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POVZETEK

Rodamini so druzina spojin, ki spadajo med fluoronska barvila. V odvisnosti od pH
reverzibilno spreminjajo obliko in s tem fluorescenco. Zaradi dobre fotostabilnosti in visoke
obcutljivosti so v celi¢ni biologiji pomembno orodje za proucevanje celi¢nih procesov S

fluorescentnimi tehnikami.

Da bi povecali specifi¢nost barvil za to¢no dolo¢eno tarCo, raziskovalci pripenjajo na
molekule barvila razlicne substituente, ligande ali protitelesa, ki predstavljajo specificne

povezovalce med tarco in barvilom.

V magistrskem delu smo poskusali pripraviti glikozidne analoge rodamina B in rodamina 6G

s pomocjo kemijske glikozilacije s trikloroacetimidatno metodo.

Na rodamina 6G in B smo pripeli razli¢cne amino alkohole in dobili produkte 4a, 4b, 5a, 5b in
5c¢, ki so amidi. Preko -OH skupine amino alkohola in C-1 atoma peracetilirane D-glukoze in
D-manoze z aktiviranima anomernima mestoma smo sintetizirali a-O-glikozidno (4al) in
B-O-glikozidno (4a3 in 5a3) vez. Kot glikozilna donorja smo uporabili 2,3,4,6-tetra-O-acetil
zas¢iteno D-manozo 0z. D-glukozo z aktivranim anomernim mestom (trikloroacetimidat), kot
aktivator pa smo uporabili TMSOTf. Produktom glikozidne reakcije smo odstranili acetilne

zaS€itne skupine z Zemplenovo metodo in dobili spojine 4a2, 4a4 in 5a4. Ugotovili smo, da

S0 spojine 4al, 4a3 in 5a3 1,2 — trans produkti. Spojini 4a2 in 5a4 sta natrijevi 0z. po

¢is¢enju na kolonski kromatografiji trietilamonijevi soli orto-kisline. Orto-kislina nastane na
mestu 4 in 6 manoznega oz. glukoznega dela molekule, med tem ko pri spojini 4a4 orto-

kislina ne nastane.

Spojinama 4a2 in 5¢ smo pomerili absorbanco in fluorescenco pri razli¢nih pH vrednostih.
Rezultate smo prikazali grafi¢no in jih ovrednotili. S pomocjo titracijskih krivulj smo od¢itali

okvirni vrednosti pKa, ki sta za spojino 4a2 4,6 in za 5¢ 5,8.
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Najvecja intenziteta fluorescence za spojino 4a2 je pri pH vrednosti 3,6 in za spojino 5c pri
pH vrednosti 4,4. Spojini 4a2 in 5c sta glede na okvirne vrednosti pKa primerni za
oznacevanje lizosomov in endosomov, katerih okolje ima pH vrednosti med 4,5 in 6, imata pa
zelo Sibko intenziteto fluorescence v fizioloSkem pH obmocju. Spojina 4a2 ima Stokes-ov

premik 25 nm, spojina 5¢ pa 50 nm, kar je ugodno za fluorofore.

Kljuéne besede: kemijska glikozilacija, trikloroacetimidatna metoda, rodamin B, rodamin
6G, fluorescenca
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ABSTRACT

Rhodamines are compounds of a group of fluorone dyes. They change their chemical structure
and their intensity of fluorescence as a function of the pH. Because of their good
photostability and high sensitivity they are a powerful tool for studying cellular processes in

the cell biology by fluorescent techniques.

In order to increase the specificity of dyes to a specific target, researchers attach the dye
molecule to the various molecules, e. g. ligands, antibodies, which represent the specific

linkers between the target and a dye.

We atemptted to prepare glycoside analogues of rhodamine B and rhodamine 6G using

chemical glycosylation or more specifically trichloroacetimidate method.

Firstly, several simple aminoalcohols were reacted with rhodamine B or rhodamine 6G to
yield amides 4a, 4b, 5a, 5b and 5c. Glycoside bonds were formed between hydroxyl groups
of amides 4a, 4b, 5a, 5b, 5¢ and C-1 of D-glucose and D-mannose derivatives. Gylcosilation
was performed by trichloroimidate method; 2,3,4,6-tetra-O-acetyl protected D-glucose and
D-mannose with trichloroacemidate activated anomeric carbon (C-1) acting as glycosil donors
and TMSOTT as an activator. Acetyl protecting groups were removed by Zemplen method to
yield compounds 4a2, 5a4, and 4a4. Products 4al, 4a3, and 5a3 are 1,2 — trans
compounds. Compounds 4a2 and 5a4 are sodium or after purification on column
chromatography triethylammonium salts of the ortho-acid. Ortho-acid occurs at the 4 and 6

moiety of mannose or glucose while the compound 4a4 is not ortho-acid.

Absorbance and fluorescence spectra of compounds 4a2 and 5¢ were measured at various pH
values. The results were evaluated and shown graphically. Titration curves fluorescence
intensity versus pH were plotted for coumpounds 4a2 and 5c and approximate pKa values

determined. The pKa values for compounds 4a2 is 4,6 and for compound 5c¢ is 5,8.

VIl



The maximum fluorescence intensity for compound 4a2 is at a pH value of 3,6 and for
compound 5c at a pH value of 4,4. However, both compounds exhibited very weak
fluorescence intensity at physiological pH. According to an indicative values of pKa of
compounds 4a2 and 5c these two compounds are suitable for labeling lysosomes and
endosomes, where the environment has a pH value between 4,5 and 6. Compound 4a2 has a

Stokes shift of 25 nm and compound 5c¢ of 50 nm, which is favourable for the fluorophores.

Keywords: chemical glycosylation, trichloroacetimidate method, rhodamine B, rhodamine

6G, fluorescence



GRAFICNI POVZETEK / GRAPHICAL ABSTRACT

Spojine in njihove strukture, ki so omenjene v poglavju Povzetek, so predstavljene na spodniji
sliki.

Compounds and their structures mentioned in the chapter Abstract are presented below.
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SEZNAM OKRAJSAV

Ac = acetil

bs = Sirok singlet

d = dublet

dd = dublet dubleta

DBU = 1,8-diazabiciklo[5.4.0]undek-7-en
DMAP = 4-dimetilaminopiridin

DMF = dimetilformamid

DMSO = dimetilsulfoksid

DMSO-ds = devteriran DMSO

DMTST = dimetilsulfonijev triflat

ESI — MS = electro — spray ionisation mass spectrometry = masna spektrometrija z ionizacijo

z elektrorazprSevanjem

eq = molarni ekvivalent

h = Planck-ova konstanta

HPLC = kromatografija visoke loc¢ljivosti
HRMS = masna spektroskopija visoke lo¢ljivosti
IR = infrardeca spektroskopija

J = sklopitvena konstanta v Hertzih

m = multiplet

n-Hex = n-heksan

NMR = nuklearna magnetna resonanca

PE = petroleter

pH = negativni dekadi¢ni logaritem koncentracije oksonijevih ionov
pKa = disociacijska konstanta

Pyr = piridin

Rf = retencijski faktor

s = singlet

t = triplet

Xl



TESOTT = trietilsilil triflat

Tt = trifluorometansulfonat

THF = tetrahidrofuran

TLC = tankoplastna kromatografija
TMS = tetrametilsilan

TMSOTT = trimetilsilil trifluorometansulfonat (triflat)
Tial = temperatura talis¢a

UV = ultravijoli¢na svetloba

VIS = vidna svetloba

q = kvartet

v = frekvenca

A = valovna dolZina
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Tadeja Janc Kemijska glikozilacija rodamina B in 6G z D-manozo in D-glukozo

1. UVOD:
1.1. GLIKOZILACIJA:

Lo¢imo dve vrsti glikozilacije, to sta encimska in kemijska. Prednost encimske glikozilacije
je, da ni potrebnih zas¢itnih skupin, regio- in stereoselektivnost pa je zagotovljena in odvisna
od vrste encima. Vendar pa za sintezo nenaravnih (oligo)saharidnih analogov taki encimi ne

obstajajo ali so cenovno tezje dostopni (3).
1.1.1. Kemijska glikozilacija:

Za kemijsko glikozilacijo so potrebni glikozilni donor in akceptor ter aktivacijski reagent.
Glikozilni donor je sladkor z ustrezno izstopajoco skupino na anomernem mestu. (Glikozilni)
akceptor pa je spojina z nezaSCiteno hidroksilno skupino, ki napade C-atom
oksokarbenijevega ali aciloksonijevega iona, Ki je nastal med reakcijo. Aktivator je Lewisova

kislina, ki omogoca izstopajo¢i skupini na anomernem mestu, da izstopi (Slika 1) (1, 2, 3).

VAS
Y aktivator, topilo Y
ZS L] > ZS
HO-R O-R

X

GLIKOZILNI (glikozilni) [GLIKOZIDNA VEZ ]
DONOR AKCEPTOR

Slika 1: Princip kemijske glikozilacije. X = izstopajoca skupina in ZS = zascitne skupine

Pri glikozilaciji je poleg izkoristka pomembna tudi stereoselektivnost. Lo¢imo dve glavni
skupini O-glikozidov. To so a- in B- 0z. 1,2-cis in 1,2-trans glikozidi. Kateri od teh dveh
nastane med reakcijo, pa je odvisno od razli¢nih dejavnikov, kot so temperatura, zaS¢itna
skupina, topila, aktivator in izstopajoca skupina. Glikozilni donorji imajo razli¢ne izstopajoce

skupine in od tega je odvisna izbira promotorja, topila in reakcijski pogoji (4,5).
1.1.2. Reaktivnost in strukture glikozilnih donorjev:

Obstajajo stevilne glikozilacijske metode. Metode so poimenovane na osnovi izstopajo¢ih
skupin glikozilnih donorjev, izjemi sta le Fischerjeva glikozilacija z reducirajo¢imi sladkorji

in Koenig-Knorr-ova metoda z glikozilnimi halidi (Tabela 1).



Tadeja Janc Kemijska glikozilacija rodamina B in 6G z D-manozo in D-glukozo

Reaktivnost anomernega mesta je med drugim odvisna od vrste zasCitne skupine na mestu
C-2. Glede na ta kriterij razdelimo glikozilne donorje na dve skupini: »oborozene« z zas¢itno

skupino etrnega tipa in »razorozene« z zas€itno skupino estrskega ali amidnega tipa (3, 7).

Na reaktivnost vplivajo tudi razli¢ne vrste izstopajoc¢ih skupin in njihova konfiguracija. Dober

glikozilni donor ima naslednje lastnosti: cenovno ugoden, dobra stabilnost med manipulacijo

z za$¢itnimi skupinami in aktivacija pod milimi pogoji (3).

IZSTOPAJOCA IME AKTIVATOR IME
SKUPINA GLIKOZILNEG GLIKOZILACIJSKE
A METODE
DONORJA
-Br glikozilni bromidi | AgCOs, AgOTT,
Hg(CN),, HgBr;
-Cl glikozilni kloridi | AgOTT, Hg(CN),, Koenig-Knorr-jeva
HgBr, metoda
-F glikozilni fluoridi | SnCl,-AgOTf
-OC(NH)CCl3 trikloroacetimidati | BF3-Et,O, TMSOTf* trikloroacetimidatna
metoda
-SR tioglikozidi TfOH-NIS, DMTST tioglikozidna
metoda
-O(CHy)3sCH=CH; | n-pentenil TESOTf n-pentenil glikozidna
glikozidi metoda
-OAc anomerni acetati BF3-Et,0, SnCly, acetatna glikozidna
TMSOTf metoda
oksazolin oksazolinski p-TsOH, TMSOTf oksazolinska glikozidna
glikozidi metoda

Tabela 1: Razlicne glikozilacijske metode glede na vrsto izstopajoce skupine. *Ostali
aktivatorji so nasteti v poglavju glikozilacijska kemija trikloroacetimidatnega donorja (3).




Tadeja Janc Kemijska glikozilacija rodamina B in 6G z D-manozo in D-glukozo

1.1.3. Glikozilacijska kemija trikloroacetimidatnega donorja:

Prednost te metode je, da aktiviramo imidat v dobro izstopajoco skupino Ze pri milih pogojih.
Med glikozilacijo se sprosti trikloroacetamid. Ta proces katalizira Lewisova kislina, izbira le-
te pa je odvisna od donorja in akceptorja ter Zelenih stereokemijskih rezultatov. Primerni
aktivatorji za trikloroacetimidatno metodo so: borov trifluorid eterat kompleks, TMS triflat,
anhidrid trifluorometansulfonske kisline (triflatni anhidrid), cinkov bromid, piridinijev para-
toluensulfonat (PPTS), srebrov triflat in dibutilborov triflat (2, 3).

Trikloroacetimidatni donorji so v glikozilacijski reakciji razlicno reaktivni. Tisti z estrskimi in
amidnimi za$¢itnimi skupinami so manj reaktivni kot tisti z etrnimi (»oboroZen-razorozen«
efekt). Zelo slabo reaktivni trikloroacetimidatni donorji se med glikozilacijsko reakcijo
reorganizirajo in postanejo stabilni trikloroacetamidi, zato reakcija slabo potece. Med tem, ko
zelo reaktivni donorji reagirajo tudi z ostalimi reagenti, Ceprav se lahko temu delno izognemo
s pocasnim dodajanjem donorja v meSanico akceptorja in katalizatorja t.i. inverzni postopek,

ki je razloZen v nadaljevanju (3, 5).
1.1.4. Stereokemija glikozilacijske reakcije:

Predvidevanje stereokemije produkta je zelo zahtevno, saj glikozilacijske reakcije ne moremo
definirati z enostranskimi stereokemijskimi elementi. Tukaj je nekaj ugotovitev za

stereokemijo glikozilacije in s tem nacrt za sintezo Zelenega produkta.

e Upliv zascitne skupine na mestu C-2 glikozilnega donorja:
Estrske in amidne skupine (npr.: 2-O-acil, 2-O-benzoil, 2-N-acil ali 2-N-ftaloil) vplivajo na
mehanizem glikozilacijske reakcije, tako da nastanejo 1,2-trans glikozidi, torej B-glukozni in
a-manozni tip glikozida (Slika 2; mehanizem B).

Pri etrnih skupinah (npr.: benzilni eter) pa reakcija poteka po mehanizmu A (Slika 2). Vpliv
drugih faktorjev na stereoselektivnost je ve¢ji pri etrnih skupinah kot pri estrskih oz. amidnih
(5,7).

e Substituent na mestu C-6:
Dolgoverizni O-acil oz. veriga C-atomov vodi v nastanek a-produkta. Skupina ima tako

elektron akceptorske lastnosti ali pa steri¢no ovira napad nukleofila z zgornje strani obroca

().



Tadeja Janc Kemijska glikozilacija rodamina B in 6G z D-manozo in D-glukozo

e Vpliv anomerne stereokemije glikozilnega donorja:
Nizka temperatura, nepolarno topilo (npr. diklorometan) in Sibko kisli katalizator (npr. borov
trifluorid eterat) povzroc¢ijo, da reakcija poteka vefinoma preko Sn2 mehanizma.
a-trikloroacetimidatni donorji dajejo vecinski delez B-produkta in B-trikloroacetimidati dajejo

vecinski delez a-produkta (5).

/ / 1,2-trans glikozid
~ glikozilni

o N
X aktivator
sz
OR
akceptor

1
glikozilni donor

P!

-
Q@
OR,

likogilni oksokarbenljev
glikozilni ion
kation OR;
1,2-cis glikozid OR3
(glavni produkt; anomerni efekt)
®
B 0]
\ a
. H OCOR2
VS
O x aktivator O) OCORz ’ 1,2-trans glikozid
W > ® (glavni produkt)
OCOR,
glikozilni b
(6]
glikozilni donor n akceptor
2

m

Rz
aciloksonijev ion
(glavni intermediat)

1,2-cis ghkozid

Slika 2: Mehanizem kemijske glikozilacije s prikazanimi intermediati in glavnimi ter

stranskimi produkii.
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Vi§ja temperatura, bolj polarna topila in/ali mo¢nejsi kislinski katalizator (npr.TMSOTT)
vodijo do termodinamsko in kineti¢no favoriziranih produktov (a-glukoznih in a-manoznih
glikozidov). Tako lahko wvpliv topila na anomernem mestu pozitivno nabitega Syl
intermediata dolo¢a kon¢no konfiguracijo produkta. Eter kot topilo ima tendenco, da na
anomernem mestu zavzame ekavtorialno pozicijo glede na inverzni anomerni efekt (pozitivni
naboj lezi na Kisiku etrnega topila). Torej eter lezi na f strani glikozilacijskega kationa in zato
nukleofil napade z a strani in prevladuje a produkt. Pri uporabi acetonitrila kot topila, pa
nastane B produkt. Pri nizki temperaturi acetonitril napade glikozilni kation preko kineti¢no
favoriziranega procesa. Nastane aksialno usmerjen a-nitrilijev ion. Tako je kon¢ni produkt B

usmerjen (5).
Vseeno reakcije glikozilacije pogosto potekajo po Sy1 mehanizmu (7).

Anomerni C-atom je v oksakarbenijevem ionu sp? hibridiziran. Zato je nukleofilni napad C-
atoma mozen tako s spodnje kot z zgornje strani sladkornega obroca in tako nastane a ali
produkt. Vecja moznost je, da nastane o produkt, ki je termodinamsko favoriziran zaradi

anomernega efekta (2, 7).
1.1.5. Anomerni efekt:

Hidroksilna skupina je na anomernem mestu prednostno v ekvatorialni legi. Torej bi
pric¢akovali, da bo D-glukopiranoza tvorila f-anomer, saj so vsi substituenti ekvatorialno

orientirani. Vendar je v vodni raztopini razmerje med a- in f-anomeroma vedno 1:2.

v 4 o/
N U\V/

Y
a-ANOMER B-ANOMER

Slika 3: Teorija dipol — dipol interakcije, ki razlozi anomerni efekt.
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Raymond Lemieux je razvil teorijo anomernega efekta, s katero lahko razlozimo zgornji
pojav, torej nastanek termodinamsko favoriziranega produkta. Velja za vse molekule z dvema
ali ve¢ heteroatomi pripetimi na tetraedri¢ni center. Gre za naslednjo skupino spojin: C-X-C-
Y, kjersta X =N, Oali SinY =Br, Cl, F, N, O ali S. V to skupino spadajo tudi piranoze in
njihovi derivati. Mo¢ anomernega efekta je odvisna od polarnosti C-Y vezi in se
proporcionalno visa z elektronegativnostjo Y substituenta. Pojav razlozimo z dipol - dipol
interakcijo. Nevezna elektronska para endociklidnega sp® hibridiziranega kisikovega atoma
tvorita dipolni moment, ki sega v smer izven obro¢a (Slika 3). Polarna vez med anomernimi C
— atomi in izvencikli¢nim heteroatomom tudi tvori dipolni moment. Pri B-D-glikopiranoznem
anomeru sta oba dipolna momenta skoraj vzporedna in usmerjena v isto smer. Interakcija teh
dveh dipolnih momentov pa je energetsko neugodna. Pri a-D-anomerih pa sta ta dva dipolna

momenta obrnjena stran drug od drugega, zato je tukaj dipol-dipol interakcija manjsa (1, 2).
1.1.6. Promotorji, topila in reakcijski pogoji:

Vloga promotorja oz. aktivatorja, ki je obi¢ajno Lewisova kislina, je aktivacija izstopajoce
skupine, da ta zapusti anomerno mesto. Odvisno od narave promotorja delimo reakcije na
homogene in heterogene, kar vpliva tudi na stereokemijo produkta. Tudi topila imajo
pomembno vlogo pri procesu in stereokemiji, predvsem takrat, ko je na mestu 2 etrna oblika
zasCitne skupine. Uporabljajo se brezvodna topila, da ne pride do kompeticijske reakcije z
molekulo vode. Najpogosteje uporabljeni topili sta diklorometan in eter, ki sta nepolarna.

V¢asih pa so uporabljena polarna topila, kot sta acetonitril in nitrometan (1, 2)
1.1.7. Vrstni red dodajanja reagentov:

Promotor dodajamo meSanici akceptorja in donorja, kadar imamo manj reaktivne
(»razorozene«) donorje. Za visoko reaktivne donorje je bolj primeren inverzni postopek, kjer

dodamo donor v mesanico akceptorja in promotorja (2).
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1.2. FLUORESCENCA:
1.2.1. Jablonski-jev diagram:

Fluorescenca je rezultat tristopenjskega procesa, ki se pri organskih fluoroforih najpogosteje
pojavi pri poliaromatskih ogljikovodikih, heterociklin in spojinah z ve¢ konjugiranimi
dvojnimi vezmi. Fluorescentna sonda je fluorofor, ki se odzove na specifi¢no stimulacijo ali
ga lociramo na specifi¢ni lokaciji doloenega bioloskega vzorca. Jablonski-jev diagram

prikazuje proces fluorescence s stanjem elektronov (Slika 4) (8, 9).

S;'

~
7

Sy

hvEX 1

ENERGIJA

hvEM 3
|
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Slika 4: Jablonski-jev diagram. Princip fluorescence je razlozen v spodnjem besedilu.

Stanje 1 - vzbujeno stanje: Fluorofor absorbira foton z energijo hvex, katerega vir energije je
zarnica ali laser in s tem se ustvari vzbujeno stanje elektrona (S;'). Ta proces je kljuCen za
razlikovanje med fluorescenco in kemiluminiscenco, pri kateri je vzbujeno stanje rezultat

kemijske reakcije.

Stanje 2 — Zivijenjska doba vzbujenega stanja: Vzbujeno stanje najpogosteje traja 1-10
nanosekund, v tem ¢asu se fluorofor konformacijsko spremeni. Energija stanja S;' se deloma
porabi za t.i. ne-relaksacijske prehode (rotacija, translacija in vibracija molekule), rezultat je
vzbujeno stanje S;, iz katerega izvira tudi fluorescentna emisija. VVse molekule, ki so bile
vzbujene z absorpcijo, se ne vrnejo v osnovno stanje So z emisijo fluorescence ampak se del
energije porabi za ne-relaksacijske prehode. Fluorescenéni kvantni izkoristek je razmerje med
Stevilom emitiranih fluorescen¢nih fotonov (Stanje 3) in Stevilom absorbiranih fotonov

(Stanje 1).
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Stanje 3 - emisija fluorescence: Foton energije hvgy emitira svojo energijo in vrne fluorofor v
njegovo osnovno stanje (Sp). Zaradi razprsitve energije med stanjema S;' in Sy, je energija
tega fotona nizja in temu primerna daljSa valovna dolzina kot pri fotonu hvex. Razliko v
energiji ali valovni dolzini teh dveh fotonov (hvex — hvem) imenujemo Stokes-ov premik
(Slika 5). Stokes-ov premik je pomemben parameter obc¢utljivosti fluorescentne tehnike, saj
omogoca detekcijo emisijskih fotonov, kljub prisotnosti ekscitacijskih fotonov. Pri UV-VIS

spektroskopiji pa merimo prepuséeno svetlobo relativno glede na slep vzorec. (8, 9).
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Slika 5: Stokes-ov premik.

1.2.2. Fluorescentni spekter:

Proces fluorescence je ciklien. Isti fluorofor lahko ponovno vzbujamo in detektiramo v
primeru, da se le-ta tekom vzbujanja ireverzibilno ne uni¢i. Ena molekula fluorofora je lahko
udelezena v vec tiso¢ ciklov vzbujanja in emisije. Jablonski-jev diagram fluorofora v
raztopini lahko prikazemo kot fluorescentni ekscitacijski in fluorescentni emisijski spekter.
Vzbujanje fluorofora pri razlicnih valovnih dolzinah ne spremeni emisijskega profila,

spremeni pa se emisijska intenziteta, ki ustreza amplitudi vzbujevalnega spektra (8).
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1.2.3. Fluorescentni signal:

Intenziteta fluorescence je odvisna od enakih parametrov kot intenziteta absorbance. Ti
parametri so zdruzeni v Beer—Lambert-ovem zakonu (Enacba 1). Poleg tega je odvisna od
fluorescenénega kvantnega izkoristka in intenzitete vzbujevalne svetlobe (Enacba 2).V
razredCenih raztopinah (kadar je absorbanca pri valovni dolzini ekscitacije in nad njo manjsa

od 0.05) je intenziteta fluorescence linearno odvisna od koncentracije (Enacba 3) (8).
A=¢e-b-c

Enacba 1: Beer-Lambert-ov zakon, ¢ = molarni ekstincijski koeficient, b = dolzina poti

svetlobe, ¢ = molarna koncentracija vzorca

F = l,(1-e)

Enacba 2: Intenziteta fluorescence; F = Intenziteta fluorescence, @ = kvantni izkoristek
(karakteristicna vrednost vsakega fluorofora v specificnem topilu), 1, = moc¢ sevanja
svetlobnega izvora, & = molarni ekstincijski koeficient, b = dolzina poti svetlobe, ¢ = molarna

koncentracija vzorca

éc<0.05 - F=d |, sbc

Enacba 3: Intenzitete fluorescence v razredcenih raztopinah

1.2.4. Fluorescenca ozadja:

Detekcijo fluorescence velikokrat motijo drugi signali, ki izvirajo primarno iz (bioloskega)
vzorca in/ali nevezanih ali nespecificno vezanih fluorescentnih oznacéevalcev. Vpliv signala
bioloskega vzorca lahko zmanjSamo s selektivnimi filtri, ki zmanjSajo prepustnost emisijske
energije relativno glede na vzbujevalno energijo ali z izborom fluorescentnih prob, ki
absorbirajo in emitirajo svetlobo pri daljSih valovnih dolzinah. Vpliv signala celic, tkiv in
bioloskih tekocin najpogosteje zmanjSamo z uporabo fluorescentnih prob, ki jih vzbujamo pri
valovnih dolzinah vecjih od 500 nm. Pri daljsih valovnih dolzinah se v gostih vzorcih, kot so

tkiva, zmanjs$a tudi razprSenost vzbujene svetlobe (8, 14).
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1.2.5. Spektrofluorometer:

Za razliko od UV-VIS spektrometra, kjer je detektor postavljen pod kotom 180° relativno
glede na kot vpadne svetlobe, je pri spektrofluorometru detektor postavljen pod kotom 90°
(Slika 6). S tem se izognemo detekciji prepusene vzbujevalne svetlobe. Vendar noben
monokromator ni popolnoma selektiven, zato nekaj prepuscene svetlobe Se vseeno doseze

detektor, ta svetloba pa je druge valovne dolzine kot fluorescenca.

A
Voay KIVETA Z
- " w PRVI VZORCEM
» 17 4 d monokromator

VIR SVETLOBE

DRUGI
monokromator

7\

REZULTAT MERITVE \ DETEKTOR

Slika 6: Elementi spektrofluorometra. Detektor je postavijen pod kotom 90° relativno
glede na kot vpadne svetlobe.

Kot viri vzbujevalne svetlobe se lahko uporabljajo laserji, LED diode ter ksenonske in
Zivosrebrne Zarnice. Svetloba iz vira potuje preko filtra ali monokromatorja in obsveti vzorec.
Monokromator nam omogoc¢a izbiro primerne valovne dolzine vzbujevalne svetlobe.
Fluorescenca iz vzorca se razpr$i na vse strani. Nekaj te svetlobe potuje preko drugega filtra

ali monokromatorja in doseze detektor (8, 9).

10
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1.3. FLUORESCENTNA BARVILA:

Sinteti¢ni fluorescentni derivati so v celi¢ni biologiji mo¢no orodje za proucevanje celicnih
procesov zaradi preprostosti in ne-destruktivnosti metode. V primerjavi z ostalimi
spektroskopskimi metodami imajo fluorescentni derivati vi§jo obcutljivost in nizjo mejo
detekcije. Protoni so zelo pomembna taréa proucevanja, saj intracelularni pH igra pomembno
vlogo pri mnogih fizioloskih celicnih procesih (celi¢na rast, regulacija kalcija, endocitoza,
celicna adhezija,...) in patofizioloSkih procesih (kancerogeneza, okuzbe z razli¢nimi
patogeni,...). Detekcija poteka preko fluorescetnih tehnik. V splosnem so razvili
fluorescentne derivate, ki ne fluorescirajo pri pH = 6,8 - 7,4 (pH citosola) in fluorescirajo pri
pH 4,5 - 6,0 (pH lizosomov in endosomov) ali obratno (14, 15).

1.3.1. Zelene lastnosti fluorescentnih sond:
Idealna fluorescentna sonda naj bi imela naslednje lastnosti:

i.  brez fluorescence v ekstracelularnem obmodju pri pH = 7,4
Ii.  mocna fluorescenca pri kislih pogojih (npr. pod pH = 6)
iii.  vzbujanje pri dolgih valovnih dolzinah (> 500 nm) in signal emitirane
fluorescence je veliko mo¢nejsi od fluorescence ozadja
iv.  kovalentna vezava na tar¢ne ligande ali protitelesa
V. na izbiro ¢im ve¢ barvil z razliénimi pKa, za optimalno izbiro sonde, ki nam

ponuja velik koli¢nik med signalom tarénega tkiva in signalom okoliskega (19)

1.3.2. Specifi¢nost pH odvisnih sond:

Da bi povecali specifi¢nost barvil za to¢no doloceno tarco, raziskovalci pripenjajo na
molekule barvila razli¢ne substituente, ligande ali protitelesa, ki predstavljajo specifi¢ni
povezovalec med tarco in barvilom in hkrati lahko zagotavljajo fluorescenco pri razliénih pH

vrednostih(11, 18).

11
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1.3.3. Rodamini:

Rodamine odlikuje dobra fotostabilnost, visoka ob¢utljivost in mo¢na odvisnost od pH. Imajo
odlicne fotofizikalne lastnosti, kot so absorpcija in emisija pri dolgih valovnih dolzinah v
vidnem spektru svetlobe, velik absorpcijski koeficient ter visok fluorescentni kvantni
izkoristek (8, 14).

Rodamini v odvisnosti od pH reverzibilno spreminjajo obliko in s tem fluorescenco.
Spirocikli¢na oblika ne fluorescira, je brezbarvna in prevladuje v nevtralnem do rahlo kislem
mediju. Planarni obliki prevladujeta v kislem mediju. Eden od aromatskih aminov se
protonira in nastane imin. Zaradi nastanka planarne strukture potece konjugacija sistema,
posledica tega pa je fluorescenca. V zelo kislem mediju (pH < 2) se protonira Se drugi
aromatski amin, s tem dobimo dikationsko obliko, konjugiran sistem se porusi. Taka oblika
ima nizjo fluorescenco v primerjavi s planarnima oblikama. Ko rodamin 6G in B ter njuni

analogi fluorescirajo, s prostim o¢esom vidimo roznato barvo (Slika 7) (15).
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Slika 7: Spreminjanje oblike analogov rodamina B ali 6G v odvisnosti od pH.
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2. NAMEN DELA:

Cilj naSega dela je prouciti, kako reakcijski pogoji kemijske glikozilacije, reagenti in razli¢ni
analogi rodaminov vplivajo na izkoristek in vrsto produkta glikozilacije. Poleg tega nas
zanima, kako strukturi spojin 4a2 in 5¢ vplivata na profil absorban¢nega in fluorescen¢nega
spektra v odvisnosti od razlicnih pH vrednosti medija. Narisali bomo titracijski krivulji teh
dveh spojin in dolo¢ili priblizni vrednosti pKa, ter dolocili Stokes-ova premika za ti dve

spojini.

2.1. SINTEZNI NACRT:

i. Priprava glikozilnega donorja:

D-manozo in D-glukozo bomo peracetilirali (spojini 1a in 2a). V naslednji stopnji reakcije
bomo ods¢itili anomerno -OH skupino (spojini 1b in 2b) in jo v tretji stopnji reakcije

aktivirali v dobro izstopajoco skupino, t.j. trikloroacetimidat (spojini 1c in 2c).

ii. Priprava akceptorja za glikozilacijo:

Pripravili bomo razli¢éne aminoalkoholne naloge rodamina 6G (spojini 4a in 4b) in rodamina
B (spojine 5a, 5b, in 5c). Pred tem bomo pripravili spojino 3a, tako da bomo zas¢itili

karboksilno skupino L(-)serina, ki bo z rodaminom B reagirala v spojino 5c.

iii. Kemijska glikozilacija:

S kemijsko glikozilacijo bomo tvorili glikozidno vez med naslednjimi spojinami
(glej Tabelo 2). Pri tem bodo pogoji reakcije, izvedba reakcije in reagenti namenoma variirali
(glej Tabelo 3, str. 30).

GLIKOZILNI DONOR | AKCEPTOR | PRODUKT glikozilacije

Ic 4a 4al
2 da 4a3
2 Ba 5a3

Tabela 2: Prikaz kombinacij glikozilnih donorjev in akceptorjev ter njihovih glavnih
produktov.
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iv.  Odstranitev acetilne skupine:

Produktom glikozilacije bomo odstranili acetilne zasc¢itne skupine z Zemplenovo metodo na

sladkornem delu (spojine 4a2, 4a4 in 5a4).

2.2. MERJENJE ABSORBANCE IN FLUORESCENCE SPOJIN 4a2 in 5c:

Pripravili bomo raztopine spojin 4a2 in 5c¢ razli¢énih pH vrednosti in razli¢nih koncentracij
(10 M za UV-VIS spektroskopijo in 107 M za fluorescencno spektroskopijo) in jim pomerili
absorbancne in fluorescencne spektre. Podatke bomo grafi¢no ovrednotili. Narisali bomo

titracijski krivulji, grafi¢no dolo¢ili pKa vrednosti in ovrednotili spojini.
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3. MATERIALI IN METODE:
3.1. MATERIALI:

Pri sintezah in ¢iS¢enju produktov smo uporabljali reagente in topila razlicnih proizvajalcev
(Sigma, Merck, Acros, Apollo Scientific). Brezvodni diklorometan in THF smo pripravili tik

pred uporabo topila z destilacijo ob prisotnosti CaH, pod argonovo atmosfero.
3.2. METODE:

e Kromatografske metode:

Tankoplastna kromatografija: uporabljali smo TLC ploscice proizvajalca Merck z oznako

Silica gel 60 F254. Na aluminijastem nosilcu z dimenzijami 20 x 20 cm, je nanesen 0,20 mm
debel nanos silikagela, ki mu je dodan fluorescen¢ni indikator. Kromatograme smo razvili v
mobilnih fazah, ki so navedene v eksperimentalnem delu v nadaljevanju, pri vsaki sintezi.
Spojine na kromatografskih plos¢icah smo detektirali z UV svetlobo (A = 254 nm in A = 366
nm) in razliénimi orositvenimi reagenti v ustreznih raztopinah (ninhidrin, 20 % H»SO4 Vv

EtOH).

»Flash« kolonska kromatografija: uporabili smo jo kot separacijsko tehniko za ciS€enje

surovih produktov sinteze. Stacionarno fazo je predstavljal silikagel 60 z velikostjo delcev
0,04-0,063 mm (Merck). Mobilne faze so navedene v eksperimentalnem delu pri opisih

posameznih sintez.

smo uporabili metodo suhega nanosa.

e Spektroskopske metode:

Jedrska magnetna resonanca (NMR): NMR spektre so posneli na Bruker Avance 11l 400
MHz spektrometru na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. VVzorce smo posneli v devteriranih
topilih CDCl3;, DMSO-ds, CD3OD. Kot interni standard smo uporabili TMS. Kemijske
premike () smo podali v »parts per million« (ppm) glede na interni standard. Spektre smo

obdelali s programom NMRnotebook 2.70 (NMRTEC S.A.S.).
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Infrardeca spektroskopija: Spektre IR smo posneli na spektrometru Perkin-Elmer, FT-IR

System, Spectrum BX na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.

Masna spektrometrija: Masne spektre so posneli na masnem spektrometru VG-Analytical

AutoSpec Q proizvajalca Micromass (Manchester, Velika Britanija) z ESI tehniko v Centru za

masno spektrometrijo na Institutu Jozef Stefan v Ljubljani.

UV-VIS spektroskopija: Za snemanje absorpcijskih spektrov spojin 4a2 in 5¢ smo uporabili

aparaturo UV-VIS spektrofotometer Varian 50 Conc, USA na Fakulteti za farmacijo v

Ljubljani.

Fluorescencna spektroskopija: Fluorescenéne spektre spojin 4a2 in 5¢ smo posneli na

Fluorimeter ParkinElmer LS 55, UK na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.

e Dolocanje Tyy:

Temperature taliS€a spojin smo dolocili s Kofflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico

Leica na Fakulteti za farmacijo. Tali$¢a niso Korigirana.

e Dolocanje pH vrednosti:

Za dolocanje pH vrednosti smo uporabili pH meter: Mettler Toledo, MP 220 (1900 Polaris
Parkway, Columbus, USA).

e Poimenovanje in risanje spojin:

Za risanje spojin in poimenovanje le teh po IUPAC nomenklaturi smo uporabili ra¢unalniski

program ChemBioDraw Ultra 11.0.
¢ Risanje grafov in obdelava podatkov:

Podatke pridobljene z merjenjem UV-VIS in fluorescenénih spektrov smo obdelali in grafi¢no

prikazali z uporabo racunalniskega programa Microsoft Excel (Microsoft, ZDA).
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4. EKSPERIMENTALNO DELO IN REZULTATI ANALIZ:

4.1. ACETILIRANJE MANOZE IN GLUKOZE (20):

REAKCIJA:
O O
O OH O OAc
HO AcO
| PN _ |
HO OH AcO" OAc
OH DMAP, Pyr OAC
D(+)manoza 1a

Slika 8 : Peracetilacija D(+)manoze (sinteza spojine 1a)

4.1.1. SINTEZA (3S,4S,5R,6R)-6-(acetoksimetil)tetrahidro-2H-piran-2,3,4,5-tetrail
tetraacetata (1a):

(Mw = 390,34 g/mol)

Manozo (20,0 g; 111 mmol; 1,0 eq) raztopimo v piridinu (200 mL) in dodamo
4-dimetilaminopiridin (DMAP) (10 zrnc). Na ledeni kopeli po kapljicah preko kapalnika
dodamo acetatni anhidrid (68,0 g; 666 mmol; 6,0 eq). MeSamo pri sobni temperaturi 24 ur
pod Ar-atmosfero. Reakcijsko zmes zlijemo na 500 g ledu. Dodamo 200 mL etil acetata in 30
g citronske kisline ter prenesemo v lij lo¢nik. Lo¢imo fazi in organsko fazo zaporedoma
spiramo s 300 mL 10% citronske kisline, 300 mL nasi¢ene raztopine NaCl, 300 mL nasi¢ene
raztopine NaHCO3 (dvakrat) in zopet s 300 mL nasi¢ene raztopine NaCl. SuSimo z NaySQOy,
filtriramo in topilo uparimo pod znizanim tlakom. Produkta (43,9 g) ne cistimo ampak

nadaljujemo z naslednjo stopnjo reakcije.

REAKCIJA:
O. OH Q9 O. _OA
C
HO )ko)‘]\ - AcO
HO" “’OH DMAP, Pyr AcO" “"OAc
OH OAc
D(+)glukoza 2a

Slika 9: Peracetilacija D(+)glukoze (sinteza spojine 2a)
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4.1.2. SINTEZA (3R,4S,5R,6R)-6-(acetoksimetil)tetrahidro-2H-piran-2,3,4,5-tetrail
tetraacetata (2a):

Destiliranemu piridinu (975 mL) dodamo acetatni anhidrid (703 g; 6,89 mol; 9,5 eq),
postavimo na ledeno kopel in dodamo D(+)glukozo (130 g; 0,72 mol; 1,0 eq). Ko se glukoza
raztopi, odstavimo z ledene kopeli, pocakamo da se reakcijska zmes segreje na sobno
temperaturo in dodamo DMAP (7 zrnc). Reakcijo pustimo te¢i 20 ur pri sobni temperaturi in
pod Ar-atmosfero. Potek reakcije preverimo s TLC. Reakcijsko zmes prelijemo v meSanico
ledu in destilirane vode, vakuumsko filtriramo izpadle kristale ter pustimo suSiti na zraku

preko noci. Kristale ¢istimo s prekristalizacijo iz etanola.

(3R,4S,5R,6R)-6-(acetoksimetil)tetrahidro-2H-piran-2,3,4,5-tetrail tetraacetat (2a)

Mw = 390,34 g/mol

Izgled: bel prah Rf (CH,CI,:CH3;OH = 20:1) = 0,62
Izkoristek: 82 % (230 g) Tt =113 °C

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): (o/p anomera = 3/1) & 1,90-2,20 (4s; CH3 o/p anomera;
12H); 3,71 (m; ABX sistem; 1H-5 B anomer); 3,95-4,25 (m; 1H-5 o anomer; 2H-6 o/
anomera); 4,70 (d; J = 8,0 Hz; 1H-1 B anomer); 4,83 (dd; J = 3.6; 10,1 Hz; 1H-2 a anomer);
4,86 (dd; J = 8,1; 9,7 Hz; 1H-2 B anomer); 5,03 (t; J = 9,7 Hz; 1H-4 o/f} anomera); 5,18 (t;
J=9,6 Hz; 1H-3 B anomer); 5,38 (d; J = 3,5 Hz; 1H-1 a-anomer); 5,47 (t; J = 9,7 Hz; 1H-3
a anomer); ppm (10)
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4.2. SELEKTIVNA DEACETILACIJA ANOMERNEGA CENTRA (22):

REAKCIJA:
@ NH,
(0] OA (@] OH
AcO ¢ AcO
. » .
AcO" OAc THF AcO" OAc
OAc OAc
1a 1b
NH
@) A 2 (0] H
AcO Ohe ©/\ AcO ©
AcO™ “"OAc THE > AcO™ “'OAc
OAc OAc
2a 2b

Slika 10: Sinteza spojin 1b in 2b s selektivno odscito anomernega centra

POSTOPEK:

Ustrezen acetiliran sladkor (1,0 eq) raztopimo v brezvodnem THF in na ledeni kopeli po
kapljicah dodamo benzilamin (1,0 eq). Na ledeni kopeli pustimo $e 15 minut, nato pa meSamo
pri sobni temperaturi in pod Ar-atmosfero 48 ur. THF uparimo pod znizanim tlakom,
zaostalemu olju dodamo 250 mL EtOAc, spiramo 5 x z 200 mL 1M HCl in Se 2 x z 200 mL
nasi¢ene raztopine NaCl. Organsko fazo susimo z brezvodnim Na,SOy, filtriramo in topilo
uparimo pod znizanim tlakom. Surovi produkt ne Cistimo ampak nadaljujemo z naslednjo

stopnjo reakcije.

4.2.1. SINTEZA (2R,3R,4S,5S)-2-(acetoksimetil)-6-hidroksitetrahidro-2H-piran-3,4,5-
triil triacetata (1b):

Mw = 348,30 g/mol

Reagenti: 1a (43,9 g), THF (300 mL), fenilmetanamin (11,9 g; 111 mmol)
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4.2.2. SINTEZA (2R,3R,4S,5R)-2-(acetoksimetil)-6-hidroksitetrahidro-2H-piran-3,4,5-
triil triacetata (2b):

Mw = 348,30 g/mol

Reagenti: 2a (21,70 g; 55,6 mmol; 1,0 eq), THF (150 mL), fenilmetanamin (5,96 g; 55,6
mmol; 1,0 eq)

4.3. AKTIVACIJA ANOMERNE -OH SKUPINE (22):

REAKCIJA:
NH
H X
AcO” N\ OO CCI,CN Ao~ O 0
» CCl,
AcO" OAc  DBU, CH,Cl, AcO" OAC
OAc OAc
1b 1c
NH
O. .OH o_ .0
AcO CCI,CN AcO WO
‘ / ‘ / CCl,
AcO" “OAc  DBU, CH,CI, AcO" "“OAc
OAc OAc
2b 2¢

Slika 11: Sinteza trikloroacetimidatnega donorja (sinteza spojin 1c in 2¢)

POSTOPEK:

Neociscen sladkor 1b ali 2b (1,00 eq) raztopimo v brezvodnem CH,Cl,. Bu¢ko opremimo s
septumom in Ar-atmosfero ter postavimo na ledeno kopel s temperaturo -9 °C (led, aceton in
NaCl). Preko septuma dodamo 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundek-7-en (DBU) (0,28 eq) in
trikloroacetonitril (3,00 eq). Bucko pustimo na ledeni kopeli, dokler se led ne stali, nato
meSamo pri sobni temperaturi preko no€i. Surovi produkt ocistimo s kolonsko kromatografijo.

Uporabimo metodo suhega nanosa.
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43.1. SINTEZA (2R,3R,4S,55,6R)-2-(acetoksimetil)-6-(2,2,2-trikloro-1-iminoetoksi)
tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triil triacetata (1c):

Mw = 492,69 g/mol Rf (EtOAc:n-Hex = 2:1) = 0,53

Reagenti: 1b (44,7 g), CH,CI, (300 mL), | Kolonska kromatografija:
DBU (4,3 g; 28 mmol), trikloroacetonitril | MF1 = EtOAc:n-Hex = 1:3
(43,3 g; 300 mmol) MF2 = EtOAc:n-Hex = 1:2

Izgled: rumeno olje Izkoristek: 59 % (32,4 g)

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & 2,20; 2,07; 2,09; 2,29 (12H; 4 x s; 4 X -OAC); 4,15-4,22
(2H; m; H-5; H-6); 4,28 (1H; dd; J = 4,3 Hz; J = 11,8 Hz); 5,40-5,42 (2H; m; H-3; H-4);
5,48 (1H; t; J = 2,1 Hz); 6,29 (1H; d; J = 1,9 Hz); 8,80 (1H; s; -NH) ppm (22)

4.3.2. SINTEZA (2R,3R,4S,5R,6R)-2-(acetoksimetil)-6-(2,2,2-trikloro-1-iminoetoksi)
tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triil triacetata (2c):

Mw = 492,69 g/mol Rf (EtOAc:n-Hex = 2:1) = 0,58

Reagenti: 2b (18,3 g), CH,Cl, (150 mL), | Kolonska kromatografija:
DBU (2,4 g; 15,6 mmol), trikloroacetonitril | MF1 = EtOAc:n-Hex = 1:3,

(24,1 g; 166,8 mmol) MF2 = EtOAc:n-Hex = 1:2,
MF3 = EtOAc:n-Hex = 1:1
Izgled: rumeno olje Izkoristek: 46 % (12,6 g)

'"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 8,67 (s; 1H; NH); 6,53 (d; 1H; J = 3,7 Hz; 1-H); 5,53 (t;
1H; J =9,9 Hz; 3-H); 5,14 (t; 1H; J = 10,0 Hz; 4-H); 5,10 (dd; 1H; J = 10,2 Hz; J = 3,7 Hz;
2-H); 4,25 (dd; 1H; J = 12,3 Hz; J = 4,1 Hz; 6-H); 4,18 (ddd; 1H; J = 10,3 Hz; J = 4,0 Hz;
J = 2,0 Hz; 5-H); 4,13 — 4,07 (m; 1H; 6°-H); 2,05; 2,02; 2,00; 1,99 (4s; 12H; OAc) ppm
(21)
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4.4, ZASCITA —COOH SKUPINE SERINA:

REAKCIJA:
o)
HOO Y 0 ———» HO™ Y o~
"NH53 CH;0H "NH;
L(-)serin 3a

Slika 12: Zascita —COOH skupine L(-)serina (sinteza spojine 3a)

POSTOPEK:

L(-)serinu (3,00 g; 28,55 mmol; 1 eq) dodamo 10 mL CH3OH in me$amo na ledeni kopeli
pod Ar-atmosfero. Z injekcijsko brizgo po kapljicah dodamo tionil klorid (6,80 g; 57,10
mmol; 2 eq). MeSamo ¢ez noC pri sobni temperaturi. Naslednji dan reakcijsko zmes
refluktiramo pri 80 °C 90 minut in nato meSamo ¢ez no¢ pri sobni temperaturi. Naslednji dan
dodamo $e tionil klorid (3,40 g; 28,6 mmol; 1 eq) in refluktiramo pri 80 °C 90 minut. Potek

reakcije preverimo s TLC. Produkta ne ¢istimo, saj je reakcija potekla kvantitativno.

4.4.1. SINTEZA (R)-3-hidroksi-1-metoksi-1-oksopropan-2-aminijev klorida (3a) (6):

Mw = 155,58 g/mol Izgled: bel prah

Izkoristek: 95 % Rf (CH.Cl;:CH30H=4:1 + 1% Et3N) = 0,39

'"H-NMR (400 MHz, CD30D): § 4,03 (m; 1H); 3,90 (dd; 1H; J = 6,6 Hz; J = 18.6 Hz);
3,82 (dd; 1H; J =4,8 Hz; J = 17,4 Hz); 3,81 (s; 3H) ppm (6)
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45. SINTEZA ETANOLAMIDNEGA IN PROPANOLAMIDNEGA DERIVATA
RODAMINA 6G:

REAKCIJA:

4a rodamin 6G 4b

Slika 13: Sinteza alkoholamidnih derivatov rodamina 6G (sinteza spojin 4a in 4b)

SPLOSNI POSTOPEK:

Rodaminu 6G dodamo ustrezen aminoalkohol, kataliticno koli¢ino KCN in topilo EtOH.
Reakcijsko zmes mes$amo pod refluksom na 90 °C preko no¢i pod Ar-atmosfero. Naslednji
dan potek reakcije preverimo s TLC. Surovi produkt ¢istimo s kolonsko kromatografijo.

Uporabimo metodo suhega nanosa.

4.5.1. SINTEZA 3°,6’-bis(etilamino)-2-(2-hidroksietil)-2°,7’-dimetilspiro[isoindolin-1,9-
ksanten]-3-ona (4a):

Mw = 457,24 g/mol

Reagenti: rodamin 6G (1,10 g; 2,30 Kolonska kromatografija: 40 g stacionarne
mmol; 1,0 eq), 2-aminoetanol (378 ul; | faze, MF1 = CH,Cl,:CH30OH = 60:1 + 3%0 EtsN
6,90 mmol; 3,0 eq), 10 mL EtOH MF2 = CH,Cl,:CH30H = 50:1 + 3%o Et3N.
Izgled: svetlo-rjav prah Rf (CH,Cl,:CH3OH = 10:1 + 3%0 EtzN) = 0,59
Izkoristek: 73% (694 mg) Ttal = 284-286 °C

IR (KBr): 3420, 2968, 2866, 2364, 1682, 1622, 1519, 1468, 1421, 1395, 1272, 1220, 1201,
1160, 1096, 1078, 1033, 1014, 867, 812, 744 cm™

'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 1,22 (t; 6H; J = 7,11 Hz; 2 x —-CH,-CHj3); 1,87 (s; 6H;
2 X Ar-CHs); 2,91-3,03 (m; 4H; N-CH,-CH,-OH); 3,14 (q; 4H; J = 7,11 Hz; 2 x —CH-
CHs); 4,53 (bs; 1H; -OH); 5,10 (bs; 2H; 2 x —NH-); 6,07 (s; 2H; H*-Ar; H>-Ar); 6,27 (s;
2H; H'-Ar; H¥-Ar); 6,96-6,98 (m; 1H; H'-Ar); 7,48-7,51 (m; 2H; H>-Ar; H®-Ar); 7,76-7,78
(m; 1H; H*Ar) ppm
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BC-NMR (DMSO-dg, 100 MHz): § 14,17 (2 x —CH,-CHs); 17,03 (2 x Ar-CHs); 37,50 (2 x
—CH,-CHs); 41,82 (N-CH,-CH,-OH); 58,08 (N-CH,-CH,-OH); 64,17 (ArsC'N); 95,60
(C*(Ar), C(Ar)); 104,60 (Ar-C-C1-C-Ar); 118,29 (CZ'(Ar); C7(Ar)); 122,29 (C*(Ar));
123,62 (C’(Ar)), 127,51 (C" (Ar); C¥(Ar)); 128,25 (C°(Ar)); 130,43 (C°(Ar)); 132,66 (C*-
C(Ar)-C?); 147,67 (C*'(Ar); C*(Ar)); 150,98 (C*-C(Ar)-O; C>-C(Ar)-0); 153,52 (C'-
C(Ar)-Ch); 166,88 (C*=0) ppm

MS (ESI): m/z (relativna intenziteta) 458 (MH", 100)
HRMS (ESI): izra¢unan za CgH3;N3O3 [M+H]" 458,2444, ugotovljen 458,2451

4.5.2. SINTEZA 3’,6’-bis(etilamino)-2-(3-hidroksipropil)-2°,7’-dimetilspiro[izoindolin-
1,9°-ksanten]-3-on (4b):

Mw = 471,25 g/mol

Reagenti: Rodamin 6G (1,00 g; 2,09 | Kolonska kromatografija: 60 g stacionarne faze,
mmol; 1 eq), 3-aminopropan-1-ol MF = CH,Cl,:CH3;0H =9:1 + 3 %0 EtsN

(0,94 g; 12,50 mmol; 6 eq), 5 mL

EtOH

Izgled: svetlo-roza prah Rf (CH,Cl;:CH30H=10:1 + 3 %0 Et3N)=0,44
Izkoristek: 50% (483 mg) Tia = 277-279 °C

IR (KBr): 3425, 3337, 2961, 2858, 1682, 1636, 1620, 1517, 1470, 1421, 1326, 1271, 1219,
1159, 1144, 1042, 1014, 868, 814, 782, 746 cm *

"H-NMR (DMSO-dg, 400 MHz): & 1,15-1,19 (m; 2H; N-CH,-CH»-CH»-OH); 1,22 (t; 6H;
J =725 Hz; 2 x CHp-CHa); 1,87 (s; 6H; 2 x Ar-CHs); 3,02 (t; 2H; J = 7,51 Hz; N-CH,-
CH,-CH,-OH); 3,10-3,16 (m; 6H; N-CH,-CH,-CH,-OH; 2 x CH,-CHs); 4,33 (bs; 1H; -
OH); 5,07 (t; 2H; J = 5,32 Hz; 2 x -NH- ); 6,08 (s; 2H; H*-Ar; H>-Ar); 6,27 (s; 2H: H' -Ar;
H¥-Ar); 6,96-6,98 (m; 1H; H'-Ar); 7,48-7,50 (m; 2H; H>-Ar; H®-Ar); 7,77-7,79 (m; 1H:;
H*-Ar) ppm

BC-NMR (DMSO-dg, 100 MHz): § 14,15; 17,02; 31,02; 37,27; 37,47; 54,91; 64,28;
95,61; 104,66; 118,16; 122,19; 123,51; 127,51; 128,15; 130,49; 132,52; 147,58; 150,96;
153,64; 166,93 ppm

MS (ESI): m/z (relativna intenziteta) 472 (MH", 100)
HRMS (ESI): izra¢unan za CgH34N303 [M + H]" 472,2600, ugotovljen 472,2597
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4.6. SINTEZA ALKOHOLAMIDOV 1Z RODAMINA B:

REAKCIJA:

)
N~

rodamin B

Cl

hy

Cl

DMF, CH.Cl

Slika 14: Sinteza alkoholaminskih derivatov rodamina B (sinteza spojin 5a, 5b, 5¢)
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Tadeja Janc Kemijska glikozilacija rodamina B in 6G z D-manozo in D-glukozo

4.6.1. POSTOPEK ZA SINTEZO N-(9-(2-(klorokarbonil)fenil)-6-(dietilamino)-3H-
ksanten-3-iliden)-N-etiletanaminijevega klorida (5): (Mw = 497,46 g/mol)

Rodamin B (6,00 g; 12,53 mmol; 1,0 eq) raztopimo v 120 mL brezvodnega CH,Cl..
Ohladimo na ledeni kopeli, dodamo 1 kapljico DMF in z brizgo po kapljicah dodamo oksalil
klorid (3,82 g; 30,07 mmol; 2,4 eq) ob konstantnem meSanju. Reakcijsko zmes pustimo na
ledeni kopeli Se 15 minut, nato 15 minut pri sobni temperaturi in pod Ar-atmosfero. 45 minut
mesamo pod refluksom pri 50 °C. Pod znizanim tlakom uparimo topilo, da nastane stabilna
pena zlato-vijoli¢ne barve, ki jo raztopimo v 20 mL CH,Cl; in vsebino bucke razdelimo po

enakih delih v 3 bucke in takoj nadaljujemo z naslednjimi stopnjami reakcij.

POSTOPEK za sintezo 5a, 5b in 5c:

Ustrezen aminoalkohol raztopimo v CH,Cl, (pri 5¢ dodamo $e Et3N) in po kapljicah ob
konstantnem meSanju na ledeni kopeli dodamo spojino 5 (2,00 g; 4,03 mmol; 1,0 eq)
raztopljeno v CH,Cl,. Po 15 minutah odmaknemo z ledene kopeli in nadaljujemo z me$anjem
pri sobni temperaturi in pod Ar-atmosfero. Potek reakcije preverimo s TLC. Surovi produkt

o€istimo s kolonsko kromatografijo. Uporabimo metodo suhega nanosa.

4.6.2. 3°,6’-bis(dietilamino)-2-(2-hidroksietil)spiro[izoindolin-1,9’-ksanten]-3-on (5a):

Mw = 485,62 g/mol

Reagenti: 2-aminoetanol (1,48 g; Kolonska kromatografija: 100 g silikagela,
24,18 mmol; 6,0 eq), 5 mL CH,Cl, | MF1 = CH,Cl,:CH30H= 60:1 + 3 %o Et3N,
MF2 = CH,Cl,:CH30H= 50:1 + 3 %o EtsN

Izgled: svetlo-vijoli¢en prah Rf (CH,Cl;:CH3;OH = 10:1 + 3 %0 Et3N) = 0,62
Izkoristek: 82% (1, 604 g) Ttar = 219-220 °C

IR (KBr): 3482, 2965, 2927, 1684, 1661, 1617, 1584, 1516, 1466, 1428, 1331, 1266,
1220, 1151, 1119, 1036, 968, 867, 810, 785, 764, 704 cm™
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TH-NMR (DMSO-dg, 400 Hz): & 1,09 (t; 12H; J = 6,95 Hz; -CH,-CHj3); 2,95-3,05 (m; 4H;
N-CH,-CH,-OH); 3,33 (q; 8H; J = 6,80 Hz; 4 x -CH,-CH3); 4,58 (t; 1H; J = 5,3 Hz; -OH);

6,30 in 6,33 (2 x s; 2H; H>-Ar; H*-Ar); 6,36-6,38 (m; 4H; H' -Ar; H*-Ar; H”-Ar; H*-Ar);
7,00-7,04 (m; 1H; H'-Ar); 7,47-7,53 (m; 2H; H>-Ar; H°-Ar); 7,76-7,80 (m; 1H; H*-Ar) ppm

3C-NMR (CDCls; 100 MHz): 12,62; 44,38; 44,67; 62,72; 65,90; 97,75; 104,73; 108,21;
122,92; 123,82; 128,17; 128,52; 130,42; 132,74; 148,88; 153,27; 153,92; 170,14 ppm

HRMS (ESI): izracunan za CsoH3sNsOs [M + H]* 486,2757; ugotovljen 486, 2761

4.6.3. 3°,6’-bis(dietilamino)-2-(3-hidroksipropil)spiro[izoindolin-1,9’-ksanten]-3-on (5b):

Mw = 499,64 g/mol

Reagenti: 3-aminopropan-1-ol Kolonska kromatografija: 100 g silikagela,
(1,82g; 24,18 mmol; 6,0 eq), 5 mL MF1 = CH,Cl,:CH3;0H=60:1 + 3 %0 Et3N,
CH,CI, MF2 = CH,Cl,:CH30H=50:1 + 3 %0 EtzN

Izgled: vijoli¢en prah Rf (CH,Cl,:CH3OH =20:1 + 3 %o Et3N) =0,57
Izkoristek: 90% (1,814 g) Tt = 220-221 °C

IR (KBr): 3434, 2972, 2928, 2869, 1686, 1665, 1631, 1616, 1583, 1543, 1515, 1467, 1449,
1427, 1330, 1267, 1220, 1151, 1119, 1077, 1017, 935, 866, 815, 784, 764, 702 cm™

'H-NMR (DMSO-ds, 400 Hz): 8 1,09 (t; 12H; J = 7,0 Hz; -CH,-CHs); 1,19-1,26 (m; 2H;
N-CH,-CHo-CH,-OH); 3,03 (t; 2H; J = 7,7 Hz; N-CH,-CH,-CH,-OH); 3,18 (q; 2H; J = 5,9
Hz; N-CH;-CH,-CH,-OH); 3,32 (q; 8H; J = 6,67 Hz; 4 X ~CHo-CHj); 4,34 (t; 1H; J=5,3
Hz; -OH); 6,31 in 6,33 (2 x 5; 2H; H>-Ar; H*-Ar); 6,36 (d; 2H; J = 2,5 Hz; H*-Ar; H -
Ar); 6,38 (s; 2H; H' -Ar; H-Ar); 7,00-7,02 (m; 1H; H™-Ar); 7,48-7,51 (m; 2H; H>-Ar; H®-
Ar); 7,77-7,79 (m; 1H; H*-Ar) ppm

*C-NMR (CDCls; 100 MHz): 12,60; 30,78; 35,53; 44,40; 58,27; 65,44; 97,66; 105,18;
108,07; 122,84; 123,88; 128,23; 128,71; 131,03; 132,64; 148,89; 153,45; 169,22 ppm

HRMS (ESI): izracunan za Cs1H3sN3Os [M + H]* 500,2913; ugotovljen 500,2899
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4.6.4. (R)-metil 2-(3’,6’-bis(dietilamino)-3-oksospiro[izoindolin-1,9’-ksanten]-2-il)-3-
hidroksipropanoat (5c):

Mw = 543,65 g/mol

Reagenti: 3a (0,93 g; 6,05 mmol; 1,5 | Kolonska kromatografija: 130 g silikagela,
eq), 10 mL CH,Cl, Et3N (1,43 g; MF = EtOAc:n-Hex = 1:1

14,10 mmol; 3,5 eq)

Izgled: roza prah Rf (CH,Cl;:CH30OH=10:1 + 3 %o Et3N) = 0,67
Izkoristek: 51 % (1,12 g) Tea = 191-192 °C

IR (KBr): 3316, 2967, 2926, 2869, 1740, 1666, 1633, 1615, 1544, 1517, 1470, 1429, 1402,
1348, 1334, 1120, 1042, 953, 864, 822, 782, 764, 705 cm™

TH-NMR (DMSO-dg, 400 Hz): & 1,09 (t; 12 H; J = 7,0 Hz; -CH»-CHs); 3,28-3,37 (m; 12H;
-O-CHs; 4 x -CH»-CHj3; -N-CH-CH,-OH); 3,74-3,84 (m; 2H; -CH-CH,-OH); 3,88 (bs; 1H;
J =75 Hz; 4,6 Hz; -OH); 6,35 (d; 6H; J = 4,7 Hz; H1’-Ar; H*-Ar H*-Ar; H>-Ar; H” -Ar;
H¥-Ar); 7,00-7,02 (m; 1H; H'-Ar); 7,50-7,57 (m; 2H; H>-Ar; H®-Ar); 7,79-7,81 (m; 1H;
H*-Ar) ppm

C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): § 12,38; 12,40; 43,66; 51,42; 56,83; 60,08; 65,11;
96,90; 96,96; 103,52; 104,05; 107,48; 108,00; 122,43; 123,79; 128,40; 128,94, 129,81,
129,98; 133,11, 148,41; 152,74, 153,29; 166,80; 169,04 ppm

HRMS (ESI): izradunan za CaHasNsOs [M + H]* 544,2811; ugotovljen 544,2797
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4.7. KEMIJSKA GLIKOZILACIJA:

REAKCIJA:

Kemijska glikozilacija rodamina B in 6G z D-manozo in D-glukozo

@—g\—o OAc
(@)

Slika 15: Kemijska glikozilacija. Nastanek spojin 4al, 4a3 in 5a3

POSTOPEK:

Pri vsakem poskusu izvedba in pogoji reakcije namenoma variirajo. Vsem pa je skupno

naslednji vrstni red in pogoji:

Ves pribor s katerim pridejo reagenti neposredno v stik, je ustrezno posusen, da ni prisotne

vode, prav tako je reakcijska bucka ves ¢as priprave in nato med potekom reakcije nepredusno

zaprta in pod Ar-atmosfero.
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Tadeja Janc Kemijska glikozilacija rodamina B in 6G z D-manozo in D-glukozo
A. Aktivirani sladkor in ustrezen alkoholni analog rodamina susimo na vakuumski
¢rpalki vsaj eno uro.
B. Bucko postavimo na kopel, ki je zmes metanola in acetona in jo ohlajamo s
potopnim hladilnikom in ves ¢as reakcije kontroliramo temperaturo.
C. Preko septuma dodamo brezvodni CH,Cl, in nato TMSOTT.
D. Pri doloceni T pustimo teci reakcijo, ki pa jo nato ustavimo z dodatkom Et;N ali
vodne raztopine NaHCO:s.
IZVEDBA IN POGOJI REAKCIJE
SPOJINA | A B C D
4al 4ain 1c -30 °C 1 h pri-30 °C,
zdruZena v 0,5 h pri -15 °C.
bucki. Segrejemo na sobno T
in dodamo EtzN.
4a3 4ain 2c -35°C | 2craztopimov | Po dodatku TMSOTT,
lo¢ena. Vsak v CH,ClIy, izklopimo hlajenje in
svoji bucki. ohladimo na pustimo, da se T sama
kopeli in dvigne iz -35 °C na
dodamo s 0 °C (3 h). Nato ¢ez no¢
pomocjo brizge | pustimo v zmrzovalniku
4araztopljenv | na-18 °C in naslednji
CH,Cl,, dan dodamo EtzN.
nato dodamo
TMSOTT.
5a3 bain2cvisti | -35°C | CH.CI; v bucko. Hlajenje izklopimo,

bucki, vendar
loCena; 5a je v
penicilinki, ki
je postavljena
pokon¢no v
bucki.

Penicilinko po 3
min prevrnemo,
da se vsebini
med seboj
premesata,
dodamo
TMSOTT.

pustimo narasc¢ati T do
-5°C (2 h) in dodamo
vodno raztopino
NaHCO:;.

Tabela 3: Pogoji in izvedbe glikozilacijskih reakcij.
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4.7.1. (2S,3S,4R,5R)-2-(acetoksimetil)-6-(2-(3',6'-bis(etilamino)-2*,7*-dimetil-3-
oksospiro[izoindolin-1,9'-ksanten]-2-il)etoksitetrahidro-2H-piran-3,4,5-triil triacetat

(4al):

Mw = 787,85 g/mol

Reagenti: 4a (513 mg; 1,12 mmol; 1 eq); Kolonska kromatografija: 40 g silikagela
1c (614 mg; 1,25 mmol; 1,1 eq) MF1 = EtOAc:n-Hex = 2:1

20 mL CH.CI,; TMSOTf (1,24 mmol; 1,1 MF2 = EtOAc:n-Hex = 3:1

eq)

2,0 eq EtsN

Izgled: rumena pena Rf (etil acetat : heksan = 2:1) = 0,34
Izkoristek: 38 % (334 mq) Tta = 115-117 °C

IR (KBr): 3422, 2973, 2368, 1752, 1624, 1522, 1420, 1376, 1225, 1158, 1047, 895, 746,
600 cm*

"H-NMR (DMSO-dg, 400 MHz): & 1,22 in 1,23 (2 x t; 6H; J = 7,1 Hz; 2 Xx ~CH,-CHy);
1,43 (s; 3H; -CO-CHs); 1,86 in 1,87 (2 x s; 6H; 2 X Ar-CHj3); 1,97 (s; 3H; -CO-CHj3); 1,99
(s; 6H; 2 x —CO-CHj3); 2,91-2,98 (m; 2H; N-CH,-CH,-0-); 3,01-3,08 (m; 1H; N-CHaHy-
CH-0-); 2,12-3,17 (m; 5H; 2 x ~CH,-CH3; N-CHzH,-CH,-0-); 3,89 (ddd; J = 2,6; 4,5;
10,0 Hz; 1H; H>-Man.); 4,00-4,06 (m; 2H; H-Man.; H*-Man.); 4,09 (dd; J = 4,3; 12,4 Hz;
1H; H*®-Man; 4,94 (dd; J = 9,7; 9,7 Hz; 1H; H*-G); 5,02-5,23 (m; 2H; 2 x -NH-); 5,29
(dd; J=9,9; 4,0 Hz; 1H; H>-Man.); 5,35 (d; J = 2,4 Hz; 1H; H'-Man.); 6,08 (s; 2H; H*-Ar;
H>-Ar); 6,28 (s; 2H; H' -Ar; H*-Ar); 6,98-7,00 (m; 1H; H’-Ar); 7,50-7,52 (m; 2H; H>-Ar;
H®-Ar); 7,76-7,79 (m; 1H; H*-Ar) ppm

®C-NMR (CDCls; 100 MHz): § 14,77 (2 x —-CH,-CHs); 16,70 (2 x Ar-CHs); 20,71; 20,77;
20,97 (3 X ~COCHa); 24,94 (-CO-CHa); 38,44 (2 x —CH,-CHs); 39,79 (N-CH,-CH,-0-);
59,50 (N-CH»-CH,»-0-); 62,36 (C-Man.); 64,90 (ArsC*N); 65,83 (C*-Man.); 68,59 (C°-
Man.); 70,17 (C*-Man.); 71,19 (C3-Man.); 96,49; 96,52 (C* (Ar); C* (Ar)); 97,38 (C*-
Man.); 105,60; 106,12 (Ar-C-C*-C-Ar); 117,88; 117,99 (C* (Ar); C” (Ar)); 122,82 (C*(Ar));
123,80 (C(Ar)); 124,43 (-O3C-CHa); 128,07 (C°(Ar)); 128,47; 128,60 (C' (Ar); C* (Ar));
130,84 (C8(Ar)); 132,55 (C*-C(Ar)-C%); 147,42; 147,46 (C*'(Ar); C®(Ar)); 151,64; 151,68
(C*-C(Ar)-0; C*-C(Ar)-0); 153,77 (C'-C(Ar)-CY); 168,23 (C*=0); 169,50; 170,21; 170,70
(3 x -COCHgs) ppm

MS (ESI): m/z (relativna intenziteta) 788 (MH", 100)
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HRMS (ES™): izracunan za CHsoN301, [M+H]* 788,3394, ugotovljen 788,3401

4.7.2. (2S,3S,4R,5S,6S)-2-(acetoksimetil)-6-(2-(37,6 -bis(etilamino)-2",7 -dimetil-3-
oksospiro[izoindolin-1,9"-ksanten]-2-il)etoksi)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triil triacetat

(4a3):

Mw = 787,85 g/mol

Reagenti: 4a (1,00 g; 2,20 mmol; 1,0 eq); Kolonska kromatografija:
2c (1,23 g; 2,50 mmol; 1,1 eq); TMSOTf 75 g silikagela; MF1 = PE:EtOAc=2:1+3
(2,20 mmol; 1,0 eq); 10 mL CH,ClI; za 2c; %o EtsN; MF2 = PE:EtOAc = 1:2 + 3 %o

30 mL CH,CI, za 4a; 2,0 eq EtsN EtsN in MF3 = EtOAC
Izgled: rumena pena Rf (EtOAc:n-Hex = 2:1) = 0,30
Izkoristek: 33 % (0,58 g) Ttar = 98-99 °C

IR (KBr): 3423, 2972, 1751, 1690, 1622, 1518, 1421, 1376, 1221, 1158, 1039, 886, 746

cm?

"H-NMR (DMSO-dg, 400 MHz): & 1,21 (t; 6H; J = 7.11 Hz; 2 x -CH,-CHa); 1,86 (s; 6H; 2
x Ar-CHj3); 1,98 (s; 3H; -CO-CHy); 2,01 (s; 3H; -CO-CHy3); 2,02 (s; 3H; -CO-CHj); 2,07 (s;
3H; -CO-CHs); 2,90-3,09 (m; 4H; N-CH,-CH,-0-); 2,11-3,17 (m; 4H; 2 x -CH»-CH3); 3,83
(ddd; J = 3,29; 5,14; 9,08 Hz; 1H; H>-G); 4,07-4,14 (m; 3H; H%-G; H*-G; H%-G); 4,75 (dd;
J=3,76; 9,21 Hz; 1H; H®-G); 4,96 (t; J = 3,56 Hz; 1H; H*-G); 5,12-5,15 (m; 2H; 2 x -NH-
); 5,43 (d; J = 5,24 Hz; 1H; H-G); 6,09 (s; 2H; H*-Ar; H>-Ar); 6,28 (s; 2H; H'-Ar; H®-
Ar); 6,99-6,01 (m; 1H; H'-Ar); 7,50-7,53 (m; 2H; H>-Ar; H®Ar); 7,77-7,80 (m; 1H; H*-Ar)
ppm

BC-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): § 12,29; 15,14; 18,73; 18,79; 18,95; 20,24; 35,65;
57,25; 57,96; 60,82; 62,39; 65,19; 65,43; 67,96; 71,63; 93,72; 94,62; 102,60; 102,65;
116,50; 116,56; 119,23; 120,53; 121,85; 125,79; 126,51; 128,61; 130,98; 145,95; 149,23;
151,43; 164,94, 167,11; 167,54; 168,28 ppm

HRMS (ESI): izracunan za C22HsoN3O12 [M + H]* 788,3394; ugotovljen 788,3386
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Kemijska glikozilacija rodamina B in 6G z D-manozo in D-glukozo

4.7.3. (2S,3S,4R,5S,6S)-2-(acetoksimetil)-6-(2-(3",6'-bis(dietilamino)-3-
oksospiro[izoindolin-1,9'-ksanten]-2-il)etoksi)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triil triacetat

(5a3):

Mw = 815,90 g/mol

Reagenti: 5a (0,55 g; 1,14 mmol; 1,0 eq);
2¢ (0,67 g; 1,37 mmol; 1,2 eq); 10 mL
CH.Cl,; TMSOTTf (0,91 mmol; 0,8 eq);
vodna raztopina NaHCO3 (2,28 mmol; 2,0

eq)

Kolonska kromatografija:

45 g silikagela

MF1 = EtOAc:n-Hex = 2:1;

MF2 = EtOAc:n-Hex = 3:1

Produkta ne uspemo popolnoma ocistiti,
zato nadaljujemo z 0,40 g neociScenega

produkta z naslednjo stopnjo reakcije.
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4.8. ODSTRANITEV ACETILNE ZASCITE:

REAKCIJA:

HN o NH H N (@] N H 0
AcO—C NaOMe o/
00O — >
SN OAc MeOH N
OAc
S @Ko
(@] O

HN (0] NH HN NH
NaOMe
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0 OAc OH
OAc OH
AcO HO
4a3 4a4
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NaOMe
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© O,&)c OI9
AcO HO
5a3 S5a4

Slika 16: Odstranitev acetilne zascite (sinteza spojin 4a2, 4a4 in 5a4)

POSTOPEK:
Ustrezen glikozidni rodamin raztopimo v brezvodnem MeOH in dodamo NaOCHs.

Reakcijo pustimo teci 60 minut pri sobni temperaturi in pod Ar-atmosfero. Potek reakcije

preverimo s TLC. Produkt ¢istimo s kolonsko kromatografijo.
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4.8.1. SINTEZA natrijevega (2R,4aS,7R,8S,8aR)-6-(2-(3",6'-bis(etilamino)-2',7'-dimetil-
3-oksospiro[izoindolin-1,9'-ksanten]-2-il)etoksi)-7,8-dihidroksi-2-
metilheksahidropirano[3,2-d][1,3]dioksin-2-olata (4a2):

Mw = 661,74 g/mol

Reagenti: 4al (334 mg; 0,424 mmol; Kolonska kromatografija: 15 g silikagela
1,0 eq); CH30OH 10 mL; NaOMe (5mg; | MF1 = CH,CI;:CH30H =9:1 + 3 %0 EtsN
0,085 mmol; 0,2 eq)

Izgled: svetlo rumena stabilna pena Rf (CH,Cl,:CH3OH =9:1 + 3 %o Et;N) = 0,24
Izkoristek: 73 % (193 mgq) Tia = 123-125 °C

IR (KBr): 3405, 2969, 2930, 2364, 1718, 1670, 1637, 1621, 1518, 1472, 1420, 1387, 1270,
1218, 1202, 1158, 1054, 887, 814, 745, 693, 551 cm™

'H-NMR (DMSO-dg, 400 MHz): § 1,22 (t; 3H; J = 7,2 Hz; -CH»-CHs); 1,23 (t; 3H; J =
7,2 Hz; -CH»-CHj3); 1,37 (s; 3H; -O3C-CHj3); 1,87 (s; 3H; Ar-CHjs); 1,88 (s; 3H; Ar-CHs);
2,81-2,92 (m; 2H; N-CH,-CH,-0O-); 2,98-3,08 (m; 2H; N-CH,-CHyH,-O-; H>-Man.); 3,12-
3,18 (m; 4H; 2 x —CH,-CHs); 3,20-3,27 (m; 2H; N-CH,-CH,H,-O-; H*-Man.); 3,40-3,44
(m; 2H; H-Man., H3-Man.); 3,64 (dd; 1H; J = 11,5 Hz; 3,4 Hz; H**-Man); 3,74 (dd; 1H; J
= 4,1 Hz; 2,4 Hz; H®-Man); 4,57 (bs; 1H; -OH); 4,98 (d; 1H; J = 5,0 Hz; -OH); 5,03 (bs;
1H; -OH); 5,04 (d; 1H; J = 2,3 Hz; H-Man.); 5,10 (t; 1H; J = 5,3 Hz; -NH-); 5,14 (t; 1H; J
= 5,5 Hz; -NH-); 6,05 in 6,08 (2 x s; 2H; H>-Ar; H*-Ar); 6,30 in 6,28 (2 x s; 2H; H' -Ar;
H¥-Ar); 7,00-7,02 (m; 1H; H'-Ar); 7,50-7,53 (m; 2H; H®-Ar; H®-Ar); 7,78-7,80 (m; 1H;
H*-Ar) ppm

'H-NMR (MeOD, 400 MHz): & 1,31-1,35 (m; 6H; 2 x —CH,-CHs); 1,48 (s; 3H; -OsC-
CHs3); 1,93 (s; 3H; Ar-CHs); 1,94 (s; 3H; Ar-CHj3); 2,97-3,03 (m; 1H; N-CH;Hp-CH,-O-);
3,07-3,17 (m; 3H; N-CHaHp-CH,-O-; N-CH,-CHaH,-O-; H®-Man.); 3,25 (q; 4H; J = 6,9
Hz; 2 x ~CH,-CHs); 3,35-3,38 (m; 1H; N-CH,-CH.Hy-0-); 3,46 (dd; 1H; J = 9,1 Hz; 9,1
Hz; H*-Man.); 3,55-3,57 (m; 1H; H3-Man.); 3,63 (dd; 1H; J = 11,9 Hz; 5,7 Hz; H**-G); 3,82
(m; 2H; H®-G; H-Man.); 5,14 (s; 1H; H-Man.); 6,11 in 6,15 (2 x s; 2H; H>-Ar; H*-Ar);
6,41 (s; 2H; H"-Ar; H*-Ar); 7,05-7,06 (m; 1H; H'-Ar); 7,54-7,55 (m; 2H; H>-Ar; H°-Ar);
7,88-7,89 (m; 1H; H*-Ar) ppm
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C-NMR (MeOD-ds; 100 MHz): & 14,47; 14,80 (2 x —-CH,-CHs); 17,14 (2 x Ar-CHs);
26,16 (-N-CO-CHj3); 39,23 (2 X —CH,-CHs); 40,61 (N-CH,-CH,-0-); 59,92 (N-CH,-CH,-
0-); 62,77 (C°®-Man.); 67,06 (ArsC*N); 68,47 (C*-Man.); 73,53 (C*-Man.); 76,96 (C°-
Man.); 81,21 (C*>-Man.); 97,49; 97,59 (C*(Ar); C*'(Ar)); 99,01 (C*-Man.); 105,92; 106,29
(Ar-C-C*-C-Ar); 119,96; 120,12 (C* (Ar); C” (Ar)); 123,57 (C*(Ar)); 125,04 (C'(Ar));
125,15 (C°(Ar)); 129,03; 129,31; 129,58 (C' (Ar); C¥ (Ar); -O3C-CHs); 132,06 (C°(Ar)):
134,21 (C*-C(Ar)-C?); 149,51 (C* (Ar); C° (Ar)); 153,29 (C*-C(Ar)-0; C’-C(Ar)-0);
155,12 (C’-C(Ar)-C); 169,85 (C*=0) ppm

MS (ES™): m/z (rel. intenziteta): 662 (MH", 20), 500 (25), 458 (100), 220 (20), 102 (29)
HRMS (ESI): izraunan za C3sHN3Og [M+H]" 662,3078, ugotovljen 662,3071

4.8.2. SINTEZA 3°,6’-bis(etilamino)-2°,7’-dimetil-2-(2-(((2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihidroksi-6-(hidroksimetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oksi)etil)spiro[izoindolin-1,9’-
ksanten]-3-ona (4a4):

Mw = 619,70 g/mol

Reagenti: 4a3 (0,30 g; 0,38 mmol; 1,0 eq); | Kolonska kromatografija: 15 g silikagela
10 mLCH30H; MF1 = CH,Cl,:CH30H =9:1 + 3 %o EtsN
NaOMe ( 4,3 mg; 0,08 mmol;0,2 eq)

Izgled: brezbarvna stabilna pena Rf (CH,CI,:CH3;OH =10:1) = 0,23
Izkoristek: 20 % (47 mg) Tta = 129-131 °C

IR (KBr): 3422, 2926, 1670, 1522, 1495, 1400, 1270, 1201, 1076, 1016, 888, 747 cm

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § 0,95 (t; 3H; J = 6,90 Hz; -CH,-CHs); 1,22 (t; 3H; J =
7,16 Hz; -CH,-CH3); 1,88 (s; 3H; Ar-CHj3); 2,05 (s; 3H; Ar-CHj3); 2,91-3,28 (m; 12H; N-
CH,-CH,-0O; 2 x -CH,-CHs; H%-G; H3-G; H*-G; H>-G); 3,50-3,53 (m; 1H; H®-G); 3,74
3,79 (m; 1H; H6b-G); 4,06-4,15(m; 1H; -OH); 4,54-4,58 (m; 2H; 2 x -OH); 4,65 (bs; 1H; -
OH); 4,89 (d; 1H; J = 4,9 Hz; H™-G); 4,93 (t; 1H; J = 4,0 Hz; -NH-); 5,18 (t; 1H; J = 5,14
Hz; -NH-); 6,12 (s; 1H; H*-Ar); 6,29 (s; 2H; H'-Ar; H-Ar); 7,01-7,04 (m; 1H; H'-Ar);
7,31 (d; 1H; J = 5,37 Hz; H’-Ar); 7,50-7,52 (m; 2H; H>-Ar; H®-Ar); 7,81-7,79 (m; 1H; H*-
Ar) ppm
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C NMR (DMSO-ds, 100 MHz): § 14,18; 14,27; 17,05; 17,78; 37,53; 42,05; 48,64; 58,06;
61,64; 64,01, 70,40, 70,56; 78,13; 78,35; 92,97; 93,04; 95,59; 104,09; 114,01; 114,17;
118,64, 122,50; 123,73; 127,53; 128,29; 128,51; 130,23; 132,90; 147,93; 148,82; 148,85;
149,40; 149,47; 150,81; 153,23; 167,05 ppm

MS (ESI) m/z (relativna intenziteta) 620 (MH+, 100)
HRMS (ES') izraCunan za C34H42N303 [M + H]+ 620,2972, ugotovljen 620,2971

48.3. SINTEZA natrijevega (2R,4aS,6S,7S,8S,8aR)-6-(2-(3',6'-bis(etilamino)-3-
oksospiro[izoindolin-1,9'-ksanten]-2-il)etoksi)-7,8-dihidroksi-2-
metilheksahidropirano[3,2-d][1,3]dioksin-2-olata (5a4):

Mw = 689,79 g/mol

Reagenti: Neocis¢en 5a3 (0,40 g); CH3;OH | Kolonska kromatografija: 15 g silikagela
10 mL; NaOCHj3 (5,40 mg; 0,10 mmol) MF1 = CH,Cl,:CH30H = 9:1 + 3 %o EtsN
Izgled: prozorna stabilna pena Rf (CH,CI,:CH3;OH =10:1) = 0,22
Izkoristek: 8,4 % (62 mg) Tta = 88-90 °C

IR (KBr): 3413, 2969, 2930, 2363, 2345, 1635, 1616, 1517, 1384, 1328, 1305, 1264, 1219,
1119, 1091, 1019, 899, 816, 788, 756, 703 cm™:

'H-NMR (DMSO-ds, 400 Hz): & 1,09 (t; 12H; J = 6,9 Hz; 4 x -CH»-CHs); 1,36 (s; 3H;
O3HC-CHg); 2,92-3,19 (m; 4H; N-CH,-CH,-0); 3,28-3,61 (m; 14H; 4 x CH,-CHsg; H*-G;
H*-G; H*-G; H>-G; H*"-G); 3,84 (t; 1H; -OH) 4,61 (bs; 1H; -O.C(CHs)-OH); 5,09 (d; 1H; -
OH); 5,30 (d; 1H; H'-G); 6,30-6,40 (m; 6H; H'-Ar; H*-Ar; H*-Ar; H-Ar; H"-Ar; H®-
Ar); 7,05-7,07 (m; 1H; H'-Ar); 7,51-7,54 (m; 2H; H>-Ar; H®Ar); 7,78-7,80 (m; 1H; H*-Ar)
ppm

BC-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): & 12,37; 23,59; 45.59; 58.45; 61,11; 63,86; 68,27;
73,38; 74,09; 78,64; 97,07; 97,19; 104,65; 104,70; 108,10; 120,24; 122,32; 123,68; 128,36;
130,38; 132,80; 148,43; 152,61; 153,13; 166,62 ppm

MS (ESI): m/z (relativna intenziteta) 690,33 (MH", 100)
HRMS (ESI): izra¢unan za CsgHsgN3Og [M+H]* 690,3401, ugotovljen 690,3391
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4.9. MERJENJE ABSORBANCE IN FLUORESCENCE SPOJIN 4a2 in 5c:

Absorpcijske in emisijske spektre smo posneli raztopinam spojin 4a2 in 5¢ pri razli¢nih pH

vrednostih.

4.9.1. Priprava 250 mL 0,1 M raztopine citronske kisline in 250 mL 0,2 M raztopine

NazHPO4:

Natehtali smo 9,6 g citronske kisline in 14,2 g Na;HPO,. Natehti smo kvantitativno prenesli

vsako v svojo 250 mL polnilno bucko, raztopili v vodi za HPLC in dopolnili z vodo do

oznake.

4.9.2. Priprava pufrov:

Pripravili smo pufre razlicnih pH vrednosti. Za pripravo smo uporabili Sigma Aldrich-ovo

recepturo (25). Za pripravo 50 mL pufra z dolo¢eno vrednostjo pH smo potrebovali naslednje

koli¢ine:

Kemijska glikozilacija rodamina B in 6G z D-manozo in D-glukozo

pH pufra | Volumen 0,1 M Volumen 0,2 M
citronske kisline Na,HPO, (mL)
(mL)

2,6 44,6 54

3,0 39,7 10,3

3,6 33,9 16,1

4,0 30,7 19,3

4.4 28,0 22,0

4,8 25,4 24,6

5,2 23,2 26,8

5,6 21,0 29,0

6,0 18,4 31,6

6,6 13,6 36,4

7,2 6,5 43,5

7,6 3,2 46,8

Tabela 4: Kolicine za pripravo 50 mL pufra izbrane pH vrednosti.

Pufrom smo nato izmerili pH vrednost s pH metrom, ki smo ga predhodno umerili s

standardnimi raztopinami in z dodajanjem Kkisline ali baze uravnali pH pufra do Zelene

vrednosti.
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4.9.3. Priprava osnovnih raztopin: Pripravili smo raztopine s koncentracijo 10° M.
Uporabili smo spodnjo formulo (Enacba 4) za izra¢un mase spojine ob upostevanju zelene
koncentracije in volumna raztopine priblizno 5 mL. Natehtali smo priblizno natan¢no
izraCunano maso, nato pa po spodnji formuli izracunali toc¢ni volumen DMSO z upostevanjem
natehtane mase. Topilo DMSO smo izbrali zaradi dobre topnosti spojin 4a2 in 5¢c v DMSO in

slabe topnosti v vodnih raztopinah.

m

c=-=
VXM

<3

Enac¢ba 4: n = mnozina snovi (mol), V = volumen raztopine (L), m = masa snovi (g),
M = molska masa (g/mol).

spojina 4a2 5¢c

izraunana masa 3,94 mg 2,72 mg
natehtana masa 4,00 mg 3,05 mg
volumen DMSO 5077 uL 5610 uL

Tabela 5: Kolicine spojin 4a2 in 5¢ za pripravo osnovne raztopine s koncentracijo 10 M.

4.9.4. Priprava testnih raztopin: Za UV / VIS spektroskopijo smo pripravili 10° M za
fluorescenéno pa 10”7 M raztopine po naslednjem postopku:

e 10° M : 5000 uL vode za HPLC + 4900 pL pufra z ustreznim pH + 100 pL 103 M
(osnovne) raztopine
e 107 M: 5000 uL vode za HPLC + 4900 pL pufra z ustreznim pH + 100 pL 10° M

raztopine v ustreznem pufru

4.9.5. Priprava vzorcne slepe raztopine za absorbanco: To raztopino smo uporabili za
odstevanje ozadja (Baseline). Izbrali smo si pufer s pH vrednostjo v sredini intervala med 2,6
in7,6.

e Vzorcna slepa: 5000 pL vode za HPLC + 4900 pL pufra s pH =4.,8 + 100 pL DMSO

Fluorescencna metoda ne potrebuje slepe raztopine, ker je absolutna metoda.
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4.9.6. Inkubacija raztopin vsaj 6 ur: Testne raztopine smo pustili v temnem prostoru ¢ez
noc, da se vzpostavi ravnotezje med obliko z odprtim obrocem (planarna, konjugirana oblika)

in spirocikli¢no obliko.

4.9.7. Merjenje absorbance: Absorbanco smo merili pri valovnih dolzinah od 400 do 700
nm. Pred samo meritvijo testnih raztopin smo pomerili absorbanco vzor¢ni slepi raztopini, da

nam je program odstel ozadje.

4.9.8. Merjenje fluorescence: Pred samo meritvijo smo v programu nastavili naslednje

parametre:
PARAMETRI 4a2 | 5¢c
Start 520 nm
End 700 nm
Excitation 510 nm 517 nm
Ex Slit 13,0 nm 7,0 nm
Em Slit 11,0 nm 15,0 nm
Scan speed 200 nm/min

Tabela 6: Nastavljeni parametri v programu za merjenje fluorescence.

4.9.10. Merjenje pH testnih raztopin: Po koncu spektrofotometri¢nih meritev smo $e enkrat

preverili pH vrednost testnih raztopin. Rezultati so podani v spodnji tabeli.

4a2 5¢C
pH pufra 10> M 107 M 10> M 10" M
2,6 2,7 2,8 2,7 2,8
3,0 3,1 3,1 3,1 3,1
3,6 3,7 3,7 3,7 3,7
4,0 4,2 42 4,1 41
4.4 4,6 45 4,5 45
438 5,0 5,0 5,0 5,0
5,2 5,4 5,4 5,4 5,4
5,6 59 538 538 538
6,0 6,3 6,2 6,3 6,3
6,6 6,8 6,7 6,8 6,7
7,2 7,4 73 73 73
7,6 7,7 7,6 7,7 7,7

Tabela 7: Izmerjene pH vrednosti raztopin
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5. REAZULTATI IN RAZPRAVA:
5.1. KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV:

5.1.1. Acetiliranje manoze in glukoze:

o o R R R 0O Ri~
R 1 X X
NS ~ O S e — +)—>A N
v O _N._CO N _o NS 05 ORz A2
- T RS R0 (" laaliza
DMAP ali piridin . !
HO~R, H
R,= H ali N(CH),

Slika 17: Mehanizem kataliticne aktivnosti DMAP in piridina

Piridin in DMAP imata kataliticno aktivnost (Slika 17). Piridin sodeluje tudi kot topilo. Kot
produkt smo dobili zmes o in B produktov, lahko pa bi reakcijo izvedli stereoselektivno.
Uporaba NaOAc kot sibke baze raztopljene v Ac,O vodi preko kineticnega anomernega
efekta do B produkta, med tem ko uporaba moc¢ne Lewisove kisline kot je ZnCl,, vodi v
nastanek termodinamsko vodenega a produkta. Da bi se izognili toksi¢nosti DMAP, lahko kot

alternativno sintezo uporabimo acetilacijo z jodom kot katalizatorjem (Ac,0/l,) (1, 3).

5.1.2. Selektivna deacetilacija anomernega centra:

Anomerni estri so manj stabilni kot ostali, zato jih lahko selektivno odstranimo s §ibko bazo.
Prav tako bi lahko za deacetilacijo uporabili encime: in sicer lipaze, kot je npr. prasi¢ja

pankreati¢na lipaza (2).

5.1.3. Aktivacija anomerne —OH skupine:

Od moci baze je odvisen nastanek o- in B-anomera (Slika 18). Bazi¢na kataliza povzroci
mutarotacijo in nastane a-anomer (1), odprt obro¢ sladkorja, alkoksid (prisoten v zelo malih
koli¢inah) (2) in B-anomer (3). Ekvatorialni -anomer reagira hitreje od aksialnega a-anomera
zaradi manjSe stericne oviranosti, zato je B produkt glavni produkt kineti¢no usmerjene
reakcije. Zato ob dodatku Sibke baze (npr. K,CO3) nastane B-anomer. Mi smo dodali mo¢no
bazo (DBU) in tako je selektivno potekla reakcija do nastanka o produkta, ki je glavni produkt
termodinamsko usmerjene reakcije. Anomerni kisikov atom je nukleofil, ki napade

elektrofilni C-atom (nitrilni) trikloroacetonitrila (5).
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Slika 18: Mehanizem po Schmidtu

5.1.4. Zascita -COOH skupine serina:

Karboksilna skupina serina reagira s tionil kloridom v kislinski klorid, ki je zelo reaktiven
(slika 19). Metanol ima pri tej reakciji vlogo topila in reagenta, saj kot nukleofil napade
elektrofilno karbonilno mesto kislinskega klorida in tako nastane metilni ester L-serina (3a).

Med reakcijo nastaneta plina SO, in HCI, ki izhajata iz reakcijske zmesi.

Reakcija je pri sobni temepraturi slabo potekala, zato smo reakcijski zmesi dodali Se prebitek
tionil klorida in reakcijsko zmes segreli. Z gretjem reakcijske zmesi smo tvegali nastanek
stranskega produkta reakcije med hidroksilno skupino L-serina in tionil kloridom, zato smo

reakcijsko zmes segreli le na 80 °C za 1,5 ure.
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Kemijska glikozilacija rodamina B in 6G z D-manozo in D-glukozo
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Slika 19: Mehanizem metilacije -COOH skupine L-serina

5.1.5. Sinteza kislinskega klorida (5):

Sinteza kislinskega klorida je potekla po naslednjem mehanizmu (Slika 20). DMF nastopa kot

katalizator. Pri dodajanju oksalil klorida smo imeli bucko odprto, da so lahko iz bucke izhajali

naslednji plini: CO, CO; in HCI. Kislinski kloridi so na zraku neobstojne spojine, ki hitro

hidrolizirajo, zato smo takoj po sintezi le-tega nadaljevali z naslednjo stopnjo reakcije in

spojine 5 nismo okarakterizirali.

DMF

CI

oksalil
klorid

/k'/—?o/“\R _»OX cr O;\?/U\
O

H_» C%%Cl -CO co2 + H
@ [ox K

O

rodamin B

> \T/go +CIJLR

Slika 20: Mehanizem nastanka kislinskega klorida iz rodamina B in oksalil klorida preko
DMF katalizatorja
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5.1.6. Sinteza alkoholamidov rodamina B in 6G:

Spojini 4a in 4b smo sintetizirali iz rodamina 6G, ki ima kot funkcionalno skupino ester.
Spojine 5a, 5b in 5¢ smo sintetizirali iz spojine 5, ki ima kot funkcionalno skupino kislinski
klorid. Te reakcije so nukleofilne substitucije na sp® hibridiziranem C-atomu (-CO-O- oz.
—CO-Cl), ki je elektrofil. Kot nukleofil nastopa —NH, skupina aminoalkohola.

5.1.7. Kemijska glikozilacija:

Glede na stereokemijo nastalih produktov 4al, 4a3 in 5a3 (a-, B- in B-anomer) in estrskih

zasCitnih skupin na mestu C-2, lahko sklepamo, da so navedeni produkti nastali po

mehanizmu B, ki ga prikazuje slika 2.

Glavni produkt tega mehanizma je 1,2-trans glikozid, ki nastane iz aciloksonijevega
intermediata, katerega nukleofil napade iz nasprotne strani (pri D-glukozi iz zgornje in pri D-
manozi iz spodnje strani). Tako je 1,2-trans oblika pri D-manozi a-anomer, pri D-glukozi pa

-anomer.

Stereokemija a-trikloroacetimidatnega donorja ima verjetno manjsi vpliv na stereokemijo

produktov, saj bi v primeru tega vpliva nastal B-manozni (1,2 — cis) anomer.

Ob zakljucku smo potek reakcije prekinili z dodatkom EtsN pri spojinah 4al in 4a3, pri

spojini 5a3 pa smo dodali vodno raztopino NaHCO3. Z bazo smo deaktivirali Kisli promotor.

Pri izolaciji glavnih produktov na kolonski kromatografiji smo mobilni fazi dodali Et;N z
namenom, da bi preprecili odstranitev zascitnih skupin tekom izolacije, saj je silikagel rahlo

kisel.

Za dodatek razli¢nih baz smo se odlo¢ili, da bi ugotovili ali dodatek razlicne baze ob koncu

reakcije vpliva na to, da bo kot produkt nastal ortoester ali ne. Spojine 4al, 4a3 in 5a3 niso

ortoestri, zato lahko predvidevamo, da razli¢ni vrsti baze nista bistvenega pomena za nastanek

ortoestra.
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5.1.8. Odstranitev acetilne zas¢ite in nastanek orto-kisline:

Spojinam 4al, 4a3 in 5a3 smo odstranili acetilne zas¢ite in dobili produkte 4a2, 4a4 in 5a4.

Ta metoda je znana pod imenom Zemplenova metoda de-O-acilacija, kjer dodamo NaOMe

kot katalizator in brezvodni metanol kot topilo in reagent (24).
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Slika 21: Zemplenova metoda odstranitve acetilne zascite in nastanek soli orto-Kisline (23)
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Po odstranitvi acetilne zaSCite nastaneta pri spojinah 4a2 in 5a4 na mestih 4,6 soli orto-
kisline. Mehanizem je predstavljen na sliki 21. Takoj po Zemplenovi reakciji je  protiion
orto-kisline natrijev ion, po izolacije surovega produkta na kolonski kromatografiji, kjer smo

uporabili v mobilni fazi tudi Et3N, pa je protiion trietilamonijev kation.
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5.2. ABSORPCIJSKA IN FLUORESCENTNA SPEKTRA SPOJIN 4a2 in 5c:
5.2.1. Absorpcijska spektra:

Oba absorpcijska spektra prikazujeta odvisnost absorbance od pH vrednosti medija. Na x-0si
je definirana valovna dolzina v nm na y-0si pa izmerjena vrednost absorbance pri razlicnih pH

vrednostih. Absorbanco smo merili raztopinam s koncentracijo 10 M.

Absorpcijski spekter spojine 4a2:

Absorbanca 4a2:

0,8

—2,6

—3,6
0,6 4
—A44

JI' -
7\ o
'/ I\

—72
—_—7 6

intenziteta absorbance

390 440 490 540 590 640 690

valovna dolZina (nm)

Graf 1: Absorpcijski spekter 10™° M raztopine spojine 4a2 pri razlicnih pH vrednostih.

Spojina 4a2 ima glede na rezultate najvisjo vrednost absorbance pri pH 3,0 in valovni dolzini

529,1 nm. Raztopina s pH 3,0 je bila tudi najbolj obarvana (roznata).

47



Tadeja Janc Kemijska glikozilacija rodamina B in 6G z D-manozo in D-glukozo

Absorpcijski spekter spojine 5c:

Absorbanca 5c:
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Graf 2: Absorpcijski spekter 10™ M raztopine spojine 5¢ pri razlicnih pH vrednostih.

Spojina 5¢ ima glede na rezultate najvisjo vrednost absorbance pri pH 4,4 in valovni dolzini

536,4 nm. Raztopina s pH 4,4 je bila tudi najbolj obarvana (roznata).
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5.2.2. Fluorescentna spektroskopija:

Emisijske spektre smo posneli raztopinam s koncentracijo 10 M. Ker so bile raztopine zelo
razred¢ene, se je obarvanost planarne konjugirane oblike s prostim ocesom slabo videla

(nezno roznata). Oba emisijska spektra kazeta odvisnost jakosti fluorescence od pH vrednosti.

Fluorescencni spekter spojine 432

Emisija 4a2:

2 00 /\\\ _?6
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w Y SO °°
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Graf 3: Emisijski spekter raztopine spojine 4a2 s koncentracijo 107 M pri razlicnih pH
vrednostih in ekscitaciji pri 510 nm.

Najvecja vrednost fluorescence je pri pH vrednosti 3,6 in valovni dolzini 545 nm. Pri vseh
ostalih vrednostih pH pa so najvec¢je vrednosti fluorescence pri valovnih dolzinah Amax = 545

+ 0,5 nm.
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Fluorescencni spekter spojine 5C:

Emisija 5¢:
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Graf 4: Emisijski spekter raztopine spojine 5¢ s koncentracijo 107 M pri razlicnih pH
vrednostih in ekscitaciji pri 517 nm.

Najvecja jakost fluorescence je pri pH vrednosti 4,0 in valovni dolzini 578 nm. Najvecja
vrednost fluorescence pri vseh ostalih pH vrednostih je pri valovnih dolzinah Apax = 578 £ 1
nm.
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5.3. TITRACIJSKI KRIVULJI:

Titracijski krivulji prikazujeta intenziteto fluorescence v odvisnosti od pH vrednosti. Na X osi
je definirana vrednost pH raztopin, na y osi pa maksimalna vrednost fluorescence za
posamezno pH vrednost. Dolo¢ili Smo priblizno vrednost konstante pKa za spojini 4a2 in 5c.
pKa je toc¢ka na grafu, ki predstavlja polovicno vrednost med zgornjim in spodnjim platojem
na grafu. Vrednost tako dobljene pKa je najbolj relevantna, kadar pustimo, da se vzpostavi
ravnoteZje med spirocikli¢no in konjugirano obliko, kar je v naSem primeru pomenilo, da smo
pustili raztopine spojin stati pri sobni temperaturi v temi ¢ez no¢. Na grafu smo kot vrednosti

pH vzeli izmerjene pH vrednosti raztopin spojin 4a2 in 5¢ s koncentracijo 10" M (Tabela 7).

5.3.1. Titracijska krivulja spojine 4a2:

Titracijska krivulja 4a2:
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Graf 5: Titracijska krivulja 10”7 M raztopine spojine 4a2, skupaj z iskano tocko, ki oznacuje

okvirno vrednost pKa. max iF = maksimalna intenziteta fluorescence

Ocenjena vrednost pKa za spojino 4a2 je 4,6. Maksimalno fluorescenco ima pri pH vrednosti

3,6. Izrazit preskok v obarvanosti smo opazili pri prehodu iz vrednosti pH 3,6-5,2.
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5.3.2. Titracijska krivulja spojine 5c:

Titracijska krivulja 5c:
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Graf 6: Titracijska krivulja 107 M raztopine spojine 5¢ skupaj z iskano tocko, ki oznacuje

okvirno vrednost pKa. max IF = maksimalna intenziteta fluorescence

Ocenjena vrednost pKa za spojino 5c je 5,8. Maksimalno fluorescenco ima pri pH vrednosti

4.,4. Izrazit preskok v obarvanosti smo opazili pri prehodu z vrednosti pH 4,2 na 6,0.

V kislem obmocju pH vrednosti intenziteta fluorescence pada, ker prevladuje dikationska

oblika molekule. Tricikli¢ni sistem molekule pri dikationski obliki ni konjugiran oz. planaren,

zato fluorescenca ni mogoca (Slika 7).

5.4. NORMALIZIRANE VREDNOSTI ABSORBANCE IN FLUORESCENCE SPOJIN

4a2 in 5c:

Normalizirali smo rezultate meritev absorbance in fluorescence pri tisti vrednosti pH, pri

kateri je bila dosezena maksimalna fluorescenca. Spektri emitirane svetlobe so pomaknjeni k

dalj$im valovnim dolZzinam (Stokes-ov premik).
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Normalizirana absorbanca in fluorescenca za
4a2 pripH =3,6
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Graf 7: Normalizirane vrednosti absorbance in fluorescence spojine 4a2 pri vrednosti pH

3,6. Ocenjen Stokes-ov premik je 25 nm.

Normalizirana absorbanca in fluorescenca
za 5¢ pri pH =4,0

1,2

=
(%] .- .
S 0,8 normalizirana
T absorbanca
5 06
e
I normalizirana
5 04 fluorescenca
[1-}
£
e 02
| =1

0

4

-0,2

valovna dolZina (nm)

Graf 8: Normalizirane vrednosti absorbance in fluorescence spojine 5c¢ pri vrednosti pH 4,0.

Ocenjen Stokes-ov premik je 50 nm.
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6. SKLEPI:

e Spojina 4al je a-produkt, spojini 4a3 in 5a3 pa sta B-produkta.
e Produkta 4a2 in 5a4 sta orto-Kkislini v obliki natrijeve oz. trietilamonijeve soli.

e Spojine 4al, 4a3 in 5a3 so nastale po mehanizmu B, ki ga prikazuje slika 2, zaradi

prisotnosti estrskih zasc¢itnih skupin, posebno na mestu C-2.
e Stereokemija a-trikloroacetimidatnega donorja ne vpliva na stereokemijo produktov
4al, 4a3 in 5a3.

e Razli¢ni vrsti baze (EtsN ali NaHCO3) za prekinitev reakcije glikozilacije nista
bistvenega pomena za nastanek ortoestra.

e Spojini 4a2 in 5¢ v odvisnosti od pH spreminjata strukturi iz spirocikli¢ne oblike v
planarno in vecji kot je delez planarne oblike, vecja je intenziteta fluorescence.

e Grafi¢no doloc¢eni vrednosti pKa iz titracijskih krivulj za spojini 4a2 in 5c sta 4,6 in
5,8.

e Najvecja intenziteta fluorescence za spojino 4a2 je pri pH vrednosti 3,6 in za spojino
5c pri pH vrednosti 4,4.

e |zrazit preskok v obarvanosti pri spojini 4a2 je pri pH vrednosti med 3,6 in 5,2 in pri
spojini 5¢ pri pH vrednosti med 4,2 in 6,0.

e Spojini 4a2 in 5c sta glede na okvirne vrednosti pKa primerni za oznaevanje
lizosomov, katerih okolje ima pH vrednosti med 4,5 in 6.

e Spojina 4a2 ima Stokes-ov premik 25 nm, spojina 5¢ pa 50 nm.
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