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Santrauka

Gamtoje randama apie tris Simtus skirtingy aminoriigsciy ir jy dariniy. Ivairaus sudétingumo
biologiniuose objektuose ir jy sistemose yra labai svarbios merkaptoaminortigstys, kurios susijusios
su reikSmingomis fiziologinémis veiklomis Zmogaus organizme. Esminius vaidmenis ¢ia atlieka trys
panasios struktiiros biotioliai — cisteinas, homocisteinas ir glutationas. Nustatyta, kad jy koncentracijy
pakitimai lgstelése yra susije su daugeliu sunkiy ligy, todé¢l labai svarbu selektyviai identifikuoti
merkaptobiotiolius ir jy koncentracijas organizme. Tam tikslui placiai taikomas Michaelio
fluorescencinis metodas, kai maleimido fragmentas naudojamas kaip biotioliy receptorius. Sio
projekto tikslas susintetinti maleimido fragmentg turincius daziklius (zondus), kurie reaguodami su
merkaptoaminoriigStimis selektyviai jas identifikuoty.

Projekte susintetinti cianininiai dazikliai (zondai) su skirtingu dvigubyjy jungéiy skai¢iumi
konjuguotoje grandinéje, jungiancioje elektrondonoring ir elektronakceptoring daziklio dalis. IS jy
buvo sukurti visy trijy biotioliy — cisteino, homocisteino ir glutationo — fluorescuojantys zondai.
Atlikus fluorescencijos tyrimus i§ emisijos maksimumo poslinkiy buvo nustatyta, kad dvi dvigubasias
jungtis chromofore turintis zondas Z2 merkaptoaminoriigstis selektyviai identifikuoja 1,4-dioksane
ir tetrahidrofurane. I§ Zymeklio susidares cisteino fluorescuojantis zondas Z2-Cys dimetilsulfokside
parodé¢ didZiausig fluorescencijos intensyvuma, kuris lyginant su pradiniu cianininiu dazikliu iSaugo
net 9 kartus, o kvantiné iSeiga sieké 7,5 %. Buvo nustatyta, kad konjuguotos dvigubosios grandinés
ilginimas zondy emisijos maksimumus paslenka batochromiskai. Tris dvigubasias jungtis chromofore
turintis zondas Z3 fluorescencijos maksimuma paslinko j 815 nm elektromagnetinés spinduliuotés
srit}, kuri yra ypac patraukli merkaptoaminoriig§tims identifikuoti. Tai puikus rezultatas siekiant
identifikuoti tiolius, nes dabartinéje mokslingje literatiiroje néra pateikta duomeny apie zondus, kuriy
emisijos maksimumai bity toliau nei 800 nm elektromagnetinés spinduliuotés srityje. Zondas Z3
merkaptobiotiolius selektyviai identifikuoja dimetilsulfokside. IS Sio Zymeklio susidares cisteino
fluorescuojantis zondas Z3-Cys parodé dar geresnius fluorescencijos intensyvumo rezultatus — ji
1Saugo net 12 karty, o kvantiné iSeiga sieke 9,7 %.

Akivaizdu, jog susintetinti zondai Z2 ir Z3 sékmingai gali biiti naudojami merkaptoaminortigstims
identifikuoti biologiniuose méginiuose.
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Summary

About three hundred different amino acids and their derivatives are found in nature. Mercapto amino
acids, which are related to significant physiological activities in the human organism, are very
important in biological objects and their systems of various complexity. There are three mercapto
biomolecules of the similar structure — cysteine, homocysteine and glutathione — that play crucial
roles. It has been established that their alternations in concentration levels in cells have been linked
to a number of diseases. Therefore, detection of these mercapto biomolecules in biological samples
is of crucial importance. For that purpose, a fluorescent Michael addition method employing a
fragment of the maleimide as biothiols receptor is widely used. The main goal of this project was to
synthesize dyes (probes) with a maleimide fragment, which could react selectively with mercapto
amino acids and identify them.

Cyanine dyes (probes) with different number of double bonds in the conjugated chain connecting the
electron donor and electron acceptor parts of dyes have been synthesized in this project. They were
used as precursors in the synthesis of fluorescent probes for detection of all three biothiols — cysteine,
homocysteine and glutathione.

In the fluorescence spectra of the novel probes, the shifts in emission maximum have revealed that
the probe with two double bonds in chromophore Z2 identifies selectively mercapto amino acids in
1,4-dioxane and tetrahydrofuran. Fluorescent cysteine probe Z2-Cys prepared from this marker
showed the highest fluorescence intensity, which was 9 times higher than that of the initial cyanine
die and quantum yield was 7.5 % in dimethyl sulfoxide. It has been established that the extension of
the conjugated chain of double bonds shifts the emission maximum batochromically. The
fluorescence maximum for the probe with three double bonds in chromophore Z3 was shifted to a
region of electromagnetic radiation 815 nm, which is a particularly attractive for identification of
mercapto amino acids. This is an exellent result for the identification of thiols, since no tada is
provided for probes, which emission maximum would be further than 800 nm in the region of
electromagnetic radiation, in the scientific literature. The probe Z3 identifies selectively mercapto
amino acids in dimethyl sulfoxide. Fluorescent cysteine probe Z3-Cys prepared from this marker
showed even better fluorescence intensity results, which were even 12 times higher than that of the
initial cyanine die and quantum yield was 9.7 %.

As a conclusion, the synthesized probes Z2 and Z3 can be used succesfully for the identification of
mercapto amino acids in biological samples.
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Santrumpy ir terminy sgrasas

13C BMR — anglies *C izotopo branduoliy magnetinis rezonansas;
'H BMR — vandenilio *H branduoliy magnetinis rezonansas;
Ar — argonas;

Cys — cisteinas;

d — dubletas;

DCM - dichlormetanas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

FL — fluorescencija;

GSH — glutationas;

Hcy — homocisteinas;

HCI — druskos ragstis;

HEPES — 4-(2-hidroksietil)piperazin-1-etansulfonrtigstis;
m — multipletas;

m.d. — milijoninés dalys;

NaH — natrio hidridas;

s — singletas;

t — tripletas;

TEA — trietilaminas;

THF — tetrahidrofuranas;

Tkamb. — kambario temperatura;

Tvir.— virimo temperatiira;

UV — ultravioletinis.



Ivadas

Gamtoje randama apie tris Simtus skirtingy aminoriigsciy ir jy dariniy. DvideSimt jy yra svarbiausios
— tai statybiné organizmo medziaga, sudaranti baltymus ir peptidus. Kai kurios aminoriigStys nejeina
1 baltymy sudétj ir laisvos jos randamos Iastelése arba kity nebaltyminiy medziagy sudétyje. Dalj
reikiamy aminoriigsciy organizmas pasigamina pats, o kitas turi gauti su maistu. Esant jy nukrypimui
nuo optimalios koncentracijos gali sutrikti medziagy apykaita ir prasidéti patologiniai procesai.

Ivairaus sudétingumo biologiniuose objektuose ir jy sistemose yra labai svarbios
merkaptoaminortigstys, kurios susijusios su reikSmingomis fiziologinémis veiklomis Zmogaus
organizme. Esminius vaidmenis Cia atlicka trys panaSios struktiiros biotioliai — cisteinas (Cys),
homocisteinas (Hcy) ir glutationas (GSH). Nustatyta, kad jy koncentracijy pakitimai lgstelése yra
susije su daugeliu sunkiy ligy. Esant cisteino deficitui gali pasireiksti odos silpnumas ir jos
pazeidimai. Taip pat atsiranda plauky depigmentacija, o vélesniuose etapuose difuziné alopecija.
Homocisteino pertekliné koncentracija organizme kelia didel¢ grésme¢ iSsivystyti Sirdies ir
kraujagysliy ligoms bei gali salygoti nerviniy lasteliy Ziiti smegeny Zievéje. Treciasis tiolis glutationas
yra zinomas kaip svarbiausias lgstelése sintetinamas ir jas nuo pazeidimy bei laisvyjy radikaly
poveikio saugantis antioksidantas. Pasireiskiant jo deficitui gali jvykti rySkus biocheminés
pusiausvyros sutrikimas, sukeliantis sunkias plauciy ir virusines ligas.

Norint panaikinti net ankstyvy komplikacijy atsiradimo galimybes, reikia selektyviai identifikuoti
merkaptobiomolekules ir jy koncentracijas organizme. Tam tikslui placiai naudojami jvairlis metodai
— didelio efektyvumo skys¢iy chromatografija, masiy spektrometrija, kapiliariné elektroforezé ir kiti.
Taciau patys paprasCiausi ir maziausiai sgnaudy reikalaujantys yra fluorescenciniai metodai.
Pastarieji pasizymi specifiniu selektyvumu ir jautrumu biotioliams. Placiai naudojamas yra Michaelio
fluorescencinis metodas. Jo iStakos siekia net 1981 metus. llgainiui tobulinant identifikavimo
mechanizmus ir naudojamus akceptorius buvo identifikuojami tioliai ir nustatinéjamos jy
koncentracijos Zmogaus organizme. TipiSki naudojami akceptoriai yra maleimidas, vinilsulfonai,
akrilatai, akrilamidai ir metakrilatai. [rodyta, jog reaktyviausias i$ jy yra maleimidas.

Sio projekto tikslas — susintetinti maleimido fragmenta turindius daZiklius (zondus), kurie
reaguodami su merkaptoaminortigStimis selektyviai jas identifikuoty.

Projekto uzdaviniai:

1. susintetinti maleimido fragmentg turin¢ius cianininus daziklius (zondus) su skirtingu dvigubyjy
jung€iy  skai¢iumi  konjuguotoje  grandingje, jungiancioje  elektrondonoring  bei
elektronakceptoring daziklio dalis;

2. sukurti visy trijy merkaptobiotioliy — cisteino, homocisteino ir glutationo — fluorescuojancius
zondus taikant Michaelio prijungimo maleimido reakcijos metoda;

3. istirti susintetinty Zymekliy ir fluorescuojanciy zondy optines savybes;

4. jvertinti zondy pritaikomumga biotioliams identifikuoti.



1. Literatiros apZvalga

Skyriuje apZzvelgiama informacija:

e aminortgsciy svarba zmogaus organizmui,

e aminorugsciy klasifikacija zmogaus fiziologiniu poziiiriu — pakei¢iamosios ir nepakeiiamosios
aminoruigstys;

e svarbiausios merkaptoaminoriigstys;

e homocisteino apykaitos procesai Zzmogaus organizme ir ligos, iSsivystancios dél jo koncentracijos
padidéjimo;

e cisteino apykaitos procesai zmogaus organizme ir ligos, iSsivystancios dél jo deficito;

e glutationo apykaitos procesai zmogaus organizme ir ligos, i$sivystancios dél jo deficito;

e dazniausiai naudojami metodai biotioliams identifikuoti;

o fluorescenciniai identifikavimo metodai ir jy privalumai;

e Michaelio fluorescencinio metodo reakcijos kinetika ir biotioliy identifikavimo galimybés
naudojant tio-Michaelio prijungimo reakcija;

e Dbiotioliy identifikavimo tio-Michaelio reakcijomis istorija — iki $iy dieny naudoti zondai tioliams
atpazinti ir jy pritaikymo galimybés.

1.1. Aminoriagsciy svarba Zmogaus organizmui

Aminoriigstimis chemijoje vadinamos organinés karboksirtigstys, kurios turi nors vieng aminogrupe
(-NH>) ir karboksigrupe¢ (-COOH). Pagal $iy grupiy tarpusavio padétj struktiiroje jos skirstomos j a,
B ir y rogstis. Biocheminiu poziuriu svarbiausios yra a-aminortigstys (Zr. 1.1 pav.). Visos jos,
iSskyrus glicing, turi du enantiomerus — L-aminoraigstj ir D-aminortgstj [1].

COH

Aminogrupé Karboksigrupe

Ammunnﬁ_allu«
soninis radikalas

1.1 pav. Bendra a-aminoriigsties struktiira

Gamtoje randama apie tris §imtus skirtingy aminortigé&iy ir jy dariniy. Zmogaus organizme yra apie
éeéiasdeéimt DVideéimt ju yra svarbiausios — tai mﬁsq organizmo statybiné mediiaga sudaranti
imuninés sistemos, raumenys bei kiti kiino audiniai, todel akivaizdu, jog jie priklauso svarbiausioms
cheminéms struktiiroms zeméje [2].

Baltymo molekuléje aminoriigstys jungiasi kovalentiniu rySiu, kuris vadinamas peptidiniu. Jis
susidaro tarp vienos aminoriigsties karboksigrupés ir kitos riigSties aminogrupés, atskylant vandens
molekulei. Aminoriig§tims susijungus ] granding, $i susisuka jvairiausiomis spiralémis. Baltymy
biologiniam aktyvumui labai svarbi dideliu cheminiu reaktyvumu pasizyminti cisteino
merkaptogrupé. Pastaroji labai lengvai oksiduojasi ir gali sudaryti disulfidinius tiltelius tarp atskiry
polipeptidiniy grandiniy ar vienos grandinés viduje [3].



Kai kurios aminoriigStys nejeina ] baltymy sudétj. Laisvos jos randamos lgstelése arba kity
nebaltyminiy medziagy sudétyje.

1.2. Aminoriigsciu klasifikacija Zmogaus fiziologiniu pozituriu

Normaliam misy organizmo funkcionavimui yra buatinos dvideSimt aminoragsciy. Dvylika jy
Zmogaus organizmas gali pasigaminti pats, o kitas aStuonias turi gauti su maistu. Jei nors vienos i$
dvideSimties triiksta, sutrinka medziagy apykaita, organizmas nustoja augti bei vyksta patologiniai
procesai. Pagal biologine klasifikacija jos skirstomos j dvi grupes.

1.

Nepakei¢iamosios aminoriigstys. Sios riigitys turi biiti gaunamos su maistu, nes organizme jos
nesintetinamos arba sintetinami nepakankami jy kiekiai. Visiskai nepakei¢iamos aminoriigStys —
valinas, leucinas, izoleucinas, treoninas, lizinas, triptofanas, fenilalaninas ir metioninas. Pastarasis
reikalingas pakei¢iamos aminoragsties cisteino sintezei, o taip pat ir homocisteino gamybai, kuris
prisideda prie Sirdies ir kraujagysliy sistemos funkcijy palaikymo. Argininas ir histidinas yra
nepakei¢iamos aminoriigstys tik intensyvios baltymy biosintezés laikotarpiu, organizmui augant
ar sveikstant po ligy.

Pakei¢iamosios aminoriigitys. Zmogaus organizmas negaudamas pastaryjy su maistu kurj laika
sugeba jy susintetinti i§ nepakei¢iamy aminoriigS§¢iy arba kity medziagy. Tai alaninas,
asparaginas, asparto riigstis, glicinas, glutaminas, glutamo rtigstis, prolinas, serinas, tirozinas ir
cisteinas [4]. Sis toliau reikalingas natiiralaus antioksidanto glutationo gamybai, kuris padeda
pasalinti toksinus.

1.3. Merkaptoaminoriigstys

Ivairaus sudétingumo biologiniuose objektuose ir jy sistemose yra labai svarbis biotioliai, kurie susije
su reik§mingomis fiziologinémis veiklomis Zmogaus organizme. Esminius vaidmenis ¢ia atlieka trys
panasios strukttiros merkaptobiomolekulés (zr. 1.2 pav.).

(0]
(0] H,N
2 OH HOM N%NWOH
H
SH SH . L SH o
Cisteinas Homocisteinas Glutationas

1.2 pav. Merkaptoaminoriigs¢iy struktiirinés formulés

Nustatyta, kad biotioliy kiekio disbalansas Igstel¢je yra susijes su daugeliu sunkiy ligy. Buvo istirta,

jog padidéjusi merkaptobiomolekuliy koncentracija gali salygoti Sirdies, kraujagysliy bei
Alzheimerio ligas. Tuo tarpu jy trukumas inicijuoja odos bei plauky pazeidimus ir silpnuma,
virskinimo sistemos apsaugos sutrikima, plauciy ir virusines ligas [5, 6].



1.3.1. Homocisteinas
1.3.1.1. Homocisteino apykaitos procesai Zzmogaus organizme

Homocisteinas — sieros turinti aminortigstis. Tai tarpinis aminorig§¢iy metionino ir cisteino apykaitos
produktas. Sis biotiolis per metabolinius procesus susidaro i§ metionino, kuris yra vienintelis jo
Saltinis organizme. Hcy susidaro vykstant metionino demetilinimui. Dalyvaujant adenoziltransferazei
ir adenozino trifosfatui metioninas yra paveré¢iamas j S-adenozilmetioning. Toliau vykstancios
metilinimo reakcijos produktas yra S-adenozilhomocisteinas, kuris hidrolizuojamas j homocisteing
(griztama reakcija).

Mokslingjé literatairoje [7] teigiama, kad homocisteino metabolizmas vyksta dviem budais ir jam
reikalingi B grupés vitaminai B2, Bs bei folio riigstis. Jei yra jy triitkumas, biotiolis lieka nepakites ir
kaupiasi organizme.

1. Remetilinimo budas — pernesus metilo grupe gali vél susidaryti metioninas. Remetilinimo reakcija
katalizuoja metioninsintazé, o metilo grupés donoras yra 5-metiltetrahidrofolatas. Pastarasis yra
metabolinis folio riigsties produktas. Esant Sio vitamino stygiui, tritksta metilo grupiy metioninui
susidaryti ir tai sglygoja iminj homocisteino koncentracijos padidéjima.

2. Pernesus sieros atoma per metabolinius procesus i3 jo susidaro cisteinas. Sia reakcija katalizuoja
cistationino B-sintazé, priklausoma nuo kofaktoriaus vitamino Be [8].

1.3.1.2. Hiperhomocisteinemija ir jos pasekmés

Nors homocisteinas yra svarbus organizmo metaboliniuose procesuose, jo perteklius, sutrikus
reguliavimo mechanizmams, gali sukelti jvairias patologines buisenas. Nustatyta, kad normali Sio
biotiolio koncentracija Zzmogaus kraujo serume yra 5—-10 umol/l [9]. Ta¢iau Zmonéms, turintiems
autosominj recesyvinj sutrikima, kuriam biidingas Hcy koncentracijos kraujo serume padidéjimas,
gali iSsivystyti hiperhomocisteinemija. Ji pasireiskia, kai fermentai, dalyvaujantys homocisteino
metabolizme, pasizymi genetiniais defektais arba yra didelis jy trikumas [10]. Sio merkaptobiotiolio
kiekio padidéjimas nuo 15 iki 30 umol/l yra vidutinis, 30—100 umol/l — tarpinis ir daugiau kaip 100
umol/l labai rizikingas [11]. Hiperhomocisteinemija — tai rizikos faktorius, rodantis, jog gali
18sivystyti daugelis sunkiy ligy ir sutrikimy.

1. Sirdies ir kraujagysliy ligos [12]. Padidinta Hcy koncentracija kraujo serume turi neigiama
poveikj kraujagysliy endoteliui ir kraujo kre$¢jimo sistemai. Tai sglygoja aterosklerotinius
pakitimus kraujagyslése ir tromby formavimasi. Esant endotelio morfologiniam pazeidimui,
homocisteinas aktyvina trombocity adhezijg ir agregacijg [13], todél greitéja tromboniniai
procesai smegeny ir periferinése arterijose. Nustatyta, kad pacientams, kuriems homocisteino
kiekis kraujo plazmoje padidéjes, yra apie tris kartus didesné tikimybé susirgti miokardo infarktu
ar insultu palyginti su tais, kuriy Hcy koncentracija yra normali [11].

2. Alzheimerio liga. Didelé homocisteino koncentracija gali sukelti nerviniy lasteliy ziitj smegeny
zievéje. Pripazinta, kad Zmonéms, turintiems Sirdies ir kraujagysliy problemy, yra didesné rizika
susirgti Alzheimeriu [14].

3. Nepalanki néstumo baigtis. SpontaniSkas ankstyvus ir savaiminis abortas, traukuliy priepoliai,
vaisiaus defektai — visa tai pasireiskia dél padidintos homocisteino koncentracijos néStumo metu.
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1.3.2. Cisteinas
1.3.2.1. Cisteino svarba ir apykaitos procesai Zmogaus organizme

Cisteinas — viena i§ dvideSimties pagrindiniy sieros turinti aminortigstis. Be esminio vaidmens
baltymy sintezéje Sis merkaptobiotiolis vaidina gyvybiskai svarby vaidmen;j atliekant redokso
homeostaze, nes biitent jis yra pagrindinio antioksidanto glutationo pagrindas. Taip pat jis
sunaudojamas ir kitais metabolizmo biidais — sieros turin¢iy aminortig§¢iy taurino bei lantionino ir
kofermento A gamybai, o taip pat ir vandenilio sulfido generavimui.

Organizme cisteinas susidaro i§ metionino per tarpinj produkta homocisteing. Pastargjj sujungus su
serinu, dalyvaujant fermentui cistationino B-sintazei ir vitaminui Bs, susidaro tarpinis produktas
cistationinas. Galutiniame metabolizmo etape fermentas cistationino y-liazé ir vitaminas Bs pavercia
cistationing | cisteing ir a-ketobutiratg. Labai svarbu tai, kad cistationino y-liazé¢ yra vienintelis
Zmogaus organizme esantis cisteino biosintezés fermentas, todél jo triikumas nulemia biotiolio
deficita. Cys susidaro i$ serino angliavandenilinio skeleto, o sieros atomas yra kiles i$ metionino [15].

1.3.2.2. Cisteino deficito Zmogaus organizme pasekmés

Normali merkaptoaminoriigsties cisteino koncentracija Zzmogaus kraujo serume yra 30—200 pmol/l
[15]. Mokslinése literatiirose nurodoma, kad esant Sio biotiolio trilkumui organizme, gali pasireiksti
daugybé sutrikimy.

1. Odos pazeidimai ir silpnumas. Odos virSutiniame sluoksnyje epidermyje yra netirpus fibrilinis
baltymas keratinas. Biitent jis ir suteikia odai tvirtumg. Nemazg keratino sudéties dalj (10-14 %)
sudaro cisteinas. Sis keratino baltymo komponentas leidzia formuoti disulfidinius ry$ius, nuo
kuriy priklauso keratino vientisumas ir tvirtumas. Susiformavusi struktiira yra spiralés formos ir
labai stabili, nes sieros atomai yra arti vienas kito. Taigi, pasireiSkiant Cys tiolio trikumui,
fibrilinio baltymo strukttra pradeda irti ir gali pasireiksti jvairis odos pazeidimai [16].

2. Plauky depigmentacijos ir jy slinkimas. Natiiralios miisy plauko strukttiros didZioji dalis taip pat
yra keratinas. Jo trikumas pastebimai kei¢ia plauky gyvybines funkcijas — prarandamas
elastingumas, Zvilgesys, atsiranda iSsauséjimas. Jei cisteino deficitas nepaSalinamas naudojant
farmacinius papildus, dél keratino trikumo pasireiskia dar didesni sveikatos sutrikimai —
prasideda plauky slinkimo etapas, kuris vadinamas difuzine alopecija [17].

3. Virskinimo sistemos apsaugos susilpnéjimas. Didelis alkoholio vartojimas yra rizikos faktorius,
kuris gali lemti vézio iSsivystimg virSkinimo trakte. Etanolis (alkoholis) organizme yra
paverciamas ] kancerogenine cheming medziaga — acetaldehidg. Cisteinas mazina $io junginio
koncentracijg seilése, todél sumazéja acetaldehido poveikis virskinimo traktui ir atitinkamai vézio
rizikai. Taciau, pasireiskiant Sio biotiolio trikumui organizme, iSlieka didelis sunkios ligos rizikos
faktorius [18].

1.3.3. Glutationas
1.3.3.1. Glutationo svarba ir apykaitos procesai Zmogaus organizme

Glutationas — sieros turinti aminortigstis. Jis Zmogaus organizme atlicka daugybe¢ svarbiy funkcijy.
Pirmiausia, tai vienas svarbiausiy lgstelése sintetinamy ir jas nuo pazeidimy bei laisvyjy radikaly
poveikio saugantis antioksidantas. Taip pat jis pasizymi unikalia savybe — gali maksimaliai padidinti
ir kity antioksidanty efektyvuma, pvz., vitaminy C, E, lipoinés rugsties ir kt. Kita svarbi funkcija —
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ksenobiotiky detoksikavimas. Tai farmakologiSkai arba toksikologiskai aktyvios medziagos, kurios
paprastai néra gaminamos ar randamos zmogaus organizme, pvz., narkotikai. Be visa ko, GSH taip
pat vaidina gyvybiskai svarby vaidmenj redokso ciklo pusiausvyros palaikyme tarp laisvy biotiolio
formy ir disulfidy.

Organizme glutationas sintetinamas i§ pagrindiniy aminortgs¢iy L-cisteino, L-glutamo ragsties ir
glicino. Sio tripeptido sintezé vyksta dviem etapais. Pirmajame sintezés etape L-glutamo riigtis ir
cisteinas, dalyvaujant fermentui y-glutamilcisteino sintetazei, yra paver¢iami j tarpinj produkta vy-
glutamilcisteing. Vélesniame etape fermentu glutationo sintetaze prie jo yra prijungiamas glicinas ir
gaunamas glutationas. Biitent cisteino merkaptogrupé yra atsakinga uz GSH biologinj aktyvuma [19].

Sis tripeptidas organizme gali biiti nustatomas tiek redukuota (GSH), tick oksiduota (GS-GS)
formomis. Iprasta, kad zmoniy audiniuose daugiau nei 90 % glutationo turi biiti redukuotos formos,
o tik likusi procentiné dalis gali biti oksiduota forma. Redukcinés savybés priklauso nuo -SH grupés,
kuri yra redukuoty ekvivalenty (H*) donoras.

1.3.3.2. Glutationo deficito Zmogaus organizme pasekmés

Normali merkaptoaminortigsties GSH koncentracija zmogaus kraujo serume yra 1-10 mmol/l [20].
Glutationas yra priskiriamas antioksidantams. Tai — junginiy grupé, atiduodanti elektronus ir taip
neutralizuojanti laisvuosius radikalus. Pastarieji gali biiti endogeniniai — nattraliai susidaranttys misy
organizme dél lasteliy metabolizmo, streso ar pervargimo, arba egzogeniniai — susidarantys dél oda
veikianciy iSoriniy veiksniy, tokiy kaip UV, rikymo, terSaly. Laisvieji radikalai neturi elektrono todeél
stengiasi jj paverzti i§ artimiausios molekulés. Jei jie elektronus prisijungia i§ svarbiy misy
organizmo komponenty, pvz., DNR, baltymy ar riebaly, jie paZeidzia jy lasteles ir sukelia sveikatos
problemy. Dalyvaujant fermentui glutationo peroksidazei yra neutralizuojami visi organizme esantys
laisvieji radikalai ir biotiolis i$ redukuotos formos pereina j oksiduotg:

2GSH + H202 — GS-SG + 2H20.

Sugaudyti laisvieji radikalai tampa tirpis ir 1§ Zmogaus organizmo gali pasiSalinti su Slapimu. Kitame
etape fermentas glutationo reduktazé grazina GSH j savo prading redukuotg forma:
GS-GS + NADPH + H" — 2GSH + NADP".

Taigi, glutationas pasiZymi labai stipriomis antioksidacinémis savybémis, todél palaikyti normalig jo
koncentracija zmogaus organizme Yra labai svarbu. Esant biotiolio deficitui, gali jvykti oksidacinis
stresas — ryskus biocheminés pusiausvyros sutrikimas, sukeliantis sunkias ligas [21].

1. Plauciy ligos. Rikymas ir ore esanéiy terSaly jkvépimas yra pagrindinis faktorius, lemiantis
plauciy pazeidimus, kurie susij¢ su létinés obstrukcinés plauciy ligos patogeneze. Cigareciy
dimai susideda i§ didelés koncentracijos laisvyjy radikaly — superoksido anijony (O2"™) ir azoto
monoksido (NO). Pastarieji greitai reaguoja tarpusavyje, sudarydami labai reaktyvig ir toksiska
peroksinitrito (ONOO) molekule, kuri turi buiti neutralizuojama antioksidanty. Mokslinéje
literattiroje [22] teigiama, kad cigareciy diimai negrjztamai keicia glutationo koncentracijos lygj
plauciy gleivinés skysciuose. Taigi, sumazejgs antioksidanto kiekis gali buti labai rizikingas
susirgti sunkiomis plauciy ligomis.

2. Virusinés ligos. Mokslingje literatiroje [23] nurodoma, kad glutationo koncentracijos
sumazéjimas yra susijes su jvairiais zmogaus imunodeficito viruso (ZIV) infekcijos aspektais bei
kitomis virusinémis ligomis. ] Zmogaus organizmg pateke azoto ir deguonies laisvieji radikalai
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néra neutralizuojami, todél pasireiSkia jvairios infekcijos. Taip pat teigiama, kad
merkaptoaminoriigstis GSH gali biiti naudojama kaip terapinis agentas gydant Siuos sutrikimus.
Buvo atlikti moksliniai tyrimai, kuriy rezultatai parod¢, kad glutationas slopina gripo viruso
replikacijg. Atsizvelgiant | tai, yra labai svarbu, kad biotiolio koncentracija Zmogaus organizme
biity optimali.

1.4. Biotioliy identifikavimo metodai

Apzvelgus biologinése sistemose esanciy tioliy koncentracijy poky¢iy rysi su daugybe pavojingy
zmogaus sveikatai ligy, svarbu, kad homocisteino, cisteino ir glutationo koncentracijos bty
optimalios. Greitas ir selektyvus $iy merkaptoaminoriig§¢iy deficito ar jy koncentracijos padidéjimo
fiziologinése terpése identifikavimas leisty uzkirsti kelig ankstyvy komplikacijy atsiradimui. Todél
labai svarbu sukurti veiksmingus metodus, leidzianc¢ius lengvai ir jautriai nustatyti Siuos mazus tiolius
biologiniuose méginiuose.

Per pastaruosius metus placiai naudojami jvairiis analizés metodai — didelio efektyvumo skysciy
chromatografija, masiy spektrometrija, kapiliariné elektroforezé ir kiti [24, 25, 26]. Taciau daugeliui
$iy metody reikalinga brangi jranga, o prie$ analizés atlikimg ir sudétingos manipuliacijos. Todé¢l rasti
ir kiekybiskai istirti tiolius biologiniuose méginiuose gali biiti taikomi paprastesni ir maziau sagnaudy
reikalaujantys fluorescenciniai metodai. Jie pasizymi specifiniu selektyvumu ir jautrumu
merkaptobiomolekuléms bei didele skiriamgja geba [27].

Pirmieji moksliniai pranesimai apie mazy molekuliy fluorescencija (FL) pasirodé dar XIX a., o per
pastaruosius kelis deSimtmecius pastebimai iSaugo jvairiy fluorescenciniy zondy naudojimas
biologiniy méginiy stebésenai. Pastaryjy susidarymas yra pagristas dviem pagrindiniais reakcijy
mechanizmais — nukleofilinés [28] arba skilimo [29], kurios toliau skirstomos j ciklizacijg su
aldehidu, reakcijomis su metaly kompleksais ar nanomedZiagomis, sulfonamidy ir sulfanaty esteriy
skilimu, disulfidy mainais, 2,4-dinitrobenzensulfonilo grupés suskaidymu ir kt. Nors fluorescenciniy
zondy sintezés mechanizmy yra daug, taciau labiausiai iSpopuliaréjes biidas — Michaelio prijungimo
reakcija (angl. Michael addition).

1.4.1. Michaelio fluorescencinis metodas

Sj fluorescencinj metoda atrado amerikie¢iy chemikas A. Michaelis 1880-yjy mety pabaigoje.
Selektyvus tiolio ir akceptoriaus reagavimas vandeningoje aplinkoje, greita reakcijos kinetika ir
stabilus produktas — visa tai rodo, kad metodas gali biiti placiai taikomas merkaptoaminoriigsciy
nustatymui biologinése sistemose.

Michaelio fluorescencinis metodas pagrjstas nukleofiliniu reakcijos mechanizmu. DaZniausiai
naudojami akceptoriai yra maleimidas, vinilsulfonai, akrilatai, akrilamidai ir metakrilatai. Jrodyta,
jog reaktyviausias 1§ jy yra maleimidas dél C=C jungties kampo iSkraipymo ir Ziedinio jtempio bei
karbonilo grupés (zr. 1.3 pav.) [30].
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1.3 pav. Michaelio reakcijy akceptoriy reaktyvumo eilé

Sis metodas apima anglies, okso-, azo- ir tio-Michaelio reakcijas. Dél silpnos vandenilio ir sieros
rySio sgveikos, gali buti inicijuojama tio-Michaelio reakcija, kuri yra labai selektyvi ir paprasta
tioliams — vyksta esant lengvoms reakcijos sglygoms, dalyvaujant silpniems katalizatoriams.
Akceptoriaus maleimido dviguboji jungtis selektyviai reaguoja ir prisijungia aminortgsties
merkaptogrupe (zr. 1.1 schema). Susidaro fluorescuojantis zondas, kurio $vytéjimo rySkumas
priklauso nuo tioliy koncentracijos [31]. Labai svarbu tai, kad pradinis junginys, turintis akceptoriy,
pries reaguojant su biotioliu beveik nepasizymi fluorescencija.

Aminorugstis
DaZiklis |
N /7 SH

1.1 schema. Tio-Michaelio prijungimo reakcija

Mokslingje literatiiroje [30] nustatyta, kad tio-Michaelio prijungimo reakcijos kinetika ir iSeiga
priklauso nuo tiolio koncentracijos ir sterinio prieinamumo, elektronus traukiancios grupés pobuidzio
bei tirpiklio poliSkumo. Ypac¢ poliSkuose tirpikliuose, tokiuose kaip dimetilsulfoksidas ar
dimetilformamidas, reakcijai vykti nereikalingi net silpni katalizatoriai. Sio metodo didelis
pranasumas — nesusidaro Salutiniy produkty, kaip, pvz., radikaliniai junginiai.

1.4.2. Biotioliy identifikavimo tio-Michaelio reakcijomis istorija

Norint sukurti zondus, kurie selektyviai atskirty cisteing, homocisteing ir glutationg biologiniuose
meéginiuose, reikia, kad pastarieji tenkinty tris pagrindines salygas.

1. Didel¢ skiriamoji geba. Svarbu, kad susidaranciy biotioliy fluorescuojanciy zondy FL spektro
emisijos maksimumai biity hipsohromiskai arba batochromiskai pasislinke tiek vienas kito, tiek
pradinio Zymeklio atzvilgiu.

2. Zymus fluorescencijos intensyvumo padidéjimas, prisijungus tiolius.

3. Zondy emisijos maksimumai turi buti 650-900 nm elektromagnetinés spinduliuotés srityje [32],
nes biologiniuose méginiuose 250-600 nm vyksta vietiniy biomolekuliy autofluorescencija, kuri
gali apriboti fluorescuojanciy zondy FL nustatymo tiksluma [33].
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Toliau pateikiama mokslinéje literatiiroje rasta informacija apie tio-Michaelio reakcijoms sintetintus
zondus ir jy pritaikomumo galimybes.

Zondy kurimo istakos siekia 1981 m., kuomet T. O. Sippelis paskelbé apie pirmuosius maleimido
junginius — kumarino darinius, kurie buvo naudojami kaip zymekliai merkaptoaminoriigstims
identifikuoti. Prisijungus biotiolius buvo galima stebéti Sviesiai mélyng fluorescencija [34]. Po keliy
mety M. E. Langmuir kartu su kolegomis juos patobulino ir zondai 2 ir 3 jau galéjo nezymiai iSskirti
glutationg i$ kity biotioliy [35].
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1998 m. A. P. de Silva sukurti zymekliai kondensuoty aromatiniy junginiy pagrindu 7, 8 ir imidas 9
sukélé tikrg sensacijg nustatant cisteing vandeniniame metanolio tirpale [36]. Ta¢iau bandymai su
homocisteinu ir glutationu atlikti nebuvo.
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2012 m. K. Dnyaneshwaras pranes¢ apie maleimido zonda 10 su chinolino dariniu. Sj junginj
iStirpinus DMSO su HEPES buferiu (pH = 7,4) ir pridéjus biotioliy buvo stebimas zymus
fluorescencijos padidéjimas. IS visy trijy tioliy cisteino fluorescencija buvo intensyviausia, taciau visy
merkaptoaminorigs¢iy FL spektro emisijos maksimumas buvo bendras ties 455 nm [37]. Siekiant
selektyvumo vélesniais metais Zymeklis buvo modifikuojamas, keiiant maleimido fragmento
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pozicijas — C-2, C-3 ir C-4. Zondas 11 parodé gerokai didesne fluorescencijg su glutationu, o 12 gery
rezultaty nepateiké né vieno tiolio atzvilgiu [38]. Deja, visi trys zZymekliai negali buti naudojami
selektyviai atskirti biotiolius tarpusavyje.

2016 m. T. Liu su bendraautoriais mokslinéje literatiiroje [39] paskelbé apie maleimido zondg 13 su
trifenilamino fragmentu. Sis Zymeklis pats nefluorescuoja, tadiau prisijungus homocisteing ir
glutationg, pasireiské intensyvus FL padidéjimas. Tuo tarpu cisteinas beveik nekélé jokiy pokyciy.
Hcy ir GSH fluorescenciniy zondy emisijos maksimumai atitinkamai buvo ties 480 ir 485 nm. Kad
imituoty fiziologinj pH tyrimai atlikti vandeninio HEPES buferio ir DMSO miSinyje. Kaip patys
autoriai teigia, Sio zondo trilkumas — suzadinimo ir spinduliavimo bangy ilgis yra artimojoje
regimojoje srityje.

Tais paciais metais J. Li su komanda pranesé apie maleimido zonda 14 su antraceno fragmentu.
Fluorescencijos intensyvumas Zymiai padidéjo pridéjus biotioliy. Taip pat jvyko batochrominis
poslinkis pradinio zondo atzvilgiu, taciau visy trijy tioliy emisijos maksimumas buvo vienodas 573
nm. Nustatyta, kad minimali cisteino, homocisteino ir glutationo aptikimo riba yra 0,015 uM. Sio
zondo selektyvumas pasiektas tik kity aminoriig§¢iy atzvilgiu, bet ne kiekvieno biotiolio atskirai [40].
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2017 m. mokslinéje literatiiroje [41] buvo publikuotas kumarino pagrindu sukurtas zymeklis 15.
Taciau jis, kaip ir pries tai aptartas zondas 14, selektyviai iSskiria merkaptoaminortigstis 1§ kity, bet
ne cisteing, homocisteing ir glutationg tarpusavyje. Buvo atlikti tyrimai su biologiniais méginiais ir
rezultatai parode¢, kad junginys 15 gali biiti naudojamas tioliy nustatymui Zmogaus organizme.

Po mety Kinijos mokslininky komanda pristaté naujg biotioliy nustatymui skirtg zondg 16, kurio
struktiira pagrista rodamino B ir 2,5-pirolidindiono fragmentais. Prid¢jus skirtingy aminoraig§¢iy ir
biotioliy ryskiu FL intensyvumo padidéjimu pasizyméjo tik glutationo fluorescencinis zondas, kurio
emisijos maksimumas buvo ties 580 nm. Eksperimentams buvo naudota metanolio ir vandens miSinys
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su buferiu (pH = 7,4). Siekiant iSsiaiSkinti, ar néra rySkaus poveikio GSH nustatymo kokybei,
tolimesniuose tyrimuose j tirpala buvo pridéta jvairiy jony (Cr3*, Fe®*, Mg?*, Na*, Ca?*, Cu®*, CI, I,
NOz3" ir kiti). Rezultatai buvo neigiami, todél autoriai teigia, kad zondas 16 gali biiti naudojamas
biologiniuose méginiuose kaip labai selektyvus glutationo jutiklis [42].
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2020 m. A. Grzelakowska su bendraautoriais mokslingje literatiiroje [43] publikavo ksantono
pagrindu susintetintus maleimido zondus 17 ir 18. Pastaryjy saveikos buvo tirtos su visais trimis
biotioliais, tac¢iau fluorescencijos intensyvumo atsakas pasireiské tik su cisteinu. Susidarius Cys
fluorescuojanciam zondui FL padidéjo 25 kartus lyginant pradinio Zymeklio 17 atzvilgiu, o 18 — net
60 karty. Taip pat istirta, kad kity aminoriig§¢iy pridéjimas neturi jtakos fluorescencijos atsakui —
zondai selektyviai atpazjsta tik cisteing. Vélesniuose tyrimuose buvo eksperimentuojama
nustatinéjant biotiolio koncentracijos aptikimo ribas. Emisijos maksimumams esant ties 469 nm (17)

ir 474 nm (18) fluorescencijos intensyvumas pamazu didéja, kol cisteino koncentracija pasiekia 20
UM, o Zemiausios biotiolio aptikimo ribos atitinkamai yra 0,117 ir 0,121 pM.

Tais paciais metais Kinijos mokslininkai paskelbé apie tetrafeniletileno fragmentus turinéius
izomerinius maleimido zondus 19 ir 20.

o She
19 20

Inkubuojant zymeklius su glutationu fluorescencija nepasireiske, taciau ji Zymiai padidéjo su cisteinu
ir homocisteinu. Problema, jog abiejy biotioliy fluorescuojanciy zondy emisijos maksimumai buvo
vienodi — 495 nm. Tyrimai atlikti tetrahidrofurano ir vandens misinyje. Nors izomeriniai zondai 19 ir
20 nepasizyméjo aukstu selektyvumu, autoriai teigia, kad jie gali biiti naudojami vidulasteliniams
biotioliams vizualizuoti [44].
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Kiti Kinijos mokslininkai pranes$é apie tris naujus naftalimido pagrindu sukurtus maleimido zondus
21, 22 ir 23. Kaip teigiama mokslinéje literatiiroje [45], dél gero fotofizikinio stabilumo ir nejautrumo
pH kitimui naftalimidas yra daznai naudojamas fluoroforas jvairiy anali¢iy zondy kiirimui.
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Visi zymekliai j biotiolius reagavo skirtingai. Zondas 21 buvo labai selektyvus cisteinui. Tik jam
prisijungus padid¢jo fluorescencijos intensyvumas, kai tuo tarpu kiti biotioliai nesukélé reikSmingos
FL. Emisijos maksimumas buvo ties 465 nm, o homocisteino ir glutationo per kelias deSimtis
pasislinke trumpyjy bangy link. Biotioliams prisijungus prie zondo 22 buvo stebima didZiausia
fluorescencija su cisteinu, o homocisteino ir glutationo FL buvo vienodos. Taciau §is zondas
nepateiké gero selektyvumo, nes nejvyko hipsochrominiai ar batochrominiai poslinkiai né vieno tiolio
atzvilgiu. Zondas 23 nepateiké gery rezultaty — tiek fluorescencijos intensyvumas, tiek emisijos
maksimumai visy merkaptoaminoriig§¢iy iSsidésté vienodai ties 538 nm. Kad imituoty fiziologinj pH
visi tyrimai buvo atlikti dimetilsulfoksido tirpiklyje, naudojant fosfato buferj. Autoriai teigia, kad
zymeklis 21 gali bati pritaikytas cisteinui identifikuoti gyvose lastelése.

1.5. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Trys merkaptobiomolekulés su panasiomis strukttiromis — cisteinas, homocisteinas ir glutationas —
yra labai svarbios normaliam zmogaus organizmo funkcionavimui ir atlieka esminius vaidmenis
palaikant biologines sistemas. Nustatyta, kad nukrypus nuo optimalios tioliy koncentracijos
organizme, gali iSsivystyti daugelis pavojingy ir sunkiy Zzmogaus sveikatai ligy.

MerkaptoaminortigS§tims identifikuoti ir jy koncentracijoms organizme nustatyti placiai naudojami
Jvairiis metodai — didelio efektyvumo skysciy chromatografija, masiy spektrometrija, kapiliariné
elektroforezé ir kiti. Taciau patys paprasCiausi ir maziausiai sgnaudy reikalaujantys yra
fluorescenciniai  metodai.  Pastarieji  pasiZymi  specifiniu  selektyvumu ir  jautrumu
merkaptobiomolekuléms. Pla¢iai naudojamas yra Michaelio fluorescencinis metodas.
Siandieniniame pasaulyje jis vis tobulinamas ir kuriami nauji maleimido zondai, galintys selektyviai
identifikuoti biotiolius. Pastaraisiais metais buvo pranesta apie perspektyvius rezultatus, susijusius su
tioliy aptikimu biologinése sistemose. Taciau Sis metodas vis dar néra galutinai iStirtas ir néra sukurty
visiSkai selektyviy zondy, identifikuojanciy visus tris tiolius — cisteing, homocisteing ir glutationg —
atskirai. Taip pat susidaranciy fluorescuojanciy zondy emisijos maksimumai nepatenka j ypac
patraukliag merkaptoaminoriig§tims identifikuoti 650-900 nm elektromagnetinés spinduliuotés sritj,
kurioje FL intensyvumo neslopina biologinése sistemose esan¢iy vietiniy biomolekuliy
autofluorescencija. Todél susidoméjimo naujais zondais tendencija iSlieka ir jy kiirimas yra aktualus.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

Skyriuje apzvelgiama informacija:

e moksliniams eksperimentams naudota aparatiira;

e naujy junginiy (zymekliy ir fluorescuojanciy zondy) sintezei naudotos medziagos;

o iSsamis naujy junginiy (Zymekliy ir fluorescuojanciy zondy) sintezés etapy aprasymai.

2.1. Aparatira

Branduoliy magnetinis rezonansas (BMR)

Branduoliy magnetinio rezonanso (*H, *C BMR) spektrai uzrasyti ,,Bruker Avance I11* (400 MHz)
spektrometru. Spektro skalé sugraduota milijoninémis dalimis (m.d.). Vidiniu standartu panaudotas
tetrametilsilanas (TMS, 0 m.d.). Gauty junginiy spektriné analiz¢ atlikta naudojant deuteriuota tirpiklj
— dimetilsulfoksidg (DMSO-ds).

Lydimosi temperatiira

Junginio lydimosi temperatiira nustatyta naudojant elektroterminj ,,Mel-Temp/DigiMelt MPA 161
aparata. Tiriama medZziaga patalpinama j mikrokapiliara, kurio vidinis diametras yra 1 mm, o ilgis 75
mm. Temperatiros kélimo greitis — 1 °C/min.

Elementiné analizé
Junginiy elementiné analizé atlikta ,,Exeter Analytical CE-440 aparatu. Nustatyta anglies, vandenilio
ir azoto procentinés dalys junginiuose.

Ultravioletinés spinduliuotés ir regimosios $viesos spektroskopija (UV/RS)

Bandiniy tirpaly Sviesos sugerties spektrai regimosios ir ultravioletinés spinduliuotés dalyse uzraSyti
,Perkin Elmer Lambda 35 UV/VIS* spektrofotometru. Naudoti tirpikliai — THF, 1,4-dioksanas,
metanolis ir DMSO. Tirpalo koncentracija 10* mol/l. Spektry registracijos greitis 2 nm/s. Kiuvetés
storis d = 1 mm. Difrakcinés gardelés plySio plotis 2 nm. Bangos ilgis A pateiktas nm.

Fluorescenciné spektroskopija

Bandiniy tirpaly fluorescencijos spektrai uzrasyti ,,Edinburgh Instruments FLS920* fluorescencijos
spektrofotometru. Naudoti tirpikliai — THF, 1,4-dioksanas, metanolis ir DMSQO. Tirpalo koncentracija
107° mol/l. Kiuvetés storis d = 1 cm. Difrakcinés gardelés plysio plotis 2,5 nm. Bangos ilgis A pateiktas
nm.

Skirtinguose tirpikliuose tirtos medziagos buvo paveiktos atitinkama spinduliuote:

1. THF —junginys Z2 — 680 nm, Z2-Cys — 668 nm, Z2-Hcy — 675 nm, Z2-GSH — 670 nm;

2. 1,4-dioksanas — junginys Z2 — 680 nm, Z2-Cys — 645 nm, Z2-Hcy — 685 nm, Z2-GSH — 685 nm;

3. Metanolis — junginys Z2 — 650 nm, Z2-Cys — 647 nm, Z2-Hcy — 650 nm, Z2-GSH — 655 nm,
Z3 — 750 nm, Z3-Cys — 750 nm, Z3-Hcy — 750 nm, Z3-GSH — 750 nm;

4. DMSO - junginys Z2-Hcy — 660 nm, Z2-GSH — 660 nm, Z3 — 680 nm, Z3-Cys — 760 nm,
Z3-Hcy — 682 nm, Z3-GSH — 760 nm.
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2.2. Medziagos

Visi komerciniai reagentai buvo pirkti i§ kompanijy ,,Sigma — Aldrich® ir ,,TCI Europe* (Zr. 2.1

lentelé). Kai kuriy gauty junginiy chromatografiniam gryninimui buvo naudojamas silikagelis Merck
Grade 9385 (daleliy dydis 230-400, pory dydis 60A) jsigytas i§ jmonés ,,Sigma — Aldrich*.

2.1 lentelé. Komerciniai reagentai ir jy charakteristika

Nr. | Reagento pavadinimas CAS numeris Reagento grynumas | Tiekéjas

1. 5-bromo-2-tiofenokarboksialdehidas 4701-17-1 >95 % »Sigma — Aldrich*
2. Diheksilaminas 143-16-8 >97 % »Sigma — Aldrich*
3. Tribu_tiI(1,3—diokso|an—2—iImetil)fosforo 115754-62-6 597 % Sigma — Aldrich*

bromidas

a, z?igfaﬂfe;'szfyfgg" disperguotas 7646-69-7 Sausas >90 % Sigma — Aldrich
5. 2-amino-1,1,3-triciano-1-propenas 868-54-2 >98 % ,»TCI Europe*

6. Maleino anhidridas 108-31-6 >99 % »Sigma — Aldrich*
7. Trietilaminas (TEA) 121-44-8 >99 % »Sigma — Aldrich*
8. HEPES buferis 7365-45-9 >99,5 % »Sigma — Aldrich*
9. L-Cisteinas 52-90-4 >97 % ,,Sigma — Aldrich®
10. | L-Homocisteinas 6027-13-0 >98 % »Sigma — Aldrich*
11. | Glutationas 70-18-8 >98 % ,,Sigma — Aldrich

2.3. Eksperimenty apraSymas

Reakcijy eiga ir junginiy grynumas buvo sekami plonasluoksnés chromatografijos metodu ant
ALUGRAM SIL G/UV254 plokseliy, kurios stebimos 254 ir 366 nm UV spinduliuotés poveikyje.

Sis magistro baigiamasis projektas yra bakalauro darbo ,Naujy zondy sintezé ir panaudojimas
merkaptoaminoriigsciy identifikavimui [47], kuris buvo apgintas prie§ du metus, tesinys. Norint
nuosekliai i8déstyti naujy biotioliy receptoriy ir fluorescuojanciy zondy sintezés kelig bei atlikti
kokybiska visy junginiy tyrimy palyginamaja analize, 2.2 lentel¢je pateikiama keletas toliau naudoty
tarpiniy ir galutiniy junginiy i§ bakalauro projekto.

2.2 lentelé. Tarpiniai ir galutiniai bakalauro projekto metu susintetinti junginiai

Junginio pavadinimas

Junginio formulé

Junginiai su viena dvigubaja -CH=CH- jungtimi konjuguotoje grandinéje

[5-(diheksilamino)tiofen-2-ilJmetanalis (1)*

ﬁN

I\

S
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Junginio pavadinimas

Junginio formulé

4-[5-(diheksilamino)tiofen-2-il]-2-(2,5-diokso-2,5-
dihidro-1H-pirol-1-il)buta-1,3-dien-1,1,3-
trikarbonitrilas (Z1)

NC
\\\\\\ MCN
I\ / 0

N N
ﬁ > OJ

2,5-diokso-1-{1,1,3-triciano-4-[5-(diheksilamino)
tiofen-2-il]buta-1,3-dien-2-il}pirolidin-3-il-L-
cisteinas (Z1-Cys)

\M

le

COOH
2,5-diokso-1-{1,1,3-triciano-4-[5-(diheksilamino)
tiofen-2-il]buta-1,3-dien-2-il}pirolidin-3-il-L-
homocisteinas (Z1-Hcy)
/ \ /
N
COOH

H,N

NS-{-1-[(karboksimetil)amino]-3-[(2,5-diokso-1-
(1,1,3-triciano-4-(5-(diheksilamino)tiofen-2-il)buta-
1,3-dien-2-il)pirolidin-3-il)tio]-1-oksopropan-2-il}
glutaminas (Z1-GSH)

\M

HOOC
\(”\/ﬂ ZW/NH\/COOH

Junginiai su dviem dvigubosiomis -CH=CH- jungtimis konjuguotoje grandinéje

3-[5-(diheksilamino)tiofen-2-il]propenalis (2)*

“\_\j P
ﬁ
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Junginio pavadinimas Junginio formulé

2-amino-6-[5-(diheksilamino)tiofen-2-ilJheksa-1,3,5- NC
trien-1,1,3-trikarbonitrilas (3) ‘\*\j NC y CN
Y
N 7\ // NH,
‘/_/§/ S
6-[5-(diheksilamino)tiofen-2-il]-2-(2,5-diokso-2,5- NC
dihidro-1H-pirol-1-il)heksa-1,3,5-trien-1,1,3- NC / CN
trikarbonitrilas (Z2)" / o
N/ N
ﬁ S T

2,5-diokso-1-{1,1,3-triciano-6-[5-

NC
(diheksilamino)tiofen-2-ilJheksa-1,3,5-trien-2- NC / CN
il}pirolidin-3-il-L-cisteinas (Z2-Cys) Y o
N/ %j
ﬁ S o

S

HoN™ Scoon

* Junginiai, kurie buvo pakartotinai susintetinti magistrantiiros studijose.

Visi 2.2 lenteléje pateikti junginiai buvo gauti pagal [46, 47] mokslingje literatiiroje apraSytus
eksperimentus, o jy elementinés ir spektrinés analizés rezultatai atitinka minétoje literatiiroje
nurodytus duomenis.

Darbo pradzioje buvo atlikta zondo Z2 pakartotiné gausinimo sinteze.

6-[5-(diheksilamino)tiofen-2-il]-2-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)heksa-1,3,5-trien-1,1,3-
trikarbonitrilas (Z2)

NC

‘\*\‘\ NC/CN
YV
salicd

S 0=\~

Inertinéje argono atmosferoje 40 ml sauso dichlormetano istirpinama 0,7 g (1,7 mmol) junginio 3 ir
0,49 g (5,1 mmol) maleino anhidrido. | gauta misinj létai sulasinama 0,5 g (5,1 mmol) katalizatoriaus
TEA. Reakcija vykdoma kambario temperatiiroje 5 val.,, o jai pasibaigus (plonasluoksné
chromatografija, THF:n-heksanas, 1:1,5) miSinys ekstrahuojamas etilacetatu. Organinis sluoksnis
dziovinamas bevandeniu Na»SO4, nufiltruojamas, organiniai tirpikliai nudistiliuojami rotaciniu
garintuvu. Gautas junginys gryninamas kolonélinés chromatografijos biidu (THF:n-heksanas, 8:17).
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Gauta 0,52 g (61 %) zalvarinés spalvos kristaly. I$skirto produkto lydymosi temperatiira ir BMR
spektrai atitinka mokslinéje literatiiroje [47] apraSytus duomenis.

Kaip matome i§ 2.2. lentel¢je pateikty duomeny, bakalauro projekte, naudojant biotioliy receptoriy
Z2, buvo gautas tik vienas fluorescuojantis zondas Z2-Cys, todél magistro projekte pabaigiama
sintezé su minétu biotioliy receptoriu Z2 — gaunami nauji fluorescuojantys zondai su homocisteinu
Z2-Hcy ir glutationu Z2-GSH.

2,5-diokso-1-{1,1,3-triciano-6-[5-(diheksilamino)tiofen-2-il]Jheksa-1,3,5-trien-2-il}pirolidin-3-il-
L-homocisteinas (Z2-Hcy)

NC
/) o)
N
N /s\ / oﬁj
ﬁ S
COOH
H,N

0,3 g (0,6 mmol) pradinio zondo Z2 istirpinama 15 ml THF, o 0,09 g (0,7 mmol) L-homocisteino
merkaptoaminoriigSties — 7,5 ml dejonizuoto vandens. AnalogiSkame dejonizuoto vandens kiekyje
yra i§tirpinama 0,08 g (0,3 mmol) HEPES buferio (pH = 7,4), i kurj vienu metu supilami zondo ir
biotiolio tirpalai. Reakcija vykdoma kambario temperattiroje 15 min., o jai pasibaigus (plonasluoksné
chromatografija, THF:n-heksanas, 1:1,5), miSinys iSekstrahuojamas etilacetatu. Organinis sluoksnis
dziovinamas bevandeniu NapSO4, nufiltruojamas, organiniai tirpikliai nudistiliuojami rotaciniu
garintuvu. Gauta derva sukristalinama eteriu ir du kartus juo praplaunama. Gauta 0,25 g (66 %)
tamsiai vySniniy metaliniy kristaly.

Elementiné analizé (%) medziagai Cs3sH42NeO4S2 (650,86 g/mol): apskaic¢iuota C 60,90; H 6,50; N
12,91; rasta C 60,62; H 6,43; N 12,76.

N>-{-1-[(karboksimetil)amino]-3-[(2,5-diokso-1-(1,1,3-triciano-6-(5-(diheksilamino)tiofen-2-il)
heksa-1,3,5-trien-2-il)pirolidin-3-il)tio]-1-oksopropan-2-il}glutaminas (Z2-GSH)

NC
_\\\\\ NC /) —CN
/ 0
v \_/ N
S o)
ﬁ o S
HOOC\(\)\ HN%’/NH . COOH
NH, 0

0,3 g (0,6 mmol) pradinio zondo Z2 istirpinama 15 ml THF, o 0,22 g (0,7 mmol) glutationo
merkaptoaminortgsties — 7,5 ml dejonizuoto vandens. AnalogiSkame dejonizuoto vandens kiekyje
yra istirpinama 0,08 g (0,3 mmol) HEPES buferio (pH = 7,4), | kurj vienu metu supilami zondo ir
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biotiolio tirpalai. Reakcija vykdoma kambario temperatiiroje 20 min., o jai pasibaigus (plonasluoksné
chromatografija, THF:n-heksanas, 1:1,5), miSinys iSekstrahuojamas etilacetatu. Organinis sluoksnis
dziovinamas bevandeniu NapSO4, nufiltruojamas, organiniai tirpikliai nudistiliuojami rotaciniu
garintuvu. Gauta derva sukristalinama eteriu ir du kartus juo praplaunama. Gauta 0,28 g (59 %)
tamsiai vySniniy (beveik juody) metaliniy kristaly.

Elementiné analizé (%) medziagai C3gHsoNgOsS2 (823,00 g/mol): apskaiciuota C 56,92; H 6,12; N
13,62; rasta C 56,69; H 6,39; N 13,75.

Naujo zondo Z3 su trimis dvigubosiomis -CH=CH- jungtimis konjuguotoje grandingje sintezei
reikalingy 1 ir 2 tarpiniy junginiy gausinimas.

[5-(diheksilamino)tiofen-2-ilJmetanalis (1)

\N/\ Va
P

S

Inertingje argono atmosferoje 75 ml ksileno istirpinama 5,0 g (26,2 mmol) 5-bromo-2-
tiofenokarboksialdehido, supilama 4,9 g (26,2 mmol) diheksilamino ir sulasinama 2,7 g (26,2 mmol)
sauso TEA. MiSinys maiSomas kambario temperatiiroje 15 min. Tuomet temperatiira létai keliama iki
virimo. Reakcija vyksta 40 val., o jai pasibaigus (plonasluoksné chromatografija, THF:n-heksanas,
1:4) miSinys ekstrahuojamas etilacetatu. Organinis sluoksnis dziovinamas bevandeniu NazSOs,
nufiltruojamas, organiniai tirpikliai nudistiliuojami rotaciniu garintuvu. Gauta derva gryninama
kolonélinés chromatografijos budu (acetonas:n-heksanas, 0,5:24,5). Gauta 5,9 g (76 %) geltonai
rudos spalvos dervos. ISskirto produkto BMR spektry duomenys atitinka mokslinéje literatiiroje [46]
apraSytus spektrus.

3-[5-(diheksilamino)tiofen-2-il]propenalis (2)

Inertingje argono atmosferoje 30 ml sauso THF istirpinama 3,0 g (10,2 mmol) junginio 1 ir 4,1 g
(11,2 mmol) tributil(1,3-dioksolan-2-ilmetil)fosforo bromido. ] gautg tirpala suberiama 0,7 g (30,5
mmol) mineralingje alyvoje disperguoto 60 % natrio hidrido. Reakcija vykdoma kambario
temperattiroje 13 val., o jai pasibaigus (plonasluoksné chromatografija, acetonas:n-heksanas, 1:4)
natrio hidrido perteklius pasalinamas lasinant 10 % druskos riigsties tirpala, kol misinio terpé pasidaro
rugstiné. Po hidrolizés gautas miSinys maiSomas dar 1 val. kambario temperatiiroje. Reakcijai
pasibaigus, (plonasluoksné chromatografija, acetonas:n-heksanas, 1:4) misinys ekstrahuojamas
etilacetatu. Organinis sluoksnis dziovinamas bevandeniu Na>SOg4, nufiltruojamas, organiniai tirpikliai
nudistiliuojami rotaciniu garintuvu. Gauta derva gryninama kolonélinés chromatografijos biidu
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(acetonas:n-heksanas, 1:24). Gauta 2,8 g (78 %) rudos spalvos dervos. Iskirto produkto BMR spektry
duomenys atitinka mokslingje literatiroje [46] apraSytus spektrus.

Toliau vykdoma naujo zondo Z3 su trimis dvigubosiomis -CH=CH- jungtimis konjuguotoje
grandinéje ir jo pagrindu susidaranciy cisteino Z3-Cys, homocisteino Z3-Hcy ir glutationo Z3-GSH
fluorescuojanciy zondy sintezé.

5-[5-(diheksilamino)tiofen-2-il]penta-2,4-dienalis (4)

ﬁ S

Inertinéje argono atmosferoje 20 ml sauso THF istirpinama 2,0 g (5,7 mmol) junginio 2 ir 2,3 g (6,3
mmol) tributil(1,3-dioksolan-2-ilmetil)fosforo bromido. ] gautg tirpalg suberiama 0,4 g (17,2 mmol)
mineralingje alyvoje disperguoto 60 % natrio hidrido. Reakcija vykdoma kambario temperattiroje 23
val., o jai pasibaigus (plonasluoksné chromatografija, acetonas:n-heksanas, 1:4) natrio hidrido
perteklius pasalinamas lasinant 10 % druskos riigsties tirpalg, kol misinio terpé pasidaro riigstiné. Po
hidrolizés gautas miSinys maiSomas dar 1 val. kambario temperatiiroje. Reakcijai pasibaigus,
(plonasluoksné chromatografija, acetonas:n-heksanas, 1:4) miSinys ekstrahuojamas etilacetatu.
Organinis sluoksnis dziovinamas bevandeniu NaSO4, nufiltruojamas, organiniai tirpikliai
nudistiliuojami rotaciniu garintuvu. Gauta derva gryninama kolonélinés chromatografijos bidu
(acetonas:n-heksanas, 4:21). Gauta 1,5 g (70 %) rudos spalvos dervos. Isskirto produkto BMR spektry
duomenys atitinka mokslingje literattiroje [46] apraSytus spektrus.

2-amino-8-[5-(diheksilamino)tiofen-2-iljokta-1,3,5,7-tetraen-1,1,3-trikarbonitrilas (5)

NC
% NH
/ 2
\ /S\ /

Inertinéje argono atmosferoje 30 ml sauso etanolio iStirpinama 1,5 g (4,0 mmol) junginio 4 ir 0,53 g
(4,0 mmol) 2-amino-1,1,3-triciano-1-propeno. Reakcija vykdoma virimo temperatiiroje 4 val., o jai
pasibaigus (plonasluoksné¢ chromatografija, acetonas:n-heksanas, 1:4) miSinys atvésinamas ir
filtruojamas. Produktas gaunamas be paSaliniy priemaisy, todél papildomo gryninimo nereikia.
Gauta: 1,3 g (71 %) zalios spalvos metaliniy kristaly. ISskirto produkto lydymosi temperatiira ir BMR
spektry duomenys atitinka mokslinéje literatiiroje [46] apraSytus duomentis.
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8-[5-(diheksilamino)tiofen-2-il]-2-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)okta-1,3,5,7-tetraen-
1,1,3-trikarbonitrilas (Z3)

Inertingje argono atmosferoje 75 ml sauso dichlormetano istirpinama 1,3 g (2,8 mmol) junginio 5 ir
0,83 g (8,4 mmol) maleino anhidrido. | gauta miSinj létai sulasinama 0,9 g (8,4 mmol) katalizatoriaus
TEA. Reakcija vykdoma kambario temperatiiroje 5 wval.,, o jai pasibaigus (plonasluoksné
chromatografija, THF:n-heksanas, 1:1,5) miSinys ekstrahuojamas etilacetatu. Organinis sluoksnis
dziovinamas bevandeniu Na»SOs, nufiltruojamas, organiniai tirpikliai nudistiliuojami rotaciniu
garintuvu. Gautas junginys gryninamas kolonélinés chromatografijos biidu (THF:n-heksanas, 11:14).
Gauta 0,76 g (50 %) bronzinés spalvos kristaly. Lydimosi temperatiira 9899 °C.

'H BMR - (400 MHz, DMSO, §): 7,99 (s, 1H, 3- arba 4-H maleino), 7,64 (d, J = 8,0 Hz, 1H,
-CH=C(CN)-), 7,50-7,03 (m, 5H, 3- arba 4-H maleino, 3,4-H tiofeno, =CH-CH=CH-CH=C(CN)-,
-CH=CH-CH=CH-CH=C(CN)-), 6,88-6,64 (m, 1H, =CH-CH=C(CN)- arba -CH=CH-CH=C(CN)-),
6,56-6,36 (t, 1H, =CH-CH=C(CN)- arba -CH=CH-CH=C(CN)-), 4,02-3,54 (m, 4H, -CH>-N-),
1,90-1,55 (m, 4H, -CH,-CH-N-), 1,49-1,13 (m, 12H, CH3-(CH2)s-), 0,98-0,71 (m, 6H, -CH3) m.d.

13C BMR — (101 MHz, DMSO, §): 175,71 (-C-(maleinas)); 168,59 (2,5-C maleino); 151,99; 150,64;
144,32; 143,65; 136,09 (3,4-C maleino); 133,69; 133,20; 125,22; 122,90; 118,48; 118,43; 116,99;
116,65; 111,93; 88,95 (-CH2-N-); 60,88 (-CH2-CHa-N-); 31,29 (CHs-(CH2)2-(CH2)-); 26,11
(CH3-(CH2)-(CH2)-); 22,46 (CH3-(CH2)-); 14,34 (-CH3) m.d.

Elementiné analizé (%) medziagai C31H3sNsO2S (541,71,00 g/mol): apskaiciuota C 68,73; H 6,51; N
12,93; rasta C 68,82; H 6,39; N 12,82.

2,5-diokso-1-{1,1,3-triciano-8-[5-(diheksilamino)tiofen-2-ilJokta-1,3,5,7-tetraen-2-il}pirolidin-
3-il-L-cisteinas (Z3-Cys)

HoN™ “coon

0,2 g (0,4 mmol) pradinio zondo Z3 istirpinama 10 ml THF, o 0,06 g (0,5 mmol) L-cisteino
merkaptoaminoraigsties — 5 ml dejonizuoto vandens. AnalogiSkame dejonizuoto vandens kiekyje yra
iStirpinama 0,05 g (0,2 mmol) HEPES buferio (pH = 7,4), j kurj vienu metu supilami zondo ir biotiolio
tirpalai. Reakcija vykdoma kambario temperatiiroje 10 min., o jai pasibaigus (plonasluoksné
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chromatografija, THF:n-heksanas, 1:1,5), miSinys iSekstrahuojamas etilacetatu. Organinis sluoksnis
dziovinamas bevandeniu NapSO4, nufiltruojamas, organiniai tirpikliai nudistiliuojami rotaciniu
garintuvu. Gauta derva sukristalinama eteriu ir du kartus juo praplaunama. Gauta 0,19 g (78 %)
tamsiai vySninés spalvos kristaly.

'H BMR - (400 MHz, DMSO §): 10,27 (s, 1H, -OH), 8,00-6,74 (m, 7H, -NH,, -CH=C(CN)-,
=CH-CH=CH-CH=C(CN)-, -CH=CH-CH=CH-CH=C(CN)-, 3,4-H tiofeno), 6,73-6,59 (m, 1H,
=CH-CH=C(CN)- arba -CH=CH-CH=C(CN)-), 6,73-6,59 (m, 1H, =CH-CH=C(CN)- arba
-CH=CH-CH=C(CN)-), 4,49-3,94 (m, 2H, 4-H pirolo, -CH(NH2)-COOH), 3,89-3,58 (m, 4H,
-CH2-N-), 3,17-2,65 (m, 3H, -S-CH>-, 3-H pirolo), 1,81-1,55 (m, 4H, -CH,-CH>-N-), 1,32-1,17 (m,
12H, CHz-(CH>)s-), 0,87 (t, J = 6,2 Hz, 6H, -CH3) m.d.

13C BMR — (101 MHz, DMSO, §): 172,30 (5-C pirolo); 171,89 (-C-(pirolas)); 168,45 (-COOH);
168,39 (2-C pirolo); 156,07; 147,66; 145,51; 129,02; 128,98; 126,30; 124,05; 121,89; 120,56; 116,84
(-CN); 116,76; 114,28 (=C(CN)2); 70,28 (-CH2-N-); 56,05 (-CH2-CH2-N-); 55,06 (-CH(NH2)); 53,69;
4751; 37,98; 37,31 (-S-CH-); 31,35 (CHs-(CH2)2-(CH2)-); 26,21 (CHs-(CH2)-(CH2)-); 22,49
(CH3-(CH>)-); 14,35 (-CH3) m.d.

Elementiné analizé (%) medZziagai C3sHs2NsO4S2 (662,87 g/mol): apskaiciuota C 61,61; H 6,39; N
12,68; rasta C 61,86; H 6,27; N 12,59.

2,5-diokso-1-{1,1,3-triciano-8-[5-(diheksilamino)tiofen-2-ilJokta-1,3,5,7-tetraen-2-il}pirolidin-
3-il-L-homaocisteinas (Z3-Hcy)

s
S

0,2 g (0,4 mmol) pradinio zondo Z3 istirpinama 10 ml THF, o 0,06 g (0,5 mmol) L-homocisteino
merkaptoaminortgsties — 5 ml dejonizuoto vandens. AnalogiSkame dejonizuoto vandens kiekyje yra
iStirpinama 0,05 g (0,2 mmol) HEPES buferio (pH = 7,4), 1 kurj vienu metu supilami zondo ir biotiolio
tirpalai. Reakcija vykdoma kambario temperatiiroje 20 min., o jai pasibaigus (plonasluoksne
chromatografija, THF:n-heksanas, 1:1,5), miSinys iSekstrahuojamas etilacetatu. Organinis sluoksnis
dziovinamas bevandeniu Na>SOs, nufiltruojamas, organiniai tirpikliai nudistiliuojami rotaciniu
garintuvu. Gauta derva sukristalinama eteriu ir du kartus juo praplaunama. Gauta 0,18 g (72 %)
metalinio Zvilgesio tamsios vySninés spalvos kristaly.

Elementiné analizé (%) medziagai C3sH4aNsO4S2 (676,89 g/mol): apskaiciuota C 62,10; H 6,55; N
12,42; rasta C 61,94; H 6,58; N 12,46.
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N°-{-1-[(karboksimetil)amino]-3-[(2,5-diokso-1-(1,1,3-triciano-8-(5-(diheksilamino)tiofen-2-il)
okta-1,3,5,7-tetraen-2-il)pirolidin-3-il)tio]-1-oksopropan-2-il}glutaminas (Z3-GSH)

NC NC
/) —CN
\\\\j / o
/ N
N/ oﬁj
S
ﬁ 0"
HOOC
\l\g\/uHN'é,/NH\/COOH
2 0

0,2 g (0,4 mmol) pradinio zondo Z3 istirpinama 10 ml THF, o 0,14 g (0,5 mmol) glutationo
merkaptoaminortgsties — 5 ml dejonizuoto vandens. Analogiskame dejonizuoto vandens kiekyje yra
iStirpinama 0,05 g (0,2 mmol) HEPES buferio (pH = 7,4), | kurj vienu metu supilami zondo ir biotiolio
tirpalai. Reakcija vykdoma kambario temperatiiroje 25 min., o jai pasibaigus (plonasluoksné
chromatografija, THF:n-heksanas, 1:1,5), miSinys iSekstrahuojamas etilacetatu. Organinis sluoksnis
dziovinamas bevandeniu Na»SOs, nufiltruojamas, organiniai tirpikliai nudistiliuojami rotaciniu
garintuvu. Gauta derva sukristalinama eteriu ir du kartus juo praplaunama. Gauta 0,16 g (52 %)
tamsios vySninés spalvos kristaly.

Elementiné analizé (%) medziagai Cs1Hs2NgOgS2 (849,03 g/mol): apskaiciuota C 58,00; H 6,17; N
13,20; rasta C 58,24; H 6,08; N 13,10.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Kaip jau buvo minéta, trys merkaptobiomolekulés su panaSiomis struktiromis — cisteinas,
homocisteinas ir glutationas — yra labai svarbios normaliam zmogaus organizmo funkcionavimui. Jos
dalyvauja metaboliniuose procesuose ir atlieka esminius vaidmenis palaikant biosistemas.
Moksliniais tyrimais jrodyta, jog jy koncentracijy nukrypimai nuo optimaliy riby gali sukelti
patologines biisenas, todé¢l iSsivysto daugelis sunkiy ligy. Selektyviai identifikuojant biotiolius
organizme galima sustabdyti net ankstyvy simptomy atsiradimg. Tam tikslui gali biiti naudojami
Jvairis metodai, taciau pats paprasCiausias yra fluorescencinis Michaelio merkaptoaminorigsciy
nustatymo metodas. Galimi jvairiis receptoriai, selektyviai reaguojantys su tioliy merkaptogrupémis,
ta¢iau reaktyviausias ir populiariausias yra maleimidas.

Literatiiros apzvalgoje pateikta jvairiy zondy su maleimido fragmentu pavyzdziy, skirty Sioms
biomolekuléms aptikti. Pastaraisiais metais buvo pranesta apie perspektyvius rezultatus, ta¢iau néra
sukurty visiskai selektyviy zondy, identifikuojanciy visus tris tiolius — cisteing, homocisteing ir
glutationg — atskirai. Todél naujy Zymekliy paieska bei kiirimas iSlieka aktualis ir $iai dienai.

Literatiiros apzvalgoje taip pat buvo atkreiptas démesys | tai, kad norint sukurti zondus, kurie
selektyviai atskirty tiolius biologiniuose méginiuose, reikia, kad bty tenkinamos trys pagrindinés
salygos. Pirmoji ir labai svarbi — zondy emisijos maksimumai turi biti 650-900 nm
elektromagnetinés spinduliuotés srityje, nes biologiniuose méginiuose 250-600 nm vyksta vietiniy
biomolekuliy autofluorescencija, kuri gali apriboti fluorescuojanéiy zondy FL nustatymo tiksluma.
Yra zinoma, kad didinant cianininiy dazikliy konjuguotos dvigubyjy jung¢iy grandinés ilgj, vyksta
batochrominis poslinkis ir absorbcijos, o tuo paciu ir emisijos maksimumus galima zenkliai paslinkti
1 raudongja spektro puse [46]. Biitent dél Sios priezasties prie§ du metus KTU Organinés chemijos
katedroje buvo susintetinti cianininiai dazikliai (zondai) Z1 ir Z2 su skirtingu dvigubyjy jung¢iy
skai¢iumi konjuguotoje grandinéje, jungiancioje elektrondonoring bei elektronakceptorine daziklio
dalis (Zr. 2.2 lentele). Pastarieji publikuoti bakalauro darbe [47]. Atlikus fluorescencijos tyrimus 1,4-
dioksane, metanolyje, tetrahidrofurane ir dimetilsulfokside rezultatai parodé, kad Z1 emisijos
maksimumai nepriklauso nuo tirpiklio prigimties ir yra ~ 600 nm elektromagnetinés spinduliuotés
srityje. Tuo tarpu Z2 emisijos maksimumas DMSO sieké 657 nm. [vertinant tai, jog zondai Z1 ir Z2
atitinkamai nepatenka arba i§ dalies patenka j ypac patraukliag merkaptoaminortigS§tims identifikuoti
elektromagnetinés spinduliuotés sritj, Siame darbe buvo susintetintas naujas cianininis daziklis su
didesniu dvigubyjy jungciy skai¢iumi konjuguotoje grandingje, siekiant dar labiau emisijos
maksimuma paslinkti j raudongjg spektro sritj.

3.1. Cianininio daziklio sintezé

Inertinégje argono atmosferoje ir ksileno virimo temperatiiroje reaguojant 5-bromo-2-
tiofenokarboksialdehidui ir diheksilaminui, o taip pat reakcijoje dalyvaujant katalizatoriui
trietilaminui, buvo isskirtas tarpinis junginys [5-(diheksilamino)tiofen-2-ilJmetanalis (1). Sj veikiant
tributil(1,3-dioksolan-2-ilmetil)fosforo bromidu, dalyvaujant natrio hidridui, o vélesniame hidrolizés
etape druskos ragsciai, buvo gautas 3-[5-(diheksilamino)tiofen-2-il]propenalis (2). Pastarasis sintezés
etapas identiskai kartojamas i$ naujo, siekiant gauti tarpinj junginj 5-[5-(diheksilamino)tiofen-2-
illpenta-2,4-dienalj (4). Siam reaguojant su 2-amino-1,1,3-triciano-1-propenu, reakcija vykdant
argono aplinkoje ir etanolio virimo temperatiroje, susidaré 2-amino-8-[5-(diheksilamino)tiofen-2-
ilJokta-1,3,5,7-tetraen-1,1,3-trikarbonitrilas  (5) su trimis dvigubosiomis -CH=CH- jungtimis

29



konjuguotoje grandinéje. Paskutinis sintezés ectapas vykdytas dichlormetane tarpinj junginj (5)
kondensuojant su maleino anhidridu, esant katalizatoriui TEA. Isskirtas tikslinis cianinis daziklis
(zondas) 8-[5-(diheksilamino)tiofen-2-il]-2-(2,5-diokso-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)okta-1,3,5,7-
tetraen-1,1,3 —trikarbonitrilas (Z3) zr. 3.1 schema).

\/\//O e \@f

N S NaH, 10% HCI
THF Ar Tkamb
2
) NC
0} NC
©) /\< J CN
Bu3P 0
B NH,
Etanolis,
NaH, 10% HCI NC
THF, Al‘, Tkamb.
(0]

S S

1 ‘/_/_/ 5
090
NH((CH,)sCHy), _7
TEA, p-ksilenas, TEA, DCM
9 b

Ar, Ty, AT, Tiamp,. NC
/ \_ 0
Br S

3.1 schema. Cianininio daziklio (zondo) Z3 sintezés schema

Susintetinto zondo Z3 struktiirg patvirtina spektrinés ir elementinés analizés duomenys. H
branduoliy magnetinio rezonanso spektro (zr. 3.1 pav.) stipresniuose laukuose prie 0,98-0,71 m.d.
stebimas metilo grupiy multipletas, o intervale ties 1,49-1,13 m.d. -CH: grupiy dvylikos protony
multipletas. Aréiau azoto -CH2-CH2-N- ir prie pat jo -CH2-N- esané¢iy metiliniy grupiy protonai
fiksuojami multipletais atitinkamai prie 1,90-1,55 ir 4,02-3,54 m.d. =CH-CH=C(CN)-
-CH=CH-CH=C(CN)- multipletai matomi prie 6,56-6,36 ir 6,88-6,64 m.d. Prailgintos dvigubyjy
jungéiy grandinés (=CH-CH=CH-CH=C(CN)-, -CH=CH-CH=CH-CH=C(CN)-) protonai, esantys
7-0je ir 8-oje konjuguotos grandinés padétyje, bei 3,4-H tiofeno ir vienas maleino protonas spektre
stebimi multipletu ties 7,50—7,03 m.d. -CH=C(CN)- grupés protonas isreikstas dubletu prie 7,64 m.d.,
0 tuo tarpu 3- arba 4-H maleino protonas fiksuojamas singletu prie 7,99 m.d.

Susintetintas naujas cianininis daziklis Z3 buvo panaudotas merkaptoaminoriig§tims identifikuoti.
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3.1 pav. Junginio Z3 *H BMR (DMSO, 400 MHz) spektras
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3.2. Cianininiy dazikliy sgveika su merkaptoaminoruagstimis

Sios projekto dalies tikslas buvo isskirti junginius — fluorescuojanéius zondus. Pastarieji susidaro
maleimido fragmentg turin€iam cianininiui dazikliui reaguojant su merkaptoaminoriigstimis. Minéta
sgveika remiasi mokslinés literatiiros apzvalgoje apraSytu Michaelio fluorescenciniu metodu, kuris
naudojamas biotioliams atpazinti. Nukleofilinés reakcijos metu dél silpnos vandenilio ir sieros rysio
sgveikos inicijuojama tio-Michaelio pijungimo reakcija — reaktyvus akceptorius maleimidas prie savo
dvigubosios jungties selektyviai prisijungia tik merkaptoaminorigstis ir susidaro fluorescuojantis
zondas (Zr. 3.2 schema).

(0]

Aminorugstis
Daziklis f |
N / SH

(0]

3.2 schema. Tio-Michaelio prijungimo reakcija

Bakalauro darbe [47] publikuoto cianininio daziklio Z1 sgveika buvo tirta su visais trimis biotioliais
ir gauti fluorescuojantys zondai Z1-Cys, Z1-Hcy ir Z1-GSH. D¢l lengvesnio fluorescencinio zondo
Z1-Cys isskyrimo ir didesniy reakcijos iSeigy lyginant su analogais Z1-Hcy ir Z1-GSH, cianininio
daziklio Z2 su papildoma dvigubgja -CH=CH- jungtimi sgveikai buvo pasirinktas tik biotiolis
cisteinas. Tod¢l toliau tgsiant mokslinius tyrimus, kurie parodo zondo pritaikomuma selektyviam
merkaptobiotioliy atskyrimui, buvo tirta zymeklio Z2 sgveika su likusiais dviem tioliais —
homocisteinu ir glutationu.

Kambario temperatiiroje ekvivalentiniame kiekyje tetrahidrofurano ir dejonizuoto vandens daziklj Z2
veikiant L-homocisteinu, fiziologinio pH imitavimui reakcijoje dalyvaujant HEPES buferiui, buvo
i§skirtas merkaptoaminortigstj prisijunggs tikslinis junginys — fluorescuojantis zondas 2,5-diokso-1-
{1,1,3-triciano-6-[5-(diheksilamino)tiofen-2-il]heksa-1,3,5-trien-2-il}pirolidin-3-il-L-homocisteinas
(Z2-Hcy). Analogiskai Z2 veikiant glutationu susidaré biotiolio fragmentg turintis daziklio Z2
darinys — fluorescuojantis zondas N°-{-1-[(karboksimetil)amino]-3-[(2,5-diokso-1-(1,1,3-triciano-6-
(5-(diheksilamino)tiofen-2-il)heksa-1,3,5-trien-2-il)pirolidin-3-il)tio]-1-oksopropan-2-il }glutaminas
(Z2-GSH) (zr. 3.3 schema).
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3.3 schema. Cianininio daziklio (zondo) Z2 sgveika su merkaptoaminoriigstimis

Naujo cianininio daziklio Z3 su dviem papildomomis dvigubosiomis -CH=CH- jungtimis sgveika
buvo tirta su visais trimis biotioliais — cisteinu, homocisteinu ir glutationu. Tiksliniy junginiy gavimui
buvo panaudota anksCiau aprasyta sintezés schema. Zondui Z3 reaguojant su L-cisteinu,
L-homocisteinu ir glutationu buvo i$skirti atitinkami fluorescuojantys zondai 2,5-diokso-1-{1,1,3-
triciano-8-[5-(diheksilamino)tiofen-2-ilJokta-1,3,5,7-tetraen-2-il }pirolidin-3-il-L-cisteinas(Z3-Cys),
2,5-diokso-1-{1,1,3-triciano-8-[5-(diheksilamino)tiofen-2-il]okta-1,3,5,7-tetraen-2-il} pirolidin-3-il-
L-homocisteinas (Z3-Hcy) ir N°-{-1-[(karboksimetil)amino]-3-[(2,5-diokso-1-(1,1,3-triciano-8-(5-
(diheksilamino)tiofen-2-il)okta-1,3,5,7-tetraen-2-il)pirolidin-3-il)tio]-1-oksopropan-2-il }glutaminas
(Z3-GSH) (Zr. 3.4 schema).
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3.4 schema. Cianininio daziklio (zondo) Z3 sgveika su merkaptoaminoriigstimis

Gauty fluorescuojanéiy zondy struktiira patvirtinta elementine analize, o Z3-Cys papildomai ir H
bei 1*C BMR spektrinés analizés duomenimis. Sio junginio *H branduoliy magnetinio rezonanso
konjuguotos dalies spektras pateiktas 3.2 pav. Merkaptoaminoriigsties cisteino prijungimg liudija i§
aromatinés dalies i8nyke 3,4-H maleino protony signalai. =CH-CH=C(CN)- ir -CH=CH-CH=C(CN)-
multipletai matomi prie 6,56-6,36 ir 6,73-6,59 m.d. Atsiradusios aminogrupés, 3,4-H tiofeno bei
konjuguotos grandinés skirtingoje padétyje esantys protonai (-CH=C(CN)-,
=CH-CH=CH-CH=C(CN), -CH=CH-CH=CH-CH=C(CN)-) stebimi multipletu ties 8,00-6,74 m.d.

Prie 10,27 m.d. yra fiksuojamas tipinis iSplatéjes karboksigrupés -OH protono singletas.

S
0
HOOC \(\)HN NH_ COOH
NH, o
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-CH=CH-CH=CH-CH=C(CN)- :
=CH-CH=CH-CH=C(CN}- ;
-CH=C(CN)- ;

3.4-H tiofeno :

NH. =CH-CH=C(CN)- ;

\ CH/[IHCHC(C]\)

— |||L|,|'l

1.00
6.26 -
0.9
1.16

1.0 10,5 10.0 9.5 2.0 8.5 8.0 73 7.0 6.5 6.0

3.2 pav. Junginio Z3-Cys 'H BMR (DMSO, 400 MHz) aromatinés dalies spektras

Visy aptarty fluorescuojanéiy zondy susidarymas patvirtino cianininiy dazikliy Z2 ir Z3
pritatkomuma merkaptoaminortig§tims identifikuoti naudojant Michaelio fluorescencin} metods.

3.3. Optiniy savybiy tyrimai

Michaelio prijungimo reakcijos metu susintetinus fluorescuojancius zondus yra svarbu istirti jy
optines savybes, kurios parodo, ar zymeklis gali selektyviai atskirti tris biotiolius — Cys, Hcy ir GSH.
Literaturos apzvalgoje buvo atkreiptas démesys | tris pagrindines sglygas, kurias turi tenkinti zondai.
Pirmoji buvo aptarta ankstesniame skyriuje. Ne maziau svarbios ir likusios dvi.

1. Didelé skiriamoji geba. Svarbu, kad susidaranciy biotioliy fluorescuojanéiy zondy FL spektro
emisijos maksimumai biity hipsohromiSkai arba batochromiskai pasislinke tiek vienas kito, tiek
pradinio Zymeklio atZzvilgiu. Pagal Siuos poslinkius galima identifikuoti merkaptoaminortigstis
biologiniuose méginiuose.

2. Prisijungus tiolius stebimas zymus fluorescencijos intensyvumo padidéjimas, kuris priklauso nuo
merkaptoaminortig§¢iy koncentracijos zmogaus Kraujo serume. Galima sudaryti prototipinius FL
spektrus su skirtingomis fluorescuojancio zondo koncentracijomis. Tuomet atlikus tiriamy
biologiniy méginiy FL spektry analiz¢ galima sulyginti gautajj spektra su prototipiniu ir suzinoti
tikraja merkaptoaminoriigSties koncentracijag zmogaus organizme.
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3.3.1. Cianininiy dazikliy ir fluorescuojanciy zondy sugerties tyrimai

Zinant, kad ypa¢ patrauklis merkaptoaminoriigitims identifikuoti yra zondai, kuriy absorbcijos
maksimumas iSsidéstes 650900 nm elektromagnetinés spinduliuotés srityje, buvo uzrasSyti Zymekliy
Z2 ir Z3 bei jy pagrindu sukurty fluorescuojanéiy zondy UV/RS spinduliuotés sugerties spektrai.
Norint jvertinti tirpiklio jtakg absorbcijos spektrai buvo uzrasyti keturiuose skirtinguose tirpikliuose
— THF, 1,4-dioksane, metanolyje ir DMSO. Bangos ilgiai, kai junginiy ekstincija pasiekia
maksimumag, buvo panaudoti tolimesniuose fluorescencijos tyrimuose — FL suzadinimui.

Mokslingje literatiiroje [47] publikuoto cianininio daziklio Z2 ir jo pagrindu sukurto fluorescuojancio
zondo Z2-Cys optinés savybés buvo tirtos tik DMSO tirpiklyje. Jis buvo pasirinktas, atsizvelgus j
analogy — Z1 ir jo fluorescuojanciy zondy Z1-Cys, Z1-Hcy ir Z1-GSH — geresn] tirpumg ir
intensyvesne FL lyginant su kitais trimis tirpikliais. Todél toliau tesiant mokslinius tyrimus zondo Z2
su papildoma dvigubgja -CH=CH- jungtimi konjuguotoje grandinéje ir jo fluorescuojanciy zondy
Z2-Cys (apraSytas mokslingje literatiroje [47]), Z2-Hcy ir Z2-GSH (naujai susintetinti) optinés
savybés buvo istirtos visuose keturiuose tirpikliuose — THF, 1,4-dioksane, metanolyje ir DMSO (zr.
3.3 pav.).
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3.3 pav. Junginiy tirpaly RS spinduliuotés sugerties spektrai (¢ = 10 mol/l, d = 1 mm)
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D¢l aiskesnio poslinkiy palyginimo dimetilsulfoksido grafike pateiktos ir Z2 bei Z2-Cys absorbcijos
kreivés i§ bakalauro darbo [47]. Konjuguotos dvigubyjy jungéiy grandinés ilgio jtakos absorbcijos
maksimumo poslinkiui ] raudongja spektro puse¢ jvertinimui grafikuose pateikti ir zondo Z1
absorbcijos maksimumai i§ tos pacios mokslinés literatiiros.

IS 3.3 pav. matyti, kad tioliams identifikuoti naudoto zondo Z2 ir jo dariniy absorbcijos juosty
maksimumai nedaug priklauso nuo tirpiklio prigimties ir yra i$sidést¢ 650—680 nm elektromagnetinés
spinduliuotés srityje. Taip pat akivaizdu, kad konjuguotos grandinés prailginimas viena papildoma
-CH=CH- jungtimi zymekliy ir fluorescuojanciy zondy absorbcijos maksimumus visuose tirpikliuose
paslinko j ilgesniy bangy puse ~ 110 nm.

Toliau sugerties tyrimai buvo atlikti naujam cianininiui dazikliui Z3 ir jo fluorescuojantiems zondams
Z3-Cys, Z3-Hcy ir Z3-GSH (2r. 3.4 pav.). Siuo atveju buvo naudoti tik du tirpikliai — DMSO ir
metanolis, nes THF ir 1,4-dioksane junginiai neistirpo.
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3.4 pav. Junginiy tirpaly RS spinduliuotés sugerties spektrai (¢ = 10 mol/l, d = 1 mm)

Pazvelgus i 3.4 pav. matyti, kad Zymeklio Z3 ir jo pagrindu susintetinto fluorescuojancio zondo su
homocisteinu Z3-Hcy absorbcijos maksimumai DMSO tirpiklyje yra ties 681 nm, o Z3-Cys ir
Z3-GSH pradinio zondo atzvilgiu pasislinke batochromiskai ~ 80 nm. Tuo tarpu metanolyje visy
minéty junginiy absorbcijos yra ties 750 nm. Sugerties spektrai abiejuose tirpikliuose demonstruoja
pastaryjy jtaka batochrominiam poslinkiui, kuris priklauso nuo didé¢jan¢io dvigubyjy jungciy
skai¢iaus konjuguotoje grandingje, jungiancioje elektrondonorine ir elektronakceptoring daziklio
dalis. UzZraSius sugerties spektrg dimetilsulfoksido tirpiklyje matoma, kad zondo Z3 su dviem
papildomomis -CH=CH- jungtimis absorbcijos maksimumas lyginant su trumpesniu jo analogu Z2
batochromiskai pasislinko tik 24 nm. Tuo tarpu metanolio tirpiklyje uzradytas UV/RS spinduliuotés
sugerties spektras pasizyméjo geresniais rezultatais — absorbcijos maksimumas beveik 100 nm
pasislinko 1 raudongja spektro puse¢ ir tikrai patenka ] reikiamg biotioliams identifikuoti
elektromagnetinés spinduliuotés sritj.

UzraSius visy junginiy sugerties spektrus ir nustacius zymekliy Z2 ir Z3 bei jy dariniy su
merkaptobiotioliais suZzadinimo bangy ilgius, toliau buvo atlikti fluorescencijos matavimai.
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3.3.2. Cianininiy dazikliy ir fluorescuojan¢iy zondy fluorescencijos tyrimai

I$ pradziy FL tyrimai buvo atlickami zymekliui Z2 ir jo pagrindu sukurtiems fluorescuojantiems
zondams Z2-Cys, Z2-Hcy ir Z2-GSH. Fluorescencijos matavimai 1,4-dioksane ir tetrahidrofurane
pateikiami normalizuotais spektrais, nes junginiai juose sunkiai tirpo (Zr. 3.5 pav.). Stebima, kaip
zondas Z2 pagal hipsochrominius poslinkius identifikuoja merkaptoaminortigstis.
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3.5 pav. Junginiy tirpaly FL spektrai (c = 10° mol/l, d = 1 cm)

Ivertinus 3.5 pav. pateiktus duomenis akivaizdu, kad zondas Z2 1,4-dioksane i§ trijy
merkaptoaminortigséiy selektyviausiai atskiria biotiolj cisteing, nes stebimas Z2-Cys junginio poros
desim¢iy nm hipsochrominis poslinkis pradinio zymeklio atzvilgiu (Amax ~ 694 nm). Homocisteino ir
glutationo fluorescuojanciy zondy FL maksimumai taip pat hipsochromiSkai pasislinke kas penkis
nm vienas kito bei zondo Z2 atzvilgiu. Atitinkamai jy emisijos maksimumai yra 711 ir 707 nm. Tuo
tarpu tetrahidrofurane labiausiai hipsochromiskai pasislinkes yra Z2-GSH (Amax ~ 694 nm). Taip pat
lengvai identifikuojamas gali bti ir biotiolis cisteinas, nes jo poslinkis pradinio zondo Z2 atzvilgiu
yra 13 nm. MaZiausiai hipsochromiskai pasislinkgs yra Z2-Hcy, taciau jo ir pradinio Zymeklio
ekstincijos vistiek nepersidengia. Abibendrinant galima sakyti, kad zondas Z2 tiek 1,4-dioksane, tiek
THF gali identifikuoti merkaptobiomolekules. Beto, visy junginiy FL emisijos maksimumai Siuose
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tirpikliuose patenka | reikalingg merkaptoaminoriigstims identifikuoti  650-900 nm
elektromagnetinés spinduliuotés sritj.

Zymeklj Z2 ir jo pagrindu sukurtus fluorescuojanéius zondus pavykus pilnai istirpinti metanolyje ir
DMSO, buvo galima jvertinti ne tik junginiy emisijos maksimumy hipsochrominius ar
batochrominius poslinkius, bet ir zymy FL intensyvumo padidéjima, kai zondas prisijungia biotiolius
(zr. 3.6 pav.).
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3.6 pav. Junginiy tirpaly FL spektrai (¢ = 10° mol/l, d = 1 cm)

Dél aiskesnio emisijos poslinkiy palyginimo dimetilsulfoksido grafike pateiktos ir Z2 bei Z2-Cys
absorbcijos kreivés i§ bakalauro darbo [47]. Matoma, kad Siame tirpiklyje visi biotioliai yra pasislinke
minimaliais hipsochrominiu ir batochrominiais poslinkiais pradinio zondo Z2 su papildoma
dvigubgja -CH=CH- jungtimi konjuguotoje grandinéje atzvilgiu. Tuo tarpu metanolio tirpiklyje gali
bati identifikuojama tik merkaptoaminortigstis cisteinas (Amax ~ 681 nm), nes Z2-Hcy ir Z2-GSH
emisijos maksimumai vienodi — ties 690 nm.

Akivaizdu, jog DMSO yra geriausiai tinkantis tirpiklis vertinti fluorescencijos intensyvumo
padidéjima, kai zondas prisijungia biotiolius. Palyginus bakalauro darbe [47] atliktus tyrimus su
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analogu Z1 matoma ta pati tendencija. Z1-Cys fluorescavo geriau uz kitus merkaptobiomolekuliy
darinius Z1-Hcy ir Z1-GSH, o $is Zymus FL intensyvumo Suolis taip pat stebétas dimetilsulfokside.
Buvo nustatyta, kad Z1-Cys FL intensyvumas lyginant su pradiniu junginiu Z1 padidéjo net 6,5 karto.
Cisteino dariniui buvo apskai¢iuota ir FL kvantiné iSeiga, kuri sieké 0,73 %. IS 3.6 pav. matyti, kad
DMSO Z2-Cys vélgi intensyviau fluorescavo uz savo analogus Z2-Hcy ir Z2-GSH. Stebimas
akivaizdus FL padidéjimas, kuris lyginant su pradiniu cianininiu dazikliu Z2 iSaugo net 9 kartus.
Cisteino darinio fluorescencijos kvantiné iSeiga sieké 7,5 %. IS tokiy rezultaty stebima dar viena
tendencija, jog padidinus konjuguotos dvigubyjy jungCiy grandinés ilgj ir prijungus
merkaptoaminoriigstj stebimas ne tik batochrominis emisijos maksimumo poslinkis, bet ir
fluorescavimo intensyvumo bei FL kvantinés iSeigos padidéjimai.

Metanolio tirpiklyje taip pat geriausiai fluorescavo Z2-Cys, ta¢iau jo FL intensyvumas lyginant su
pradiniu zondu Z2 padidéjo tik 2,5 karto.

Siekiant jvertinti konjuguotos grandinés tarp donorinés ir akceptorinés daziklio daliy ilgio jtaka
fluorescuojancio zondo FL savybéms toliau buvo atlikti tyrimai su dvi papildomas dvigubasias
jungtis -CH=CH- turinciu cianininiu dazikliu Z3 ir jo pagrindu sukurtais fluorescuojanciais zondais
(zr. 3.7 pav.). Junginiai 1,4-dioksane ir THF neistirpo, todél FL tyrimai buvo atlikti tik DMSO ir
metanolio tirpikliuose.

Analizuojant 3.7 pav. rezultatus akivaizdu, kad konjuguotos grandinés prailginimas tur¢jo teigiamy
rezultaty emisijos maksimumus zenkliai paslenkant batochromiskai ir Siems patenkant j artimajg IR
spinduliuotés sritj. DMSO tirpiklyje zymeklio Z3 FL maksimumas lyginant su jo analogu Z2
batochromiskai pasislinko net 121 nm, o metanolyje — 110 nm. Tai puikus rezultatas siekant
identifikuoti tiolius, nes dabartinéje mokslingje literatiiroje néra pateikta duomeny apie zondus, kuriy
emisijos maksimumai biity toliau nei 800 nm elektromagnetinés spinduliuotés srityje. Taip pat galima
teigti, jog toliau ilginti zondo konjuguota granding yra netikslinga, nes FL maksimumai gali nepatekti
1 fluorescencijos aparaty identifikavimo ribas.
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Matoma, kad dimetilsulfoksido tirpiklyje visi biotioliai yra pasislinke skirtingais hipsochrominiais
poslinkiais pradinio zondo Z3 su papildomomis -CH=CH- jungtimis konjuguotoje grandinéje
atzvilgiu. Labiausiai nutoles yra glutationo fluorescuojantis zondas Z3-GSH, kurio emisijos
maksimumas yra ties 804 nm. Cisteino ir homocisteino dariniy FL intensyvumai atitinkamai yra 808
ir 811 nm elektromagnetinés spinduliuotés srityje. Tuo tarpu metanolio tirpiklyje Z3 ir Z3-Cys
emisijos maksimumai yra vienodi — ties 797 nm. Daugiausiai hipsochromiskai pasislinkes ir
lengviausiai identifikuojamas gali buti glutationas, nes stebimas beveik 10 nm poslinkis pradinio
zymeklio atzvilgiu. Homocisteinas, kurio emisijos maksimumas yra ties 794 nm., taip pat gali buti
identifikuojmas.

Akivaizdu, jog DMSO gali biiti naudojamas ne tik merkaptobiotioliams identifikuoti pagal
hipsochrominius poslinkius. Jis ir vél yra tinkamiausias tirpiklis jvertinti FL intensyvumo padidéjima
susidarius fluorescuojantiems zondams. Lyginant su zymekliais Z1 ir Z2 bei jy dariniy analogais
tendencija islieka ta pati. Z3-Cys vélgi intensyviau fluorescavo uz homocisteino ir glutationo
fluorescuojancius zondus. Stebimas akivaizdus FL padidéjimas, kuris lyginant su pradiniu Zymekliu
Z3 isaugo net 12 karty. Cisteino darinio fluorescencijos kvantiné iSeiga sieké 9,7 %. Pasitvirtina ir
hipotezé, kad padidinus konjuguotos dvigubyjy jungCiy grandinés ilgj ir prijungus
merkaptoaminortigst], stebimi fluorescavimo intensyvumo bei kvantinés iSeigos padidéjimai.

Metanolyje taip pat geriausiai fluorescavo Z3-Cys, taciau cisteino merkaptoaminoriigsties Siame
tirpiklyje zymeklis Z3 negali selektyviai atskirti, todél ir FL intensyvumo padidéjimas didelés
reikSmeés tyrimams neturi.

Atlikus visy Zymekliy ir jy pagrindu sukurty fluorescuojanciy zondy FL tyrimus skirtinguose
tirpikliuose ir nustaCius labiausiai fluorescuojancius biotioliy darinius toliau buvo atliekami
kiekybines analizes FL eksperimentai. Mokslingje literatiiroje [31] yra teigiama, kad fluorescencijos
intensyvumas priklauso nuo biotiolio koncentracijos. Todél bakalauro darbe [47] buvo atlikti
koncentracijos jtakos FL intensyvumui tyrimai su geriausiai DMSO fluorescavusiais cisteino
dariniais. Sukurti prototipiniai FL intensyvumo spektrai naudojant skirtingas biotioliy koncentracijas
(1-100 umol/l). Buvo nustatyta, kad esant junginio Z1-Cys koncentracijai iki 10 umol/l
fluorescencijos intensyvumas kyla, o pasiekus $ig kriting ribg pradeda mazéti. Naudojant biotiolio
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darinj Z2-Cys isliko ta pati FL intensyvumo pokyc¢io tendencija ir jos maksimumas buvo pasiektas
kai merkaptoaminoriigsties koncentracija lygi 10 pmol/I.

Toliau tesiant mokslinius tyrimus, prototipinis FL intensyvumo spektras buvo uzraSytas
dimetilsulfoksido tirpiklyje, naudojant skirtingy koncentracijy geriausiai fluorescavusj zymeklio Z3
darinj Z3-Cys (zr. 3.8 pav.).

FL intensyvumas, sant.vnt.

Koncentracija, pmo

3.8 pav. Junginio Z3-Cys skirtingy koncentracijy tirpaly FL spektras (d = 1 cm)

I$ 3.8 pav. matyti fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo skirtingy biotiolio koncentracijy
(0,1-100 umol/l). Stebima tokia pati tendencija, kaip ir analogy — zymekliy Z1 ir Z2 pagrindu sukurty
cisteino dariniy — FL intensyvumas didziausias, kuomet junginio Z3-Cys koncentracija lygi 10
umol/l.

Atlikus abiejy zymekliy Z2 ir Z3 bei visy jy pagrindu sukurty fluorescuojanciy zondy optinius
tyrimus galima i$skirti kelis tinkamiausius biidus merkaptoaminortigS§tims identifikuoti. Zondui Z2
1,4-dioksanas ir THF yra selektyviausi tirpikliai, nes pagal hipsochrominius poslinkius jo padéties
atzvilgiu gali bati identifikuojami visi trys merkaptobiotioliai — Cys, Hcy ir GSH — atskirai. DMSO
— pats tinkamiausias stebéti fluorescuojanciy zondy FL intensyvuma ir jvertinti kvantines iSeigas.
Taip pat akivaizdu, jog papildoma dviguboji -CH=CH- jungtis konjuguotoje grandinéje absorbcijos
maksimumg zenkliai paslenka batochromiskai ir jis patenka j reikalinga merkaptoaminortigstims
identifikuoti 650-900 nm elektromagnetinés spinduliuotés sritj.

Zondas Z3 su trim dvigubosiomis -CH=CH- jungtimis parodé dar geresnius identifikavimo ir
fluorescencijos intensyvumo rezultatus. Nors jo pagrindu sukurti cisteino, homocisteino ir glutationo
dariniai neistirpo 1,4-dioksano ir THF tirpikliuose, taciau jie gali biiti identifikuojami DMSO. Biitent
jame merkaptobiotiolio cisteino fluorescuojantis zondas Z3-Cys parodé akivaizdziai didesnj FL
intensyvumg ir Zymiai geresne kvanting iSeigg lyginant su analogais Z1-Cys ir Z2-Cys. Atsizvelgiant
] tokius rezultatus, galima daryti i§vada, jog konjuguotos dvigubosios grandinés ilginimas turi jtakos
ne tik absorbcijos maksimumy poslinkiams ilgesniy bangy link, bet ir FL intensyvumui bei kvantinés
iseigos didéjimui. Zymeklio Z3 FL maksimumas lyginant su jo analogu Z2 batochromiskai pasislinko
net 121 nm ir buvo ties 815 nm. Tai puikus rezultatas siekiant identifikuoti tiolius, nes dabartingje
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mokslingje literatiiroje néra pateikta duomeny apie zondus, kuriy emisijos maksimumai biity toliau
nei 800 nm elektromagnetinés spinduliuotés srityje.

Taigi, nauji maleimido fragmentg turintys cianininiai dazikliai sékmingai gali biiti naudojami
selektyviai atskirti biotiolius tarpusavyje.
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4. Rekomendacijy dalis

Projekte susintetinti skirtingg dvigubyjy jungciy skaiciy konjuguotoje grandingje turintys zondai Z2
ir Z3 gali biiti sékmingai naudojami merkaptoaminoriig§tims identifikuoti biologiniuose méginiuose.
Tris dvigubgsias jungtis chromofore turintis zondas Z3 fluorescencijos maksimuma paslinko j 815
nm elektromagnetinés spinduliuotés sritj, kuri yra ypa¢ patraukli biotioliams identifikuoti. I Sio
zymeklio susidares cisteino fluorescuojantis zondas Z3-Cys parodé geriausius fluorescencijos
intensyvumo rezultatus, todél Siam junginiui buvo suprojektuota gamybos aparatiiriné schema (zr.
4.1 schema).

T1
[ ] RZ2
RZ1 Y v
V4 52
> o~ ‘
Vi Dq
Sl
S S
-—-/
Panaudotas
vanduo |
valymo
irenginius
r | regeneracija
/i\ Sildantysis
- agentas
va - Sildantysis
N agentas
Al
s7 RZ5
Galutinio EE—
produkto ¢
pakavimas —_
D1 -

Fl Vvi2

[ regeneracija

4.1 schema. Fluorescuojancio zondo Z3 gamybos principiné aparatiiriné schema
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4.1 lentelé. Jrangos sgrasas

Sutrumpinimas Irangos pavadinimas
R1 Reaktorius

RZ1-RZ5 Tirpikliy rezervuaras
T1 Pradinio junginio talpykla
S1-S8 Siurblys

V1-V2 Trijy keliy voztuvas
V3-V12 VoZtuvas

El Ekstraktorius

11 pH indikatorius

Al Adsorberis

G1 Garintuvas

M1 Maisykle

Fi Filtras

D1 Dziovyklé

Pradinis junginys Z3 i$ talpyklos T1 dozuojamas j reaktoriy R1, kur yra iStirpinamas siurbliu S1 i§
rezervuaro RZ1 tiekiamu THF. Jjungiama reaktoriaus maiSyklé. Rezervuaruose RZ2 ir RZ3
atitinkamai yra vandenyje iStirpintas biotiolis L-cisteinas ir fiziologiniam pH imituoti reikalingas
HEPES buferis. Abu tirpalai siurbliais S2 ir S3 vienu metu tickiami j reaktoriy R1. MiSinys maiSomas
aplinkos temperatiiroje tol, kol i§ paimto méginio uzfiksuojama reakcijos pabaiga, ir siurbliu S4
tiekiamas j ekstraktoriy E1. Tuo tarpu reaktorius praplaunamas i$ rezervuaro RZ1 paduotu THF,
kuris véliau taip pat patenka j ekstraktoriy E1. | pastargjj yra prileidZiama vandens ir pripilama
etilacetato 1S rezervuaro RZ4. Susidariusi dvifazé sistema iSmaiSoma. Palaukus, kol vanduo ir
organiniai tirpikliai vel i8siskirstys j atskiras fazes, vanduo ileidZiamas j valymo jrenginius. Vanduo
1 ekstraktoriy pakartotinai leidziamas ir i§ jo i$leidZiamas tol, kol pH indikatorius 11 uzfiksuoja
neutralig iStekanc¢io vandens pH reikSme¢. Tuomet organinis tirpalas siurbliu S6 yra tiekiamas |
adsorberj Al, kuriame bevandeniu natrio sulfatu yra sugeriama tirpale likusi drégmé. Praleistas per
jkrova organinis tirpalas toliau tiekiamas j garintuvg G1. Siekiant iSvengti produkto nuostoliy,
adsorberyje susidargs natrio sulfato kristalohidratas pakartotinai yra praplaunamas THF, tiekiamu 1§
rezervuaro RZ1. Garintuve G1 i§ reakcijos miSinio yra atskiriami organiniai tirpikliai, kurie
sukondensuojami ir nukreipiami regeneracijai. Likes produktas su minimaliu kiekiu organiniy
tirpikliy yra nukreipiamas j maisykle M1. | pastargja i§ rezervuaro RZ5 siurbliu S8 yra tiekiamas
eteris. MaiSantis organiniam likuciui ir tirpikliui iSkrenta Svaraus galutinio produkto nuosédos.
Susidare kristalai nufiltruojami filtru F1. Filtratas tiekiamas regeneracijai. Nufiltruotas Svarus

prekybai.

Atsizvelgus | projekte aptartus rezultatus akivaizdu, jog toliau ilginti zondo konjuguota granding yra
netikslinga, nes FL maksimumai gali nebepatekti | fluorescencijos aparaty identifikavimo ribas.
Taciau tolimesniems moksliniams tyrimams galima suformuluoti kitokias gaires.
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1. Naujy tirpikliy parinkimas. ISmatuoti zymekliy Z2 ir Z3 bei i§ jy susidariusiy fluorescuojanéiy
zondy Z2-Cys, Z2-Hcy, Z2-GSH, Z3-Cys, Z3-Hcy, Z3-GSH optines savybes Kkituose
organiniuose tirpikliuose pvz. acetone, toluene it kt. Stebéti, ar pagal hipsochrominius ir
batochrominius poslinkius gali biiti identifikuojami biotioliai.

2. Naujy chromofory parinkimas. Nauji chromoforai gali praplésti identifikavimo galimybes. Taciau
jie taip pat turi turéti konjuguotg grandine, kurios ilgininimas, kaip jau buvo nustatyta, FL emisijos
maksimumus batochromiskai paslinkty j 650-900 nm elektromagnetinés spinduliuotés sritj.

Tikimasi, kad Sios gairés ateityje praplés biotioliy identifikavimo galimybes biologiniuose
méginiuose.
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ISvados

1. Naudojant instrumentinés analizés metodus jrodyta, jog buvo susintetinti zondai su skirtingu
dvigubyjy jungciy skai¢iumi konjuguotoje grandingje, jungiancioje elektrondonoringe bei
elektronakceptoring daziklio dalis.

2. Irodyta, kad sékmingai susidaré visy trijy merkaptobiotioliy — cisteino, homocisteino ir glutationo
— fluorescuojantys zondai taikant Michaelio prijungimo maleimido reakcijos metoda.

3. IStyrus susintetinty zymekliy ir fluorescuojanciy zondy optines savybes nustatyti tinkamiausi
budai merkaptoaminortugstims identifikuoti.

3.1. Dvi dvigubasias jungtis chromofore turintis zondas Z2 merkaptoaminoriigstis selektyviai
identifikuoja 1,4-dioksane ir tetrahidrofurane.

3.2. Tris dvigubgsias jungtis chromofore turintis zondas Z3 merkaptoaminoriigstis selektyviai
identifikuoja dimetilsulfokside.

3.3. Konjuguotos dvigubosios grandinés ilginimas zondy absorbcijos ir emisijos maksimumus
paslenka batochromiSkai. Zondas Z3 su ilgesne dvigubyjy jungéiy grandine lyginant su
analogu Z2 fluorescencijos maksimumg paslinko j 815 nm elektromagnetinés spinduliuotés
sritj, kuri yra ypac patraukli merkaptoaminortigstims identifikuoti.

3.4. Sukurty fluorescuojanciy zondy Z2-Cys, Z2-Hcy, Z2-GSH, Z3-Cys, Z3-Hcy, Z3-GSH
fluorescencijos intensyvumo ir kvantinés iSeigos jvertinimui tinkamiausias tirpiklis yra
dimetilsulfoksidas.

3.5. Konjuguotos dvigubosios grandinés ilginimas turi jtakos fluorescavimo intensyvumui ir
kvantings iSeigos padidéjimui. IS zymeklio Z3 susidares cisteino fluorescuojantis zondas Z3-
Cys pasizyméjo didesniu fluorescencijos intensyvumu (13,4 sant. vnt.) ir geresne kvantine
iSeiga (9,7 %) lyginant su analogu Z2-Cys (11,0 sant. vnt., 7,5 %).

4. Jrodyta, kad susintetinti zondai Z2 ir Z3 sékmingai gali biiti naudojami biotioliams identifikuoti.
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