenssikuvantamisessa, rajoittaa sen hydrofobinen luonne. Syaniinivdriaineen molempiin
pdihin voidaan kuitenkin lisdtd hydrofiilisia ryhmid ja funktionaalisia ryhmid, jotta

syaniiniviriaineilla olisi paremmat edellytykset biologisiin sovelluksiin.'*

5 Syaniiniviriaineiden synteesi

5.1 Monometiinisyaniinivériaineiden synteesi

Ensimmiisen syaniiniviriaineen valmisti C.H.G. Williams vuonna 1856.! Viriaine oli
Kinoliini-sininen (Quinoline Blue), joka kuuluu monometiinisyaniinivériaineisiin ja jota on
kiytetty mm. valokuvauksessa valoherkistimeni (Kuva 5).!” Vaikka nimi syaniini tarkoitti
Williamsin vériaineen syvénsinistd vérid, syaniinivirit kattavat nykyéddn ldhes koko
vérivalikoiman. Laaja monometiinisyaniinivdrien kayttd alkoi vasta 1990-luvun alkupuolelta
lahtien, kun niitd alettiin kdyttdd nukleiinihappokoettimina. Ensimmdisend tillaisena
koettimena kiytetty monometiinisyaniiniviriaine oli epidsymmetrinen tiatsolioranssi (TO).?
Tdhdn mennessd on kehitetty runsaasti synteesimenetelmid, joiden avulla voidaan tuottaa

molekyylirakenteeltaan erilaisia syaniiniviriaineita erilaisiin kiyttotarkoituksiin.*!

NN

Kuva 5. Ensimmdisen syntetisoidun syaniinivériaineen rakenne.

Yleinen tapa syntetisoida monometiinivériaineita on kahden kvarterndérisen ammoniumsuolan
viliselld kondensaatioreaktiolla. Monometiiniosan valmistamiseksi synteesissd kéytetddn
reagenssien yhdistelmad, jossa joko esim. bentsatsoliumsuolassa tai pyridiniumsuolassa on
metyyliryhmd ja toisessa niistd on reaktiivinen ldhtevd ryhmd, joka on tyypillisesti kloridi-,

sulfonaatti tai metyylitiolaattiryhmi. Suurin osa syntetisoiduista monometiinivériaineista on



epidsymmetrisid, joten heterosykliset osat ovat yleensid erilaisia. Reaktiota edistetddn usein
toteuttamalla se eméksisissd olosuhteissa kdyttimalld orgaanisia emdiksid, kuten
triallyyliamiineja tai pyridiinid. Monometiinisyaniinivariaineiden yleinen synteesi, jossa X on

poistuva ryhmi, on esitetty kuvassa 6.!7-2

Emas Q
+ =
[ [
R R R R
X=8, SCH3, SO5", Cl, NH
Kuva 6. Monometiinisyaniinivériaineiden synteesi kondensaatioreaktiolla kahdesta

kvarterndirisesta suolasta.!’

Uudemmissa tutkimuksissa on keskitytty synteesimenetelmiin, jotka tehdddn mikroaalto-
avusteisesti ilman liuotinta.>*** Verrattuna liuottimen kanssa tehtyyn refluksointimenetelmsin
mikroaaltoséteilytekniikalla on saavutettu parempi saanto ja lyhyempi reaktioaika. Fu ef al. on
esittdnyt mikroaaltojen avulla syntetisoiduille monometiinisyaniinivéreille kuvan 7 kaltaista
menetelmii.>* Ensimmiisessi vaiheessa katalyyttind toimiva emis deprotonoi metyyliryhmin.
Jalkimmadisessd vaiheessa karbanioni reagoi nukleofiiliselld additioreaktiolla toisen reagenssin
lahtevdn ryhmén viereisen hiilen kanssa, jota seuraa eliminaatio haluttujen vériaineiden
tuottamiseksi. Kationinen typpi vastaanottaa elektroniparin, mink4 jilkeen ldhtevd ryhma

poistuu ja metiinisillan deprotonointi muodostaa lopullisen rakenteen.
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Kuva 7. Mahdollinen reaktiomekanismi mikroaaltoavusteisesti syntetisoiduille

monometiinisyaniiniviriaineille.?*

5.2 Polymetiinisyaniiniviariaineiden synteesi

Polymetiinisyaniinivériaineiden tapauksessa synteesi voidaan tehdé lahes samalla periaatteella
kuin monometiinijohdannaisten valmistuksessa, eli tuote saadaan kahden kvaterndirisen
ammoniumsuolan  syaniinikondensaation  kautta. = Trimetiinivériaineiden  synteesissé
molemmissa ldhtéaineissa on metyyliryhma. Talloin on kéytettdva sopivaa reagenssia, kuten
N-metyyliformanilidia tai etyyliortoformiaattia ylimaardisen metiinihiilen

muodostamiseksi.?>?’

Tietyissd  reaktio-olosuhteissa  reagenssit  voivat  tuottaa  helposti  symmetrisid
syaniinivériaineita, joissa on kaksi moolia yhtd kvaterndéristd suolaa. Siksi on tdrkedd valita
sopivat synteettiset olosuhteet ja oikea suhde hiiltd antavan reagenssin ja ensimmadisen
kvaternddrisen suolan vilill4, jotta saadaan muodostettua haluttu vilituote. Vilituotetta
kasitelladn joko ennen puhdistusta tai sen jidlkeen toisen kvaternddrisen suolan kanssa, jolloin
saadaan aikaan episymmetrinen syaniiniviriaine.”> Kaksi yleisinti asymmetristi
trimetiinisyaniinia ovat TO-3, jonka molekyylirunko perustuu tiatsolioranssiin (TO), ja YO-3,

jonka molekyylirunko perustuu oksatsolikeltaiseen (YO).!”



11

My0s pentametiinivériaineiden synteesissd on huomioitava edelld mainitut seikat, jos halutaan
muodostaa epdsymmetrinen vélituote. Pentametiinisyaniinivériaineen metiinisiltaan tarvittava
kolmen hiilen ryhmé saadaan sopivasta malonaldehydi-molekyylistd, joka toimii l&htéaineena,

kuten 1,1,3,3-tetrametoksipropaanista  tai  1,1,3-trimetoksipropeenista.???°

Penta- ja
heptametiinijohdannaisten syntetisointi on monimutkaisempi ja vaatii mutkikkaampia

reagensseja tai lisdé reaktiovaiheita.

Heptametiinisyaniinivariaineilla on yleensé substituentteja ketjun eri kohdissa. Niiden tarkoitus
on parantaa fotofysikaalisia ja fotokemiallisia ominaisuuksia. On esimerkiksi havaittu, etti
lisdamalld kloorisykloheksenyylirengas polymetiiniketjun keskiosaan voidaan parantaa
fotostabiilisuutta ja siksi useimpien syntetisoitujen heptametiinisyaniinivériaineiden ketjussa
onkin kuuden hiilen sisdltivd rengasosa. Symmetriset klooriheptametiinisyaniinivérit on
perinteisesti syntetisoitu kvaternaarisen ammoniumsuolan ja bis-aldehydin tai sen ekvivalentin
kondensaatiolla, jonka jdlkeen on lisétty toinen ekvivalentti suolaa. Prosessi tapahtuu yleensi
etikkahappoanhydridissd tai etanolissa natriumasetaatin, trietyyliamiinin, piperidiinin tai

pyridiinin kanssa.!”

My0s polymetiinisyaniinivériaineiden reaktioita voidaan tehdd ilman liuotinta kéyttden
mikroaaltosateilytystd. Tdmidn menetelmén on todettu johtavan lyhyempiin reaktioaikoihin ja

yksinkertaisempiin tuotteiden eristysmenetelmiin, jotka eivit ole myrkyllisii tai haitallisia.!”

6 BODIPY-viriaineiden rakenne ja synteesi

BODIPY eli 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diatsa-s-indaseeni on suhteellisen pienimolekyylinen
vériaine, joka koostuu booridifluoridiryhméstd (BF2), joka on kiinnittyneend
dipyrrometeeniryhméén (CoH7N»2) (Kuva 8). Molekyylissd on kaksi pyrroliryhméé, jotka ovat
yhdistyneet meteenisillalla ja booriatomilla. Pyrroliryhmien typpiatomit ovat koordinoituneena
booriatomiin ja my0s booriatomiin yhdistyneet kaksi fluoriatomia sijaitsevat tasomaisen

kolmirengasrakenteen molemmin puolin.?®
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Kuva 8. BODIPY:n molekyylirakenne.

Heteroatomien vuoksi molekyylin rakenne on heikosti polarisoitunut, minkd seurauksena
molekyylissd esiintyy nukleofiilisia ja elektrofiilisid reaktiokohtia. Reaktiokohdat
mahdollistavat substituutiot BODIPY-molekyylirakenteen hiilirunkoon, mikd on johtanut
lukuisiin BODIPY -johdannaisiin. BODIPY:ssd on mahdollista modifioida seki boori-, pyrroli-
ja keskusosaa, ja eri osien muokkaamisella on omat etunsa eri sovelluksissa. Erilaisten
substituenttien lisddminen BODIPY -perusrunkoon mahdollistaa yhdisteiden ominaisuuksien

laajentamisen ja muokkaamisen, miki lisid niiden kiyttdkohteita viriaineina.>!42°

Ensimmiisen BODIPY-viriaineen synteesin tekiviit Treibs ja Kreuzer vuonna 1968.%
BODIPY -viriaineita voidaan valmistaa erilaisten reaktioreittien kautta, mutta kaikki néistd
perustuvat pyrrolikondensaatioon aldehydien kanssa. Halutut symmetriset tai epasymmetriset

substituutiorakenteet aiheuttavat eroavaisuuksia synteesireiteissi.?®

BODIPY -johdannaisten synteesissa dipyrrometeeni késitelladan
booritrifluoridietyylieetteraatilla tertiddrisen amiinin, kuten trietyyliamiinin tai 1,8-
diatsabisyklo[5.4.0Jundek-7-eenin (DBU) kanssa. Menetelmén avulla voidaan syntetisoida
monenlaisia BODIPY-johdannaisia, silld dipyrrometeenien valmistus on helppoa hapettamalla
dipyrrometaaneja kdyttdmadlld hapettimena p-kloorianiilia tai 2,3-dikloori-5,6-disyano-1,4-

bentsokinonia (DDQ) (Kuva 9).%8

Kuva 9. Symmetristen BODIPY -johdannaisten synteesireitti. i) DDQ tai p-kloorianiili, ii)
BF3(OEt); ja trietyyliamiini tai DBU.?®



13

7 Orgaanisten viriaineiden kaytto biomolekyylien kuvantamisessa

Biokuvantamisen tarkoituksena on tarkastella biologisia toimintoja reaaliajassa siten, ettd
elimiston prosessit héiriintyisivdt mahdollisimman vdhin. Biokuvantamisella tarkoitetaan
tekniikoita, joilla voidaan tarkastella seurantaa varten mééréttyjd biologisia aineita.
Ladketieteessd biokuvantamista voidaan kayttdd anatomian ja fysiologian tutkimiseen ja

tutkimustiedon kerddmiseen.

Pienet, orgaanisiin molekyyleihin perustuvat fluoresoivat koettimet tarjoavat dynaamista tietoa
siitd, missd kiinnostuksen kohteena olevat molekyylit sijaitsevat ja kuinka paljon niitd on
niytteessi, ilman ettd niytetti tarvitsee muokata geneettisesti.?’ Tietoa saadaan siis jatkuvasti
paivittyvina reaaliajassa, jolloin voidaan havaita biologiseen ymparistoon liittyvid muuttuvia
tekijoitd. Ainutlaatuisten ominaisuuksien vuoksi orgaanisia fluoresoivia viriainekoettimia
kiytetddn laajalti biokuvantamisessa ja erilaisia koettimia kéytetdin havannoimaan erilaisia
aineita elimistdssd.’> Orgaanisten fluoroforien laajan kiiytdn biomolekyylien kuvantamisessa
mahdollistaa niiden helppo saatavuus, laaja erilaisten johdannaisten kirjo, suhteellisen pieni

koko ja erinomaiset emissiiviset ominaisuudet.*

Fluoresenssikuvaukseen liittyy biologisten aineiden havaitseminen, mittaaminen ja
havainnointi molekyylitasolla. Fluoresenssikuvaus on viime vuosina lisddntynyt voimakkaasti,
koska silld voidaan tehdi in vitro ja in vivo -seurantaa yksinkertaisesti ja nopeasti reaaliajassa.’!
Yleensé fluoresenssimikroskopiassa biologinen ndyte merkitdén fluoresoivilla merkkiaineilla,
jotka ovat spesifisié tietyille ndytteen osille. Fluoresoivien vériaineiden l&hettdmid fotoneja
kaytetddn kuvien luomiseen soluista ja biomolekyyleistd. Menetelmé perustuu fluoroforeilla
merkittyjen proteiinien tai muiden solunsisdisten molekyylien valaisemiseen tietylld valon
aallonpituudella, joka on ldhelld fluoresenssin eksitaatiospektrin huippua, ja pidemmalla
aallonpituudella emittoituvan valon havaitsemiseen.’?> Emissiofluoresenssi vastaanotetaan
detektorilla, joka on herkkd tutkimukseen tarkoitettu kamera. Useimmat sovellukset

edellyttivit spesifien fluoresoivien merkkiaineiden liséksi kehittyneitd mikroskooppilaitteita.

Paikantamalla fluoroforit tutkittavalle alueelle voidaan ottaa kuva mistd tahansa solun osasta,

1.33

mikd tekee fluoresenssimikroskopiasta tehokkaan tydkalun biotieteissd. Smith et al.”” ovat
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tutkineet erilaisten heptametiinisyaniinivdriaineiden levidmistd eldvissd soluissa NIR-
fluoresenssikuvantamisella. Esimerkiksi hiirelle, jolla oli kasvain (ihmisen A549 soluja),
annettiin ~ laskimonsisdinen  injektio  erdstd  fluoresoivaa,  steerisesti  suojattua
heptametiinisyaniinivériainetta (s775z-RGD, 10 nmol). Kuvantamisen avulla saatiin havaittua

selked kertymi sairaiden solujen kohdalla (Kuva 10).%3

1% 400

Kuva 10. NIR-fluoresenssikuvat kasvaimen omaavasta hiirestd. Kuva otettiin kolme tuntia
vériaineinjektion jdlkeen ennen leikkausta ja sen jélkeen, kun kasvain oli poistettu kokonaan.

(Fluoresenssin voimakkuuden asteikko mielivaltaisina yksikkdini).>* Used with permission of
John Wiley and Sons, from Sterically Shielded Heptamethine Cyanine Dyes for Bioconjugation and High
Performance Near-Infrared Fluorescence Imaging, Smith, B. D.; Li, D.-H. ja Schreiber, C. L. 2020; permission

conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.

Orgaanisia fluoroforeja voidaan kdyttdd mm. epdorgaanisten ionien, nukleiinihappojen,
hydratsiinin, kysteiinin®*, reaktiivisten happiyhdisteiden (ROS), ATP:n, entsyymien,
proteiinien, sekd aminohappojen ja muiden pienten molekyylien ilmaisemiseen.® Liséksi niité

voidaan kiyttdid myds solunsisidisen pH:n muutosten seurantaan.’

Solukomponenttien
kuvantaminen mahdollistaa erilaisten soluprosessien visualisoinnin ja myds suurempien
molekyylien, kuten vasta-aineiden ja 1ddkkeiden merkitsemisen, jolloin saadaan tietoa niiden
vaikutuksesta solutoimintaan.>® Elimiston biomolekyylien kuvantaminen on tirked erityisesti
ladketieteellisestd ndkokulmasta, silld esimerkiksi kysteiinipitoisuuden liiallinen ilmentyminen

elimistdssi voi aiheuttaa sydpéi, Alzheimerin tautia ja Parkinsonin tautia.**

Hydrofobisen luonteen ja tyypillisesti erinomaisen solunlidpéisevyyden ansiosta BODIPY -

johdannaiset ovat ihanteellisia kuvaamaan vihemmain poolisia ympérist6jd, kuten lipidejd ja
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solukalvoja.'® Solujen kuvantaminen ja nukleiinihappojen, eli DNA:n sekd RNA:n virjiiminen
ovat sen sijaan keskeisid sovelluksia syaniiniviriaineille. Kaupallisesti saatavilla on useita
syaniinipohjaisia fluoresoivia vériaineita nukleiinihapoille, pdédasiassa tiatsolioranssia (TO) ja
sen johdannaisia (kuten SYBR Green II) ja niitd kdytetdén laajalti mm. geelielektroforeesissa,

kvantitatiivisessa PCR:ss4, virtaussytometriassa ja fluoresenssimikroskopiassa.!’

Virjattdessd ndytettd syaniinivériaineella muodostuu ns. nukleiinihappo-vériainekompleksi,
joka kattaa nukleiinihappopolymeerin ja sithen ei-kovalenttisesti sitoutuneen yhden tai
useamman  vidriainemolekyylin.  Viriaineen ja nukleiinihapon yhdistelmd johtaa
fluoresenssisignaaliin, joka on huomattavasti voimakkaampi kuin pelkdn vériaineen
fluoresenssi. Ndyte viritetddn yleensd valonldhteelld, joka pystyy tuottamaan valoa
fluoresenssikompleksin maksimaalisen absorption aallonpituudella tai sen ldhelld, kuten UV-
tai nakyvén aallonpituuden emissiolampulla. Kompleksin fluoresenssi havaitaan detektoimalla
tuloksena oleva valon emissio fluoroforille ominaisella aallonpituudella. Emissio on
mahdollista havaita erilaisin keinoin, joihin voi kuulua muun muassa fluorometrien,
epifluoresenssimikroskooppien, skannausmikroskooppien, konfokaalimikroskooppien,
virtaussytometrien ja kapillaarielektroforeesidetektorien kéyttd. Monet téllaiset laitteet
pystyvdt kéayttdmiin fluoresenssisignaalia solujen tai nukleiinihappojen lajitteluun ja

kvantifiointiin. %

8 Yhteenveto

Biomolekyylien kuvantaminen on kehittynyt merkittdvésti viime vuosina, ja sen merkitys
erityisesti lddketieteen sovelluksissa on kasvanut. Uusien kuvantamistekniikoiden ansiosta
voimme tutkia eldvien organismien rakenteita ja molekyylejd entistd tarkemmin ja
monipuolisemmin. Alan kehittyminen tarjoaa esimerkiksi mahdollisuuksia erilaisten
sairauksien parempaan diagnoosiin ja hoitoon, missd tirkednd osana on biomolekyylien

toiminnan ja vuorovaikutusten ymmaértdminen.

Fluoresoivat vériaineet ovat olennainen osa biokuvantamista, ja niitd kédytetdén laajasti paitsi

solujen kuvantamisessa, myos nukleiinihappojen viarjddmisessd. Niitd viriaineita voidaan



16

kayttad myos merkkiaineina esimerkiksi proteiinien ja muiden biomolekyylien paikantamisessa

ndytteessd. Niiden avulla saadaan tarkkaa tietoa solujen toiminnasta ja vuorovaikutuksista.

Orgaaniset viriaineet, erityisesti syaniini- ja BODIPY-viériaineet, ovat tirkeitd tyokaluja
biomolekyylien kuvantamisessa. Niitd vériaineita kdytetddn laajasti solujen ja kudosten
tutkimuksessa, erityisesti solurakenteiden, DNA:n ja RNA:n visualisoinnissa sekd solujen
toiminnan seurannassa. Syaniini- ja BODIPY-viriaineiden kyky sitoutua spesifisesti
biomolekyyleihin ja fluoresoida voimakkaasti tekee niistd tehokkaita ja monipuolisia tyokaluja
biologisissa tutkimuksissa. Syaniini- ja BODIPY-védriaineet ovatkin motivoineet lukuisia
tutkijoita selvittiméédn niiden kuvantamisominaisuuksia erilaisilla rakenteellisilla modifiointi-
ja funktionalisointistrategioilla. Tulevaisuudessa syaniinivériaineiden rooli laédketieteellisissd

sovelluksissa, erityisesti syovin hoidossa tulee kasvamaan.

On oletettavissa, ettd biokuvantamisen tutkimusalue laajenee edelleen esimerkiksi kehittamalla
uusia  NIR-koettimia, joita voidaan kiyttdd ei-invasiivisina diagnoosivilineind
ladketieteellisessd kuvantamisessa. Vaikka uusien NIR-aktiivisten koettimien suunnittelussa on
edistytty nopealla vauhdilla!®, myods UV-vis-alueen koettimia uudenlaisilla rakenteilla ja
erinomaisilla kuvantamisominaisuuksilla kehitetdédn ja sovelletaan edelleen, ja ne ovat
fluoresoivien  koettimien alalla  yhd  valtavirtaa®  Vaikka esimerkiksi ~ NIR-
pienimolekyylikoettimien hyodyllisyys on laajalti tunnustettu, ilmeisesti ainoa kliinisesti
hyviksytty materiaali tihin mennessi on indosyaniinivihred.'® Kiytinnon koettimet
biolddketieteellisen kuvantamisen laajentamiseen ovat siis vield rajallisia, mika edellyttia lisaa

ponnisteluja alan haasteiden ja rajoitusten ratkaisemiseksi.
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KOKEELLINEN OSA
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9 EtBODIPYOAc-yhdisteen synteesi

9.1 Tyon tarkoitus ja suoritus

Kokeellisessa osassa syntetisoitiin  BODIPY-viriaineen johdannainen EtBODIPYOAc.
Tarkoituksena oli alun perin tehdd syaniinivériaineisiin liittyvéd synteesid, mutta kdytdnnon
jarjestelyiden vuoksi kokeellinen tyd tehtiin BODIPY -viriaineisiin liittyen. Synteesi tehtiin

35

Pettersson et al:n artikkelin mukaan.”> Kuvassa 11 on esitetty valmistetun BODIPY-

johdannaisen synteesireitti.

a) DCM, N5, 50 °C, 2h

0
N
| 0] ®) - 4 = N
/ * \\‘/ \)I\C' b) Et;N, Ny, 30 min, _N.ON_/
jonka jalkeen BF;0Et,, @ B

50°C,1h, 38 %

Kuva 11. EtBODIPYOAc-yhdisteen synteesi.

EtBODIPYOACc:n valmistuksessa kédytetyt reagenssit on esitetty taulukossa 1.

Taulukko 1. Kéytetyt reagenssit

Reagenssi M (g/mol) | ekv n (mmol) | m(g) V (ml) p (g/ml)
EtMespyrroli | 123.20 2.0 16.0 1.9712 2.159 0.913
AcOAcCl 136.53 1.0 8.0 1.0923 0.860 1.27
Et:N 101.19 4.8 38.0 3.845 5.296 0.726
BF;0Et; 141.93 6.9 55.0 7.806 6.8 1.15

Synteesi aloitettiin valmistelemalla typpiolosuhteet reaktiota varten ja liuottamalla 2,159 ml
2,4-dimetyyli-3-etyylipyrrolia kuivaan DCM:één, jolloin liuos muuttui vaalean keltaiseksi.
Asetoksiasetyylikloridi (0,860 ml) liséttiin liuokseen ruiskulla tipoittain 10 minuutin aikana
koko ajan sekoittaen, jolloin seoksesta tuli punaista. Reaktioseoksen annettiin sekoittua
pimedssd 50 °C:ssa 0ljyhauteessa refluksoituen kaksi tuntia, jonka jilkeen sen annettiin jadhtya
ja lampotila laskettiin 0 °C:seen jadhauteen avulla. Liuoksen viri muuttui hyvin tummaksi

punaiseksi. Liuokseen lisdttiin trietyyliamiinia sekoittaen 0 °C:ssa, mikd muutti virin oranssiksi
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ja sen jélkeen liuoksen annettiin sekoittua huoneenlimmdssé ja pimeidssd vield 30 minuuttia,
jolloin siitd tuli hyvin tumman punaista/violettia. Sen jélkeen reaktioseokseen liséttiin 6,8 ml

booritrifluorididietyylieetterid ja sekoitettiin tunti 50 "C:ssa pimeéssa.

Reaktioseos uutettiin ionivaihdetulla vedelld (90 ml) ja vesifaasi DCM:lI4. Yhdistetyt
orgaaniset faasit pestiin 2 M NaHCO3:1la (90 ml) ja kylldiselld suolaliuoksella (90 ml) ja
vesifaasit uutettiin DCM:114 kunkin pesun vililld. Orgaaniseen faasiin lisdttiin kuivausaineeksi
MgSOys4 ja livos suodatettiin suodatinpaperin ldpi kolviin, jonka jilkeen liuottimet haihdutettiin

rotavaporilla ja kuivattiin vakuumissa.

Raakatuotetta saatiin 5,2444 g, joka liuvotettiin DCM:één ja lisdttiin 20,95 g silikageelid (noin
nelinkertainen méadrd raakatuotteeseen verrattuna), jonka jédlkeen liuotin haihdutettiin
rotavaporilla ja puhdistettiin flash-kromatografialla. TLC:n avulla verrattiin puhdasta tuotetta
puhdistuksesta saatuihin fraktioihin, jotta osattiin ottaa mahdollisimman puhdas tuote talteen
(Kuva 12). My0s raakatuotetta verrattiin puhtaaseen tuotteeseen. Eluenttina kiytettiin 95 %
DCM ja 5 % petroliumeetterid (kiechumispiste 40-60°C). TLC-levyji katsottiin myds UV-valon
alla, mutta uusia pisteitd ei siind ilmennyt. Tiedot pylviskromatografiassa kéytetyistd

livottimista ja muista tiedoista CombiFlash-laitteelta 10ytyy liitteesta 1.

Kuva 12. Puhdas tuote (P) ja CombiFlashista valitut koeputkindytteet TLC-levyilla.

TLC-tulosten perusteella kerittiin talteen putket 5-29. Valitut koeputket tyhjennettiin ja
huuhdeltiin DCM:n avulla 1000 ml kolviin, haihdutettiin rotavaporilla, siirrettiin pienempédéin
kolviin ja jatkettiin haihduttamista. Ldhes kuiva tuote jitettiin ydksi vakuumilinjaan

kuivumaan. Kuivauksen jédlkeen tuotetta oli 0,8905 g. Jddnnds uudelleenkiteytettiin
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metanolista, jota kdytettiin n. 60 ml. Liuenneen seoksen annettiin jadhtyd huoneenlammossi,
jonka jélkeen se jétettiin pakastimeen (-20 °C) kiteytymédn yon yli. Tuote imusuodatettiin
kayttden huuhteluun kylméd metanolia ja lopuksi kuivattiin vakuumissa, jolloin saatiin tuote

tumman violetinvihredna jauheena. Tuotetta saatiin 0,7311 g.

Tuotteelle tehtiin 'H ja '*C NMR-mittaukset kiyttien liuottimena deuteroitua kloroformia

(CDCI3). Tuotteelle mitattiin myos sulamispiste.

9.2 Synteesitulokset

Tuotetta valmistettiin 0,7311 g, jolloin saantoprosentti on 24 %, mikd on jonkin verran

alhaisempi reaktioyhtdlossa esitettyyn arvioituun kokeelliseen saantoon 38 % verrattuna.

Tuotteen 'H ja '3C NMR-mittauksista saadut spektrit ovat liitteissi 2 ja 3. Spektrien perusteella
tuotteessa ei ole juurikaan epéipuhtauksia, silld yliméiriisid piikkeji ei ole. "H NMR-spektristi
kuitenkin huomataan, ettd joko tuote tai liuottimena kaytetty CDCl3 on sisdltdnyt hieman vetta.
'"H NMR-spektrissi multipletit eivit jostain syysti ole selkeisti niikyvissd, mutta se ei

vaikeuttanut spektrin tulkintaa.

'H NMR (500 MHz, CDCL3) § 5.30 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 2.49 (d, J = 5.2 Hz, 3H), 2.43 — 2.33
(m, 2H), 2.24 (d, J = 5.2 Hz, 3H), 2.12 (d, J = 5.3 Hz, 2H), 1.03 (d, J = 6.3 Hz, 2H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) § 170.87, 155.24, 136.73, 133.81, 132.49, 131.80, 58.60, 20.86,
17.37, 14.90, 12.85.

Tuotteen sulamispisteeksi mitattiin 187,1-187,6 °C. Teoreettinen sulamispiste olisi 173,2—
179,9 °C vililli*®, johon verrattuna saatu tulos on jonkin verran suurempi. Vaikka tuotetta
saatiin aikaiseksi hieman odotettua vihemmaén, sulamispisteen vaihteluvélin perusteella tuote
on kuitenkin puhtaampaa kuin kirjallisuudessa syntetisoitu. Myds NMR-spektrien perusteella
tuote oli hyvin puhdasta, lukuun ottamatta pientd maaraa kosteutta, joka on voinut olla myos

NMR-liuottimessa.
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9.3 Kokeellisen tyon yhteenveto

Ty onnistui kokonaisuudessaan hyvin ja laboratoriokokemus oli opettavainen. Orgaanisen
kemian tekniikoiden parissa tyoskennellessé palautui mieleen se, ettd huolellisuudella on paljon

merkitystd lopputuloksen kannalta.

BODIPY -yhdisteiden tutkiminen ja syntetisointi on tirkeédd, koska ne tarjoavat monipuolisia
tyokaluja biologisissa, kemiallisissa, ldédketieteellisissd ja valokemiallisissa sovelluksissa.
Viriaineiden erityiset ominaisuudet tekevdt niistd hyodyllisid vélineitd monissa eri
sovelluksissa ja jatkotutkimus nididen yhdisteiden kehittdmisessd voi johtaa wuusien

innovaatioiden, seké sovellusten 16ytdmiseen.
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LIITE 1
Sample: OI1-60 ComhbiFlash NEXTGEN Monday 25 March 2024 02:08PM
Column: Silica 220g Peak Tube Volume: Max.
Flow Rate:_ 150 mlfmin Non-Peak Tube Volume: Max.
Equilibration Volume: 948.0 mi Loading Type: Solid
ll_ltill Waste: 0.0 ml Wavelength 1 (red): 254nm
Air Parge: 2.0 min Peak Width: 2 min
Solvent A: Pet Ether Threshold: 0.20 AU
Solvent B; Dichloromethane
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Kuva L1. Tiedot Combiflash-laitteelta.
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LIITE 2
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Kuva L1. 'TH NMR-spektri, seki protoneja vastaavat piikit numeroituina.
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LIITE 3
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Kuva L3. *C NMR-spektri.
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