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1. SUTRUMPINIMU SARASAS

(t)-Bu — (tret)-butilas

MCP — mikrokontaktinis Zyméjimas

A-15 — Amberlyst-15 jonitas

A-200C — Amberlite-A200C jonitas

abs. — absoliutus

Ac — acetilas

AFM — Atominé jégos mikroskopija

AIBN — azobisizobutironitrilas

BAT - biotinalkiltiolis

BES - trietilenoksiheksildimetilaminostilbazolis
BET - trietilenoksiheksiltiolbiotinas

bev. — bevandenis

BLM — juodoji dvisluoksné lipidy membrana
BMP — 2,2-bis(brommetil)-1,3-propandiolis
BMR — Branduoliy magnetinis rezonansas

Bn — benzilas

Boc — tret-butoksikarbonilas

Bodipy — 4,4-difluor-4-bor-3a,4a-diazo-s-indacenas
BSA — galvijy serumo albumino baltymas

CDI — N,N’-karbonildiimidazolas

CHOL — cholesterolis

Cy(3, 5) — cianinas (3, 5)

CV — cikliné voltametrija

Dansyl — 5-(dimetilamino)naftalen-1-sulfonilas
DBU - 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundek-7-enas
DCC — N,N'-dicikloheksilkarbodiimidas

DCM — dichlormetanas

DCMD - Dujy chromatografija su masiy detekcija
DCU - dicikloheksiluréja

DDAB - di-n-decildimetilamonio bromidas
DDQ - 2,3-dichlor-5,6-dician-1,4-benzochinonas
DHP — 3,4-dihidro-2H-piranas

diPMBEt — diblokuotas PMB eteris

diPMBGlic — diblokuoti PMB gliceroliai

DMAP — 4-dimetilaminopiridinas

DMF — dimetilformamidas

DMSO - dimetilsulfoksidas

DOPC - dioleilfosfatidilcholinas

Doxyl — 4,4-dimetil-3-oksazolidiniloksilas

DSC — N-disukcinimidilkarbonatas

DTDG - 4,4'-(((1,2-ditiolan-4,4-diil)bis(metilen))bis(oksi))bis(4-oksobutanoiné rugstis)
DTDM - (1,2-ditiolan-4,4-diil)dimetanolis

DTT — ditiotreitolis

EBL — Elektroniné litografija

EDC — 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimidas
EIS — Elektrocheminio impedanso spektroskopija
ekv. — ekvivalentas

El. an. — elementiné analizé

Et — etilas

FRET — Fluorescenciné rezonansiné elektrony pernasa
FT-IR — Fourier infraraudonoji spektroskopija
HBM - hibridiné dvisluoksné membrana



HeksDec-Stb — heksadekano stilbazolis

HMPA — heksametilfosforamidas

HOBLt — hidroksibenzotriazolas

1(11)-PMBGlic — pirminis (antrinis) PMB monoblokuotas glicerolis
IgG — imunoglobulinas

IR — Infraraudonoji spektroskopija

IRAS (RAIRS) — Infraraudonoji atspindzio-sugerties spektroskopija
kamb. t. — kambario temperatiira

LDA - li¢io diizopropilamidas

Me — metilas

min. — minuté

MPC — monosluokniu apribota nanodalelé

MS — Masiy spektroskopija

Ms — metansulfonilas (mezilas)

MW — mikrobanginis Sildymas

NBD - 4-chlor-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazolas

NHS — N-hidroksisukcinimidas

NR — Neutrony reflektometrija

OEG - oligoetilenglikolis

OEG(3, 4, 5, 6) — (tri, tetra, penta, heksa)etilenglikolis
OTS - oktadeciltrichlorsilanas

PBS — buferinio fosfato druska

PDMS — polidimetilsiloksanas

PEG — polietilenglikolis

Ph — fenilas

Py — piridinas

PI. chrom. — Pluonasluoksné chromatografija

PMB — p-metoksibenzilas

PMMA — polimetilmetakrilatas

PPTS — piridinio p-toluensulfonatas

Pr — propilas

p-sSLBM — polimeriskai pritvirtinta dvisluoksné membrana
Rf — sulaikymo faktorius

s — sekundé

SAM - savitvarkis monomolekulinis sluoksnis

SE — Spektroskopiné elipsometrija

SERS — Pavir$iaus sustiprinta Ramano spektroskopija
SET — vieno elektrono pernasa

Si-H — hidrintas silicio pavirSius

Si-OH - hidroksilintas silicio pavirsius

SK — skystigji kristalai

SL — Minkstoji litografija

SPM(L) — Skenuojancio zondo mikroskopija (litografija)
SPR(M) — Pavirsiaus plazmony rezonanso spektroskopija (mikroskopija)
s-sLBM — pritvirtinta prie kieto pavirSiaus lipidy dvisluoksné membrana
Stb — stilbazolis

STM — Skenuojanti tuneliné mikroskopija

TBAF(I) — tetra-n-butilamonio fluoridas (jodidas)

tBLM — prikabinta dvisluoksné lipidy membrana

TBS — tret-butildimetilsililas

TEA — trietilaminas

TEAI — tetraetilamonio jodidas

TEBA — benziltrietilamonio chloridas

TFA — trifluoracto rugstis
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TFAA — trifluoracto riigsties anhidridas

THF — tetrahidrofuranas

THP — tetrahidropiranilas

TIPS — triizopropilsililas

TMA — trimetilaminas

Ts — 4-toluensulfonilas (tozilas)

TSTU — O-(N-sukcinimidil)-1,1,3,3-tetrametiluranio tetrafluorboratas
val. — valanda

vir. t. — virimo temperatiira

XPD(S) — Rentgeno spinduliy difrakcija (spektroskopija)
UV - ultravioletiniai spinduliai



2. JVADAS
2.1 Darbo aktualumas

Daugiau nei pus¢ amziaus savitvarkes struktiiros nusodintos ant metalinio
pavirSiaus tebelieka aktualiu chemiky, fiziky ir biology moksliniy interesy
susidiirimo objektu. Pacios paprasCiausios — savitvarkiai monosluoksniai
suteikia unikalia molekulinio lygio tyrimy galimybe, kuri lemia Sios
daugiamokslinés srities nuolatin] vystymag bei platy pritaikyma (biosensoriy
kiirimas, molekuliné elektronika ir nanotechnologijos). Specifiné savitvarka
leidzia sékmingai naudoti Sias struktiiras modeliniy membrany kiirimui, kuriy
konstravimas atveria naujus gyvoje lastel¢je vykstanciy procesy (fotosintezes,
kvépavimo, baltymy saveikos ir kt.) tyrimo kelius.

Perspektyviausi membraniniai modeliai — prikabintos dvisluoksnés
membranos, daZniausiai gaunami iSsiliejant lipidy vezikuléms ant i§ anksto
nusodinto savitvarkio monosluoksnio tauriyjy metaly pavirSiuje. Tokiu biidu,
prikabinimas kovalentiniu rySiu saugo sistema, iSvengiant jos visisko nuplovimo
dél mechaninio ar cheminio streso. Tarpinés oligoetilenglikoliy grandinés
pasizymi lankstumu, stabilumu ir mazu citotoksiskumu. Sios savybés suteikia
minétai sistemai takumo bei saugo jterptas j dvisluoksnj biomedziagas nuo
nepageidaujamos sgveikos su metalo substratu. Tod¢l modeliné membrana
iSlieka skysta, lanksti, stabili ir tinkama jvairiy rii$iy manipuliavimui.

Oligoetilenoksidy tioliai ir sulfidai yra pagrindiniai molekulinés
savitvarkos statybiniai blokai, o jy lipidy, biotino ir cholesterolio dariniai — vieni
populiariausiy membraniniy modeliy tyrimo jrankiai. Tokiy daugiafunkciniy
medZiagy ir jy kuriamos modelinés sistemos specifinés savybés daznai vercia
ieSkoti nestandartiniy gavimo sprendimy. Todél naujy funkcionalizuoty
oligoetilenoksidy sintezés keliy bei pritaikymo dvisluoksnio tyrimams
galimybiy paieSka iSlieka aktuali progresyviai besivystan¢iy modeliniy

membrany srityje.



2.2 Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas: sukurti  daugiafunkcines medziagas, turinéias
oligoetilenoksiding granding, tinkamas prikabinty dvisluoksniy membrany
formavimui ir jy savybiy tyrimams atlikti.

Darbo uZdaviniai:

1) susintetinti  stabilius 1,2-ditetradecilglicerolio, biotino, cholesterolio
daugiafunkcinius darinius su sierg turiniomis riSanciosiomis grupémis,
gebancius prikabinti dvisluoksng membrang prie metalo pavirSiaus;

2) susintetinti daugiafunkcinius biotino ir cholesterolio junginius, turinéius
zyme (fluoroforo — stilbazolio, cianiny grupes; redokso — viologeno grupe),
atskirta oligoetilenoksidine grandine, tinkamus modeliniy membrany savybiy

tyrimams atlikti.

2.3 Darbo mokslinis naujumas

Kuriant prikabintas dvisluoksnes membranas, praktikoje susiduriama su
savitvarki monosluoksn] formuojamy junginiy nestabilumu ir nuolatiniu
elektrodo uzterStumu. Dazniausiai tam naudojami sieros organiniai dariniai
(tioliai, sulfidai ir kt.) greitai oksiduojasi, o jy oksiduotos formos nusodinimas
ant elektrodo (Au, Ag, Cu ir kt.) baigiasi nepageidaujamo dvisluoksnio
susidarymu. Sias problemas i§sprendzia siera turintys, bet patvariis, galintys
stipriai sukibti su metalo pavirSiumi, inkariniai junginiai. I§ jy sékmingai
susintetinti ir iStirti monomolekulinei savitvarkai aukso pavirSiuje nauji 1,2-
ditetradecilglicerolio, biotino ir cholesterolio daugiafunkciniai sieros dariniai.
Tam sukurtos naujos sintezés strategijos, leidzianc¢ios iSskirti reakcijos
produktus paprastais kristalinimo ir ekstrakcijos buidais, naudojant kolonéling
chromatografijg tik pavieniais atvejais.

Kita svarbi nuolatinés paieskos sritis — stabiliy zyméty dariniy, tinkamy
modeliniy membrany savybiy tyrimams, sintezé. Tam susintetinti nauji
biotininiai junginiai, pasizymintys specifine bioaktyvia sgveika su tam tikrais
glikoproteinais (streptavidinu, avidinu, neutravidinu) bei cholesteroliniai

dariniai, zyméti fluoroforo (cianiny) ir redokso (viologeno) grupémis. Tai
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perspektyvios medziagos, iStirtos modeliniy membrany struktiriniams,
funkciniams tyrimams fluorescencinés ir vibracinés spektroskopijos bei
elektrocheminiais metodais.

Dazniausiai minétuose junginiuose galiné funkciné dalis (biotinas,
cholesterolis ir kt.), tarpiné oligoetilenglikoliné ir alkiliné grandiné su riSanciaja
grupe biina sujungtos per peptidinius rysius. Jie yra linke dalyvauti vandeniliniy
ry$iy sudaryme, o tai neigiamai Veikia kuriamos membranos savybes. Todél
buvo sukurti nauji sintezés keliai, kuriais remiantis, susintetintos
daugiafunkcinés medziagos, neturin¢ios peptidiniy rysiy, o jy funkciné dalis ir
riSancioji grupé arba Zymuo atskirti neutralia oligoetilenoksidine grandine. Tai
leidzia iSsaugoti stambiy biologiniy galiniy funkciniy grupiy, tokiy kaip
cholesterolis, natiiralias savybes sukurtoje modelingje sistemoje, uztikrinant jos

stabilumg bei lankstuma.

2.4 Ginamieji disertacijos teiginiai

1) Blokuojant glicerolio pirming hidroksigrupe p-metoksibenzilalkoholiu
(PMBOH), esant jonitiniam katalizatoriui, geriausias pirminio ir antrinio
produkty santykis (9,4:1) gaunamas virinant dichlormetane.

2) Veikiant monoblokuotus p-metoksibenzilo (monoPMB) glicerolius
cikloheksanonu selektyviai susidaro pirminis produktas, kurio riigStiné
hidrolizé esant bev. CaCl, vyksta iSskiriant pirminj monoPMB glicerolj
auksta iSeiga.

3) Alkilinant pirminj monoPMB glicerolj sistemoje NaOH/DMSO susidaro
produktas, kurio deblokavimas 2,3-dichlor-5,6-dician-1,4-benzochinonu
vyksta iSsiskiriant 1,2-ditetradecilgliceroliui — tiolipidy sintezés pirmtakui.

4) MonoPMB glicerolio blokavimas tret-butildimetilsililchloridu (TBSCI)
bazin¢je aplinkoje Zzemoje temperatiiroje vyksta selektyviai susidarant
monoblokuotiems TBS eteriams.

5) Naujas chlorheksiltrietilenglikolis funcionalizuotas biotinu yra tinkamas

biotininiy esteriy, sudaranciy kompleksus su streptavidinu, sintezei.
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6)

7)

8)

Vykstant 4,4'-dipakeisto-1,2-ditiolano dariniy adsorbcijai aukso pavirsiuje
stebimas disulfidinio rySio (508 cm™) skylimas ir Au-S rysio (255 cm™)
susidarymas.

4,4'-Dipakeisti-1,2-ditiolanai — stabilis inkariniai junginiai, tinkami
daugiafunkciniy cholesterolio prikabinty dvisluoksniy membrany riSikliy
sintezei.

Susintetintas aukSta iSeiga cholesteriltetraetilenglikolis yra Zyméty
fluorescencinémis ir redokso grupémis cholesteroliy, neturinéiy peptidiniy

rysiy, sintezés pirmtakas.
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3. OLIGOETILENOKSIDAI MOLEKULINEI SAVITVARKAI

(LITERATUROS APZVALGA)
3.1 Trumpa istoriné apZvalga

Lipidy dvisluoksnio koncepcija susiformavo mazdaug prieS§ tris
Simtmecius. Viskas prasidéjo XVII a. antroje puséje nuo angly fiziky R. Hooke
(1635-1680) bei 1. Newton (1643-1727) muilo pluonasluoksniy tyrimy. Véliau
amerikietis B. Franklin (1706-1790) issiaiskino, kad vienas Saukstas aliejaus
pasiskirsto 2000 m? ploto vandens pavirsiuje, o susidariusio sluoksnio storis —
10 nm, kitaip tariant, gavo monomolekulinj sluoksnj. XIX a. viduryje
savamokslé italy chemiké A. Pockels (1862-1935) vadovaudamasi ankstesniais
barono Rayleigh (1842-1919) ir Kkity pasiekimais Sioje srityje, paruo$é¢ muilo
monosluoksnj  oro-vandens  salytyje. Véliau, amfifiliniy molekuliy
monosluoksniai vandens pavir§iuje buvo pavadinti amerikiecio chemiko ir
fiziko 1. Langmuir (1881-1957) vardu, kuris jrodé pavirSiaus molekuliy
orientacijg, nustaté jy uzimama plotg bei pirmas perkélé monosluoksnj ant kieto
substrato. Jo mokiné — amerikieciy fiziké K. Blodgett (1898-1979) tyrinédama
ilgos grandinés karboksirtig§¢iy monosluoksnius, jsisavino jy perkélimg vienas
po Kito ant kieto substrato — pirmoji gavo multisluoksnj. Gauti pluonasluoksniai
kieto substrato pavirSiuje buvo pavadinti Langmuir ir Blodgett garbei [1-3].

Tyrinédami eritrocitus, 1925 metais dany mokslininkai, vadovaujant E.
Gorter (1881-1954) jrodé, kad membrana sudaryta i§ dviejy lipidy sluoksniy.
Tokiu biidu buvo patvirtintos daugelio mokslininky (W. Preffer, E. Overton, H.
Fricke ir kt.) ankstesnés hipotezés dél membrany susidarymo, struktiiros ir kai
kuriy jy savybiy. Nuo 1930 mety biomembrany tyrin¢jimai suskilo j dvi
pagrindines kryptis: lipidy dvisluoksnio struktiiros fizikocheminiai tyrimai ir
modeliniy membrany kiirimas bei jy fiziniy, biocheminiy ir fiziologiniy procesy
tyrimai [4]. 1972 metais amerikie¢iai S. J. Singer (1924) ir G. L. Nicolson (1943)
pasitilé skystamozaikinj membranos modelj, Kuriuo remiantis i$sivysté nemazai
teorijy. Pagrindinis pasiekimas buvo paskelbtas 1997 metais K. Simons (1938)
su ilga laikg Sioje srityje dirbancia grupe. Jy tyrimai byloja apie tai, kad
membranos lipidai sudaro horizontalias sritis — glikoproteiny mikrodomenus
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(praturtintus cholesteroliu ir sfingolipidais), pavadintus lipidy plaustais arba
sankaupomis (angl. lipid rafts). Jos veikia membranos takuma, dalyvauja
baltymy ir receptoriy pernaSoje bei kituose svarbiuose 1gsteliniuose procesuose
[5-6].

Irangos ir susisteminty Ziniy trukumas pirmuosius tyrimus nukreipé prie
pluonasluoksniy makroskopiniy savybiy, tokiy kaip pavirSiaus jtemptis ir
adsorbcija. Pazangiy technologijy laikotarpiu atsirado galimybé pereiti prie
mikroskopiniy tyrimy, tokiu buidu atskleidziant optines, elektrines, mechanines

ir kitas savybes bei pleciant jy pritaikymo sritis.

3.2 Savitvarkiai monomolekuliniai sluoksniai
3.2.1 Struktiira

Savitvarkis monomolekulinis sluoksnis (angl. Self-Assembled Monolayer
— SAM) — tai savarankiskai organizuotas amfifiliniy molekuliy, kuriy viena
grup¢ pasizymi afiniSkumu (giminingumu) substratui, sluoksnis gautas tirpale
arba dujinéje faz¢je ant kieto substrato [1, 2, 7, 8]. SAM yra unikali nanosistema
sugebanti saviorganizuotis be jokio iSorinio poveikio. Ji atitinka miSryjj —
dinaminés-modelinés savitvarkos tipa, kuris susidaro konkuruojant tarpusavio
komponenty sagveikos ir difuzijos procesams, salygojantiems energijos
praradima sistemoje [8, 9].

Monosluoksnio struktiirg (3.2-1 pav.) sudaro: galiné funkciné grupé,
tarpiné angliavandeniliné grandiné, riSancioji arba substratui gimininga grupé ir

substratas [1, 2, 7, 8, 10-12].

— Galiné funkciné grupé
/XE / / Angliavandeniliné grandiné
Rifantioji grupé
Wy ///é//// Substratas

3.2-1 pav. SAM struktira [7

Tokiame monosluoksnyje tarp riSanéiosios grupés (-SH, -S%, -COO", -
POs* ir kt.) ir paties substrato (Au, Ag, Cu, SiOz, Al:Os ir kt.) atsiranda
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chemosorbcija, 0 angliavandeniliniy (alkantioliy, alkilsilany,
dialkiltiokarbamaty ir kt.) grandiniy iSsidéstyma viena kitos atzvilgiu lemia
silpnos Van der Valso ir elektrostatinés tarpusavio jégos. Galinés funkcinés
grupés (-COOH, -OH, -NHz, -OSOzH ir kt.) reikalingos tolimesniam
monosluoksnio modifikavimui — sgveikai su jvairiomis medZiagomis
(fermentais, antikiinais ir kt.). Tokiu biidu angliavandeniliné organiné dalis
lemia monosluoksnio storj, atlikdama fizikinio barjero vaidmenj. Neorganiné
substrato ir jam giminingos grupés dalis stabilizuoja pavir§iaus atomus ir lemia
monosluoksnio elektronines savybes [1, 2, 10-12].

3.2.1.1 Pavirsiai modifikavimui

Monosluoksniy ant metaliniy pavirS§iy gavimas pirmg karta paminétas
1946 metais J. Zisman publikacijoje, kurioje apraSyti eikozilalkoholiu
(C20H410H) heksadekane suformuotos savitvarkés struktiiros ant platinos,
nikelio, vario, aukso ir kity metaliniy substraty. Nuo to laiko substratais
dazniausiai naudojami taurieji metalai ir reCiau — nemetalai arba jy oksidai [ 10,
11].

Populiariausi yra maziausios energijos — (111) kristalinés (kubinés turyje
centruotos) gardelés metaliniai substratai. IS jy geriausias substratas
monosluoksniy formavimui yra auksas. Jis nesioksiduoja, ji lengva naudoti,
taCiau tai pakankamai brangus metalas. Todél daznai vietoje jo naudojami
sidabras arba varis. SAM sidabro pavirSiuje formuojamas tik bedeguonéje
aplinkoje. Siuo atveju gaunami tankesni ir tvarkingesni monosluoksniai negu
naudojant auksg. Tokie skirtumai aisSkinami skirtingomis metaly savybémis.
Sidabras yra aktyvesnis, grei¢iau oksiduojasi, jo pavir§ius maziau ,,grublétas*
negu aukso. Kadangi Ag-S rysio susidarymo energijos vir§ metalo atomy ir tarp
atomy esanciuose jdubimuose nedaug skiriasi, tai ant tokio pavirSiaus
angliavandeniliai konkuruoja dél uzimamos padéties. Tuo tarpu aukso atomai
yra didesni — pavir$ius ,,grublétesnis“, Au-S rysio susidarymo energijos zymiai
skiriasi, todél angliavandeniliai uzima tik energetiskai palankias padétis
jdubimuose. Angliavandeniliniy grandiniy nuokrypio kampas aukso plokstumos

atzvilgiu btina ~30°, o sidabro atzvilgiu — ~7-14° (3.2-2 pav.). Taciau sidabras
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Ir varis greitai oksiduojasi, jy pavirSius pasidengia oksidy plévele, savitvarka

suyra ir atgaminti monosluoksnj tampa nebejmanoma [2, 10].

Y
T
'g?! e Oy

Au 8

3.2-2 pav. Alkantioliy gauty ant Au (111) ir Ag (111) nuokrypio kampai ir iSsidéstymas
substrato pavirSiuje [10].

Platina yra chemiSkai neaktyvus ir Zymiai atsparesnis korozijai
substratas, taciau brangus, todél monosluoksniy formavimui naudojamas reciau.
Be to, dél savo katalitinio aktyvumo platina reaguoja su angliavandeniliais,
susidarant radikalams, kurie gali toliau reaguoti su kitomis angliavandeniliy
molekulémis, formuodami keliy rusiy adsorbatus substrato pavirSiuje. Tokiu
btidu gaunamas miSrus Zemos kokybés SAM [13].

IS nemetaly naudojami silicio, silicio oksido, stiklo ir kiti substratai.
Dazniausiai tokie monosluoksniai maziau tvarkingi, negu nusodinti ant metaly,
taCiau kartais pavyksta gauti gana stabilias strukttras [1, 2, 10].
3.2.1.2 Risanciosios grupés

Monosluoksniy formavimui naudojami jvairlis organiniai junginiai,
turintys risancigja grupg. Dél nesudétingo gavimo, inertinio substrato bei
santykinai aiskios savitvarkos alkantioliy ir sulfidy ant aukso monosluoksniai
labiausiai iStirti. Pirma kartg dialkildisulfidus ant aukso nusodino mokslininkai
R. G. Nuzzo ir D. L. Allara 1983 metais. Nuo to laiko sieros organiniy junginiy
monosluoksniy formavimui substratais naudojamas ne tik auksas, bet taip pat
sidabras, varis, platina, gyvsidabris, gelezis ir jos oksidas, galio arsenidas, indZio
fosfidas ir kiti [2, 7, 10, 12, 14].

Antri pagal populiaruma yra silicio organiniy dariniy monosluoksniai. Jie
gaunami ant kvarco, stiklo, zérucio, cinko selenido, silicio, aliuminio, alavo (IV)

ir germanio (IV) oksidy dazniausiai naudojant jvairios struktiiros alkilsilany
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halogenintus ir alkoksidarinius bei nesoc¢iuosius angliavandenilius. Labiausiai
iStyrinéti yra alkiltrichlorsilanai (tiksliau oktadeciltrichlorsilanas — OTS) ant
hidroksilinty silicio (Si-OH) ir zérucio pavirSiy. Nesotieji angliavandeniliai
dazniausiai nusodinami ant hidrinto (Si-H) substrato. Tyrimais jrodyta, kad tokie
monosluoksniai yra hidrofobiniai ir saugo substratag nuo oksidatoriaus poveikio
drégnoje aplinkoje. Kartais gaunamos gana stabilios struktiiros tinkancios
funkciniy grupiy modifikavimo tyrimams ir multisluoksniy gavimui [1, 2, 10,
15, 16].

Maziau populiariis yra riebaly riig§8¢iy monosluoksniai ant metaly ir jy
oksidy. Tokiy monosluoksniy struktiira ant aliuminio ir vario oksidy yra
tvarkingesné bei tankesné negu ta pati struktiira, suformuota sidabro ir jo oksido
pavirSiuje. Tokj skirtumg lemia substrato ir riebaly riig8¢iy specifinés savybes,
juy tarpusavio rySio geometrija ir stiprumas bei kiti formavimg lemiantys
veiksniai [10].

Drusky susidarymu paremtas fosforo riig§€iy organiniy dariniy
monosluoksniy bei multisluoksniy su alkilgrandinémis i§ abiejy pereinamojo
(Zr%*, Hf**, Cu?*, Zn?*) metalo plokstumy pusiy, gavimas. Tokie multisluoksniai
pasizymi ypatingu terminiu stabilumu [10].

3.2.2 Gavimas
3.2.2.1 Formavimg veikiantys veiksniai

Savitvarkos procesas yra palyginus greitas — dauguma monosluoksniy
susidaro per kelias minutes. Toliau vyksta molekuliy reorganizacija —
angliavandeniliy orientacija nuolat keiciasi, kol jgauna optimalig konfigiiracija
ir nusistovi savitvarka. Galutinio monosluoksnio susiformavimo kokybé
priklauso nuo keliy veiksniy: nuo substrato Svarumo, angliavandeniliy tirpalo
grynumo, jy ilgio ir strukttiros, nuo galiniy grupiy dydzio ir kity jy savybiy bei
nuo proceso trukmés ir temperatiros [11, 14, 17].

Substrato specifinés savybeés, tokios kaip pavirSiaus nelygumas, yra
svarbus monosluoksniy formavimosi proceso faktorius. Todél substratai
apdorojami terminiu, mechaniniu ir elektrocheminiu biidais, kartais naudojami

cheminiai reagentai (peroksidas, koncentruotos riigStys, alkoholis) arba Sviesa.
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Tokiy procediiry priezastis ne tik substrato valymas nuo priemaiSy, bet ir
pavirSiaus ploto padidinimas. Ypac¢ didele jtaka SAM kokybei turi substrato
grynumas ilgy, lanks¢iy angliavandeniliniy grandiniy bei stambiy, turinciy
kriivj, galiniy grupiy atveju. Tuomet be jprasty minéty substrato apdorojimuy,
rekomenduojama formavimg atlikti inertiniy dujy atmosferoje, kadangi
priemaiSos d¢l erdviSkai apsunkinto savitvarkos proceso negali biiti savaime
iSstumtos nuo pavirSiaus. Kinetiniais tyrimais jrodyta, kad kuo didesné
angliavandeniliy tirpalo koncentracija ir kuo trumpesnés jy grandinés tuo
grei¢iau vyksta adsorbcija. Taciau ilgesniy grandiniy (n > 10) monosluoksniai
del stipresnés sgveikos su substratu yra Zymiai tankesni, tvarkingesni ir
stabilesni. Be to, pvz. neSakoti alkantioliai formuoja Zymiai tvarkingesnj
monosluoksnj negu Sakoti arba su stambiomis galinémis grupémis, nors kartais

skirtingy struktiiry miSinys gali sudaryti ypac tanky ir tvarkingg SAM (3.2-3

il

3.2-3 pav. [vairios struktiiros alkantioliy savitvarka substrato pavirSiuje [14].

Tirpale jvairiy angliavandeniliy giminingumas substratui yra skirtingas,
todel pasirenkant tirpiklj atsizvelgiama i jo prigimtj. Tirpiklio-substrato sgveika
neturi biti stipresn¢ uz angliavandeniliy adsorbcijg, nes gali trukdyti tvarkingo
SAM susidarymui. Todél kartais tirpiklio molekulés Salinamos nuo substrato,
pvz. prie$§ alkantioliy adsorbcijg ant jo. Mazesn¢ jtaka formuojamo SAM
kokybei $is veiksnys turi iSskirtiniais atvejais — pvz., skirtingo ilgio panasios
struktiiros alkantioliy miSinio adsorbcija (savaime vyks trumpy tioliy
iSstimimas nuo substrato) [11].

SAM kokybe veikia ir savitvarkos proceso trukmé. Skenuojancios
tunelinés mikroskopijos (angl. Scanning Tunneling Microscopy — STM) metodu

nustatyta, kad po 20 s heksantiolio tirpale stebimos dvi fazés: dujiné —
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neuzpildyto substrato pavirSiaus (tamsios sritys 3.2-4 pav. a) ir skystoji —
kondensuoty tioliy (Sviesios sritys 3.2-4 pav. a). Abi fazés atitinka pradine
monosluoksnio augimo pakopa ant aukso. Po 4 min. STM vaizde galima jzvelgti
juostinés fazés (A sritis 3.2-4 pav. b) ir netvarkingos fazés (B sritis 3.2-4 pav.
b) fragmentus. Pereinamoji fazé (I1 sritis 3.2-4 pav. c) kartu su tankiai
supakuota sritimi (C sritis 3.2-4 pav. c) stebimos po 10 min. Akivaizdu, kad
did¢jant trukmei, spartéja savitvarkos procesas ir molekulés pradeda atsitraukti
nuo substrato pavirSiaus bei iSsitiesti. Po 1 val. pavir§ius tampa dar tvarkingesnis
— stebima antroji pereinamoji fazé (I2 sritis 3.2-4 pav. d) ir tinkliné
superstruktiira (3.2-4 pav. e). Galiausiai po 24 val. pereinamosios fazés iSnyksta
— lieka pakankamai placios tankiai supakuotos tvarkingos struktiiros sritys

(tamsios démés 3.2-4 pav. f) [2, 7, 12, 18].

(o) (R s o &

e Lot e nddN Jdddddd

Svarus Dujiné ir skystoji Juostiné fazé Pereinamosios Tankaus
substratas fazés A) fazés (B, I, 12) padengimo
fazeé (C)

3.2-4 pav. Heksantiolio adsorbcijos Au (111) pavirSiuje STM vaizdai: a) (160 x 160 nm) po
20 s, b) (107 x 107 nm) po 4 min., c) (120 x120 nm) po 10 min., d) (120 x 120 nm) ir e) (27 x
27 nm) po 1 val., f) (100 x 100 nm) po 24 val. [18].

Monosluoksniy  elektrostatiniy  atostimio  jégos, stabilizavimas
vandeniliniais rySiais bei erdvinis tankaus molekuliy susirikiavimas substrato
pavirsiuje priklauso nuo temperatiiros. Tod¢l Sis veiksnys lemia bendrg aprasyta
savitvarkos procesag — mazinant temperatiirg ilgéja SAM formavimo trukmeé,

uztat did¢ja jo stabilumas [7, 11].
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3.2.2.2 Formavimo biidai ir ypatumai

Monosluoksniai formuojami tiesiogiai i§ tirpalo ant ploks¢io substrato,
padengiant nanodaleles, nanolitografija ir daugeliu kity progresyviai
besivystan¢iy metodiky [17]. Jy apzvalga reikalauja papildomo nagrinéjimo,
todel Siame skyriuje trumpai pateikiami populiariausi 18 jy.

Placiausiai paplites, nereikalaujantis ypatingos aparatiiros ir papildomy
sgnaudy, biidas — tiesioginis SAM gavimas i$ tirpalo [8, 14]. Jj sudaro kelios
stadijos: substrato paruoSimas (valymas), angliavandeniliy tirpinimas
pasirinktame tirpiklyje, jmobilizacija — angliavandeniliy adsorbcija ant substrato
pavirSiaus (substrato panardinimas ] angliavandeniliy tirpalg) ir substrato
plovimas nuo nesureagavusiy likuciy [14].

Vykstant angliavadeniliy adsorbcijai substrato pavirSiuje galima iSskirti
du etapus. Pirmame etape, pvz., tioliai, sulfidai arba disulfidai tirpinami
dazniausiai etanolyje arba kitame tirpiklyje ir 1 jy tirpalg jneSama Svari substrato
ploksteleé. Prasideda netvarkingo monosluoksnio augimas, kurio storis per
keliasdesimt minuciy gali sudaryti iki 90% galutinio sluoksnio. I§ pradziy vyksta
fiziosorbcija, atitinkanti netvarkingg guliniy pavirSiuje tioliy juosting fazg. Po
to sieros atomai sudaro kovalentinj rysj su auksu (Erysio = 126 kJ mol?) ar kitokiu
substratu. Tioliy grupés deprotonizuojasi (RSH + Au — RS-Au + e+ HY), 0
disulfidy skyla vykstant naujos strukttiros formavimuisi. Toks vandenilio atomy
i$silaisvinimo mechanizmas ir disulfidinio rySio skilimas néra galutinai aiskus,
o tik hipotetinio pobiidZio. Akivaizdu, kad sieros atomai yra sp® hibridizacijos
tipo ir tai paaiSkina jy ~30° nuokrypj substrato plokStumos atzvilgiu. Antras
ilgesnis etapas — pusiausvyros nusistovéjimas tarp difuzinio sluoksnio augimo ir
tvarkingo molekuliy i§sidéstymo, lemiamas Van der Valso, elektrostatiniy jégy
ir erdviniy trukdymy. Mazdaug per 24 val. priemaiSos galutinai iSstumiamos nuo
Substrato pavirSiaus, tirpiklis Salinamas, savitvarkos defektai sumazéja ir
gaunamas tankiai supakuotas SAM [10, 12, 14, 19]. D¢l stiprios sgveikos su

substratu alkantioliai ant aukso gali sudaryti tankiai supakuota tvarkinga
heksagonine (v3 x v3)R30° struktiira. Joje galima aptikti ortorombinj tinklelj
c(4x2), kartais zymimga ir kaip p(3 x 2v/3) (skai¢iai zymi molekuliy skaigiy
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pagal perimetra; angl. ¢ — coverage; p — phase) bei keletg pereinamyjy struktiiry
(3.2-5 pav. a) [2, 7, 12]. Taciau kiekvienoje tankiai supakuotoje savitvarkéje
struktiroje visuomet galima aptikti defekty. Pagrindiniai i§ jy susij¢ su
pavirSiaus nelygumais — laisvos salelés, grandiniy skirtingu nuokrypiu —
domeny ribos ir nevienodu issitiesinimu — molekulinés skylés (3.2-5 pav. b, c,
d) [12, 17].

3.2-5 pav. Oktantioliy ant Au (111) STM vaizdai: a) (60 x 601&) tvarkinga SAM heksagoniné
(/3 x v/3)R30° struktiira su ortorombiniu c¢(4x2) tinkleliu [2] ir struktiiriniai defektai: b) (48 x
ffz?.m) laisvos salelés, C) (46 x 33 nm) domeny ribos ir d) (19 x 12 nm) molekulinés skylés

Alkilsilany tiesioginis nusodinimas i$ tirpalo Siek tiek skiriasi nuo sieros
organiniy junginiy monosluoksniy gavimo. Dauguma silicio junginiy SAM ant
Si-H pavir§iaus susidarymo (terminés ir elektrocheminés reakcijos, UV
apsvitinimo, peroksidy, Grignard ir alkilli¢io reakcijy) mechanizmas yra
radikalinis, pvz.:

[RCO(O2)] — 2RC(0)O- (alkilperoksido homolitinis skilimas)

RC(O)O- — R- + CO2 (dekarboksilinimas)

R- + H-Si — RH + Si- (monosluoksnio augimas)

R'"CH=CH2 + Si- — R'"CH-—CHSi ir t.t. [10]
Suformuotas monosluoksnis gali turéti nesureagavusiy hidridiniy grupiy, kurios

esant oksidatoriui, oksiduojasi pirmiausiai. Susidaro polisiloksano (-SiOp-)
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tinklelis, atliekantis barjero vaidmenj. Toks pat reiskinys stebimas
adsorbuojantis halogenalkilsilanams ant Si-OH substrato. Siuo atveju i§ pradziy
vyksta vandens, atsirandanc¢io dé¢l alkilsilany halogeninty dariniy hidrolizes,
Salinimas. Toliau stebima adsorbcija ant substrato pavirSiaus, dél kurios
konkuruoja visiSkai ar 1§ dalies hidrolizuoti alkilsilanai ir kitos tirpale esancios
molekulés (3.2-1 schema). Galiausiai jvykus polimerizacijai gaunamas SAM.

OH

HO-SI" "y \
‘ H>O . OH Q
—OH+X-SiT>~"y ——> | -OH — —0-§i" "y
X -HX -H,0 o

/

3.2-1 schema. Halogeninty alkilsilany adsorbcijos mechanizmas [19].

Kadangi naudojami substratai yra amorfiniai, angliavandeniliy iSsidéstymas
priklauso nuo pavirSiuje formuojamo polisiloksano (3.2-6 pav.). Kai
polisiloksano deguonies atomas yra ekvatorinéje padétyje, angliavandeniliai gali
uzimti tik asine padét], tuomet dél erdviniy trukdymy monosluoksnio nuokrypio
kampas substrato plok§tumos atzvilgiu yra minimalus (7-20°) ir gaunamas gana
stabilus bei tvarkingas SAM. Taciau organiniy silicio junginiy monosluoksniy
gavimo atsikartojamumas yra zemas, kadangi formavimosi procesas yra ypac
jautrus drégmés, temperattros ir daugeliui kity aplinkos poky¢iy [2, 10, 15, 16,
19].

N

I Si-v-_.”_ )R SI.::O S
!ol’ EO/ Si\.:‘a//sf:j:g);/;s:;, oy Si O//SiQO
| =Y __ _ R ﬂ (\ L

3.2-6 pav. Polisiloksano tinklelis [10].

SAM gavimui naudojamos ir kitos sudétingesnés metodikos. Pvz.
monosluokniu apribotos nanodalelés (angl. Monolayer-Protected Cluster —

MPC) gaunamos ant nanodydzio metaliniy koloidiniy daleliy (3.2-2 schema) ir
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yra tyrinéjamos nuo 1981 m. (G. Schmid). Tokie koloidai gali susidaryti vykdant
didesniy daleliy dispersijg arba smulkesniy daleliy kondensacija. Jrodyta, kad
cheminiu budu (hidrolizé, redukcija ir kt.) gautos MPC stabilios tik tirpale.
Kitais biidais (fotolizé, radiolizé ir kt.) gautos dalelés gali buti iSskirtos iS tirpalo,
iSdziovintos ir laikomos milteliy pavidalu. Bet kokiu atveju, minétos
nanodalelés yra tridimensinés savitvarkés strukttiros, kurios stabilesnés negu
SAM ant plokscio substrato [20, 21].

R TR
/

\
S
+ RSH — » R-s§ S—R

S S
R SsS ™R
g 1R

R

3.2-2 schema. MPC struktiira (M° — Au, Ag, Cu) [20].

SAM gavimas mikrokontaktinio Zyméjimo (angl. Microcontact printing
— uCP) budu viena i$ daugelio minkstosios litografijos (angl. Soft litography -
SL) metodiky puikiai tinkanc¢iy mikrodydziy (< 100 nm) savitvarkiy strukttry
formavimui (3.2-7 pav. a). Ja sukiré ir iSvyst¢ G. M. Whitesides su
bendradarbiais (1990 m.). Ant kieto pagrindo (dazniausiai Si) uzneSama
fotoaktyvi derva (polimetilmetakrilatas — PMMA, polimetilglutarimidas — PMGI
ir kt.), kuri apdorojama $viesa, formuojant tam tikro dydzio poras. Tuomet
uzneSamas skystas polimeras (dazniausiai polidimetilsiloksano — PDMS), ir
keliant temperatiirg gaminamas komplementarios formos kietas bei elastingas
polimerinis antspaudas. Jis nesunkiai nuimamas nuo silicio pagrindo.
Pagamintas antspaudas jneSamas ] tioliy tirpala, tirpiklio liku¢iai iSdZiovinami ir
toliau vykdomas monosluoksnio ,,spausdinimas® nuo hidrofobinio polimero ant
metalinio substrato fiziSkai juos spaudziant vienas prie kito. Gautas SAM toliau
gali bttt modifikuojamas jneSant j kitos struktiiros tioliy tirpalg, gaminat miSryji
monosluoksnj; arba pasinaudojus kitomis litografinémis metodikomis

naudojamas molekuliniy jspaudy gamyboje [21-25].
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Mazesniy dimensijy (1-100 nm) monosluoksnius galima s€ékmingai gauti
apSvitinant energija turin¢iomis dalelémis (angl. energetic beams). Yra daug
besiplétojanciy metody, paremty fotony, jony arba elektrony Svitinimu. Vienas
i jy — elektroniné litografija (angl. Electron Beam Litography — EBL),
pasizyminti didesne skiriamgja geba bei didesnio ploto padengimo galia, negu
pries tai minéti gavimo biidai (3.2-8 pav. b). Yra jvairios $io btido modifikacijos.
Pvz., substratas (Au arba Si) padengiamas polimeru (dazniausiai PMMA) ir
jame elektrony srautu padaromos nanoporos, kurios prapleciamos organiniais
tirpikliais ir uzpildomos tioliais (arba silanais) dujin¢je fazéje, véliau nuplaunant
polimera; gautas SAM gali biiti jmerkiamas j kitos struktiiros tioliy (arba silany)
tirpala, gaminant miSryjj monosluoksnj [25, 26].

Tikrieji nanodydziy (~1 nm) monosluoksniai gali biiti gaminami
skenuojancio zondo mikroskopija (angl. Scanning Probe Microscopy — SPM:
Atomic Force Microscope — AFM, Scanning Tunneling Microscopy — STM)
bendrai vadinama skenuojancio zondo litografija (angl. Scanning Probe
Lithography — SPL). Yra jvairiy SPL metodiky: iSvystyta Mirkin gilaus rasiklio
litografija (angl. Dip-Pen Lithography — DPL), ,nanoskutimas“ (angl.
,,nanoshaving ) bei ,,nanopersodinimas‘ (angl. ,, nanografting ‘) iSvystytas Liu
ir daugybe kity Sios mikroskopijos variacijy. Gilaus raSiklio litografijoje AFM
adata naudojama ,,raSalo’ — tioliy tirpalo uzne$imui ant ,,popieriaus‘ — metalinio
substrato pavirSiaus (3.2-7 pav. ). PrieSingas procesas — ,,rasalo® nuémimas
STM arba AFM biidu vyksta naudojant ,,nanoskutima“ (3.2-7 pav. d). Siuo
atveju adsorbuotos molekulés Salinamos nuo substrato pavirsiaus. Jeigu tirpale
yra kity galin¢iy adsorbuotis molekuliy, vyksta jy adsorbcija substrato
atlaisvintose vietose, tuomet §i metodika vadinama ,,nanopersodinimu‘ (3.2-7

pav. e) [21, 24-29].
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3.2-7 pav. SAM formavimas nanolitografijos metodais: a) SL; b) EBL; c), d), e) SPL [25].

3.2.3 Tyrimo metodai

Monosluoksniai tiriami Siuolaikiniais pavirSiui jautriais tyrimo metodais
[2, 11, 17, 30, 31]. Pagrindiniai 1§ jy apraSyti Zemiau, o jvairios galimos
modifikacijos sugrupuotos 3.2-1 lenteléje.

Vienas geriausiy SAM analizés biidy yra SPM (3.2-1 lentelé 1 gr.). Jos
STM metodika leidzia stebéti savitvarkos formavimo ir irimo procesa, elektros
pernasa bei tirti pavirSiaus morfologija, analiz¢ atliekant vakuume, dujin¢je
fazéje, ore ir tirpale. Reikia pazyméti, kad STM gali biiti sékmingai pritaikoma
angliavandeniliniams adsorbatams su grandine, kur n < 13. AFM suteikia
informacijos apie pavirSiaus topografija, elastinguma, sulipimg bei kriivio tankj
[31-34].

Daznai struktiirai patvirtinti papildomai atliekami difrakcijos, elektrony,
jony spektroskopiniai bei fotoemisijos tyrimai (3.2-1 lentelé 2 gr.), kurie
suteikia informacijos apie Au-S rySj, elektronines adsorbaty savybes, juy
iSsidéstyma bei susipakavima [2, 31]. Taip pat, ypa¢ SAM su biomolekulémis,
struktlros tyrimams patvirtinti naudojami pavirSiaus plazmony rezonanso
metodai (angl. Surface Plasmon Resonance Spectroscopy and Microscopy —

SPR ir SPM), suteikiantys informacijos apie monosluoksnio storio pasikeitimus,

24



formavimosi kinetika ir leidziantys stebéti proceso dinamikg realiame laike. SPR
ypac placiai taikomas biosensorikos, paremtos biomolekuliy sgveika, tyrimams
atlikti [35, 36].

IS tradiciniy spektroskopiniy metody SAM tyrimams taikoma vibraciné
spektriné (3.2-1 lentelé 3 gr.) analizé¢ (Infraraudonoji spektroskopija - IR,
Ramano sklaida ir jy atmainos), leidZianti nusakyti molekuliy orientacija,
savitvarkos tankuma bei defektus. PavirSiaus sustiprinta Ramano spektroskopija
(angl. Surface Enchanced Raman Scattering — SERS) — vienas i§ pagrindiniy
SAM tyrimams naudojamy metody, zZymiai jautresnis negu kiti Sios grupés
metodai, gerai apibiidinantis adsorbuoty molekuliy nuokrypio kampa, vibracija
ir kitas struktiiros ypatybes [31, 37- 39].

I§ elektrocheminiy analizés metody (3.2-1 lentelé 4 gr.) monosluoksniy
tyrimams atlikti placiausiai naudojami cikliné voltamperometrija (ang. Cyclic
Voltammetry — CV) ir elektrocheminio impedanso spektroskopija (angl.
Electrochemical Impedance Spectroscopy — EIS). Siy metodiky duomeny
matematinis apdorojimas leidzia daryti iSvadas apie SAM elektrin] laiduma,
tankuma, struktiiros defektus, redokso aktyviy Zymiy savybes, SAM formavimo

proceso mechanizma bei kinetika [11, 40].

3.2-1 lentelé. Pagrindiniai SAM tyrimo metodai [31, 36, 40].

Tyrimo metodas Pagrindiné suteikiama
Trumpinys Pilnas pavadinimas angl. ir liet. k. informacija apie SAM
angl. k.
1 grupé
STM Scanning Tunnelling Microscopy — Pavirsiaus topografija,
Skenuojanti tunelin¢ mikroskopija struktiira.
AFM Atomic Force Microscopy —
Atominé jégos mikroskopija
STS Scanning Tunnelling spectroscopy — Elektrinés savybés ir
Skenuojanti tuneliné spektroskopija laidumas.
2 grupé
LEED Low-Energy Electron Diffraction — PavirSiaus simetrija,
Mazos energijos elektrony difrakcija atstumai tarp atomy,
molekuliy orientacija.
XRD X-ray Diffraction — Kristaliné struktura,
Rentgeno spinduliy difrakcija atstumai tarp atomy,
molekuliy orientacija,
savitvarkos laipsnis.
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XPD (phD) | X-ray Photoelectron Diffraction — Struktiiros parametrai.
Rentgeno spinduliy fotoelektrony difrakcija

AES Auger Electron Spectroscopy — Auger Pavirsiaus elementiné
elektroniné arba Oz¢é spektroskopija sudétis, padengimas.

XPS X-ray Photoemission Spectroscopy — Elementiné sudétis,
Rentgeno spinduliy fotoelektrony cheminé prigimtis,
spektroskopija priemaisos.

UPS Ultraviolet Photoemission Spectroscopy — | RySio prigimtis,
Ultravioletiné fotoelektrony spektroskopija | susipakavimas.

EXAFS Extended x-ray Absorption Fine Structure | Struktiiros parametrai,

— Rentgeno spinduliy absorbcijos atstumai tarp atomy,
spektroskopija molekuliy orientacija.

XANES X-ray Absorption Near Edge Spectroscopy | Rysio prigimtis, molekuliy
— Mazo kampo rentgeno spinduliy orientacija, susipakavimas,
absorbcijos spektroskopija pralaidumo zona.

ISS, lon Scattering Spectroscopy, Time of Flight | PavirSiaus struktira ir

TOF-DRS | Direct Recoil Spectroscopy — Jony sudétis, H detekcija.
i8sklaidymo spektroskopija

SPR, Surface Plasmon Resonance spectroscopy, | SAM formavimosi Kinetika,

SPM Surface Plasmon Microscopy — PavirSiaus | storio pasikeitimai,
plazmony rezonanso spektroskopija ir biomolekuliy saveikos
mikroskopija tyrimai.

3 grupé

FT-IRRAS | Fourier Transform Infrared Reflection- Specifiniy cheminiy grupiy,

(RAIRS) Absorption Spectroscopy (Reflection adsorbaty nuokrypio
Absorbtion Infrafred Spectroscopy) — kampas, adsorbcijos vieta.
Infraraudonoji atspindzio-sugerties
spektroskopija

SERS Surface plasmon Enhanced Raman Adsorbaty vibracija ir
Spectroscopy — Pavirsiaus sustiprinta nuokrypio kampas.
Ramano spektroskopija

SFG Sum Frequency Generation — Suminio Adsorbaty vibracija,
daznio generacija pavir$iaus padengimas,

alkilgrandiniy
konformacija, adsorbato-
substrato rysys.

HREELS High-Resolution Electron Energy Loss Adsorbaty vibracija ir
Spectroscopy — adsorbcijos vieta.

Didelés skiriamosios jégos elektrony
i8barstymo spektroskopija
4 grupé

cv Cyclic Voltammetry — Struktiiros parametrai.
Cikliné votamperometrija

EIS Electrochemical Impedance Spectroscopy —

Elektrocheminio impedanso spektroskopija

3.2.4 Pritaikymas

Savitvarkiy struktiry panaudojimo galimybes lemia jy jvairové bei

specifinés savybés, taciau galima i$skirti kelias pagrindines pritaikymo sritis —

biosensoriy kiirimg, molekuling elektronika ir nanotechnologijas [41, 42].
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SAM biudingos dauguma cheminiy reakcijy (nukleofilinio pakeitimo,
radikalinio halogeninimo, oksidacijos-redukcijos, polimerizacijos ir kt.), kuriose
gali dalyvauti tiek galinés funkcinés grupés, tiek ir tarpinés angliavandenilinés
grandinés, todél pirmoji pritaikymo galimybé — modifikavimas cheminiu budu.
SAM cheminés reakcijos gali biiti s€kmingai jvykdomos dujinéje fazéje, tirpale
ir pasinaudojus PCP metodika — kietoje fazéje [17, 21, 43, 44]. Labiausiai
naudingos pavirSiaus reakcijos dél didesnés iSeigos bei atrankumo dazniausiai
yra vykdomos su amino, karboksi- ir hidroksi- galiniy grupiy monosluoksniais,
kurie toliau gali buti sékmingai pritaikomi jvairiy biomolekuliy (baltymy,
polipeptidy, DNR ir kt.) jterpimui [21, 44].

Svarbi monosluoksniy pritaikymo galimybe¢ — tam tikry pavirSiy apsauga,
susijusi su korozijos, trynimo, susidévéjimo procesy mazinimu [12, 17], kurie
neatsiejami nuo elektrocheminiy tyrimy. Vieni svarbiausi i§ jy — elektrody
modifikavimai, pritaikyti tam tikry jony (Cu?*, Pb?" ir kt.) blokavimui elektrodo
pavirSiuje, jmobilizuoty junginiy (feroceny, hidrochinony, porfiriny ir kt.)
elektrocheminio reaktingumo nustatymui, adsorbcijos ir desorbcijos bei
katalizeés reiSkiniams tirti. Be to, elektrody modifikavimas susijes su jutikliniy
sistemy — sensoriy kirimu. Jie turi platy pritaikyma neorganiniy ir organiniy
junginiy nustatyme, besiremian¢iame cheminémis ir biologinémis atpazinimo
reakcijomis [11, 24]. IS jy didZiausio susidoméjimo susilauké biomolekuliy
savitvarkés strukttros, taikomos bioelektrocheminéje analizéje kaip
bioreaktoriai ir biosensoriai [45, 46]. Daugumos biosensoriy paskirtis —
biologiniy skys¢iy analizé. D¢l jmobilizacijos privalumy (fermento stabilumas
ir nesunkus jo atskyrimas, fermento katalitinio aktyvumo ir jo reakcijos greicio
reguliavimas bei kt.) labai populiariis fermentiniai biosensoriai, kuriy
pagrindingés pritaikymo sritys yra medicina (vaistiniai preparatai), maisto
pramoné (alaus, vyno, sirupy gamyba) ir ekologija (vandens valymas) [47].

Atskirai reikéty paminéti monosluoksniy gebéjimag dalyvauti elektrony
pernasos procese, kuris neatsiejamas nuo kitos svarbios pritaikymo srities —
mikroelektronikos. Bet kokiy savitvarkiy strukttiry privalumai $ioje srityje yra

aiSkiis ir yra susij¢ su polinkiu savitvarkai ant metalinio pavirSiaus,
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minimizavimo galimybe bei pralaidumo jvairove. Todél tampa jmanoma gauti
keliy molekuliy izoliatorius arba puslaidininkius ir puikiai juos pritaikyti
atminties neSikliy ir saugykly, cheminiy ir fotosensoriy bei kity optiniy ir
elektroniniy jrenginiy gamybai [11, 17, 24, 48].

SAM taip pat naudojami Zymiai lankstesniy ir reaktingesniy
tridimensiniy MPC struktiiry gavimui. SAM gauti ant ploksc¢io substrato ir MPC
pritaikomi jvairiose nanotechnologijy srityse. Visy pirma, tai nanoobjekty
(nanodaleliy, nanolazdeliy, nanodisky ir kt.) stabilizavimas ir
funkcionalizavimas jvairiy nanojrenginiy (molekuliniy jutikliy, jungikliy,
nesikliy ir kt.) gamyboje [17, 20, 48]. Antra, SAM yra svarbiis nanolitografijoje,
kaip pagalbinés medZiagos nanogaminimo procese. Jie naudojami uzneSant kitas
molekules (baltymus, vezikules, redokso ir fluorescenciniy zymiy darinius bei
kt.), i§ esmés, ant kieto pavirSiaus, pritaikant juos pagal specifines savybes
medziagy atpazinimo, transportavimo ir tarpusavio sgveiky bei daugybés kity
svarbiy biologijoje ir medicinoje procesy (vaisty iSneSiojimo, geny terapijos,
energijos mainy ir kt.) tyrimams atlikti [12, 17, 49, 50].

IS visy aprasyty SAM pritaikymo galimybiy, paremty chemine,
biologine, elektrostatine ar kitomis sgveikomis, vieni perspektyviausiy yra
monosluoksniy modifikavimo biidai, kuriy metu gaunami dvisluoksniai, o
tiksliau — lipidinés dvisluoksnés struktiiros, atveriancios kelia modeliniy

membrany jvairovei.

3.3 Modelinés membranos
3.3.1 Biologiné membrana, jos struktiira ir funkcijos

Biologinés membranos yra biitinos gyvosios Igstelés dalys, atsakingos uz
jvairias jos funkcijas, i§ kuriy svarbiausia — apriboti lastele ir reguliuoti
molekuliy srautg, bei jvairiy medziagy koncentracijg apgaubtoje erdvéje —
citoplazmoje. Membranoje jmontuoti jvairiis baltyminés prigimties molekuliniai
jrenginiai. Tai specifinés pernaSos sistemos bei kanalai, uztikrinantys atranky
daleliy laiduma, kuris lemia nervinio impulso atsiradimo bei perdavimo

galimybe; tai jvairls receptoriai, dalyvaujantys ateinancio 1§ aplinkos signalo
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perdavimo procese ir sudarantys tarplastelinius rySius; tai nuolatiniy
fotosintezés, energetiniy ir biocheminiy procesy zidiniai jvairiose membranos
dalyse. Tod¢l membrana lgstelei yra egzistavimo pagrindas; tai apsauga nuo
aplinkos, tai tarplgstelinis susisiekimo tinklas, energetiné gamykla ir dar daug
daugiau [51-53].

Biologinés membranos yra skystos, elastingos, plonos asimetrings
struktiiros (6-10 nm), palaikomos nekovalentiniais rySiais. Dauguma membrany
yra elektriSkai jkrautos, jy vidiné pus¢ turi neigiamg kriivi (paprastai 60 mV).
Lipidai ir baltymai yra svarbiausi membrany komponentai. Membranoje nuolat
vyksta pavirSiné (ang. lateral) ir tarpsluoksniné (ang. ,,flip-flop ) lipidy difuzija,
todel biologinés membranos yra dinamings struktiiros. Baltymai gali dalyvauti
tik pavir$inéje difuzijoje ir ji yra zymiai létesné negu lipidy. Membranos lipidus
galima  suskirstyti j triS pagrindines  grupes:  glicerofosfolipidai
(fosfatidiletanolaminas, fosfatidilserinas, fosfatidilcholinas), sfingolipidai
(sfigomielinas, sfingocholinas) ir steroliai (cholesterolis, ergosterolis,
lanosterolis). Visi fosfolipidai sudaryti is dviejy daliy — elektros kriivj turin¢ios
galvuteés ir keliy elektriSkai neutraliy uodegy. Uodega sudaro dvi glicerolio
molekule sujungtos riebaly rugstys, o galvute — prie glicerolio prijungta fosforo
rigsties liekana su tam tikro alkoholio molekule [51-57].

Fosfolipidai linke savarankiSkai organizuotis ] energetiSkai palankias
struktiiras — plokscias, burbuly, cilindry, tibeliy ir kitas formas (3.3-1 pav.).
Vandeniniame tirpale jy hidrofobinés uodegélés sgveikauja viena su kita, o
hidrofilinés galvutés — su supanc¢iu vandeniu. Dvisluoksnis izoliuoja lgstele nuo
aplinkos ir pro ji i lastelés vidy patenka tik vandens molekulés ir lipiduose tirpios
medziagos. Membranos beveik nepraleidzia jony ir poliniy nejonizuoty
molekuliy (pvz. gliukozés). Tokiy medZiagy pernasai biitini baltymai neSikliai

arba jy sistemos [51-57].
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3.3-1 pav. Fosfolipidy formuojamos struktiiros: a) lizofosfolipidy micelés, b) fosfatidilcholino
cilindras, ¢) fosfatidiletanolamino tiibelés [57].

Vandenyje membranos dvisluoksnis gali egzistuoti keliose fizikinése
buisenose: tvarkingoje gelinéje, netvarkingoje skystojoje (buidingas didelis
difuzijos greitis) ir keliose pereinamosiose fazése. NesocCiyjy rugsciy grandiniy
cis-uzlinkimas suardo kompaktiSkai supakuotg struktiirg, tuo tarpu sociosios
grandinés, esant galimybei vandeniliniam rySiui susidaryti, gali sékmingai
saviorganizuotis. Didele jtaka turi ir cholesterolis: jo jsiterpimas } tvarkinga
geling biiseng suardo pavirSiaus tvarka, o ] netvarkingg skystaja struktiirg yra
palankus lipidiniy grandiniy trans-konformacijai ir tai skatina tvarkinga jy
1§sidéstyma. Peréjimas 1§ netvarkingo skysto biivio j tvarkingg gelinj priklauso
nuo lipidy prigimties, temperatiiros, pH bei kity faktoriy ir yra susijes su lipidy
sankaupy formavimu [5, 6, 56]. Tai praturtintos cholesteroliu ir sfingolipidais
tankiai supakuotos, klampios sritys plaukiojancios supancioje maziau
tvarkingoje membraniniy fosfolipidy aplinkoje. Kadangi tokios sankaupos yra
salyginai maZiau tirpios, jos sudaro heterogenin¢ nestabilig struktiirg (50-200
nm). Cholesterolio kiekis joje yra beveik dvigubai didesnis, o bendras turinCiy
choling lipidy kiekis praktiSkai nesiskiria nuo supancios Zymiai storesnés
membraninés aplinkos. D¢l Sios priezasties lipidy sankaupos gali dalyvauti
didesniy (iki 500 nm) domeny susidaryme, besiremianc¢iame lipidy-baltymy bei
baltymy-baltymy saveikomis. Iki Siol iki galo neaiski fiziologiné tokiy sankaupy
funkcija, bei kyla daugybé abejoniy dél struktiirinés sudéties pastovumo,
jterpiant ] membrang kitas biomolekules (lipidus, baltymus, vaistus ir kt.).

Kadangi lipidy sankaupos dalyvauja svarbiuose medziagy ir signalo pernesimo
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procesuose tokiu btidu veikdami membranos savybes, aktualiu tyrimy objektu
licka jy pasiskirstymas, sudétis bei funkcijos [58, 59].
3.3.2 Modeliniy membrany riisys ir formavimo biidai

Nuo XX a. vidurio mokslo pasaulis tobulina modelinio dvisluoksnio
kiirimg, pazangiai plésdamas jo jvairovés bei pritaikymo ribas. 1962 metais
pirmg kartg buvo gautos juodosios dvisluoksnés lipidy membranos (P. Mueller)
ir tiriamos jy makroskopinés savybés (struktiira, adsorbcija, pavirSiaus jtemptis
ir kt.). Nuo XX a. 80-tyjy mety susidométa molekulinio lygio (bioenergetiniais,
fotosintezés, elektrocheminiy mainy ir kt.) membraniniais procesais, todél
membranos nusodintos ant kieto pavirSiaus (Tamn, McConnell). Optimizuojant
modelinés membranos naudojimo trukme, 1996-yjy pradzioje sukurtos
prikabintos dvisluoksnés membranos (Sackmann) atvérusios platesne tyrimy
jvairove membrany dinamikos ir savybiy, lipidy-baltymy bei ligandy-receptoriy
sgveiky srityse. Tokie modeliai leido iSplésti patogias biotechnologinio
manipuliavimo galimybes, pritaikant juos biosensoriy ir kity jrenginiy kiirimui
[60, 61].
3.3.2.1 Juodosios dvisluoksnés lipidy membranos

Juodosios dvisluoksnés lipidy membranos (angl. Black lipid membrane —
BLM) pirmg kartg paminétos 1962 metais (P. Mueller); savo pavadinimg gavo
pagristai, nes yra tokios plonos (iki 4-5 nm), kad neatspindi Sviesos (3.3-2 pav.
a). Yra keli $iy struktiiry gavimo budai, kuriy esme¢ sudaro lipidy tirpalo
uzneSimas Sepeteliu arba Svirk§tu ant hidrofobingje (polietileno ar teflono)
ploksteléje esancios nedidelés skylutés (iki 1 mm). Kai tik atsiranda galimybé
plokstelei kontaktuoti su vandeniu, tirpiklis (dazniausia dekano ir skvaleno
klampus miSinys) difunduoja i$ tirpalo j vandening terpe. Skylutéje lieka lipidy
sluoksnis, kuris savaime suplong¢ja susiliedamas j dvisluoksnj ir yra palaikomas
tik lipidy horizantaliu jtempimu. Sistemos stabilumg uztikrina tirpiklio Ziedas
liekantis palei skylutés perimetra, sujungdamas plong dvisluoksnj su substratu.
Sio gavimo biido privalumas tas, kad galima kontroliuoti membranos
sudedamasias abejose jos pusése. Sistemos elektrines savybes galima matuoti

patalpinus ] rezervuarg du elektrodus kiekvienoje dvisluoksnio pus¢je. Deja,
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tokios membranos gana nestabilios ir neilgaamzés (egzistuoja iki keliy valandy).
Stabilumg galima Siek tiek padidinti, panaudojus laky tirpikl; (pvz.
chloroformg), kuriam leidZiama savaime nugaruoti prie§ lipidiniy sluoksniy
susiliejimg. Tokiu atveju suformuotas dvisluoksnis neturi savo sudétyje tirpiklio

molekuliy, kuriy tolimesnis pasiSalinimas ji ardyty [60, 62, 63].
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3.3-2 pav. Modeliniy membrany rasys [60, 66].

3.3.2.2 Pritvirtintos prie kieto pavirsiaus dvisluoksnés lipidy membranos

Pritvirtintos prie kieto pavirSiaus lipidy dvisluoksnés membranos (angl.
Solid-Supported Lipid Bilayer Membranes — s-sLBM) gaunamos ant silikatiniy,
zérucio, stiklo ir kai kuriy kity substraty (3.3-2 pav. b). Tokios strukttiros
palaikomos dél fiziosorbcijos, o biitent — hidratacijos, Van der Valso jégy,
elektrostatinés sgveikos ir savaiminio lipidy takumo. Tokie modeliai pasizymi
palyginus geru takumu, nes keliy nanometry tarpas tarp substrato ir dvisluoksnio
yra uzpildytas vandens molekulémis [60, 64, 65].

Yra trys pagrindiniai s-sLBM gavimo btidai: Langmuir (angl. Langmuir-
Blodgett — LB; Langmuir-Schafer — LS) metodikos (1920), keliy vezikuliy
iSsiliejimas (angl. Vesicle Fusion — VF) ir miSrusis budas (3.3-3 pav.) [60, 64,
65]. Pirmu atveju, jnesta plokstelé (stiklo, kvarco, oksiduoto silikono) vertikaliai
iStraukiama 1§ lipidy tirpalo susidarant monosluoksniui. Jis dar kartg vertikaliai
jneSamas ] tg patj tirpalg (LB metodika) arba horizontaliai spaudziamas prie Kito
monosluoksnio oro-vandens salytyje (LS metodika), savaime susidarant

dvisluoksniui. Sis biidas ypa¢ efektyvus ir patogus formuojant misriuosius
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nesimetrinius dvisluoksnius ant hidrofiliniy pavirSiy. Vezikuliy issiliejimo
metodikos (vezikuliy i$spaudimas pro polikarbonato poras aukStame slégyje,
vandeninés lipidy suspensijos akustiné ultracentrifugacija ir kt.) priklauso nuo
vezikuliy struktiiros, dydzio, elektros kriivio, 0Smosinio slégio, tirpalo pH, jony
sgveikos, pavirSiaus nelygumo ir Svarumo. Papras€iausiu atveju, Svarus
hidrofilinis substratas patalpinamas ] pratekancig kamera, kurioje inkubuojamos
vezikulés. Po 30-60 min. vezikuliy likuéiai nuplaunami buferiniu tirpalu
(dazniausiai fosfaty drusky), susidarant pritvirtintam prie substrato
dvisluoksniui (VF metodika). Panaudojant misryjj gavimo biida, pirmas lipidy
monosluoksnis gaunamas iStraukiant plokStele 1§ lipidy tirpalo, o véliau
patalpinus jg j pratekancig kamerg, iSsiliejant vezikuléms susidaro antras lipidy
sluoksnis (LB/VF metodika). Sis biidas daZnai naudojamas kity rasiy modeliniy
membrany gavimui. Pagrindiniai s-sLBM sistemy trukumai: apsunkintas saglyc¢iu
su substratu transmembraniniy peptidy jterpimas bei Zemas membrany
stabilumas (iki keliy dieny), salygojamas nedideliu atstumu (0,5-2 nm) tarp
substrato ir dvisluoksnio [60, 64-66].
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3.3-3 pav. s-sLBM gavimas Langmuir (LB ir LS), vezikuliy issiliejimo (VF) ir misriuoju
(LB/FV) metodais [64].

3.3.2.3 Prikabintos dvisluoksnés lipidy membranos

Stabilesniy membraniniy modeliy paieSka priverté prikabinti juos prie
kieto pavirSiaus kovalentiniais rysiais (Sackmann, 1996). Paprasciausios Sio tipo
struktiiros — hibridinés dvisluoksnés membranos (angl. Hibrid Bilayer
Mermbrane — HBM) formuojamos iSsiliejant lipidy vezikuléms arba
liposomoms ant i§ anksto gauto dazniausiai alkantioliy monosluoksnio substrato
pavirsiuje (3.3-2 pav. ¢). Tokiu buidu dvisluoksnj sudaro du skirtingos prigimties
— sintetiniy alkantioliy ir natiiraliy lipidy, monosluoksniai. Tokios membranos
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yra gana stabilios, bet dél tankios SAM struktiiros pasiZzymi mazesniu takumu,
kadangi hidrofobinés sociosios grandinés nustumia vandenj nuo substrato
pavirsiaus [60, 67]. Sio apribojimo pavyko i$vengti padidinus atstuma tarp
substrato ir dvisluoksnio prikabintomis grandinémis, kuriy skirtinga prigimtis
nulémé tokiy modeliy smulkesn; klasifikavimg. Prikabintomis grandinémis gali
biti: alkantioliai, oligopeptidai, tiolipidai, polikatijonai, polimerai ir kt. (3.3-2
pav. c-h eiliSkumo tvarka) [66]. Nepriklausomai nuo risiklio (angl. tether)
prigimties, tokia modelin¢ sistema yra apsaugota nuo visiSko nuplovimo dél
mechaninio ar cheminio streso. Ilgosios grandinés saugo lipidy dvisluoksnj nuo
nepageidaujamos sgveikos su substratu, nes tai gali sukelti dinaminius pokyc¢ius
membraniniuose lipiduose (pvz. tolimesne jy difuzijg) ir baltymuose (pvz.
funkciniy savybiy pokyc€ius, denatiiracijg). Tokios membranos gali biti
gaunamos naudojant skirtingas formavimo strategijas ant metaliniy (Pt, Au, Ag,
Cu ir kt.) arba silicio oksido pavirSiy. Kai prikabinty grandiniy pavirSius yra
hidrofobinis, dvisluoksniai ant jy formuojami tirpiklio pakeitimo metodu. Pvz.,
SAM su hidrofobinémis galinémis grupémis inkubuojamas metanolio arba
etanolio lipidy tirpalu kelias minutes, paskui keiciant jj buferiu. Dvisluoksnis
susidaro savaime, o lipidy likuciai nesunkiai nusiplauna [65]. Tokiu biidu
prikabinta (prirista) dvisluoksné lipidy membrana (angl. Tethered Bimolecular
Lipid membrane — tBLM) islieka skysta, lanksti, stabili (iki keliy ménesiy) ir
tinkama jvairiy riSiy biotechnologiniam manipuliavimui [60, 68-70].
PolimeriSkai pritvirtintos dvisluoksnés membranos (angl. Polymer-
Supported Lipid Bilayer Membranes — p-sLBM) yra tinkamesnés dideliy
periferiniy domeny jsiterpimui. UZneStas ant substrato polimeras saugo jterptas
1 dvisluoksnj makrobiomolekules. Taip pat jis padeda iSvengti nespecifinés
vandenyje tirpiy baltymy sgveikos su substratu, kadangi yra polimerais
uzpildytas atstumas nuo substrato iki dvisluoksnio (< 100 nm) [60, 71, 72]. Siam
tikslui polimeras turi pasizyméti hidrofilinémis savybémis, sgveikauti su
substratu ir biti inertiskas sgveikai su membranos lipidais ir baltymais [61, 72].
SAM amfifiliniy molekuliy prigimtis salygoja, kad dvisluoksnio susidaryme turi

dalyvauti vanduo, todél daznai naudojami hidrogeliai. Bendrai, polimerus
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naudojamus p-sLBM formavimui galima Kklasifikuoti pagal skirtingas jy
savybes. Pvz., pagal monomery nevienodumg — homopolimerai (celiuliozé,
polietilenglikolis ir kt.) ir kopolimerai (sterinas-akrilonitrilas, nitrilo guma ir
kt.); pagal gavimo biidg — adhezija substrato pavirsiuje, arba vezikuliy, turin¢iy
sudétyje lipopolimery, iSsiliejimas; pagal polimero prikabinimo prigimt] —
savarankiska nepriklausomg nusodinimg (poliakrilamidas, celiuliozé, agaroze,
polielektrolitai ir kt.) arba integravimas per tarpines molekules, prijungtas prie
substrato kovalentine sgveika (lipopolimerai: polietilenglikolis, baltymai ir kt.)
[72]. Populiariausi yra substratai padengti polielektrolitais arba lipopolimerais
(3.3-2 pav. fir h).

Polielektrolity (pvz. poli(4-venil-benzensulfo)riigstis) risikliai formuoja
sluoksn; tiesiogiai uzneSant juos ant silicio arba kvarco, o metaliniy substraty
atveju, vykdoma jy adsorbcija ant krivj turin¢iy SAM. Tada pasinaudojus
vezikuliy i8siliejimo metodika arba vykdant paprasta molekuliy adsorbcija
formuojamas virSutinis modelinés membranos sluoksnis [60, 73]. Elektrostatine
sgveika tarp substrato ir polimero palaiko struktiirg, o Van der Valso jégos ir
vandeniliniai rysiai pritvirtina lipidy dvisluoksnj. Minétas sgveikas veikia tirpalo
joniné jéga ir pH. [vairlis biologiniai procesai vyksta skirtingoje tirpalo
aplinkoje, todé¢l stebéti bei tirti juos Siose modelinése struktlirose gali biiti
sudétinga. Uztat, besikaupiantis pavirSiuje kriivis atstumia to paties kriivio
daleles, tokiu biidu tiksliai formuojant tvarkinga modeling membrang. Vél gi, is
kitos pusés, per didelis kriivis gali turéti jtakos membranos sudedamyjy
funkcijoms bei tarpusavio sgveikai [60].

Lipopolimerai — panasios j lipidus makromolekulés, gebancios pritvirtinti
membrang prie substrato. Jose viena galiné dalis yra tinkama kovalentinei
sgveikai su substratu (tioliai ant Au, silanai ant Si ir kt.), o kita — jsiterpimui ]
lipidy sluoksnj. Yra ir tre€ioji — polimeriné sudedamoji, kuri uztikrina tinkamag
atstuma tarp substrato ir dvisluoksnio, uztveriant baltymy sgveika su substratu,
neigiamai veikiangia jy ir lipidy mobiluma bei pa¢ios membranos savybes. Siuo
atveju substrato pavirSius zymiai maziau priklauso nuo tirpalo savybiy, 0 tai

suteikia modelinei membranai papildomg stabilumg. Toks modelis gali biiti
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gaunamas tiesiogiai nusodinant lipopolimeriniy ir mazesniy lipidy miSinj ant
kieto substrato arba iSsiliejant vezikuléms, turin¢ioms sudétyje lipopolimery. Po
to vyksta virSutinio lipidy sluoksnio susidarymas formuojant dvisluoksnj,
kuriam lipopolimeriné aplinka yra palanki. Lipopolimerai néra ilgaamziai, nes
laikui bégant brinksta vandenyje, todél tokia p-sLBM dazZnai turi nemazai
strukttriniy defekty [60, 72, 73].

3.3.3 Tyrimo metodai

Ivairis modeliniy membrany deriniai (hibridiniai dvisluoksniai,
prikabinty vezikuliy sluoksniai ir kt.) buvo sukurti tam, kad galéty biiti
sékmingai pritaikyti pavirSiui jautriy metody tyrimams atlikti [64-66, 70].
Pagrindiniai i8 jy pateikti 3.3.1 lenteléje.

Perspektyviausi 1§ visy aprasSyty modeliy yra prikabinti dvisluoksniai.
Kaip jau buvo minéta, prikabinimo biidas priklauso nuo substrato ir nusodinamy
molekuliy prigimties. Formuojamo dvisluoksnio strategija yra nulemta substrato
savybiy, kuriomis remiantis bus panaudotos tam tikros tyrimo metodikos.
Taurieji metalai (Au, Ag ir kt.) labiausiai tinkami SPR stebéjimams, skaidrieji
substratai (kvarcas, stiklas ir kt.) reikalingi optiniy metody analizei, o atominiu
pozitriu ploksti pavirsiai (Si, zérutis ir kt.) yra puikiai pritaikomi AFM tyrimams
[70].

Labiausiai paplite modeliniy membrany tyrimai susij¢ su fluorescenciniy
zymiy jterpimu. Tai leidZia stebéti lipidy ir baltymy pasiskirstyma, difuzija ir jy
tarpusavio sgveikg bei membranos takumg fluorescencijos metodais (angl.
Forster Resonance Energy Transfer — FRET, angl. Fluorescence Recovery After
Phtobleaching — FRAP) [64, 66, 70, 74, 75]. Tiriant minétus tyrimo objektus,
galima gauti ir kitokio pobtidzio informacijg, kuri paremta kovalentiniy rysSiy ir
simetrijos atsiradimu bei i$nykimu (atitinkamai angl. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy — FTIR, angl. Sum Frequency Vibrational Spectroscopy
— SFVS metodai), ypa¢ svarbiu lipidy struktiiros ir organizacijos nustatymui [64,
76]. Taip pat yra jmanoma stebéti dvisluoksnio formavimosi kinetikg (SPR
metodu) [66, 70, 77], nustatyti tBLM savitvarka (Quartz Crystal Microbalance
— QCM metodu) [66, 70, 78, 79], pavirSiaus morfologija, homogeniskumg ir

36



defektus (AFM, angl. Near-field Scanning Optical Microscopy — NSOM
metodais) [64, 66, 75, 79], dvisluoksnio kokybe bei elektrines savybes
(elipsometrija, EIS metodu) [65, 66, 70, 79].

3.3-1 lentelé. Pagrindiniai modeliniy dvisluoksniy tyrimo metodai [64, 66, 70].

Tyrimo metodas Pagrindiné
Trumpinys Pilnas pavadinimas angl. ir liet. k. informacija
angl. k. suteikiama apie
dvisluoksni
QCM-D Quartz Crystal Microbalance with Dissipation — | Formavimo stebéjimas
Kvarco kristalo mikrogravimetrija su realiu laiku; masés ir
i§sklaidymu struktiiros savybés.
SPR Surface Plasmon Resonance Spectroscopy — Optinis storio

Pavir§iaus plazmony rezonanso spektroskopija) | matavimas,
formavimosi kinetika.

EIS Electrochemical Impedance Spectroscopy — Formavimo ir
Elektrocheminio impedanso spektroskopija pralaidumo matavimai;
jony kanaly
charakterizavimas.
AFM Atomic Force Microscopy — Atominé jégos Pavirsiaus nelygumo ir
mikroskopija defekty nanotyrimai.
NSOM Near-field Scanning Optical Microscopy —
Artimojo lauko optiné mikroskopija
FRAP; Fluorescence Recovery After Phtobleaching — Lipidy ir baltymy
FRET Fluorescencijos atsiktirimo po i§blySkinimo judrumo
tyrimai; charakterizavimas.

Forster Resonance Energy Transfer — Forster
rezonansings energijos pernasa

FTIR; Fourier Transform Infrared spectroscopy — Struktiiros, savitvarkos

SFVS Fourier infraraudonoji spektroskopija; bei baltymy-lipidy
Sum Frequency Vibrational Spectroscopy — saveikos tyrimai.
Vibraciné suminio daznio spektroskopija

NR Neutron Reflectivity — Neutrony reflektometrija | Strukttriniai, defekty ir

storio tyrimai.

Susidarant hibridinéms modelinéms membranoms, i$siliejant vezikuléms
ant SAM ir kitais atvejais, kai 1§ pradziy gaunami monosluoksniai substrato
pavirSiuje, jy formavimasi, struktiirg ir tolimesnj modifikavimg galima stebéti
tinkamais SAM tyrimo metodais aprasSytais 3.2.3 skyriuje.

3.3.4 Pritaikymas

Modelinés membranos, dél savo unikaliy savybiy biofunkcionalizuoti
neorganinius ir polimerinius pavirSius, yra puikus objektas stebéti ir tirti
natiralius procesus, vykstan¢ius biologinés membranos viduje ir iSor¢je.

Sparciai besivystan€ios technologijos leido sukurti jvairias modelines
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membranas. Atsirado laisvy arba prikabinty mazy (angl. Small Unilamellar
Vesicule — SUV) bei dideliy (angl. Giant Unilamellar Vesicule — GUV)
vezikuliy (nuo 10 nm iki 10 pm) dvisluoksniai, dvisluoksniniy saleliy su jterptais
baltymais, lgstelei budingy fragmenty ir kity variacijy su potencialiomis
membraniniy procesy tyrimy bei minimizuoty jrenginiy kiirimo galimybémis
[80]. Sis pagrindinis panaudojimas moksliniu ir praktiniu pozitiriu apjungia
modeliniy membrany pritaikyma chemijos, biologijos ir medziagy moksluose
(dvisluoksnio ir membranos savybiy bei funkcijy, baltymy struktiiros ir
sgveikos, funkciniai receptoriy, pory, kanaly, Igstelés organeliy ir Kiti tyrimai)
[56, 64, 81].

IS modeliniy membrany vienos nestabiliausiy — BLM, iki Siol
naudojamos jvairiems elektrocheminiams tyrimams atlikti tokiy biofiziniy
procesy kaip jony kanaly formavimas fosfolipidiniame dvisluoksnyje peptidais,
antibiotikais ir kitomis biomolekulémis. s-sLBM taikomos struktiiriniams,
elektrocheminiams, lipidy ir baltymy tarpusavio sgveikos bei kai kuriems
kitiems tyrimams atlikti. Taciau Zymiai daZniau naudojamos t-BLM. Jos
pasizymi pakankamu stabilumu ir elektriniu pralaidumu bei uZtikrina sékmingg
baltymy jsiterpimg ir funkcionalizavimg [68, 82], tod¢l yra tinkamos ypac
svarbiems baltymy ir jony kanaly tyrimams atlikti [60].

Baltymy tyrimai neatsiejami nuo antros pagal svarbumg pritaikymo
srities — biosensoriy kiirimo, paremto ligandy saveikos elektriniu ar optiniu
detektavimu. Modeliné membrana suteikia natiralia aplinkg baltymy
jsiterpimui, o dvisluoksnio vaidmuo Siuo atveju yra keleriopas — tai plonas
elektrinis izoliatorius, receptoriy (lipidy-antigeny arba antikiiny) jsiterpimo
matrica ir nespecifinés ligandy saveikos (elektrostatinés, polimerinés,
bioaktyvios) kontrolés vieta [81, 82].

Detali informacija apie baltymy funkcijas ir savybes membranoje yra
svarbi ir kitoje placioje srityje — ligy diagnostikoje, kadangi dauguma ligy
sukéléjy vienaip ar kitaip veikia membraninius baltymus. Be to, daugumos jony
ir mazy molekuliy transportas membranoje vyksta dél jony kanaly

(membraniniy baltymy) ir yra neatsiejamas nuo sudétingy signalo perdavimo,
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lasteliy atpazinimo ir sgveikos procesy. Tokios dvisluoksnés sistemos
suformuotos pCP biudu [50, 60, 83-85] leidzia praplésti baltymy tyrimy
galimybes, kadangi sukuria dar homogeniS$kesn¢ aplinkg gausiam analiCiy
kiekio nustatymui ir atskyrimui vienu metu. Tai, be abejo, gali bati sékmingai

pritaikoma kombinatorinéje chemijoje, biolusty ir kity nanojrenginiy kiirimui.

3.4 Oligoetilenoksidy savybés
3.4.1 Pritaikymo galimybés

Polietilenglikoliai (PEG — OH(CH2CH:0)nH, kai n > 20) placiai
naudojami pavirSiaus modifikavimo bei biotechnologijy moksluose, stebint,
tiriant tam tikrus reiSkinius ir procesus, pritaikant juos pacius ir jy darinius
jvairiose srityse (biomolekuliy prikabinimui prie metalinio pavirSiaus ir
biosensoriy kiirimui — pramonéje, lasteliy kapsuliavimui hidrogeliais —
medicinoje bei Kitur) [86].

Kartu su kitais neutraliais, hidrofiliniais polimerais (polisacharidais,
poliamidais) PEG monosluoksniai sudaro pagrinding nesiterSianciy, dél
pasipriesinimo sgveikai su baltymais, pavir§iy medziagy grupe¢ (angl. nonfouling
materials). Tokiy medziagy specifinés savybés susijusios su vandens sluoksnio
atsiradimu netoli substrato pavirSiaus ir molekuliy skverbimosi prie polimero
galimybe. Hidrofiliniy polimery atveju — vandeniliniy rySiy susidarymas, o taip
pat fizikocheminés savybés (molekuliné masé, pavirSiaus chemija) ir sluoksnio
susipakavimas  (sluoksnio storis, tankumas; grandiniy konformacija,
lankstumas) sudaro fizikinj ir energetinj barjera baltymy adsorbcijai [87]. Taciau
PEG turi ir tam tikry triikumy — linke autooksiduotis fermenty, deguonies arba
pereinamyjy metaly poveikyje. Minéti trikumai leido pasirinkti stabilesnius
trumpesnés grandinés analogus — oligoetilenglikolius (OEG, n < 20) ir jy
darinius — oligoetilenoksidus.

Viena svarbiausiy, moksliniu pozituriu, OEG pritaikymo galimybiy —
panaudojimas tBLM formavimo ir jy bei kity modeliniy membrany tyrimy
procesuose. D¢l savo lankstumo ir neutralumo OEG saugo j dvisluoksnj jterptas

biomedziagas nuo denatiiracijg sukeliancios sgveikos su substratu, suteikia
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rezervuarg jonams apatin€¢je membranos dalyje bei takumo visai modelinei
sistemai. Jvairts daugiafunkciniai oligoetilenoksidai sékmingai naudojami
tBLM prijungimui prie metalinio pavirSiaus arba kaip specifiniai lipidinio
dvisluoksnio zymekliai. Pirmu atveju jie atlieka riSiklio vaidmenj ir tam tikslui
daZniausiai naudojami skirtingy galiniy grupiy oligoetilenoksidy tioliai arba
disulfidai. Sierg turin¢ios grupés vadinamos inkarais, saveikauja su metaliniu
substratu, o galinés grupés (daZzniausiai ilgosios grandinés arba cholesterolis)
reikalingos isiterpimui | formuojamg lipidy dvisluoksnj. Labiausiai tyrinéjamos
modelinés struktiiros ant aukso, kadangi tai substratas tinkantis daugeliui tyrimo
metody. Silicio pagrindu suformuotos savitvarkeés struktiiros yra tinkamos tBLM
formavimui ir savybiy tyrimams atlikti, iSskyrus elekrocheminius, todél
naudojamos re¢iau. Zymekliy atveju daugiafunkciniy oligoetilenoksidy galiné
funkciné grupé¢ (lipidai, cholesterolis ir kt.) reikalinga jsiterpimui j specifines
vietas modelin¢je membranoje, o tam tikros prigimties Zymé (fluorescencing,
redokso ir kt) — struktOriniams ir funkciniams tyrimams atlikti
fluorescenciniais, elektrocheminiais ir kitais metodais [88].

3.4.2 PasiprieSinimas baltymuy adsorbcijai ir 1asteliy adhezijai

Svarbi oligoetilenoksidy monosluoksniy savybé — mazinti baltymy
adsorbcijg bei lasteliy adhezijg, sékmingai pritaikoma medicininiy implanty ir
biojutikliy, ligy diagnostikos bei vaisty gabenimo srityse [89].

Nemazai tyrimy buvo atlikta baltymy adsorbcijos pasiprieSinimo
mechanizmui i$siaiskinti [87]. Bet iki $iol labiausiai tyrinéjami tioliai ir sulfidai.
Formuojant paprastus bei misriuosius monosluoksnius, daugybé faktoriy lemia
Ju kokybe (zitir. 3.2.2.1 skyriy), todél kiekvienu atveju nusakyti, kuris 1§ jy bus
lemiamas, yra sudétinga. Kai jterptas baltymas dél difuzijos pasiekia
monosluoksnj, pasiprieSinimas baltymy adsorbcijai ant substrato akivaizdZziai
priklauso nuo erdviniy trukdymy, Van der Valso jégy bei hidrofobinés sgveikos,
vykstanciy tarp baltymuy tirpale ir OEG fragmenty substrato pavirSiuje. Veiksniai
vienu ar kitu bidu mazinantys OEG molekuliy hidratacija ir didinantys
sluoksnio hidrofobiskuma yra palankiis baltymy adsorbcijai. Daznai hidrofiliniy

pavirS$iy minéta specifin¢ savybeé linkusi keistis. Tai susij¢ su vandeniliniy rySiy
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silpna prigimtimi, kuriy skilimas didina monosluoksnio tankuma bei
hidrofobiskuma [87, 89, 90].

Ostuni ir kt. [89] SPR metodu istyré baltymy (didelio fibrinogeno ir mazo
teigiamai jKrauto lizocimo) adsorbcijg savitvarkiais monosluoksniais ant aukso.
Hidrofobiniy grupiy (CHs, CF3 ir kt.) sluoksniai leido visiSkai adsorbuotis
tirtiems baltymams. Aminy ir amonio drusky monosluoksniai dél elektrostatinio
atostiimio buvo atsparesni lizocimui negu fibrinogenui. Tiriant oligoetilenoksidy
SAM, buvo pastebéta tendencija — kuo daugiau OEG fragmenty molekuléje, tuo
SAM atsparesnis baltymy adsorbcijai. Tai paaiSkinama hidrofiliSkumu bei
skirtinga trumpesniy ir ilgesniy tos pacios struktiiros fragmenty stiprumo
sgveika su substratu (zidir. 3.2.2.1 skyriy). D¢l to kartu pasireiskia ir papildomas
pasiprieSinimas baltymy jsiterpimui [87, 89].

Savo ruoztu, Harder ir kt. [90] palygino ilgy OEG tioliy
(HS(CH2)11(OCH2CH>)eOH — EG6-OH, HS(CH2)11(OCH2CH2)s0CH3 — EG3-
OMe, HS(CH2)11:CH(CH20CH3)CH2(OCH2CH2)sOCHs — EG[3,1]-OMe)
monosluoksniy pasipriesinimg fibrinogeno adsorbcijai ant aukso ir sidabro. FT-
IR ir XP atlikti spektroskopiniai tyrimai parodé¢, kad EG6-OH SAM ant aukso ir
sidabro turi kristalinés hidratuotos spiralés (angl. helical) ir amorfinés
dehidratuotos formy fragmentus ir yra inertiskas baltymy adsorbcijai. Nustatyta,
kad uZtenka bent 5 OEG fragmenty, kad susiformuoty spiralés forma,
uztikrinanti sluoksnio maksimaly plonumg bei hidratacijg ir todé¢l trukdanti
baltymui jsiterpti. EG3-OMe ant aukso atveju, rezultatai buvo identiski, o ant
sidabro — pavyko aptikti tankiai supakuoty zigzago formos (visy grandiniy trans)
hidrofobiniy fragmenty, kurie buvo palankiis baltymui adsorbuotis. Tai
paaiskinama skirtinga adsorbcijos prigimtimi ant minéty metaly (ziar. 3.2.1.1
skyriy) [91, 92]. Sakotas EG[3,1]-OMe, kaip ir galima buvo tikétis, ant abiejy
substraty sudaré zemo padengimo laipsnio monosluoksnj [90]. Schwendel su
kolegomis [91] tyré ty paciy EG6-OH, EG3-OMe bei PEG su galine
metoksigrupe (PEG2000) monosluoksniy ant aukso ir sidabro pasiprie§inimo
fibrinogeno ir lipazés adsorbcijai priklausomybe nuo temperatiros (0 iki 85 °C).

FT-IRRAS eksperimentai leido nustatyti, kad monosluoksniai atspariis tirty
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baltymy adsorbcijai kambario temperatiiroje, tokie islieka ir keliant jg (iki 85
°C), bet yra zymiai maZiau atspariis Zemose temperatiirose (apie 0 °C). EG6-OH
ant aukso ir PEG2000 ant aukso bei sidabro buvo visiSkai inertiSki baltymy
adsorbcijai visose tirtose temperatiirose. Tuo tarpu EG3-OMe ant aukso ir EG6-
OH ant sidabro buvo inertiski kambario temperatiiroje ir adsorbavo iki 14%
fibrinogeno prie 0 °C, nepaisant amorfinés bei spiralés formy buvimo. EG3-
OMe ant sidabro buvo dar maziau atsparesnis — adsorbavo iki 30% minéto
baltymo jau kambario temperatiiroje ir dar daugiau aukstesnése temperatiirose.
Walker su kt. [93] elipsometriniais matavimais palygino tos pacios struktiiros
heksaetilenglikolio tiolio ir disulfido darinius (HS(CH2CH.O)eCHs ir
[S(CH2CH20)6CHzs]2) ant aukso. Disulfidy SAM susiformavo greiiau negu
tioliy ir buvo maziau tankesnio padengimo laipsnio, tadiau pasizymeéjo
nesikei¢ianiu laikui bégant pasiprieSinimu tirtam galvijy serumo albumino
baltymui (angl. bovine serum albumin — BSA) netgi esant didesnéms jo
koncentracijoms (iki 2,5 mg/l).

Formuojant oligoetilenoksidy savitvarka ant Si-H [94] ir Si-OH [95]
pavirSiy gauti identiSki minétiems OEG tioliy monosluoksniy ant aukso ir
sidabro rezultatai. Ilgesniy OEG fragmenty silicio organiniai junginiai
pasiZzymejo stabiliu atsparumu tirty baltymy (avidino, BSA, kazeino,
fibrinogeno) adsorbcijai. Trietilenglikolio SAM buvo inertiskesnis negu jo
metoksidarinys.

PrieSingai nei baltymy adsorbcijos atveju, lasteliy adhezijai palankesni
hidrofiliniai pavirSiai; jtakos, be abejo, turi ir nusodinty molekuliy ilgis [96].
Tiriant dumbliy lasteliy adhezijg ant skirtingo ilgio OEG (n nuo 1 iki 6) ir PEG
(Mr 2000 ir 5000) monosluoksniy aukso pavirsiuje, ilgi PEG pasizyméjo visisku
atsparumu, tuo tarpu visi OEG buvo palankiis Igsteliy adhezijai.
Monoetilenglikolis, kaip ir galima buvo tikeétis, d¢l savo trumpos struktiiros leido
adsorbuotis lgsteléms, bet jos taip pat adsorbavosi ir ant ilgesniy OEG. Taciau
iSplaunant Igsteles buferiu, maz¢jant OEG fragmenty skai¢iui galima buvo
stebéti adhezijos stiprumo padidéjimg (lengviausiai iSsiplové nuo OEG6-OH).

Esminius skirtumus paaiskina tai, kad OEG palyginus su Zymiai Stambesniais
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PEG, negali uztikrinti atsparumo adhezijai, remiantis tik hidrofilinémis
savybémis. Lastelés sugeba nesunkiai iSstumti vandenj i§ tokio SAM. Kuo
trumpesnis OEG, tuo lengviau tai padaryti. Adsorbuojantis lgsteléms, PEG yra
pranasesni dél savo konformaciskai nesuvarzytos formos ir erdviniy trukdymy
[97].

Visi minéti pasiekimai jrodo, kad faktoriai, veikiantys SAM
pasiprieSinimg baltymy adsorbcijai vienoje sistemoje, gali visiSkai neveikti
kitos. Bet bendras atlikty darby tendencijas galima jzvelgti. Be abejo,
oligoetilenoksidai ant aukso, sidabro bei silicio yra tinkami nesiterSianciy
baltymais pavir$iy gavimui. Ilgesnés (nuo n = 4-5), linijinés struktiiros OEG
tioliai yra palankesni tokiems tyrimams, bet ne tiek, kiek disulfidai. Lasteliy

adhezijai atsparesni didesnés molekulinés masés PEG.

3.5 Sieros organiniy junginiy gavimo budai

Daugiafunkciniai tioliai ir disulfidai — pagrindiniai molekulinés
savitvarkos statybiniai blokai. Jy oligoetilenoksidy sintezéms tinka sukaupta
kity sieros organiniy junginiy chemijos praktiné patirtis, bet jos turi ir savo
specifiniy pusiy, nulemty junginiy galiniy funkciniy grupiy. Todé¢l, i§ pradziy
bus apzvelgti tioliy ir disulfidy gavimo biidai, o véliau — specifiniy funkciniy
grupiy oligoetilenoksidy sintezé.
3.5.1 Tioliai

Tioliy tiesioginis susidarymas, jvedant tioling grupe, imanomas tik sieros
arba divandenilio sulfido poveikyje. Kiti buidai paremti sierag turin¢iy grupiy
jvedimu su tolimesne susidariusiy dariniy hidrolize, redukcija arba skilimu.
Daugelyje metody sugrieztinant tas pacias salygas susidaro disulfidai.

Siera tioliy sintezéje néra placiai naudojama de¢l savo zemo aktyvumo.
Jos polimeriniam ciklui suardyti reikia papildomos energijos, tode¢l tokios
reakcijos vyksta grieztomis sglygomis naudojant aktyvius reagentus. Tioliai taip
pat gali buti gaunami sieros su dinatrio sulfidu arba Sarmu miSinyje su ypac
reaktyviais halogendariniais, susidarant sulfidams, kurie toliau redukuojami be

18skyrimo 1§ miSinio [98].
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Divandenilio sulfidas daznai naudojamas pakei¢iant halogenus, hidroksi-
, metoksi-, ciano ir kai kurias kitas grupes tioline grupe jvairiomis sglygomis
(auksta temperatiira, katalizé ir kt.). Kitas kelias — H.S elektrofilinis
prisijungimas (Ae) prie dviguby (C=0, C=S, C=C) ryS$iy, dazniausiai esant
riig§tiniam  katalizatoriui (HCl, H,SO4). Zymiai populiaresnis yra H,S
prisijungimas prie alkeny [98]. Sio biido modifikavimu yra benzilmerkaptano,
tioacto ir tiobenzoinés rigsties prisijungimas prie alkeny esant radikaliniams
iniciatoriams (benzoilperoksidui, azobisizobutirontrilui — AIBN) arba UV
poveikyje (ARr), susidarant tioacetatams arba tiobenzoatams su tolimesne jy
hidrolize (HCI, NaOH, K>CO3, MeONa metanolyje ir kt.) [99]:

Y (CH2)nCH=CH: + CH3COSH — Y(CH2)nCH2CH>SOCCH3

Y (CH2)nCH2CH2SOCCH3z + OH" — Y(CH2)nCH2CH2SH + CH3COO;

Y- OH, NH2, COOH ir kt.

Biitina paminéti, kad Siuo atveju prisijungimas vyksta prieSingai Morkovnikovo
taisyklei [99]. AnalogiSkai vyksta ir trifenilsilantiolio (PhsSiSH) prisijungimas
priec C=C rysio. Dél griezty hidrolizés salygy (TFA) paskutinis metodas
naudojamas tik iSskirtiniais atvejais [98].

Seniausias alifatiniy tioliy gavimo biidas — Sarminiy metaly hidrosulfidy
alkilinimas su pirminiais ir antriniais alkilhalogenidais; alkilinimo agentais taip
pat gali buti alkilsulfatai arba alkilsulfonatai. Reakcija vyksta pagal
bimolekulinio nukleofilinio pakeitimo mechanizmg (Sn2) dazniausiai
alkoholiuose [98]. Kadangi tioliato jonai yra stiprus nukleofilai, vyksta pasaliné
alkilinimo iki simetriniy dialkilsulfidy reakcija ir pagrindinio produkto iSeiga
maze¢ja, norint to iSvengti, reikia naudoti didelj hidrosulfido pertekliy:

RX +HS — RSH + X,

RSH + HS" — RS + H2S, R -alkil,

RS +RX — RS + X; X -Cl, Br, I, ROSO.

Zymiai patogesnis sintezés biidas — tiokarbamido (tiouréjos) alkilinimas
poliniame tirpiklyje (H20, alkoholiuose, acetone), susidarant alifatinéms bei

aromatinéms izotiuronio druskoms ir toliau jas hidrolizuojant Sarminéje
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aplinkoje iki tioliy su arba be i§skyrimo [98]. Sio metodo trikumas — disulfidy
susidarymas bei stipri Sarminé hidrolizés (NaOH metanolyje) aplinka:

.. NH,
: S=<
NH

OH", H,0
—>

NH
+ RX » R_s--_/<\ }@ R-SH

2 NH -CO, NH;4
>

Svarbus privalumas — izotiuronio drusky perkristalinimo galimybé ir gana
aukstos iSeigos (iki 70%). Populiari $io metodo atmaina — kalio tioacetato (re¢iau
benzoato) alkilinimas su tolimesne hidrolize Svelnesnémis sglygomis (K2CO3
metanolyje), ypa¢ tinkancéia daugiafunkciniams junginiams su esteriniu,
amidiniu arba peptidiniu rySiais [99]:

CH3COSK + RX — CH3COSR + KX

CH3COSR + H20 — RSH + CH3COOH.

Acetiltiogrupei jvesti sékmingai naudojama ir acto rugstis: halogeny ir
hidroksilo pakeitimo esant trifenilfosfinui (PPhs), prisijungimo prie C=C rysio,
epoksiziedo atidarymo ir kai kuriais kitais atvejais [98].

Tiolius taip pat jmanoma gauti alkilinant kalio ksantata, susidariusius
ksantogenatus hidrolizuojant rugstinéje aplinkoje arba redukuojant li¢io
aliuminio hidridu [98]:

C2HsCSSK + RX — C2HsCSSR + KX,

C2HsCSSR + H,O — RSH + C2HsOH + CSO.

Kalio tiofosfonato (NasPOsS) reakcija su alkilhalidais leidzia gauti
dialkilditiofosfatus ir hidrolizuoti juos be iSskyrimo. Taciau tai brangesnis uz
Kitus minétus tioliy sintezés buidas, todél naudojamas zymiai re¢iau [99].

Kalio O-etilditiokarbonato (CHsCH20S:K) alkilinimas  taipogi
naudojamas retai, nes jo ditiokarbonaty redukcija vyksta susidarant tiolio ir
dialkildisulfido miSiniui (9:1) [99].

Taip pat jmanoma alkilinti heksametildisililtiang (Me3SiSSiMes) esant
tetrabutilamonio fluoridui (TBAF), jvykdant hidrolize¢ vandenyje be tarpinio
produkto isskyrimo. Siuo metodu galima sékmingai gauti tiolius su esteriniu

rySiu pakankamai geromis iSeigomis (68-94%) [100, 101]:
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_ Bu,NF . . RBr _ H,0
(Me3Si),S ——» Me;Si,S BuyN* ——» RSSiMe; ——— RSH
- Me;SiF - BrBu,N* - (Me;Si),0

Pagal aprasytas sintezes gaunami blokuoti S-alkiliniai dariniai, kuriy
deblokavimas tiesiogine hidrolize neiSskiriant i§ reakcijos miSinio jmanomas
ditiofosfaty, izotiuronio drusky bei heksametilsilaniniy dariniy atveju. Ir tai yra
akivaizdus Siy metody privalumas. Tiouréjos bei kalio tioacetato alkilinimo
metodai yra patraukliausi dél nesudétingos hidrolizés, gery iSeigy ir pigiy
sanaudy. Akivaizdu, kad pritaikius §velnesnes hidrolizés salygas (pvz. Na2S20s
[102]) tiouréjos alkilinimas gali lengvai nurungti kitas daugiafunkciniy tioliy
gavimo laboratorines metodikas.

3.5.2 Disulfidai

Disulfidai gaunami tioliy oksidacijos, alkilhalogenidy sgveikos su NazS,
ksantogenaty, Bunte ir izotiuronio drusky hidrolizés metu stipriai Sarmingje
aplinkoje, esant oksidatoriui bei kitais metodais (kai kurie paminéti 3.5.1
skyriuje).

Populiariausias simetriniy disulfidy gavimas — tioliy oksidacija
deguonimi, halogenais, amonio ir pereinamyjy metaly druskomis bei kitais
oksidatoriais [99]. Daznai naudojami reagentai yra toksiSki, nestabilis, o jy
reakcijos pakankamai létos. Kartais grieztos oksidavimo salygos sukelia
tolimesne oksidacijg iki sulfodariniy, todél tinkamo oksidatoriaus parinkimas —
svarbus kiekvienos disulfidy sintezés faktorius.

Nemazai metodiky iSbandyta oksiduojant tiolius halogenais arba jy
dariniais. Oksidacija jodu viena populiariausiy: reagenta galima naudoti su
daugybe tirpikliy, i§skyrimas néra sudétingas, o reakcijy iSeigos visada geros
[99]. Ali ir McDermott [103] iSbandé broma ant Si-H pavirSiaus tioliy ir ditioliy
oksidavimui iki alifatiniy ir cikliniy simetriniy disulfidy, naudojant
dichlormetang (DCM) kaip tirpiklj ir nenaudojant jokios bazés iSsiskirian¢iam
HBr suriSimui. Autoriai teigia, kad tai efektyvus, greitas ir dél naudojamo
pavirSiaus (utilizuoja HBr) — saugus btidas. Dar vienas metodo privalumas —
nesudétingas atskyrimas be jokiy pasaliniy produkty susidarymo. Panasiy

privalumy, Siek tiek Svelnesne oksidacijg (HIOs vandenyje) pasiiilé Shirini su
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kitais [104]. Taciau minétos metodikos turi vieng bendrg trukuma — jos netinka
nesoCiosios grandinés disulfidy sintezei. Universalesné yra oksidacija 1,3-
dibrom-5,5-dimetilhidantoinu (DBDMH) chloroforme kambario temperatiiroje
[105]. Sis metodas s¢kmingai pritaikytas alifatiniy ir ariliniy disulfidy ypad
greitai (iki 2 min.) sintezei atlikti be pasaliniy produkty susidarymo. Taip pat
greita (iki 5 min.) ir pakankamai Svelni (kambario temperatiiroje, ore) tioliy
oksidacija (neveikia amidinés grupés) galima su diacetoksijodo benzenu (DIB)
aukStomis disulfidy iSeigomis (75-100%) [106].

Simetriniai alifatiniai disulfidai gali biiti selektyviai gaunami i§ alkoholiy
veikiant aromatiniais diazojunginiais, esant PPhz ir NH4SCN bei virinant
acetonitrile [107]. Sis metodas maziau tinka arildisulfidams. Zymiai §velnesné
oksidacija — naudojant 2,6-dikarboksipiridinio chlorchromatg (2,6-DCPCC)
acetonitrile kambario temperattroje [108], buvo pritaikyta simetriniy alifatiniy,
aromatiniy ir heteroaromatiniy disulfidy i§ tioliy bei sulfoksidy i§ sulfidy
sintezei. Efektyvy (93-99%), pigiausig bei aplinkai maziausiai kenksminga
metoda pavyko surasti iranie¢iams [109] — dietilamino ir vandens aplinkoje, ore,
kambario temperatiiroje buvo gauti simetriniai alifatiniai bei aromatiniai
disulfidai.

Fosfonio druskos reciau naudojamos tioliy oksidacijai, bet galima
paminéti kelias ypa¢ s¢kmingas metodikas. Pvz., butiltrifenilfosfonio
dichromato ((Bu"PPhz).Cr.07; - BTPPDC) kaip oksidatoriaus panaudojimas
esant tirpikliui (CH3CN), be jo ir mikrobanginio $ildymo (MW) sglygomis buvo
iStirtas alifatiniy, aromatiniy ir heterocikliniy disulfidy gavimui [110].
GreiCiausiai vyko MW reakcijos, toliau — sintezés be tirpiklio ir ilgiausiai —
kambario temperatiiroje acetonitrile. Sio biido specifinis privalumas — tioliy ir
disulfidy miSiniy atranki tiolinés grupés oksidacija. Kita mokslininky iranieciy
grupé [111] pasialé tioliy ir sulfidy oksidacijg benziltrifenilfosfonio
peroksimonosulfatu  (PhCH2PhsPHSOs) virinant aprotiniuose tirpikliuose
(DCM, CHC I3, CH3CN). Reagentas yra pigus ir stabilus, oksidacijos salygos
paprastos, disulfidy ir sulfoksidy iSeigos aukstos (78-99%), o atskyrimas dél
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reakcijos selektyvumo nereikalauja papildomo gryninimo kolonéline
chromatografija.

Dar vienas specifinis biidas — Dreyer su bendradarbiais [112] i§vystyta
tioliy oksidacija ant grafeno oksido (GO) chloroforme 100 °C temperatiiroje.
GO gali buti nesunkiai gaunamas grafeng veikiant K2S>Os ir P20s, véliau
oksiduojant, todél, 1§ esmés, tai néra brangus metodas, kuriuo gali biiti gaunami
simetriniai disulfidai ir sulfoksidai.

Zymiai pigesné ir paprastesné i§ visy minéty simetriniy disulfidy gavimo
budy yra sintezé per sieros darinius. Pvz., alkiliniy, ariliniy ir heteroariliniy
disulfidy gavimui sékmingai naudojamas tionilo chloridas [113]. Pats reagentas
yra stabilus ir prieinamas, o metodika (DCM arba be jo, leduose) — nesudétinga
(pasaliniai produktai tik dujiniai SO ir HCI), efektyvi (69-99%) ir tinkama netgi
nestabiliy  tioliy  susidarymui. PanaSiy privalumy turi  oksidacija
dimetilsulfoksidu (DMSO) esant katalitiniam trimetilchlorsilanui (TMSCI) arba
cianuro chloridui dichlormetane kambario temperatiroje [114]. Taciau viena
paprasciausiy Sio tipo metodiky — tiosulfortigsties S-alkilesteriy natrio (Bunte)
drusky hidrolizé arba oksidacija (Sm, I2). Bunte druskos (RSSOsNa) gaunamos
i§ atitinkamo alkilhalido ir natrio tiosulfato ir yra naudojamos simetriniy ir
nesimetriniy disulfidy sintezeje [99]:

RX + NaS203 — RSSOszNa + NaX,

2

H,O
RSSO;Na —— RSSR.
-NaHSO4

Nesimetriniy disulfidy sintezei reikalingi du skirtingi tioliai. Jy miSinj
galima oksiduoti Svelniu oksidatoriumi, dazniausiai gaunant trijy disulfidy
miSinius skirtingomis proporcijomis. Toks metodas néra populiarus dél
apsunkinto pagrindinio produkto iSskyrimo, bet yra naudojamas nebrangiy
produkty i$skyrimui kolonéline chromatografija, kai miSinio komponenty
sulaikymo faktoriai (Rf) labai skiriasi (> 0,2). Zymiai efektyvesnis gavimo
biidas veikiant vieng tiolj kitos struktiiros sierg turin¢iu dariniu, pvz. simetriniu

disulfidu, metantiosulforugsties S-alkil- (etil-, propil-, butil-) esteriu,
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alkiltionitritu, Bunte druska ar 2-alkildisulfamilpiridinu. Visi jie turi S atoma,
kuris dalyvauja nukleofilinio pakeitimo reakcijoje su gera produkto iSeiga [99].

Pagrindinis disulfidy panaudojimas organing¢je sinteze¢je — tioliy gavimas.
Tam naudojami jvairiis reduktoriai ir jy sistemos: Sn arba Zn/HCI,
Zn/CH3COOH, Na arba LI/Et.O, ksilenas, skystas NHs, LiAlIH4, NaBHa ir kt.
Pakankamai gerai disulfidinis rysys skyla kity tioliy poveikyje — ditiotreitolio
(DTT), tiofenoliy bei esant tributilfosfinui (PBus) [99].

3.6 Daugiafunkciniy alkiloligoetilenoksiduy sintezés buidai
3.6.1 Glicerolio eteriali

Glicerolio eteriy sintez¢ modifikuojant hidrofiling (OH) arba hidrofobine
(ilgyjy grandiniy) dalis, atveria naujy junginiy su naudingomis biologinémis ir
fizikinémis savybémis gavimo kelig. Trumpos grandinés alkilinti glicerolio
monoeteriai pasizymi hidrotropinémis, imunostimuliuojanciomis,
antimikrobinémis ir prie$vézinémis savybémis. Mono-, di-, tri- bei polieteriai
jeina ] farmaciniy ir kosmetiniy priemoniy (kremy, Samptny, plauky dazy ir kt.)
sudeét] bei kaip jvairiy pramonés produkty (raSaly, tepaly, degaly, dezinfekanty,
herbicidy) priedai. Organingje sintezé¢je minéti glicerolio eteriai placiai
naudojami kaip statybiniai blokai daugiafunkciniy medziagy, ypac lipidy,
gavimui [115].

Platus pritaikymas, pradinés medziagos pigumas ir ekologiSkumas turéjo
paskatinti intensyvig glicerolio eteriy sintez¢. Taciau minéty junginiy néra tiek
daug. Dauguma tokiy reakcijy ekologiniu ir ekonominiu poziliriu néra
naudingos ir kartais nejmanomos. Trijy glicerolio hidroksigrupiy reaktingumas
yra panasus, todeél eteriy susidarymas néra selektyvus. Be to, hidrofiliné
substrato prigimtis apsunkina reakcijas su dauguma organiniy (hidrofobiniy)
reagenty. Todé¢l pramonés mastu buvo sukurti tarpiniai glicerolio junginiai,
tinkami daugiafunkciniy dariniy sintezei kaip pirmtakai (epichlorhidrinas,
chlorpropandiolis, akroleinas ir kt.). Pagrindiniai eteriy gavimo budai i§ jy —
Williamson sintez¢ (glicerolio alkilinimas bazinémis salygomis), ivairios

katalizeés (ruig8ciy, tarpfaziniy katalizatoriy, pereinamyjy metaly kompleksy ir
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kt.) bei specifiniy technologijy (MW, ultragarso) reakcijos. Selektyvumo
uztikrinimui pasitilyti blokuoti gliceroliai (solketalis, glicerolio karbonatas ir kt.)
[115].

Glicerolio eteriy Williamson tipo sintezéms daZniausiai naudojami 3-
chlorpropan-1,2-diolis ir alilo halidai bei aprotiniai poliniai tirpikliai (DMF,
DMSO). Bet kuriuo atveju i§ pradziy vykdoma ilgos grandinés alkoholio
deprotonizacija baziniu agentu (Na, NaH, NaOH, K>COs ir kt.) ir tik po to vyksta
sgveika su halogenidu. Alilinés grupés atveju, treCiajame sintezés etape
dihidroksilinimo (H202, Os katalizatoriais) arba epoksidacijos (H202, RCOsH)
su tolimesniu ziedo atidarymu (rigstine hidrolize, baze/acetilo agentu,
pereinamyjy metaly katalize) metu gaunami atitinkamos struktiiros glicerolio
monoeteriai (3.6-1 schema). Taciau minéty dariniy panaudojimas tokio tipo
sintezéms ribojamas pradiniy reagenty klampumu ir tirpumu (veikia saveika bei
iSeiga), o sintezéje su epichlorhidrinu prisideda dvi papildomos reakcijos, viena
i§ kuriy dél pereinamyjy metaly katalizés ne visuomet yra tinkama farmaciniams

produktams sintetinti [115].

———

OH OH
3-chlorpropan-1,2-diolis
ROH, B T a
Hal |
a \/\ b
Alilo halidas > RO —» R/\o/ﬁ
(0]

Epichlorhidrinas

3.6-1 schema. Glicerolio monoeteriy sintez¢ i§ halogeninty pirmtaky (B — bazé; a — katalitinis
dihidroksilinimas, b — epoksidacija, ¢ — ziedo atidarymas) [115].

Glicerolio monoeteriai selektyviai gaunami redukcinio glicerolio
alkilinimo alkoholiais, karboniliniais junginiais, karboksirtigstimis ir esteriais
biidu. Taciau pagrindinis $io kelio trikumas — pakankamai grieztos salygos
(Pd/C ir kiti katalizatoriai, aukSta temperatiira, slégis), kurios dazniausiai tinka

tik trumpos grandinés glicerolio eteriams gauti [115].
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D¢l minéty priezasCiy, nepaisant dviejy papildomy stadijy, blokuoti
glicerolio dariniai liko pagrindiniu eteriy gavimo jrankiu. Pirminés
hidroksigrupés blokavimas dél pakitusio tirpumo didina produkto galimybe
sgveikauti su hidrofobiniu ilgos grandinés reagentu, susidarant eteriams.
Pirmtakais tokioje sintezéje dazniausiai naudojami 1,2-O-izopropilidenglikolis
(solketalis) ir glicerolio karbonatas (3.6-2 schema). Taciau jy penkianario ziedo
hidrolizé bazinémis (PhOH/K2COsir kt.) arba ragstinémis (HCI, H2SO4, jonitai)
salygomis vyksta ne visuomet selektyviai, ypa¢ esant ilgy grandiniy pakaitams.
Be to, glicerolio produktai bei atskiles hidrolizés metu acetonas arba
dimetilkarbonatas yra tirpiis vandenyje, todél jy atskyrimas paprastais
ekstrakcijos buidais jmanomas tik i$skirtiniais atvejais (kai hidrofobinis R Zymiai

pablogina tirpuma) [115].
HO ™"y 1.ROMs. B

(0]
R T ey D
OH R' R'

Solketalis

RO
HO/\(\O ROH / /\0(\0 RO/Y\O

arba o
O\< OH- arba H" katalizatorius \<O
(0]

Glicerolio karbonatas

3.6-2 schema. Glicerolio monoeteriy sintez¢ i$ solketalio ir glicerolio karbonato: B — bazé, R’
- metilas arba metoksigrupé [115].

Antras pagal populiaruma yra glicerolio blokavimas benzilinant arba
butilinant. Selektyvumo problema taip pat islieka — sintetinant glicerolio eterius
i§ alkoholiy su benzilo (Bn) ir alkoholiy bei alkeny su tret-butilo (t-Bu) grupémis
susidaro miSiniai. Pagrindinio produkto iSeigai pagerinti naudojami vario arba
sidabro katalizatoriai benzilinimui ir ceolitai arba jonitai — tret-butilinimui.
Paskutiniuoju atveju, geriausi rezultatai pasiekti su Amberlyst-15 jonitu — i8 t-
BUuOH ir glicerolio gautas mono-, di- ir trieteriu miginys (54:41:1). Siuo atveju
junginiai sékmingai atskirti dél skirtingo mono- ir di-tret-butileteriy tirpumo
[115].

Nepriklausomai nuo pasirinktos sintezés strategijos, bazinéje arba

rugstinéje aplinkoje, ypa¢ aukStesnése temperatiirose vyksta glicerolio eteriy
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oligo- bei polimerizacija (3.6-3 schema), mazinanti pagrindinio produkto iSeiga
bei apsunkinanti jo iSskyrimg [115].

HO/\(\OH H' /\(\/r«

— HO OH

|
OH OH H

.\ Sxl, -H,0 Sx2, -H,0
HO/\(\CHZ
S\2,

OH

Ho/\7

0O+
H

Glicerolis

-H,0, -H"
Glicerolis Glicerolis
Polimerizacija -€------- HO/Y\O/Y\OH

OH OH

_/\

HO/\(\O . EWMOH

OH OH

3.6-3 schema. Glicerolio oligomerizacija riig§tinémis ir bazinémis salygomis [115].

3.6.2 Tiolipidai

Hidrofiliniai tarpikliai (angl. hydrophilic spacers) ir tiolipidai — vieni
placiausiai naudojamy dariniy tBLM konstravimui. Abiejy grupiy dariniai turi
OEG fragmenta. Be jo, hidrofiliniai tarpikliai turi sieros risancigja (SH arba SS)
ir hidrofiline galine funkcing (dazniausiai OH) grupe, o tiolipidy struktiiroje yra
dvi hidrofobinés grandinés sujungtos glicerolio molekule (3.6-4 schema).
Modelinés membranos suformuotos ant hidrofiliniy tarpikliy yra laisvai
judancios, kadangi lipidy dvisluoknis tarsi atsigula ant jy hidrofilinio, bet i§
esmés neutralaus pavirSiaus. Tiolipidy atveju, ilgosios grandinés jsiterpia j lipidy
dvisluoksnj, tokiu biidu prikabindamos ji prie pavirSiaus. Ir vienos, ir Kitos
struktiros naudojamos baltymy jsiterpimui, jony kanaly formavimui ir
susijusiems su tuo tyrimams atlikti modelin¢gje membranoje. Placiausiai

tyrinéjamos tBLM ant aukso, charakterizuojant SPR, EIS and CV metodais [65].
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S Fitanil

() a o)
SQ\/\/}(OWONOWONOJO
o) b

3.6-4 schema. Tiodariniai tBLM konstravimui: a) hidrofilinis tarpiklis, b) tiolipidas [65].

Hidrofiliniy tarpikliy sintezéje, pradedant nuo pentaetilenglikolio
(OEGb), stipriai Sarmingje aplinkoje vyksta galinés hidroksigrupés Salutinés
eliminavimo reakcijos, susidarant trumpesniems etilenglikoliams. D¢l Sios
priezasties tiolinés grupés deblokavimo stadijoje Na/NHz, NaOH/MeOH,
MeONa/MeOH, NaBHs reagentai nerekomenduojami naudoti. Tam tikslui
tinkamos $velniai rugstinés (HClI/MeOH) arba Svelniai bazinés (K.COs/MeOH,
NH2-NH2) salygos, nors pastaruoju atveju galima tikétis nedidelio disulfidy
kiekio susidarymo. Minéti deblokavimo biidai tinkami S-acetilo ir S-benzoilo
oligoetilenoksidams, kurie gali buti gaunami jvedant OEG grupe j blokuotg tiolj
arba blokuojant gauta OEG darinj. Pasirinkimas priklauso nuo blokavimo salygy
ir funkciniy grupiy atsparumo joms. Bet kuriuo atveju tolimesné sintezé
vykdoma per tarpinius OEG darinius, gaunamus sgveikaujant OEG su
haloalkenais arba dihaloalkanais [99]. Dél pigesniy sgnaudy populiaresné yra
Williamson eteriy sintezé (i§ OEG monoalkoholiaty ir dihaloalkany). Jogireddy
ir bendrautoriams [ 116] pavyko atlikti ja be blokavimo stadijos (3.6-5 schema).
Salutiniy oligomeriniy produkty pavyko idvengti imant didelj OEG pertekliy
reakcijoje su NaH ir dihaloelektrofilu. Pasitilyta sintezés strategija pritaikyta
funkcionalizuoty deuteruoty ir nedeuteruoty tioliy gavimui.

1. NaH, DMF, 23 °C, 1 val.

HO(CH,CH,0)¢H > HO(CH,CH,0)4(CX,){,Br
2. Br(CX,);,Br, 23 °C, 17 val.
1 (6 ekv.) 2a, X = H: 3a, X =H (42%);
2b, X =D, 3b, X = D (42%).

NaH (1,5 ekv.),
Mel (20 ekv.),
DMF, -5 °C, 4 val.

1. S=C(NH,),, EtOH, 80 °C, 6 val.

MeO(CH2CH20)6(CX2)]ZSH - MeO(CH2CH20)6(CX2)12Br
2. NaOH, H,0, 100 °C, 2 val.
5a, X = H (73%); 4a, X = H (86%);
5b, X = D (66%). 4b, X =D (95%).

3.6-5 schema. OEG alkantioliy sintezé [116].
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Swedhem su kolegomis [117] pasiiilé sintetinti oligoetilenoksidy amidus
vietoje eteriy ir paaiSkino savo pasirinkimg platesnémis modifikavimo
galimybémis (3.6-6 schema). Tiolipidai, sudétyje turintys peptidinj rysj, buvo
sintetinami sgveikaujant acetiltiokarboksilinéms ragstims (16-19) su OEG
aminais (11, 15) panaudojant 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimido
(EDC) bazés ir hidroksibenzotriazolo (HOBt) katalizatoriaus sistema.
Palyginimui per eterinj ry§j taip pat buvo susintetinti tiolipidai (7a, 7b) vietoje
HOBt panaudojus aktyvesn] 4-dimetilaminopiridino (DMAP) katalizatoriy.
Jdomu tai, kad aminy pirmtakai (11 a-€) buvo sintetinami i$ tetra- (OEG4) ir
heksaetilenglikoliy (OEG6) per mezilinimo stadija naudojant sidabro oksida
(Ag20) kaip selektyvy simetriniy dioliy monoalkilinimo reagentg. Toliau vyko

azidy gavimas su tolimesne jy redukcija PhsP.

0o NaH, BrCH,COO-tBu, N, 1. NaH, DMF
14 >LOMO\/)6N3 DMF, kamb. t., 12 val. b Tr <OV\)N3 2. TsOH, kamb. t., 22 val.
(71%) n? (28-34%) |

Ph;P/H,0, THF,

kamb. t., 10 val. PheP/H.O MS-(O\/}nNS

82%) Hp 30/,

o ( H, THEF, kamb. t, 10 val. 13a-c(n=4,6,8)
15 1la-e(n=4,6,8,10,12)  (90-100%)
OJ\/(OV)‘eNHz (76.92%) | MSCL E6N
1. 11, EDC/HOBt, DCM *) | DCM, kamb. t.,
H 2. HCI, MeOH arba KSAc, DMF OH 40 min.
N R Br’ﬁ;‘(
Hsmr ~0H NaOMe, MeOH / kamb. t., 30 min. (74-88%) o) H
o) " (1682%) \ m=15,11,5,2 O,
(0] _
la-g(m=15n=12,4,6.8,10,12) SMXOH Zo/HOAG, AcCL, DCM o 10 2-e (n=4, 6, 8, 10, 12)
= ‘n=41

2a,b(m=1Ln=4ir6) N M kamb. ¢, 10 min. (86%) Hsﬁi'f
3a,b(m=5n=4ir6) O o
4a,b(m=2;n=4ir6) 16-19 (m =15, 11, 5,2) (90-94%) g;}l‘]};s Ar,

1. 8, EDC/DMAP, DCM
1. 15, EDC/HOBt, DCM .
; : 50-70% 2. NH,-NH,;HOAc, DMF,
2. TFA, DCM, kamb. t., 12 val. (80%) ( % Nt Kb ¢ 48 val HQ\%MS

o 9a,b(n=4ir6)
H

N. OH O

20 )J\sﬁ%r \/k\o/‘)g]g HS'("k\g (\/\Qﬁ MSCL AgO
. 5
1. CH,(CH,) NH Ta,b(n=4ir6) (60%) | DCM, kamb. t.,
312152 48 val
(82%) | NHz-NHyHOAC, DMF,  (80%) leDHCc/??/IngCr kamb. t., 5 val
Ar, kamb. t., 20 val. ’ » MeOH, Ar, kamb. t., 5 val. Hp\/\)lpH

H H H 8a,b(n=4ir6)
Hsthy N0 R O sty N0t N
5) o) 0 0
5 6

3.6-6 schema. Tiolipidy, turin¢iy peptidinj rysj, sintezé [117].

Valinc¢iaus darbo grupé bendradarbiaudama su amerikieciais [118, 119]
susintetino (3.6-7 schema) ir istyré (SE, RAIRS, EIS ir kitais metodais) trijy
tioliy monosluoksnius ant aukso bei jvertino jy tinkamumg tBLM formavimui

(NR ir fluorescencinés spektroskopijos metodais).
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0]
HC,yy

O

WCyy R Y Y SN

3.6-7 schema. Sintetinty tiolipidy struktaros [118].

Heksaetilenglikolio hidroksigrupiy blokavimui buvo panaudotas 3,4-dihidro-
2H-piranas (DHP). Galutinis tiolis WCis gautas su 82% iSeiga, o jo
daugiastadijiné sintez¢é pritaikyta kity minéty tiolipidy gavimui (3.6-8 schema).
FCae tiolis susintetintas pagal analogiska sintezés strategija, nurodyta schemoje.
Nesotaus HC18 darinio sintezés kelias modifikuotas: oleilo bromidas
pagamintas i§ oleilo alkoholio (SiMesCI-LiBr/CHsCN, iseiga 83%) ir
panaudotas c stadijoje, o e stadijoje per du etapus gautas atitinkamas mezilatas
(CH3COS-Na*/MeOH, iseiga 90% ir HCI/MeOH, vir. t., 8 val., iSeiga 92 %).
Pavyko nustatyti, kad nesotus darinys sudaré maziau tvarkingg SAM bei zymiai
greiCiau suformavo stabilig, Zzemo defektiSkumo tBLM negu soc¢iyjy grandiniy
WCu ir FCi6. Modeliné membrana pasizyméjo tinkamu takumu, leidzian¢iu
jsiterpti poras formuojanc¢iam toksinui — a-hemolisinui, ko nepavyko su minétais

soCiaisiais dariniais [119].

O.
Ci4Hy
WCyy

3.6-8 schema. WCi4 darinio sintezés strategija: @) NaH/THF, CH,=CHCH_:Br, vir. t., 3 val.
(60%); b) DHP, TsOHH>O/CHCIs, kamb. t., 12 val (62%); c) 4-metilmorfolino-N-oksidas,
acetonas/H,0, OsO4, kamb. t., 17 val. (82%); d) KOH, CsHs, C14H200Ms, vir. t., 9 val. (64%);
e) AcCOH/THF-H,0, kamb. t., 2 val. (94%); g) TFAA/THF, LiBr/THF-HMPA, vir. t., 12 val.
(86%); h) AcSNa, vir. t., 12 val. (82%) [119].

Ankstesni tyrimai su soCiosiomis ir neso¢iosiomis grandinémis parodé,
kad lipidinés prigimties glicerolio eteriai nesudaro skysty tBLM kambario
temperatiiroje (tik $ildant). Sakoty grandiniy junginiai pasizymi jvairiomis

savybémis, bet labiausiai iStyrinéti yra fitanilo dariniai, tinkami formuoti
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stabilig, skysta modeling membrang [88]. Atanasov su bendradarbiais [88]
pasitilé universaly tokiy tiolipidy sintezei kelig (3.6-9 schema). Pirmtaku buvo
pasirinktas fitanilo (3,7,11,15-tetrametilheksadecilo) ir OEG4 glicerolio eteris
su galine alilo grupe (9). Jis buvo gautas i$ difitanilo glicerolio (4) ir tozilinto
alilo grupe turin¢io OEG4 darinio (7) su NaH tetrahidrofurane. Modifikuojant
galinj nesotyjj rysj, atitinkamai gauti tiolis, chlorsilanai ir alkiloksisilanai,

pritaikyti tBLM prikabinimui ant aukso ir silicio pavirsiy [88].

_ - fitani OH
R—Br 1, R - fitanil HbNZ 5

a HO (0]
l /\O;\ /\© 2 cl Br/\/ 6
RO 0 0
/A\I;f\ //\T:::] 3 (86%) B0 TN 7a76%)
b l H,/Pd d lTsCl, NaH
Ts O~
RO OH 4 (100%) 0> N 8(77%)
Y

| ¢ |
!

9 (62%) Ro/A\T/A\o4A\v/°

OR
_OEt
s

~ 7 SH Et0” “OEt
s

10 (70%) a0 s oM 1w

ca’ a1 MeO' “OMe

11 (82%)

12 (95%) 13 (92%)

3.6-9 schema. Lipidy su skirtingais inkarais sintezés kelias: a) NaH, THF, 40 °C, 6 dienos
[120]; b) THF, MeOH, kamb. t. [121]; ¢) NaH, THF, 45 °C, 3 dienos; d) TEA, THF, 30 °C, 2
dienos; €) NaH, THF, 40 °C, 2 dienos [120]; f) I stadija: AcSH, AIBN, toluenas, 70 °C, 24 val.
(iseiga 76%); 11 stadija: NaOH(aq), THF, 50 °C, 24 val, (iSeiga 70%); g) HSi(Me).Cl, H.PtCls,
Ar, vir. t., 20 val.; h) HSiCls, Pt/C, Ar, vir. t., 48 val.; i) HSi(OMe)s, AcOH, Pt kompleksas,
Ar, vir. t., 48 val.; j) HSi(OEt)s, AcOH, Pt kompleksas, Ar, vir. t., 72 val. [88].

Vokieciy mokslininkai [121] sintetindami difitanilo, OEG4 ir lipoinés riigsties
tiolipidg (DPTL) vietoje glicerolio modifikavo solketalj (3.6-10 schema). Toliau

sintezeés strategija yra panasi — benzilglicerolio modifikavimas ir jo sgveika su
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inkariniu junginiu. Galutinio produkto sintezei panaudota EDC/DMAP sistema,
DPTL iSeiga 60%.

o OTs 2 O/\(,)/\(OCHZCHZ)4OH b O/HO/\(OCHZCHZ)“OBn

0 X x
(35%) V
e d
ROmO/R\(OCHZCHZhOH - Roﬁ()/l;(OCHzCHz)4OBn - HONO/I;(OCHzCthOBn

N
s-S o
WA SR Dt
(0 OWM
3.6-10 schema. DPTL sintezés kelias: a) OEG4, NaH, DMAP, dioksanas, Ar, 45-75 °C, 3
dienos; b) BnBr, NaH, TBAI, DMF, Ar, 0-20 °C, 2 dienos; ¢) H.O/THF, polimeras Dowex50

WXS8, 50 °C, 18 val; d) RBr, NaH, DMF, Ar, kamb. t., 4 dienos; ) H; Pd/C, THF, MeOH,
kamb. t., 0,5 val.; f) Lipoiné r., EDC/DMAP, DCM, Ar, 1 diena [121].

R - fitanil (49%) (89%)

DPTL (60%)

Faragher su bendraautoriais [122] zZymiai patobulino analogiska kitimy eilg ir
pritaiké ja deuteruoto ir nedeuteruoto DPTL sintezei (3.6-11 schema).
Identiskas tiolipidas gautas trietilamino (TEA) aplinkoje virinant dichlormetane
18 val. 93% iseiga.

O/\O(\OH a_ 0/\(|)/\ (OCH,CH;)4,0Bn HO/\()/I_I\(OCHZCHZ)4OBn

(87%), (78%),
t.p. sudy (90%) t. p. su dy (74%)

Y
e d

(73%), (100%),
t. p. sud;g (93%) t. p. sud;s (99%) R - fitanil, (76%),
t. p. sudyg (74%)

3.6-11 schema. Deuteruoto ir nedeuteruoto DPTL sintezé: a) BnO(CH,CH20)4Ms, KOH,
DMSO, 25-40 °C, 36 val.; b) HCI, MeOH, 25-40 °C, 4 val.; ¢) ROMs, KOH, DMSO, 25-40
°C, 4 dienos; d) Hz, 10% Pd/C, EtOAc, 40 °C, 13 val.; e) Lipoiné r., EDCHCI/DMAP, DCM,
TEA, 25-40 °C, 5 dienos [122].

3.6.3 Biotino dariniai
Biotinas (vitaminas H arba B7) — tirpus vandenyje B grupés vitaminas,
tetrahidroimidazolo, tetrahidrotiofeno bei pentano (valerijono) rugsties darinys,

randamas nedideliais kiekiais gyvosiose lgstelése. Biotinas sintetinamas kai
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kuriy bakterijy ir aukStesniy augaly; randamas gamtoje laisvu pavidalu arba
kovalentiskai prijungtas prie baltymy ar peptidy. Biotinas yra daugelio fermenty,
dalyvaujanciy riebaly riigs¢iy, angliavandeniy ir kity medZiagy metabolizmo
procesuose, kofermentas. Tai svarbiausia jo biocheminé funkcija, neatsiejama
nuo riebaly, baltymy ir cukry apykaitos reguliavimo procesy. Biotinas i§ esmeés
nedidelé, bet svarbi molekulé — karboksilinés grupés nesiklis, sieros Saltinis
kolageno sintezéje, daugelio reakcijy aktyvatorius ir t.t. Biotino trikumas
zmogaus organizme sukelia neurologinius ir dermatologinius susirgimus, l1étina
augimg. Nedidel; kiekj S§io vitamino gamina Zmogaus zarnyno mikroflora.
Daugiausia biotino yra mielése, inkstuose, kiauSinio trynyje, kukurGizuose,
avizinése kruopose, Zirniuose, jautienoje, piene, Sokolade, grybuose ir kitur
[123].

Dél minéty priezasCiy biotino nustatymas yra svarbus ir maisto
produktuose, ir biologiniuose skysciuose. Tam naudojami jvairis biologiniai
(maisto produkty), mikrobiologiniai (mikroorganizmy), fizikocheminiai
(spektrofotometrija, kolorimetrija, dujy bei skysCiy chromatografija ir Kkiti
analités nustatymo metodai) ir bioaktyvia sgveika paremti tyrimai. Pastarieji
atlickami su jvairiais bidais Zymétu (izotopais, fermentais, fluoroforais ir
kitomis Zymémis) biotinu. Glikoproteinai (kiauSinio baltymo avidinas arba
grybelinis streptavidinas) sudaro su biotinu specifinj, nekovalentinj, tetramerinj,
stipriausig biologinj kompleksa. SuriSimas vyksta per imidazolo zieda, todél
biotino dariniy sintezé, modifikuojant tiofeno Zziedo Soning grandine, ir
pritaikymas jvairiy biologiniy objekty prikabinimui ypa¢ populiari sritis [123].
Biotininiai dariniai sgveikauja su skirtingy funkciniy grupiy taikiniais (aminais,
tioliais, karboksilais, karbonilais ir karbohidratais), todél placiai naudojami
biomolekuliy, tokiy kaip baltymy ir nukleortig§iy, modifikavimui. Toks
savotiSkas zym¢jimas ypa¢ naudingas anali¢iy nustatymo ir atskyrimo,
molekuliy atpazinimo ir iSneSiojimo procesuose bei jvairiy biotechnologiniy
sistemy kiirimui. I§ jy populiariausi sensoriniai jrenginiai, kuriuose naudojami

biotinu modifikuoti SAM [124, 125] ir tBLM [126, 127].
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Biotinalkiltioliai (angl. biotin alkyl thiol — BAT) — viena placiausiai
naudojamy, biotininiy pavirsiy formavimui dariniy klas¢. Jy struktiirg sudaro
biotino grup¢, oligoetiloksidiné bei alifatiné grandinés ir tioliné grupé. Ypac
svarbi tarpiné OEG dalis, uztikrinanti SAM pavirSiaus neutraluma baltymy
adsorbcijai (zitr. 3.4.2 skyriy) ir kartu lanksty biotino/glikoproteino komplekso
18sidéstyma. Biotininiai pavirSiai dél specifinés bioaktyvios sgveikos su minétais
glikoproteinais puikiai pritaikomi biomolekuliy imobilizavimui metalinio
substrato pavirSiuje. Streptavidinas turi keturias vietas biotino suriSimui,
tiksliau, po dvi prieSingose pusése: viena pora naudojama prikabinimui prie
metalo pavirSiaus, o kita — modifikuoty biotinu antikiiny (antigeny, fermenty,

DNR) praktiskai negrjztamam pririSimui (3.6-1 pav.) [128].

FEEIIEES @m@
H i : i — = .
150 RN N}
_S § S S S 858§ § 5 5 55 55 5 8
Au
§ Biotinas @
Streptavidinas Biotinu
* Y modifikuotas
i BAT 5 Biotininés p ontikanas
s sqveikos vietos
OYNH ﬂ (0} (0
S H H

3.6-1 pav. Biomolekuliy imobilizavimas ant biotininiy pavirsiy [128].

Dél platesniy cheminio modifikavimo galimybiy daznai BAT pirmtakais
biina aminai arba jy dariniai, todé¢l sintetinamo galutinio junginio struktiiroje yra
peptidiniy rySiy, kurie gali sudaryti vandenilinius rySius. IS vienos pusés,
formuojant SAM ant metalo pavirSiaus vandeniliniy ry$iy buvimas stabilizuoja
tanky bei tvarkingg grandiniy i$sidéstyma, o kitu atveju — sudarant tBLM, gali
trukdyti iSsaugant takuma ir kitas natiiralias jos savybes. Kiekvienu atveju
sintetinant BAT darinj atsizvelgiama j tikslg, kuriam junginys bus panaudotas.

Biotininiai dariniai gali buti tradiciSkai gaunami per dagiastadijing
sinteze véliau formuojant biotinin] SAM. Kitas biidas — tarpiniy junginiy sintezé,
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juy nusodinimas ant metalo pavirSiaus ir cheminis gauto SAM modifikavimas.
Bet kuriuo atveju, kai naudojamos gana paprastos stercospecifinés reakcijos,
vykdomos fiziologinéje aplinkoje (H20 arba be tirpiklio) aukStomis iSeigomis,
be nuodingy pasaliniy produkty susidarymo ir gana paprastu pagrindinio
produkto i§skyrimu (distiliacija, kristalizacija ir kt.), toks metodas priskiriamas
,klik chemijos“ sri¢iai (angl. click chemistry). Dazniausiai tam naudojamos
azidy-alkiny (Huisgen reakcija), dieny-alkeny (Diels-Alder reakcija) ir kity
cikly prijungimas, nukleofilinis pakeitimas mazuose cikluose (epoksiduose ir
aziridinuose), karboniliniy junginiy sgveika su azotg turinciais nukleofilais
(aminais, hidrazinais ir kt.), C=C prisijungimo (hidrokslinimas ir kt.) ir kitos
reakcijos. Tai pakankamai jauna sritis (Sharpless, 1999) naudojama polimery ir
dendimery sintezéje bei pritakoma farmacijos, biokonjugacijos, medziagy ir
nanotechnologijy moksluose [129, 130].

Remiantis tradicine daugiastadijine sinteze, yra susintetinta nemazai
biotininiy junginiy ir tam panaudotos skirtingos strategijos. Dazniausiai jose 18
pradziy vyksta reikiamos struktiiros grandinés ilginimas, o toliau — sgveika su
aktyvuotu biotinu. Paprasciausia, ir dél to populiari, karboksidariniy ir aminy
sgveika esant N-disukcinimidiniam aktyvavimo agentui. IS jy daZniausiai
naudojami  O-(N-sukcinimidil)-1,1,3,3-tetrametiluranio  tetrafluorboratas
(TSTU), N-hidroksisukcinimidas (NHS) ir jy dariniai [131]. Tai standartiné
peptidy sgveikos metodika, kuria remiantis amerikie¢iy mokslininkai [132]
susintetino  biotininj  soCiosios  grandinés  junginj (3) 8§  12-
merkaptododekanoinés rtgsties (1) ir biotino etilendiamino hidrobromido (2)
(3.6-12 schema). Zymiai §velnesnis antrasis NHS metodas [131]. Remiantis juo
Bushby su bendraautoriais [133] pasitlé vieno populiariausio biotininio tiolio -
12-merkaptododekanoik-(8-biotinoilamido-3,6-dioksaoktil)amido sinteze¢
vykdyti per kelis etapus (3.6-13 schema). Sj karta, susintetintas per tris stadijas
benzilintas OEG aminas (RNH>) reagavo su N-disukcinimidilkarbonatu (DSC)
aktyvuotu biotinu. Galiausiai tiolis buvo gautas su 65% iSeiga, deblokuojant
benzilo grupe Na/NHas. Ty paciy autoriy jis panaudotas kaip inkarinis junginys
SAM formavimui ir sgveikos su streptavidinu tyrimams (XPS, IRAS ir AFM).
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3.6-12 schema. Sotaus merkaptobiotinoilamido sintezé [132].
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MeCN/Et N,
N, kamb. t., 48 val. (93%) kamb. t., 6 val. (95%)
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NH,(CH,CH,0),CH,CH,NH
ACTLCHLOLCHLCHNT, BHSWLN/\/O\/\O/\/NHZ RNH, (68%)
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(0]
H Na/NH,
@A/\”/N\/\O/\/O\/\NMSBH . : =
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2
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H
O

3.6-13 schema. 12-merkaptododekanoik-(8-biotinoilamido-3,6-dioksaoktil)amido sintezé
[133].

Analogiska sintezés strategija naudojasi daugelis sintetiky. Han [134] su
bendraautoriais panaudojo aktyvavimg EDC daugiastadijinéje fotoaktyviy
junginiy sintezéje (3.6-14 schema). O Amslinger [135] su kolegomis pasirinko
N,N’-karbonildiimidazolo (CDI) reagentg biotininio amfifilo, tinkamo liposomy

formavimui, sintezéje (3.6-15 schema).
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3.6-14 schema. Fotoaktyviy dariniy biotininio pirmtako sintezé [134].

31\0 H NHzCHchzNHZ’ }l\o H
N. DCM, vir. t., 25 val. N.
j)\/(‘\y( Ci2Hs > C2Hs
~, (0] 0 (0]
0" Y% (62%) N"Y
i 1
Biotinas, CDI, DMF, H
kamb. t., 24 val. OYNH H | N ,Hys
> HN N\/\
(79%) N
S
2
TFA/H,0 (10:1), HN
kamb. t., 4 val. zjo/\/\
(70%) S N _ N-C12Has
H o ononH

3.6-15 schema. Biotininio amfifilo sintezé [135].

Sintezés strategija Siek tiek pasikeiCia, kai norima iSvengti peptidiniy
ry$iy susidarymo. Canaria [136] susintetino biotininj darinj su peptidiniu ir
eteriniu rysiais (3.6-16 schema). Jis savo struktiira labiau panasus j skiediklj
(OEG tiolj), naudota SAM formavimui. Kaip jau minéta, 1§ pradziy biotinas
buvo aktyvinamas NHS. Toliau ilgosios grandinés gaminamos i azido,
formuojant disulfida, ir galiausiai jvykdoma inkarinio junginio ir aktyvuoto

biotino sgveika su tolimesne disulfidinio rysio redukcija DTT.

62



NHS/DCC,

D
NH HN" *ny
DMF 0
0
o)

NaH, DMF, Nag3 1;1:2:,
- » H,0, 5
(73%) 99%)
NaH, DMF, H(ngz)ggf,cEtOH,
Br(CHz)lzBr -0,
0 OH 0, _(CHy);(Br >
N3/\/ \/\0/\/ (240/) /é\/ ;\/ (46%)

WO (Clyys LT I o

2. Boc,O, THF, TEé )\ 0) ,(CH,){;S
N3/NO%/(CH2)IIS (82%) - © Nh >§/ [
>LOJ\E€VO>3\/(CH2)“S

2N

Fo CH,),,S
TFA, DCM, (i-Pr);SiH o J Hsf{&\/o%/( 2

(80%) F O + O CH S
XéJ H3N<’v >3\/( D11

= =

1.4, DMF, TEA O NH

Y O
2. DTT, THF, McOH, TEA HNWE %\/O}g/(CHz)nSH
S

3.6-16 schema. Biotininio tiolio su peptidiniu ir eteriniu rySiais sintezés strategija [136].

Tuo tarpu Hansen [137] per tris stadijas gavo daugiafunkcinj biotino esterj
auksta iSeiga (80%) (3.6-17 schema). Jis kaip pirmtakas buvo panaudotas
prieSgrybeliniy forboksazolo dariniy sintezei, paremtai kryzmine Sonogoshira
sgveika (tarp alkiny ir halogenidy). Minéto pirmtako sintezé vykdyta i$ laikinai
uzblokuoto  tret-butildimetilsililchloridu (TBSCI) tetraetilenglikolio,
esterifikuojant laisva hidroksigrupe propargilo bromidu. Toliau i§ deblokuoto
TBAF alkoholio gautas vinilo jodidas, kuris sgveikavo su biotinu, esant N,N'-

dicikloheksilkarbodiimido (DCC) ir DMAP aktyvavimo sistemai.
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3.6-17 schema. Daugiafunkcinio biotininio esterio sintezé [137].

Yra nemazai cheminiy reakcijy, sekmingai pritaikyty SAM cheminiam
modifikavimui, kurio metu gaunami biotininiai pavirSiai. Tai savotiska, bet
neretai naudojama sintezé. Kaip pavyzdys, jau minéta NHS/EDC aktyvavimo
sistema, leidZianti gauti biotininj pavirS$iy praktiSkai per vieng virsmg —
karboksigrupiy SAM saveikaujant su biotininiu aminu ir esant buferinio fosfato
druskai (angl. phosphate buffered saline — PBS) [138, 139]. Dar viena populiari
tokio tipo cheminé reakcija — Diels-Alder [4+2]cikly prijungimas, kaip minéta
priskiriama ,,klik chemijai. Tai pakankamai selektyvus peptidy, baltymy, DNR
ir RNR fragmenty bei oligonukleotidy modifikavimo biidas, jmanomas
vandeningje terpéje [140]. Sio metodo pirmtakas — OEG darinys turintis
ciklopentadieno galing grupeg, buvo sintetinamas per keturias stadijas [141];
véliau, i$ jo gauti trys modeliniai biotino, laktozés ir proteino A junginiai (3.6-
18 schema) [140]. Visi trys daugiafunkciniai dariniai panaudoti paremtam
Diels-Alder reakcija nusodinimui modifikuoto maleimidu stiklo pavirsiuje (3.6-
2 pav.). Gauti SAM pritaikyti biotino/streptavidino, laktozés/lecitino ir
proteinoA/imunoglobulino (IgG) sgveikos tyrimams fluorescencijos metodu,

fluoroforu paZzymint streptaviding, leciting ir IgG [139].
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3.6-18 Schema. Biotino, laktozés ir proteino A dariniy sintezé: a) NoCH,COEt, BFsEt;0,
DCM, kamb. t., 15 min., 52%; b) TsCl, DMAP, Py/DCM, kamb. t., 5 val., 78%; c) natrio

ciklopentadienilidas, THF, nuo -78 iki 25 °C, 4,5 val., 54%; d) NaOH, MeOH/H,0, kamb. t.,
2 val., 85% [140, 141].
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3.6-2 pav. Biomolekuliy imobilizacija stiklo pavirSiuje paremta Diels-Alder reakcija [139]
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3.6.4 Cholesterolio dariniai

Cholesterolis — gyviiny audiniy steroidinis alkoholis, netirpus vandenyje,
bet gerai tirpstantis organiniuose tirpikliuose. Cholesterolis sintetinamas
daugelyje Zmogaus organizmo lgsteliy, taciau intensyviausiai jo sintezé vyksta
kepeny ir Zarnyno lastelése. Tai sudétinga biosinteze, apimanti 35 reakcijas.
Cholesterolis yra bitinas lgsteliy statybai, lytiniams ir antink§¢iy Zievés
hormonams, tulzies riigs¢iy sintezei, vitamino D apykaitai ir kitiems procesams.
Didziaja jo dalj (apie 70%) gamina Zzmogaus organizmas, likusi dalis patenka su
gyvininés kilmés maistu. Kraujyje cholesterolis netirpsta, todél susijungia su
kraujo plazmos baltymais — lipoproteinais. Didelio tankio lipoproteiny
sumaz¢jimas Zmogaus organizme gali sukelti ateroskleroze, infarkta, veézj ir kity
létiniy ligy atsiradima [51].

Verta paminéti, kad cholesterolio ir kity steroidy dariniai pasiZymi
skystyjy kristaly savybémis — geba keisti molekuliy orientacija temperaturos,
elektrinio lauko, §viesos arba mechaninés jtampos poveikyje beveik nenaudojant
energijos. Skystieji kristalai (SK) skirstomi j dvi dideles grupes — termotropinius
(kietos medziagos suskystéja kaitinant) ir liotropinius (amfifiliniy molekuliy ir
poliniy tirpikliy miSiniai). Priklausomai nuo molekuliy orientacijos
termotropiniai SK klasifikuojami j tris pagrindines grupes: nematikus (turi
vienos krypties a$j), smektikus (sudaro sluoksnines struktiiras) ir cholesterikus
(sudaro spiralines struktiiras). Cholesterikai arba cholesteriniai SK labai jautriis
nedideliems temperatiros pokyciams, kurie sukelia spiralinés struktiiros
deformacija ir daZniausiai spalvos pasikeitima. Si savybé taikoma indikatoriy
gamyboje informacinés technikos srityje bei medicinoje uzdegimo viety ir
augliy diagnostikoje [142].

Dar viena svarbi pritaikymo sritis — moksliniai cholesterolio ir kity
lastelés komponenty tyrimai. Steroidiné cholesterolio prigimtis leidzia atlikti
lasteliy membranose fizikiniy savybiy reguliacing funkcija, kontroliuojant lipidy
struktiirg, taip pat membranos takumg bei mechaninj atsparumg. Taip pat
cholesterolis, kartu su sociaisiais fosfolipidais ir sfingolipidais dalyvauja

lipidiniy sankaupy susidaryme. Atviru klausimu lieka §iy procesy eiga, susijusi
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su cholesterolio ir lipidy pasiskirstymu membranose [143]. Tod¢él modeliniy
sistemy modifikavimas cholesterolio dariniais — perspektyvi moksliné sritis.
Tam palanki cholesterolio trejopa struktiira svarbi membranoms: nelanksti
steroidiné dalis, maza hidrofiliné hidroksigrupé¢ ir trumpa hidrofobiné grandiné

(3.6-3 pav.).

3.6-3 pav. Cholesterolio molekulés strukttira [142].

Cholesterolio molekulé turi dvi modifikavimui tinkamas puses. Hidroksigrupés
cheminis modifikavimas tinka pavirSiniams ir tarpsluoksniniams reiSkiniams
stebéti, nes hidrofobiné dalis lieka nepakitusi ir gali jsiterpti tarp lipidiniy
dvisluoksnio grandiniy. Kai modifikuojama hidrofobin¢ grandiné, laisva
hidroksigrupé biina nukreipta ;| membranos iSor¢ ir tokie dariniai daZniausiai
tinkami pavirSiniams difuziniams procesams stebéti. Dél visy minéty priezasciy,
cholesterolio daugiafunkciniy junginiy gretos nuolat papildomos naujais, dél
savo ypatingy savybiy perspektyviais dariniais, visy pirma, tinkamais sgveikai
su fosfolipidais ir baltymais membranoje tirti. Tam naudojamos jvairios
metodikos paremtos baltymy funkcijos pokycio, suriSty su cholesteroliu
molekuliy pasikeitimo, Zyméto cholesterolio nustatymu ir kitais faktoriais.
Fluorescenciniai sterolio analogai — vieni placiausiai naudojamy tokiems
tyrimams atlikti. Juos galima suskirstyti j dvi dideles grupes: patys
fluorescuojantys steroliai (3.6-19 schema) bei cholesterolio zymekliai (angl.
marker arba probe) su chemiskai prijungtomis aktyviomis (fluoroforinémis,
spin-zymétomis, fotoaktyviomis) grupémis (3.6-20 schema). Antrieji yra
jautresni, todé¢l yra dazniau naudojami cholesterolio transporto, jo sgveikos su
baltymais ir lipidais bei pasiskirstymo lipidinése sankaupose vizualizavimo
tyrimams atlikti [144].
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Dehidroergosterolis HO Cholestatrienolis

HO

3.6-19 schema. Fluorescuojantys cholesteroliai [144].

25-Doxyl-Cholesterolis N——N [3H]6-azi-5a-Cholestanolis

3.6-20 schema. Cholesterolio Zymekliai: @) fluorescenciniai, b) spin-zymétas, c) fotoaktyvus
[144].

Cholesterolio dariniai turi daug sintezés keliy, kuriuos nusako
sintetinamo  galutinio produkto paskirtis. Nemazai autoriy pasirenka
komerciskai prieinamg cholesterolio chlorformatag pirmtaku. Jo nereikia
sintetinti, jis sgveikauja su alkoholiais piridine vidutinémis (35-55%) [145, 146]
bei su amino dariniais dichlormetane aukstomis iSeigomis (75-80%) [147, 148]

(3.6-21 schema). Tokiy reakcijy trukmei sumazinti bei bendrai iSeigai pagerinti
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gali biti naudojamos jau minétos DSC [133] ir DMAP sistemos [149, 150].
Tokiu pat biidu gaunami ir jvairlis, dazniausiai zyméti 1§ hidroksilo pusés,
cholesteroliai. I§ esmés, tai daugiafunkciniai cholesterolio esteriai ir amidai. Be
cholesterolio juose yra kitos svarbios funkcinés grupés: biotino [133], kumarino
[145], difenilpolieno [146], naftaleno [147], piranosido [148], pentetinés
rugsties (dietilentriamino pentaacto riigstis - DTPA) [151] ir Kitos.

ROH 0
—  » CHOL_ )I\ R
Py 0~ o
RNH, o
——» CHOL._ J\ R
DCM O N

H

3.6-21 schema. Esteriy ir amidy sintez¢ i§ cholesterolio chlorformato (R - Zymuo).

Taciau tokiy junginiy struktiiroje dazniausiai cholesterolio grupé¢ yra arti zymés.
Tai neigiamas faktorius, kadangi neiSsaugomos cholesterolinés dalies
fizikocheminés savybés, o sintetinami dariniai yra tik i§ dalies panasiis | savo
natiiraly analogg [152]. D¢l Sios prieZasties modeliniy membrany tyrimai gali
biiti sunkiai tapatinami su gyvosios Igstelés membranoje vykstanciais
reiSkiniais. Todél nemazai cholesterolio dariniy buvo pradéti sintetinti su OEG
grandinémis, sukuriant neutraly eterinj tarpa. Tokiu atveju daugiafunkciniy
dariniy pirmtaku tapo jvairtis cholesterolio OEG alkoholiai.

Indy chemikai [153] pasitilé daugiafunkcinius esterius su alkoholio galine
grupe sintetinti i§ cholesterolio hemisukcinato (3.6-22 schema). I$ pradziy buvo
jvykdytas riigstinio chlorido susidarymas, o toliau — jo sgveika su OEG
alkoholiu. Gauti produktai puikiai tiko tolimesniam cheminiam modifikavimui,
taciau sintezés iSeigos buvo vidutinés (50-55%).

o 1. (COCI),, 2 val. o
)WOH CHCb, N 0°C . J\/\’(o n
CHOL-O > CHOL-0 I \Mo)’n

(0]
n=2-4

3.6-22 schema. Daugiafunkciniy esteriy sintez¢ i§ cholesterolio hemisukcinato [153].
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Todél toliau OEG analogai buvo sintetinami virinant cholesterolio tozilatg ir
OEG alkoholius dioksane. Zymiai aukstesnémis iSeigomis (80-93%) gauti
produktai buvo panaudoti cholesterolio katijoniniy amfifily (ketvirtiniy amino
drusky) sintezei sgveikaujant TEA su atitinkamais cholesterolio bromidais

acetono ir metanolio aplinkoje (3.6-23 schema) [153].
(0]

BrCH,COCI, C¢Hg, DMAP,
Et;N, 0°C, 24 val. CHOL )K/\
CHOL-OH —_—> ~o Br
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0°C, 6 val. (93%)
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‘ Br-

CHOL-(OCH,CH,)nOH
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n=1-4. N+
A KRYPTIS - Br- B KRYPTIS

CHOL-O(CH3),,

3.6.23 schema. Cholesterolio katijoniniy amfifily sintezé [153].

Pagal schemoje nurodytos A krypties salygas buvo susintetintas ir dikatijoninis
amfifilas. Paskutinés dvi stadijos (3.6-24 schema) jvykdytos uzdarame
vamzdelyje geromis iSeigomis. Tokio tipo dariniai yra naudojami geny

iSnesiojimo agentais [154].
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(CH;),NH, MeOH, 80 °C, 24 val.

CHOL-OCH,CH,-OTs »  CHOL-OCH,CH,-N(CH;),

(99%)

MeOH/EtOAc, Br(CH,)nBr, 80 °C, 48-72 val.

* (50-60%)

\1\L Br- CHOL
n(H,C), ~"o7 n=36,12
\L 12

CHOL
e BY\O/

3.6-24 schema. Cholesterolio dikatijoninio amfifilo sintezé [154].

Boden su kolegomis [155] tBLM risikliams sintetinti panaudojo
atvirkSting strategija — 1§ pradziy buvo ilginama ir modifikuojama OEG
grandiné, o véliau jvykdyta sgveika su cholesterolio chlorformatu (3.6.25
schema). Paskutiné debenzilinimo stadija atlikta esant natriui amoniake su 90%
iSeiga.

XMO%;\/OH SOCl,, Py, N,, vir. t., 12 Vi BnS(\/\Oa;\/Y

(70%)

1, X=Cl 2, X=BnS

Kalio ftalimidas,

0,
DMF, 100 °C, 12 val. (35%)
BnSH, EtONa, EtOH —

NH,NH,, EtOH, (85%)
vir. t., 30 min. > 5 Y= NH,

3,Y=Cl

4, Y = N-ftalimidas

vir. t., 12 val. (78%)

CHOL-0COCI,
Et;N, DCM, N,, | (77%)
kamb. t., 1,5 val.

Na-NHj
HSMO ﬁl 0O-CHOL <—kg}3&ﬁ BnS E
2 \([)\A 0% ™o W/\O-CHOL
7 6 O

3.6-25 schema. Cholesterolio tBLM risiklio sintezé [155].

Iki Siol buvo minéti hidroksipakeisti cholesterolio esteriai ir amidai. Jie
yra populiaris d¢l gana aiSkiy cheminio modifikavimo bei pritaikymo
membranos transporto tyrimuose galimybiy. Be to, tinkamo inkaro jterpimas
atveria jy kaip tBLM riSikliy savybes. Taciau literatiiroje galima aptikti
sintetiniy amfifiliniy ir fluorescuojanciy cholesteroliy, kuriy struktiiroje tam

tikros prigimties Zyme yra prijungta prie hidrofobinés dalies [152]. Hidroksilo

71



grupé tokiu atveju lieka laisva ir tinkama sgveikai su polinémis membranos
lipidy galvutémis. Tokiy daugiafunkciniy dariniy sintezei buvo naudoti jvairis
budai: vario kompleksais katalizuojama Grignard reakcija su cholesterolio
tozilatu, pirminiy nitrily alkilinimas su tolimesne redukcija jvairiomis saglygomis
bei kitos. Dauguma jy dél mazy iSeigy ir sudétingo produkto iSskyrimo nebuvo
efektyvios [156]. Amerikie¢iai Baek ir Bittman [156] pasiiile lengvai
kontroliuojama sintezés kelig (3.6-26 schema). Jis pakankamai ilgas (9 etapai),
bet visy stadijy iSeigos gana aukstos (77-92%). Vis tiktai lieka abejoniy dél
tarpiniy junginiy nuodingumo. Taigi, i§ pradziy i$ blokuoto DHP cholesterolio
alkoholio (1) buvo gautas izocianidas (2). Toliau seké karbanijono generuoto
licio  diizopropilamidu  (LDA), sterolio nitrilo ir  alkilbromido
triizopropilsilileterio (TIPSOR) sgveika. Kadangi dauguma izoalkilhalidy yra
komercisSkai neprieinami, toliau reakcijai (g) su mezilatais buvo panaudotas
izokapronitrilas. Galiausiai decianavimas krauneteriu su kaliu bei tolimesné
hidrolizé leido gauti tris atitinkamos struktiiros izoalkilcholesterolius (12-14)
auks$tomis iSeigomis (> 84%).

i
Br(CH)nCH,0H ————> Br(CH,)nCH,OTIPS

(79-85%)
l , CN
CN n°OTIPS
.
THPO THPO THPO
2 (82%) 3,n=3(90%); 4,n=4(92%); 5, n=15 (88%).
d, e

-

HO THPO THPO
12, n =3 (88%); 9,n=3(81%); 6, n =13 (74%);
13, n =4 (84%); 10, n =4 (78%); 7,n=4(76%);
14, n =5 (85%). 11, n =5 (79%). 8, n=5(77%).

3.6.26 schema. Izoalkilcholesteroliy sintezé: a) MsCl, TEA, DCM, kamb. t., 12 val.; b) KCN,
DMSO; 100 °C, 12 val.; c) LDA, THF, -78 °C 0,5 val., kamb. t. 4 val.; d) K, dicikloheksan-
18-kraun-6, toluenas, kamb. t., 8 val.; ) TBAF, THF, kamb. t., 12 val.; f) MsClI, TEA, DCM,
kamb. t., 3 val.; g) izokapronitrilas, LDA, THF, -78 °C 0,5 val., kamb. t. 4 val.; h) K,
dicikloheksan-18-kraun-6, toluenas, kamb. t., 8 val.; i) 1 M HCI, THF, kamb. t., 24 val.; j)
TIPSCI, imidazolas, DCM, kamb. t., 4 val. [156].

72



Avalone su bendraautoriais [157] modifikavo komerciSkai prieinamag
ketoning grupe turintj endosterong (3.6-27 schema). OEG pirmtaku buvo
panaudotas blokuotas tret-butildifenilsililchloridu (TPSCI), esant 1,8-
diazabiciklo-[5.4.0]undek-7-enui (DBU) alkoholis, i§ Kkurio susintetinta
atitinkamos struktiiros riigStis. Steroidiniy ir OEG dariniy sgveika jvykdyta
EDC/DMAP sistemoje. Susintetinti amfifiliniai produktai pasizyméjo jony (Na*

ir HY) pemeéimo savybémis.

/

a b

—> —»
(0]
(98%)
e d
- -
(65%*)
R =0H
5, 58%)
3,f | (35%) ¢ (
—» R = O(CH,CH,0)sTPS
(0]
(65%)
CH,0O(CH,CH,0),TPS
O(CH,CH,;0)¢R R, R,=0
R, ’ 97%)| 1
R, R;=OH,R,=H $—
R =TPS
(73%)| h
R=H - m ¢
(0]
HO(CHchz)nCHchon CHZO(CH2CH20)4R
1,n=5;2,n=4.
TPSCI, DBU, DCM
(37-39%) R=TPS
(62%*)| M
TPSO(CH,CH,)nCH,CH,0OH HO R=H <*—

3,n=5;4,n=4.

Aceonas (4% *
TPSO(CH,CH,)nCH,COOH
5,n=4.

3.6-27 schema. Steroidiniy amfifily sintezé: a) CH3;CH,PPhsBr, tBuOK, THF, vir.t, 3 val.; b)
piridinio dichromatas, DCM, kamb. t., 3 val.; ¢) paraformaldehidas, BFs OEt,, 0-25 °C, 10 min;
d) Ha, PtO,, EtOH, AcOEt; kamb. t., 12 val.; e) CrOs/H,SOs, acetonas/DCM, kamb. t., 2 val.;
f) EDC, DMAP, DCM, kamb. t., 16 val.; g) BH3SMe,, THF, 0 °C, 1,5 val.; h) HF, Py, 0 °C,
1,5val.; k) EDC, DMAP, DCM, kamb. t., 16 val.; I) BH3SMe,, THF, 0 °C, 1 val.; m) Hy, Pt/C,
EtOH, kamb. t., 24 val; n) HF, Py, 0 °C, 1,5 val.; * i8eiga abejy etapy [157].
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1 Glicerolio blokavimas PMB grupe

Nuo 1982 mety PMB blokuojanti grupé labai iSpopuliaréjo, ypac
daugiafunkciniy junginiy sintezéje. Gaunami blokavimo metu PMB eteriai yra
maziau atsparesni riigStinéms sglygoms negu populiariis benzilo eteriai.
Pastarieji sunkiau deblokuojami, dazniausiai vandeniliu esant nikelio ar platinos
katalizatoriams. Uztat, mineraliniy rags¢iy vandeniniai tirpalai arba
sulfokamparo riigStis metanolyje nesunkai Salina PMB grupe. Specifinis
reagentas — 2,3-dichlor-5,6-dician-1,4-benzochinonas (DDQ) selektyviai nuima
PMB, nelieciant benzilo, sililo ir kai kuriy kity eteriniy rySiy. Dazniausiai tam
naudojami 1,1-1,5 ekv. DDQ DCM/H20 miSiniai, susidarant alkoholiui ir PMB
aldehidui. Deblokavimas vyksta per vieno elektrono pernasos (angl. single
electron transfer — SET) mechanizmg susidarant oksonio jonui, kuris gali buti

suri$tas vandeniu (4.1-1 schema).

o
+
ﬁH — @X 5 ﬁ
H;CO H;CO H;CO

o +

PMBOR
s
a
+ SET N
0
NC_. cl
NC 1 NC cl
_ OH
0 ily
DDQ

OH -
NC Cl H* NC_7Y Cl

NC Cl NC Cl
OH OH

4.1-1 schema. PMB deblokavimo DDQ mechanizmas [158].



Zema temperatiira ir silpnai riigitiné aplinka didina DDQ stabiluma. Sio
reagento trikumas yra ypa¢ toksiSko vandenilio cianido susidarymas,
sgveikaujant su vandeniu [158].

Daugiafunkciniy PMB dariniy gavimui daznai naudojamas blokavimas
p-metoksibenzilchloridu (PMBCI) arba p-metoksibenzilbromidu (PMBBr)
bazinémis saglygomis. Taciau abu reagentai yra brangis ir, deja, nepatvarts —
linke hidrolizuotis. Todél buvo pasirinktas komerciSkai prieinamas, stabilus p-
metoksibenzilalkoholis (PMBOH) blokavimui riigstinémis salygomis. Chavan
su kolegomis [159] iStyré sociyjy ir nesociyjy alkoholiy mono- ir diblokavima
PMBOH, esant skirtingiems ragstiniams katalizatoriams (HCl, H2SO4, TSOH,
Amberlyst-15 ir kt.). Efektyviausias pasirodé jonitas Amberlyst-15, o i§ visy
naudoty tirpikliy (acetonas, DMF, THF, toluenas, DCM ir AcCN) geriausia
iSeigg pavyko gauti dichlormetane. TaCiau minéti autoriai netyré trioliy
blokavimo. Buvo jdomu istirti pirminés ir antrinés hidroksigrupés blokavimo
PMB grupe salygas. Kai kurie autoriai [ 160, 161] siiilo blokuoti solketal PMBCl
bazinémis salygomis, kurio Ziedas toliau skaidomas rtgstimis. Blokuojant
solketal] PMBOH riig§tinémis salygomis jo ziedas skilo, todél buvo gauti jo ir
glicerolio PMB dariniy miS$iniai. Taigi, i§ pradziy buvo jvykdytas glicerolio
blokavimas esant riigstiniam jonitui. Kaip ir tikétasi, gauti du pagrindiniai
monoblokuoti gliceroliai. D¢l to buvo suplanuota vykdyti dar 2 papildomas
reakcijas ir atskirti monoblokuotus glicerolio izomerus remiantis tik ekstrakcijos
metodais. Optimizuojant sintezés salygas, sgveika su cikloheksanonu ir
tolimesné jo darinio hidroliz¢ leido i$skirti pirminj PMB monoblokuotg glicerolj
(4.1-2 schema). Tai visiskai naujas efektyvus minéty izomery atskyrimo biidas.
Sintezei panaudoti prieinami pigis reagentai. Gauty junginiy iSeigos didelés, 0

atskyrimas selektyvus, nenaudojant kolonélinés chromatografijos.
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H;CO
o8
OH oH H;CO
HOQVOH 20% A-15, DCM, \)\/ J_\

vir. t., 10 val. (66%)

1, Glic 2, I-PMBGlic 3, II-PMBGlic

(e}
40 % A-15, 2 ekv. CuSOy,
DCM, kamb. t., 2 val. (88%)

\/K/O o 0
4, I-PMBGlicDioksol ij

5, II-PMBGlicDioksan

2M HCI metanolyje, 2 ekv. CaCl,,
0-+5°C, 95 val. (94%)

H;CO ol
\©\/0\)\/OH 2 4.1-

2 schema. PMB gliceroliy atskyrimas optimizuotomis sglygomis.

4.1.1 Glicerolio monoblokavimas

Glicerolio monoblokavimo PMBOH tyrimas buvo atliktas keiciant
reagenty kiekius, katalizatorius, tirpiklius, reakcijos temperatirg ir trukme, o
eiga buvo stebima dujy chromatografijos su masiy detekcija (DCMD) metodu.

Vykstant PMBOH sgveikai su gliceroliu, galimi du pagrindiniai
produktai: pirminis (I-PMBGIic) ir antrinis (II-PMBGlIlic) monoblokuoti
glicerolio izomerai. DCMD metodu pavyko identifikuoti juos ir tris salutinius
produktus: diPMB eter; (diPMBEt) ir du diPMB glicerolio (diPMBGlic)
izomerus (4.1-1 pav.). Akivaizdu, kad ilgéjant reakcijos trukmei galima sulaukti
ir triblokuoto PMB glicerolio susidarymo, bet dél didelés molekulinés masés, jo

nustatyti nepavyko.
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o
P Lo Mo
HO\/K/OH \©\/OH O\)\/OH HO OH

Glic (Mr 92) PMBOH (Mr 138) I-PMBGlic (Mr 212) II-PMBGlic (Mr 212)
TIC
550000055.616.742 | @ @ HO
& @ _)_\
5000000 - 2 0 O_Q_OCH3
4500000
40000004 diPMBGlic (Mr 332)
35000004 o /—OOCH3
3000000 v _O)_\
2500000 H;CO OCH; [y OH
20000004 \©\/O ﬁ
= 3
15000009 = )
- S @ diPMBEt (Mr 258) H,CO
10000004 . 5
1 b e [ n =
500000 T g | L I . % / ) S
PENINE 7 S s : ‘ .

3.0 10.0 200 300 340
min

4.1-1 pav. Pagrindiniai glicerolio PMBOH monoblokavimo reagentai ir produktai DCMD
chromatogramoje.

Po kiekvieno tyrimo reakcijos misinys buvo plaunamas nuo Salutiniy
produkty, tirpinant miSinj vandenyje ir ekstrahuojant benzenu. PMBGlic
izomerai i$skiriami iS§sidant NaCl druska i§ vandens bei ekstrahuojant DCM.
Monoblokuoty PMB gliceroliy susidarymas patvirtintas BMR spektroskopijos
duomenimis. *H BMR (CDCls) miinio spektre gerai matomi du singletai 4,48
ir 4,58 m.d., atitinkantys PMB CCH20 protonus I-PMBGlic ir 11-PMBGlic
izomeruose; kiti signalai identifikuojami sunkiau, nes yra panasiose srityse (4.1-
2 pav.). *C BMR (CDClIs) spektre identifikuoti visi abiejy izomery signalai
(4.1-3 pav.).
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4.1-3 pav. Monoblokuoty PMB gliceroliy miinio 3C BMR (CDCls) spektras.

Glicerolio monoblokavimo PMBOH bandymai buvo stebimi DCMD
metodu, imant panaSios koncentracijos meéginius i§ reakcijos miSiniy. Visy

atlikty sinteziy rezultatai pateikti 4.1-1 lenteléje. Joje nurodytos abiejy izomery
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bendros iSeigos ir tarpusavio santykis po atskyrimo (I-PMBGlic/lI-PMBGlic),
apskaiciuoti 1§ DCMD chromatogramy duomeny. Kadangi pavyko rasti
literatiiriniy duomeny [115, 162] apie jonity pritaikyma katalizatoriais glicerolio
eterefikavimui, analogiSkai buvo iSbandyti du labiau prieinami: Amberlyst-15
(A-15) ir Amberlite-A200C (A-200C). Jy kiekiai minétoje lenteléje nurodyti
procentais nuo paimtos reakcijai PMBOH masés. Pagrindinés naudoty jonity
savybés sugrupuotos 4.1-2 lenteléje [163, 164]. Eksperimentiniai sintezés
bandymai atlikti su skirtingais katalizatoriy kiekiais, skirtingose terpése bei

temperaturose.

4.1-1 lentelé. PMB gliceroliy susidarymo salygos.

Tirpiklis t Nr. Katali- Trukmé Bendra | Izomery (I/IT)
(°C) zatorius (val.) izomery santykis po
iSeiga (%0) atskyrimo
Dioksanas/ | vir.t. | 1.1 10% A-15 0,16 43 2,8:1
Glicerolis | (180
(1:2) W)
Dioksanas 85 1.2 10% A-15 7 48 3,6:1
100 | 1.3 5 50 1,7:1
CeHs 80 | 2.1 20% A-15 8 57 54:1
2.2 | 20% A-200C 8 28 59:1
2.3 | 40% A-200C 2 47 4,6:1
Glicerolis 70 3.1 20% A-15 3 29 3,5:1
3.2 30% A-15 3 30 51:1
80 | 3.3 20% A-15 2 55 3,8:1
3.4 30% A-15 15 61 471
90 3.5 20% A-15 15 48 5:1
3.6 30% A-15 0,5 54 3,7:1
3.7 | 40% A-200C 1 54 3,5:1
DCM 40- | 4.1 5% A-15 13 24 7,2:1
42 | 4.2 10% A-15 13 59 6,8:1
4.3 20% A-15 10 66 9,4:1
4.4 | 10% A-200C 21 35 4,6:1
45 | 20% A-200C 16 45 54:1
4.6 | 40% A-200C 10 34 8,3:1
4.7 | 60% A-200C 13 45 7,5:1

4.1-2 lentelé. A-15 ir A-200C pagrindinés savybés [163, 164].

Jonitas Forma | Funkciné | Daleliy | Tankis Pory Maksimali
grupé | skersmuo | (g/l) | skersmuo | darbinét
(mm) (hm) O
A-15 Polistirenas | -SOsH 0,6-0,85 770 30 120
A-200C ~0,5 800 <30 135
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Pirmiausia, glicerolio monoblokavimg bandyta atlikti dioksano ir
glicerolio miSinyje (4.1-1 lentelé, 1.1-1.3 bandymai). MW salygomis jau po
pirmy 5 min. susidaré Salutiniai diPMB dariniai, kurie nulémé zema 1-PMBGlic
ir [I-PMBGlic izomery santykj (2,8:1) bei bendra jy iSeiga (43%). Atlikus
reakcijg dioksane 85 ir 100 °C temperatlirose Zymiai pagerinti rezultaty
nepavyko. Akivaizdu, kad minétos sglygos per grieztos. Todél toliau buvo
bandyti Zemesnés virimo temperatiros tirpikliai.

Naudojant benzeng (4.1-1 lentelé, 2.1-2.3 bandymai) kaip tirpiklj,
iSbandyti A-15 ir A-200C jonitai. Abiem atvejais mazdaug po 5 val. reakcijos
miSinyje susidaro diPMB dariniy. Tirpiklio virimo temperattra (80,1 °C) matyt
yra tam palanki. Didesnio 40% A-200C kiekio panaudojimas leido sumazinti
reakcijos trukme keturis kartus, bet dé¢l susidaran¢iy diPMB dariniy (mazdaug
po 1 val.), pagrindiniy izomery santykis pablogejo (4,6:1). Geresnis rezultatas
benzene gautas su 20% A-15 (iSeiga 57%, izomery santykis 5,4:1).

Atliekant reakcijg be tirpikliy, imant glicerolio pertekliy (4.1-1 lentelé,
3.1-3.7 bandymai), buvo tirta iSeigos priklausomybé nuo temperatiiros. ISeiga
geréja, nezymiai keliant temperatiirg (70-80°C) ir didinat A-15 kiekj (20-30%).
Taciau diPMB dariniy susidarymas vyksta po 1,5 val. ir nepriklauso nuo paimto
jonito kiekio, o aukStesnéje temperatiiroje, laikui bégant (nuo 3 wval.), jy
susidarymas suintensyvéja. Todél §j kartg reakcijos temperatiira buvo keliama
siekant pagreitinti procesg ir jvykdyti ji per trumpa laiko tarpa, nespéjant
susidaryti minétiems dariniams. Sie spéjimai i3 dalies pasitvirtino: su 40% A-
200C jonitu reakcija jvykdyta per 1 val., kurios bégyje diPBM dariniy sp¢jo
susidaryti tik keli procentai; su A-15, kaip ir tikétasi, jau po 0,5 val. reakcijos
misinyje buvo virs 30% minéty Salutiniy dariniy. Jonito kiekio padidinimas 90
°C temperatiiroje, vykdant reakcijg trumpg laiko tarpg, leido Siek tiek pagerinti
bendra dviejy izomery iSeiga (54%), bet Zymiai pablogino jy tarpusavio santykj
po atskyrimo (apie 3,5:1). Taigi, geresni rezultatai gauti Zemesnése
temperatiirose (70-80°C) su 30% A-15 (iSeiga 30-60%, izomery santykis apie
5:1).
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Vykdant reakcija dichlormetane (4.1-1 lentelé, 4.1-4.7 bandymai)
virinant su A-15 ir A-200C katalizatoriais, jsitikinta, kad pirmasis jonitas
reaktingesnis — su jo Sesis kartus mazesniu kiekiu reakcija vyksta beveik tokiu
pat grei¢iu kaip naudojant A-200C. Taciau su A-15 po 7 val. susidaro diPMB
dariniai, kuriy laikui bégant tik daugé¢ja, sunaudojant tam pagrindinj produkts.
Si tendencija nepriklauso nuo naudoto reakcijai A-15 kiekio. Su A-200C diPMB
dariniy susidarymo nepastebéta nei su mazais, nei su didesniais jonito Kiekiais.
Tai svarbus pastebéjimas, kadangi izomery atskyrimas $iuo atveju nereikalauja
plovimo nuo $alutiniy produkty. Geriausi rezultatai DCM pasiekti su didesniais
bandytais katalizatoriy kiekiais: 20% A-15 (iSeiga 66%) ir 40-60% A-200C
(iSeiga 34-45%). Izomery santykis visais DCM atvejais buvo geriausias (apie 7-
9:1).

IS visy tirty salygy, palankesné sintezé pirminiam PMB gliceroliui
susidaryti jvykdyta su 20% A-15 katalizatoriumi, virinant DCM 10 val. Pirminio
ir antrinio produkto izomery santykis po atskyrimo 9,4:1.

4.1.2 Monoblokuoty gliceroliy saveika su ketonais

Optimizuojant glicerolio monoblokavimo PMBOH salygas, buvo
bandyta gauti kuo didesnj produkto pirminio ir antrinio izomery santykj.
Keiciant reakcijos saglygas nepavyko rasti tinkamy tik vieno pirminio izomero
susidarymui. Todél toliau bandyta PMB gliceroliy saveika su pasirinktais
ketonais, tikintis selektyviai uzblokuoti vieng i$ dviejy izomery.

Monoblokuoty PMB gliceroliy sgaveika su acetonu, ciklopentanonu ir
cikloheksanonu iki dviejy neblokuoty hidroksigrupiy surisimo j ciklag jmanoma
reaguojant abiems pradiniams izomerams. Susidaro pagrindinio — penkianario

dioksolano ir Salutinio — SeSianario dioksano dariniai (4.1-3 schema).
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4.1-3 schema. Monoblokuoty PMB gliceroliy sgveika su pasirinktais ketonais.

Minéty reakcijy eiga buvo stebima DCMD metodu; méginiai buvo imami
i§ reakcijos miSinio neutralizavus (TsOH) arba nufiltravus (A-15) katalizatoriy
bei vandens surisiklj (CuSOs), vienodai skiedziant. Kadangi buvo planuota
toliau vykdyti ciklo hidrolizés stadija, pagal susidariusiy eteriy patvarumo
rugStinei  hidrolizei didéjimg (ciklopentilideny < izopropilideny <
cikloheksilideny) [158] monoblokuoty PMB gliceroliy sgveika vykdyta i$
pradziy su ciklopentanonu, tada su acetonu ir galiausiai su cikloheksanonu.
Sintez¢ pakankamu grei¢iu vyko jau kambario temperatiiroje, todél tirpikliu
buvo pasirinktas zemos virimo temperatiros DCM.

Vykdant reakcijg su ciklopentanonu buvo iSbandyti du katalizatoriai —
TsOH ir A-15. Pastebéta, kad laikui bégant TsOH katalizatorius turi polinkj
skatinti diPMB dariniy susidarymg, tokiu biidu mazindamas pagrindinio
dioksolano produkto iSeiga (4.1-3 lentelé, 1.1-1.3 bandymai). Reakcijoje su
TsOH, panaudojus Svieziai iSkaitinta CuSOs druska iSsiskirian¢io vandens
suriSimui, trukmé sumazéjo mazdaug trigubai. Tomis paciomis sglygomis su A-
15 katalizatoriumi pagrindinio produkto iSeiga pavyko padvigubinti nuo 39 iki
77% (4.1-3 lentelé, 1.4 ir 2.1 bandymai; A-15 kiekiai nurodyti procentais nuo
paimtos reakcijai I-PMBGlic masés). Reakcijoje su A-15 pavyko gauti minéty
produkty misinj su dominuojanc¢iu dioksolano dariniu (dioksolano iSeiga 77%,
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produkty santykis 59:1). Tg patj patvirtino BMR spektriné analizé: *H BMR
(CDCl3) misinio spektre abiejy produkty signalai persikloja, tatiau PMB CHs
3,80 ir CCH20 4,46-4,54 m.d. signaly padvigubéjimas yra pastebimas (4.1-4
pav.). 50% A-15 kiekis yra ribinis, nes prasideda PMB grupés atskilimas.

4.1-3 lentele. PMB gliceroliy saveikos su ciklopentanonu DCM 25-27°C
temperatiiroje salygos.
H.0 Katali- | Nr. | Trukmé | Pastabos Produkty | Dioksolano
suriSiklis | zatorius (val.) (dioksolano/ | darinio 6
dioksano iSeiga (%)
dariniy)
santykis po
atskyrimo
0,2ekv. | 1.1 15 Po 1,5 val. - -
- TsOH 38%
glicerolio.
0,05ekv. | 1.2 19 Po 4 val. 4- - -
2 ekv. TsOH 1.3 6 8% diPMB - -
bev. dariniy.
CuSO4 14 2 - 13:1 39
40% A-15 | 2.1 2 - 59:1 77
50% A-15 | 2.2 2 Po 1 val. 42:1 28
11% PMB
skilimo
dariniy.
HaC g
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4.1-4 pav. PMB gliceroliy sgveikos su ciklopentanonu misinio *H BMR (CDCls) spektro

dalis.
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Anot Kocienski [158], analogiska trioliy sgveika su acetonu priklauso
nuo rigstinés aplinkos: su HoSO4 vyksta labai 1étai ir neselektyviai, o su HC1O4
ir TsSOH — Zymiai didesnémis iSeigomis, susidarant apie 80-90 % pagrindiniam
dioksolano dariniui ir 5-10 % Salutiniam dioksano dariniui. Atsizvelgus j tai,
buvo nuspresta iSbandyti visiSkai naujas salygas: panaudotas tirpiklis, vandens
suriSiklis ir jonitas. Minéta reakcija su acetonu dichlormetane su 45% A-15
kambario temperattiroje vyko létai (apie 60 val.). Buvo pastebéta, kad jau po 1
val. pradeda susidaryti diPMB dariniai. Laikui bégant jy gamybai susinaudojo
pagrindinis dioksolano produktas, galiausiai reakcijos misinyje jo liko tik apie
10%. Todgél toliau buvo bandytas cikloheksanonas.

Tiriant monoblokuoty PMB gliceroliy sgveika su ciklopentanonu, geresni
rezultatai gauti naudojant DCM tirpikl;, bevandeng CuSOs druska bei A-15
jonitg. Todél atliekant analogiSka sintez¢ su cikloheksanonu, démesys buvo
skirtas iSeigos priklausomybei nuo jonito kiekio ir temperatiiros minétomis
salygomis (4.1-4 lentelé; A-15 kiekiai nurodyti procentais nuo paimtos reakcijai
I-PMBGlic masés). Pagal atliktas reakcijas galima stebéti jdomig tendencija: su
mazais A-15 Kiekiais (25-30%) keliant temperatiirg (19-27 °C) iSeiga mazéja
(77-38%), o su didesniais jonito kiekiais (40-45%) keliant temperatiirg (19-28
°C) — didéja (63-88%); 50% A-15 kiekis yra ribinis — reakcijos misinyje
daugiausiai PMB grupés skilimo produkty. Su 40% A-15 pasiektas geriausias
iSeigos (88%) ir produkty santykio (219:1) atzvilgiu rezultatas — dioksano
darinio susidarée tik pédsakai. Tq patj patvirtino ir BMR spektry analize.

Produktas buvo isskiriamas i$ reakcijos misSinio du kartus ekstrahuojant
sistemose heksanas/H2O ir benzenas/H>0. Su vandeniu iSsiplové pradiniai
nesureagave reagentai. Sis atskyrimas buvo vykdomas produkto struktiiros
identifikavimui spektrine analize. Toliau vyko dioksolano ziedo hidrolizé,
susidarant PMB monoblokuotam gliceroliui, kuris gerai tirpsta vandenyje. Todél
visos kitos priemaiSos nesunkiai paSalinamos vé¢l ekstrahuojant sistemoje
benzenas/H20. Dél to PMBGlic saveikos su cikloheksanonu produktas gali biiti

panaudotas hidrolizés stadijoje be gryninimo.
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4.1-4 lentelé. PMB gliceroliy sgveikos su cikloheksanonu DCM salygos.

H.O t Nr. | Katali- | Trukmé Produkty Dioksolano
suriSiklis | (°C) zatorius (val.) (dioksolano/dioksano darinio
dariniy) santykis po | iSeiga (%)
atskyrimo
2 ekv. 19 1 | 25% A-15 2,5 45:1 77
bev. 20 2 | 30% A-15 2 30:1 55
CuSOg4 27 3 | 30% A-15 15 39:1 38
19 4 | 40% A-15 2 50:1 63
23 5 | 45% A-15 2 37:1 66
25 6 | 40% A-15 2 219:1 88
28 7 | 50% A-15 2 187:1 54

Tai pasirodé palankiausias kelias monoblokuoty PMB glicerolio izomery
atskyrimui i$ trijy bandyty (su ciklopentanonu, acetonu ir cikloheksanonu), todél
toliau buvo tirta tik cikoheksanono darinio hidrolizés stadija.

4.1.3 Cikloheksanono darinio hidrolizé

Monoblokuoto PMB glicerolio saveikos su cikloheksanonu produktas (4)
po 5-10 min. visiskai suskilo su iSbandytomis stipriomis riigstimis (konc. H2SOg,
konc. HCI, 80% AcFs bei 80% AcOH). Isitikinta — PMB grupé neatspari stipriai
rigstinei aplinkai. Toliau dioksolano ziedo hidrolizei (4.1-4 schema) buvo
iSbandyta metanolio prisotinto HCI dujomis sistema, kei¢iant vandens
surisiklius, reakcijos temperatiirg ir HCI koncentracijas (4.1-5 lentelé). Méginiai
analizei DCMD metodu buvo imami, neutralizavus riigstj sodos tirpalu,
ekstrahuojant DCM.

H,CO
3 OQ H+ HSCO OH
o L0 o__L_on
2

4

4.1-4 schema. Dioksolano ziedo rtigstiné hidrolizé.

Atliekant reakcijg be drusky (4.1-5 lentelé, 1-2 bandymai), naudojant
kaip tirpiklj ir reagenta metanolj prisotintag HCl dujomis, buvo kei¢iamos tirpaly
koncentracija (1-5M) bei temperatiira (-5 — 19 °C). Pastebéta, kad didesnés HCI
koncentracijos ir aukstesnéje temperatiiroje prasideda PMB grupés atskilimas,
todeél pasirinkta 2M HCI.
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Toliau bandyta tirti bevandeniy drusky jtaka reakcijos iSeigai (4.1-5
lentelé, 3.1-3.9 bandymai). Buvo lyginamos redukciniy savybiy druskos
(sulfitai) bei suriSan¢ios vandenj druskos. Vykdant sintezg¢ -5 — +5 °C su
Na2S20s reakcija vyksta 1étai, o su NapSOs — praktiskai nevyksta. Su NaxSOg ir
CuSO4 druskomis reakcija vyksta létai. Su 0,5 ekv. CaCl> — jau pastebimu
grei¢iu 0 — 5°C temperatiiroje. Padidinus pastarosios druskos kiekj iki 2 ekv.
pavyko gauti 94% produkto, o su 4 ekv. — sumazinti reakcijos trukme beveik 5
kartus (iSeiga 74%). Naudoty drusky vaidmuo Sioje reakcijoje yra neaiSkus ir
reikalauja tolimesniy tyrimy.

Tokiu budu, atskirtas pirminis monoblokuotas PMB glicerolis buvo
toliau panaudotas tiolipidy sintezés pirmtako — 1,2-ditetradecilglicerolio

gavimui.

4.1-5 lentelé. Cikloheksanono darinio 4 hidrolizés salygos.

Tirpiklis | t(°C) | Nr. Bev. | Trukmé | Geriausias Pastabos i$
druska (val.) produkto | paskutiniy DCMD
ir pradinio | duomeny, iSeiga
junginio
santykis
pagal
DCMD
5M HCI -5-5 1 - 25 po 25 val. | Po 25 val. 9% prod.
metanolyje 0,21
IMHCI |[-5-19| 2 - 60 po 24 val. | Po 60 val. 5% prod.
metanolyje 0,95
2M HCI -5—-5 | 3.1 | 0,4¢ekv. 115 po 50 val. Po 115 val. 24%
metanolyje Na»S20s 1,56 prod.
3.2 | 0,6 ekv. 70 po 46 val. Po 70 val. 18%
Nazszos 1,67 pI’Od.
3.3 | 0,8 ekv. 80 po 76 val. Po 80 val. 17%
Na,SO4 1,87 prod.
34 | 1ekv. 24 po 24 val. | Reakcija praktiskai
Na,SO3 0,0045 nevyksta.
35 | 1lekv. 160 po 136 val. Po 160 val. 19%
CuSO;, 2,77 prod.
0-5 | 3.6 | 0,5ekv. 71 po 50 val. Po 71 val. 23%
CaCl, 2,8 prod.
3.7 | 1lekv. 270 po 51 val. Po 270 val. 26%
CaCl, 2,32 prod.
3.8 | 2ekv. 95 po 70 val. Po 95 val. 29%
CaCl, 3,35 prod.; iSeiga 94%
3.9 | 4dekv. 20 po 20 val. Po 20 val. 31%
CaCl, 6,13 prod.; iSeiga 74%
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4.2 PMB glicerolio blokavimo THP ir TBS grupémis désningumai

Kadangi buvo planuota susintetintg monoblokuotg PMB glicerolj toliau
panaudoti tiolipidy sintez¢je, nuspresta blokuoti likusig pirming hidroksigrupe
kita blokavimo grupe. Tokiu btudu buty galima uztikrinti sunkiau vykstanéios
antrinés grupés saveika su ilgosios grandinés mezilatu, i§ pradziy gaminant
monodarinj. Jvykdzius selektyvy PMB deblokavima, toks junginys galéty bati
s¢kmingai panaudotas nesimetriniy lipidy sintezéje.

Pradéjome nuo tetrahidropiranilo (THP) eteriy gavimo (4.2-1 schema),
blokuojant dialkoholio pirming¢ hidroksilo grupe DHP. THP - populiari
blokavimo grupé, atsparesné ragstinei hidrolizei negu PMB. Deblokavimui gali
biiti naudojama atskiesta acto riigstis (4:1) 45 °C, piridinio p-toluensulfonatas
(PPTS) metanolyje arba etanolyje 45-55 °C, jonitai metanolyje ir Luiso riigstys
kambario temperatiiroje bei kiti btudai. THP eteriy gavimui dazniausiai
naudojami TsOH arba jonitai [158]. Todél miisy bandymai taip pat buvo atlikti
su minétais katalizatoriais skirtingomis saglygomis (4.2-1 lentelé). Reakcija buvo
stebima DCMD metodu, imant vienodos koncentracijos méginius po misinio
neutralizavimo (TsOH) sodos tirpalu arba filtravimo (A-15, A-200C) nuo
katalizatoriaus. Su TsOH katalizatoriumi (4.2-1 lentelé, 1.1-1.2 bandymai) 5 °C
temperatiiroje pirminé ir antriné hidroksigrupés reagavo praktiSkai vienodu
greiciu, o 19 °C temperatiiroje susidaran¢iy mono- ir diprodukty santykis jau po
10 min. atitinkamai buvo 2:1. Toliau buvo bandyti katalitiniai jonity Kiekiai (1-
2% nuo PMBGlic masés) vidutingje — 15 °C temperatiroje (4.2-1 lentelé, 2-3
bandymai). Reakcija vyko Zymiai léCiau. Po paros miSinyje su A-200C susidare
2,6:1 mono- ir didarinio atitinkamai, tuo tarpu su aktyvesniu A-15 — 4,2:1.
Paskutinés reakcijos miSinys buvo plautas nuo pasaliniy priemaisy ekstrahuojant

benzeno/H20 misiniu. Bendra abiejy produkty iseiga — 31%.
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H,CO 0
OH
o A
DHP, A-15, DCM, 10

H,CO
OH 15°C, 24 val. i
—>
0\)\/OH (31%)

2 H;CO
T8

11
4.2-1 schema. PMBGlic blokavimas DHP.
4.2-1 lentelé. THP eteriy gavimo salygos.
Nr. Reagentai Tirpiklis t Trukmé Mono- ir
PMB- DHP Katali- (°C) (val.) diprodukty
Glic zatorius santykis pagal
DCMD (bendra
iSeiga)
1.1 | lekv. | 1ekv. 0,005 abs. DCM 5 1 1:1 po 1val.
ekv.
TsOH
1.2 | lekv. | 1ekv. 0,005 abs. DCM | 19 3 2:1 po 10 min.
ekv.
TsOH
2 lekv. | 1ekv. 1% A- | abs.DCM | 15 24 2,6:1 po 24 val.
200C
3 1 ekv. 1 ekv. 2% A-15 | abs. DCM 15 24 4,2:1 po 24 val.
(31%)

Blokavimo THP grupe rezultatai nebuvo pakankamai geri, todél reakcija
pakartota su stambesne TBS grupe, naudojant pricinamg TBSCI reagents.

TBS eteriai — populiariausi blokuoti sililo dariniai, stabillis silpnai
bazinéje ir silpnai rhgStinéje aplinkoje, nesunkiai deblokuojami (HF
kompleksais su aminais, fluoridais, PPTS metanolyje, ACOH/THF/H>0, jonitais
ir kt.), todé¢l daZznai naudojami alkoholiy blokavimui. DaZniausiai tokia sintezé
vykdoma baziniy aktyvatoriy, imidazolo arba DMAP poveikyje dipoliniuose
aprotiniuose tirpikliuose, kaip DMF. Tokiomis saglygomis pirminé hidroksigrupé
reaguoja Zymiai grei¢iau negu antrin¢ [158]. Senesniam literatiiros Saltinyje

[165] nurodytos Siek tiek kitokios salygos: TBS eterius jmanoma gauti DBU
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bazinéje aplinkoje dichlormetane, acetonitrile arba benzene. Kai naudojamas
benzenas bazinis reagentas iSkrenta DBU-HCI pavidalu, tai palengvina
pagrindinio produkto atskyrimg. Frain ir bendraautoriams [166] pavyko
selektyviai uzblokuoti pirmine¢ diolio hidroksigrupe TEA/DMAP aplinkoje
dichlormetane. Tuo tarpu Wilke su kitais [167] optimizavo minétas sglygas
nenaudojant katalizatoriaus heksano ir acetonitrilo miSinyje.

Atskyrimo privalumas (netirpaus DBU-HCI susidarymas) paskatino mus
pradéti TBS eteriy sinteze¢ nuo DBU/CeHs metodikos (4.2-2 lentelé, 1
bandymas). Tafiau minétomis sglygomis po 0,5 val. susidaré mono- ir
diprodukty miSinys (2,3:1). Kadangi 15 °C temperatiroje reagavo ir antriné
hidroksigrupeé, buvo nuspresta pereiti prie TEA, bet DMAP katalizatoriaus
nenaudoti (4.2-2 lentelé¢, 2.1-2.3 bandymai).

4.2-2 lentelé. TBS eteriy gavimo salygos.

Nr. Reagentai (ekv. Tirpiklis t Trukmé | Geriausias mono- ir
kiekiai) (°C) (val.) | diprodukty santykis
PMB- | TBS- | Bazé pagal DCMD
Glic Cl (monoprodukty
iSeiga)
1 1 1 11 abs. CeHs 15 2 2,3:1po 0,5 val.
DBU
2.1 1 1 1,1 abs. DCM | -8 iki 16 PMB skilimo
TEA 18 produktai po 16 val.
2.2 1 2 6 TEA | abs. DCM | -8 iki 141 1:1 po 117 val.
18
2.3 1 2 6 TEA | abs. DCM 5 49 8,9:0,1 po 49 val.
(43%)

Pirmiausiai sintezé buvo vykdoma nuo -8 iki 18 °C temperatiiroje, stebint
produkty susidarymg DCMD metodu. Pastebéta, kad Zemesnéje temperatiiroje
(iki 5 °C) antriné hidroksigrupé nereaguoja, o 18 °C temperatiiroje po 4 val.
atsiranda diprodukto. Tesiant reakcija, nustatyta, kad iSsiskirian¢io HCI
suri$imui buvo paimtas nepakankamas TEA kiekis — po 24 val. dél riigstinés
aplinkos atskilo PMB grupé. Optimizuojant salygas, TEA kiekis buvo
padvigubintas, o reakcija vykdyta laikant Saldytuve apie 141 val. Kaip ir tikétasi,
1§ pradZiy antriné grupé nereagavo ir reakcija praktiSkai sustojo. Tod¢l buvo

pridéta dar 1 ekv. TBS ir 4 ekv. TEA (i§ viso atitinkamai 2 ir 6). Palaipsniui
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temperattira buvo pakelta iki 18 °C ir po 1 val. prad¢jo gamintis diproduktas.
Isitikinome, kad antriné grupé kambario temperatiiroje yra zymiai aktyvesné.
TreCig karta reakcija buvo sékmingai atlikta iSlaikant misinj kelias dienas
Saldytuve. Pavyko iSvengti diprodukto susidarymo, nes antriné grupé reagavo
létai ir reakcijos miSinyje jos priemaiSinio monoprodukto susidaré apie 6% — tai
buvo uzfiksuota DCMD metodu. Bendra dviejy monoprodukty iSeiga po
atskyrimo — 43% (4.2.2 schema).
Y

H;CO
0 L3

H,CO TBSCI, TEA, DCM, .
\)\/ 0c 49 val. 12.37%)
(43% \i/
+

13 (6%)
4.2-2 schema. PMBGlic blokavimas TBSCI.

Atlikti blokavimo TBS ir THP grupémis tyrimai yra aktualis ir bus
ateityje pritaikyti daugiafunkciniy dariniy, turinéiy tris skirtingus pakaitus,

sintezéje.

4.3 Tiolipidy sintezé
Atsizvelgiant | tiolipidy sintezés literatiiring apzvalga, buvo pasirinkta
sintetinti tos pacios glicerolio pagrindu strukttros, skirtingy riSanciyjy grupiy
tiolipidus — tiolj ir ciklinj disulfidg (4.3-1 schema).
0)

OLO\AO/\/O\/\O/\/SH

0) s-S

OLO\/\O/\/O\/\O/\/OM

0]
4.3-1 schema. 1,2-Ditetradecilglicerolio OEGA4 tiolio ir ciklinio disulfido struktiros.
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Abu junginiai gauti aukStomis iSeigomis (79 ir 93%) pagal naujai sukurtg
sintezés plang, naudojant nebrangius prieinamus reagentus. Buvo iSvengta
tiolinés grupés blokavimo stadijos, todé¢l sintezés kelias, palyginus su kitais
autoriais, sutrumpéjo. Dar vienas privalumas — nesudétingas junginiy atskyrimas
be kolon¢linés chromatografijos (i8skyrus izotiuronio druskg), taupant laika.

Sintezés pirmtakas — 1,2-ditetradecilglicerolis buvo susintetintas i$
pirminio PMB monoblokuoto glicerolio (4.3-2 schema). I$ pradziy jvykdyta jo
sgveika su tridecilmetansulfonatu (C14H200Ms), o véliau PMB grupé deblokuota
DDQ reagentu DCM ir H20 misinyje (10:1).

NaOH, DMSO,

H;CO H;CO
OH TBAL C,;H,,OMs 14 _ H3 0C, Hy
23-30 °C, 38 val.
0\)\/OH 0\)\/0C14H29

2 15 (88%)

DDQ,DCM/H,0,
kamb. t., 1 val.

OC,4H,9
HO 0C,,H,,

16 (69%)
4.3-2 schema. 1,2-ditetradecilglicerolio sintez¢ i§ I-PMBGlic izomero.

Pirmoji stadija buvo atliekama pagal Faragher [122] metodika, tinkama fitanilo
lipidy sintezei. Analogiskai bandyta DMSO/Sarmas sistema (4.3-1 lentelé, 1.1-
1.4 bandymai). Buvo pastebéta, kad 40-50 °C temperatiroje ilgéjant reakcijos
trukmei suintensyvéja CisH200Ms hidrolizé ir reakcija sulétéja. SumaZinus
temperatirg ir pritaikius TBAI katalizatoriy pavyko sutrumpinti laikg ir Zymiai
padidinti produkto iSeiga (nuo 29 iki 88%). Siuo atveju TBAI buvo reikalingas
ne tik kaip tarpfazinis katalizatorius, bet ir mezilato jono pakeitimui
reaktingesniu jodidu. Sintezé kartota virinant toluene (4.3-1 lentelé, 2.1-2.4
bandymai). Kaip ir tikétasi, reakcija vyko 1étai, hidrolizuojantis C14H29OMs,
todél laikui bégant visai sustodavo. Tik su 0,1 ekv. benziltrietilamonio chlorido
(TEBA) katalizatoriumi, po 46 val. virinimo toluene pavyko iSskirti 28%
produkto. Deja, minéto rezultato Sioje sistemoje pagerinti nepavyko. Toliau

produktas sékmingai deblokuotas (69%) DDQ.
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4.3-1 lentelé. I-PMBGlic sgveikos su C1aH200Ms salygos.

Nr. Reagentai (ekv. kiekiai) Tirpiklis t Truk- | ISeiga (%);
PMB- | CuH2- | Bazé | Katali- (°C) mé pastabos
Glic OMs zatorius (val.)

1.1 1 2,2 4 - abs. 40 107 29

KOH DMSO
1.2 1 3 5 - abs. 45- 48 12
KOH DMSO 50
1.3 1 2,5 5 0,25 abs. 18- 47 66
NaOH | TBAI DMSO 30
1.4 1 2,5 5 0,25 abs. 23- 38 88
NaOH | TBAI DMSO 30
2.1 1 2,5 5 - abs. 110 4 Produkto
NaOH toluenas pédsakai su
2.2 1 2,5 5 2 TEBA abs. 110 10 pradiniais
NaOH toluenas junginiais.
2.3 1 2,2 2,2 0,5 abs. 110 80 Misinyje
KOH | TEBA | toluenas produktas
su
C14H200Ms
ir
C14H200H.
2.4 1 2,2 2,2 0,1 abs. 110 46 28
KOH | TEBA | toluenas
Tiolipidy sintezés kelias prasidéjo nuo 1,2-ditetradecilglicerolio

mezilinimo stadijos (4.3-3 schema). Bazinéje tretiniy aminy aplinkoje buvo

pagamintas mezilatas 17. Metansulfonilchlorido (MsCl) DCM tirpalas buvo

laSinamas ] pradinio junginio ir tretiniy aminy misinj zemoje temperatiiroje (0 —

5 °C). Po sulasinimo reakcijos miSinys buvo maiSomas 0,5 val. ledy vonioje, 0,5

val. kambario ir véliau kelias valandas — virimo temperattiroje. Optimaliy salygy

beieskant (4.3-2 lentelé), nustatyta, kad reakcijg ypac veikia drégmé, todél

sintezé buvo vykdoma absoliuciojoje aplinkoje. ISeiga nuo to pageréjo net 30%

(nuo 69 iki 99%). Tretiniy aminy mezilinty dariniy nesureagave likuciai buvo

nesunkiai pasalinti plaunant vandeniu.
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H,,C1,0 OC4H,9 MsCl, TEA, TMA'HCI, OEG4, NaOH,
toluenas, vir. t., 3 val.

DCM, vir. t., 2 val.
Vb, 2vay, R-OMs » R(OCH,CH,),OH

oH 17 (99%) 18 (78%)

16, ROH

(0]
HO
S—S
> R(OCH2CH2)4
DCC, DMAP, DCM,

N, kamb. t., 48 val. 19 (93%) 5—S
18
(NH,),CS, 2-C;H,OH, vir. t. 15 val.
R(OCH2CH2)4OMS
MsCL, TEA, TMAHC,
DCM, vir. t., 2 val. 20 (98%)
+ -
/NH2 OMs  Na,$,05 CHCLy/H,0, N, vir. t., 4 val.
R(OCHZCH2)4S_C< >  R(OCH,CH,),SH
21 (59%) 22 (79%)

4.3-3 schema. Tiolipidy sintezé.

4.3-2 lentelé. Mezilinimo reakcijos tyrimas — 17 junginio sintezés salygos.

Nr. Reagentai (ekv. kiekiai) Tirpiklis | t(°C) | Trukmé | ISeiga
ROH | TEA | TMAHCI | MsCI (val.) (%)
1 1 1,5 0,1 1,5 DCM 25 1 69
2 1 15 0,1 1,5 DCM 25 2 86
3 1 2 0,1 15 | abs. DCM 25 5 51
4 1 2 0,2 2 abs. DCM | 35-37 1 95
5 1 2 0,2 2 abs. DCM | 40-42 2 99

Sintetinant OEG pirmtaka (18), OEG buvo deprotonizuotas natrio Sarmu
ir veikiamas 1,2-ditetradecilglicerolio mezilatu 17:
HO(CH2CH20)nH + NaOH — NaO(CH2CH20),H + H20 (1)
R-OSO2CH3 + NaO(CH2CH20),H — R-O(CH.CH,0)nH + NaOSO.CHz  (2)
R — 1,2-ditetradecilglicerolis; n = 3 - 5.

Galima buvo pasirinkti natrj arba natrio hidrida, bet alkoholiato susidaryma
lengviau stebéti renkant iSsiskiriantj vandenj Dino-Starko rinktuvu. Be to, tokiu
biidu galima kontroliuoti reakcijos misSinio drégme ir iSvengti pradinio 1,2-
ditetradecilglicerolio mezilato hidrolizes. Taip pat buvo svarbu, kad pasigaminty
OEG mononatrio druska, o ne diproduktas, nes, tokiu atveju, antroje reakcijoje

atsirasty galimybé jungtis dviems molekuléms mezilato i§ abejy dinatrio druskos
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pusiy. Norint to iSvengti buvo imamas didelis OEG perteklius. Reakcija kartota
kelis kartus abs. benzene ir toluene (4.3-3 lentelé). Pastebéta, kad nuo tirpiklio
priklauso saveikos greitis ir iSeiga. Virinant toluene (vir. t. 111 °C) produktas
gautas po 3 val. su 78% iSeiga. Tomis paciomis sglygomis benzene (vir. t. 80 °C)
susidaré 68% produkto ir tik per trigubai ilgesnj laika, iSeiga pavyko padidinti
iki 83%. Sios reakcijos iSeiga pavyko pagerinti iki 85% prailginant trukme
toluene. Visais atvejais, sintezé buvo vykdoma stebint pluonasluoksne
chromatografija kol visiSkai sureaguoja pradinis mezilatas, kad galutinj

produkta galima buty atskirti ekstrakcijos metodu.

4.3-3 lentelé. Mezilato 17 su OEG sgveikos tyrimas — 18 junginio sintezés salygos.
Nr. Reagentai (ekv. kiekiai) Tirpiklis t Trukmé | ISeiga

ROMs | NaOH OEG (°C) (val.) (%)
1 1 2 5 OEG4 abs. toluenas 111 3 78
2 0,5 2 5 OEG4 abs. toluenas 111 4 41
3 1 3 7 OEG3 abs. toluenas 111 5 85
4 1 2 5 OEG5 | abs. benzenas 80 3 68
5 1 2 5 0OEG4 | abs. benzenas 80 9 83

Ciklinio disulfido 19 sintezei, junginys 18 buvo veikiamas aktyvuota
DCC lipoine riigstimi. Reakcija s€ékmingai jvykdyta azoto aplinkoje, kambario
temperatiiroje (iSeiga 93%). Tai Steglich esterifikacija, DCC naudojant kaip
jungimosi agenta, o DMAP — kaip katalizatoriy. IS tikryjy, tai senesnio amidy
formavimo EDC/HOBt metodo adaptacija. Pagal esterifikavimo mechanizma
(4.3-4 schema) sios létos reakcijos eigoje susidaro tarpinis kompleksas, nuo
kurio atskilus dicikloheksiluréjai (DCU) gaunamas galutinis produktas [168].
Miisy atveju produktas buvo Zymiai tirpesnis dichlormetane, todél DCU pavyko

nufiltruoti ir papildomo gryninimo neprireikeé.
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4.3-4 schema. Steglich esterifikacijos mechanizmas [168].

Kita tiolipidy sintezés kryptis buvo vykdoma sintetinant tiolj 22. Tam
panaudota mezilizotiuronio druska 21, kurios sintezei buvo iSbandyti du
alkoholiai — n-butanolis ir 2-propanolis (4.3-4 lentelé). Tikétasi, kad aukstesnés
virimo temperatiiros N-butanolis (118 °C) leis gauti druskg per Zymiai trumpesnj
laikg. Taciau su juo pavyko gauti produkto ir pradiniy junginiy mis$inj, kuriame
produktas sudaré apie ketvirtadalj. Geriau reakcija vyko virinant absoliu¢iame
2-propanolyje (82 °C), nors tai uzémé 15 val. Neabsoliuc¢iuose minétuose
alkoholiuose sintezé praktiSkai nevyko. Galutiné mezilizotiuronio druska buvo
iSgryninta kolonélinés chromatografijos metodu su 59% iSeiga. Jg galima
nei$skiriant hidrolizuoti iki atitinkamo tiolio. Miisy sintez¢je minéta druska buvo
i§skirta struktiiros patvirtinimui spektroskopiniais metodais. Toliau buvo
pasirinkta Svelni jos hidrolizé Na2S20s inertinéje azoto aplinkoje. Tai pasirodé
efektyvus (79%) tiolio gavimo biidas, leidziantis i§vengti disulfidy susidarymo.

Tiolis nuo neorganikos buvo plaunamas vandeniu.

4.3-4 lentelé. 1zotiuronio druskos (21) sintezés salygos.

Nr. | Reagentai (ekv. kiekiai) Tirpiklis t Trukmé ISeiga (%)
R-OEG4-Ms | (NH2).CS (°C) (val.)
1.1 1 1,2 n-butanolis 118 55 Pradiniai
junginiai

1.2 1 1,2 abs. n- 118 3 Produkto ir
butanolis pradiniy

2.1 1 1-1,2 2-propanolis 82 12-15 | junginiy miSinys

2.2 1 1,5 abs. 2- 82 15 59
propanolis
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Visy susintetinty lipidiniy junginiy struktira buvo patvirtinta
spektroskopiniais metodais.

Susintetintas tiolis 22 savaime oksidavosi laikant Saldiklyje (-12 °C)
mazdaug per dvi savaites. Tuo tarpu ciklinis disulfidas 19 buvo laikomas tomis
paciomis sglygomis kelis ménesius be jokiy pokyciy.

Vilniaus universiteto Biochemijos instituto Bioelektrochemijos ir
biospektroskopijos skyriuje abu susintetinti tiolipidai (19 ir 22) buvo iSbandyti
tBLM formavimui. IS pradziy skiedZiant merkaptoetanoliu pagamintas SAM,
kuris inkubuotas 1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfocholinu (DOPC) i§ metanolio,
kei¢iant jj fosfatiniu buferiu. Tokiu budu sékmingai suformuota tBLM

panaudota tolimesniems modeliniy dvisluoksniy savybiy tyrimams.

4.4 Biotino dariniy sintezé

Tiolipidy sintezés strategija leido analogiSkai sintetinti biotino
daugiafunkcinius junginius. Buvo suplanuota gauti dviejy tipo biotininius
darinius — inkarinj tiolj ir fluorescuojantj stilbazolio junginj. Pagrindinis jy
pritaikymas — tBLM formavimas ir baltymy zyméjimas, paremtas bioaktyvia
biotino/glikoproteino saveika. Stilbazolio Zymé buvo pasirinkta dél specifinio
jautrumo modeliniams dvisluoksniams, siekiant tirti baltymy saveika artimoje
tBLM aplinkoje. Be to, stilbazolio dariniai dalyvauja elektrony pernasos
procese, ir §1 savybé yra patraukli elektrooptiniy jrenginiy gamybai [169].

Kaip jau buvo minéta, populiariausi biotino dariniai — BAT, savo
struktiiroje turi amidinius arba peptidinius rysSius, neigiamai veikiancius tBLM
formavimg bei tam tikras jos savybes. Miisy susintetinti galutiniai produktai —
trietilenoksiheksiltiolbiotino (BET) ir trietilenoksiheksildimetilaminostilbazolio
(BES) daugiafunkciniai esteriai, kuriy struktiiroje inkaras ir Zymé yra atskirti
neutraliu eteriniu rysiu (4.4-1 schema). Iterpta heksiltrietilenoksidiné grandiné
suteikia lankstumo ir uztikrina tinkamg komplekso su streptavidinu i§sidéstyma

bei atsparumg nespecifinei baltymy adsorbcijai metalo pavirSiuje.
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4.4-1 schema. BAT ir sintetinty BET ir BES struktiiros.

Biotino dariniy pirmtakas — chlorheksiltrietilenglikolis (25) buvo
susintetintas deprotonizuojant OEG3 alkoholj natriu, po to veikiant 1,6-
dichlorheksanu  benzene (4.4-2 schema). Analogiskai susintetintas
chlorheksilpentaetilenglikolis (26) buvo panaudotas tiolio 28 gavimui, kuris
reikalingas kaip skiediklis SAM tyrimui SPR elipsometrijos metodu. Tam
virinant n-butanolyje buvo gauta izotiuronio druska 27, kuri sékmingai (51%)
iSskirta plaunant acetonitrilu. Jos hidrolizé jvykdyta natrio Sarmo tirpale argono
atmosferoje, 60°C temperatiiroje per 5 valandas su 56% iSeiga.

Junginio 25 funkcionalizavimas aktyvuotu EDC-HCI/DMAP biotinu
leido gauti perspektyvy halogenidg 29, sékmingai panaudota dviejy biotininiy
esteriy (BET ir BES) sintezei. Susintetinta izotiuronio druska 30 sékmingai
(59%) isskirta i§ metanolio, acetono ir eterio misinio. Toliau jos hidrolizei, dél
esteriniy ry$iy buvimo, panaudotas $velnus reagentas — Na»S>0s, ir tiolis 31
gautas vidutine iseiga (47%). Stilbazolio druska 33 i§ pradziy bandyta gauti
virinant toluene, bet savait¢ trunkanti sintezé buvo nutraukta, susidarius tik
produkto pédsakams. Tuomet reakcija atlikta panaudojus tetraetilamonio jodido
(TEAI) katalizatoriy MW salygomis, o produktas iSgrynintas kolonéline

chromatografija vidutine iSeiga (47%).
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33, BES (47%)

4.4-2 schema. Biotininiy dariniy sintezeé.

Visy susintetinty biotino dariniy struktira buvo patvirtinta
spektroskopiniais metodais.

Vilniaus universiteto Biochemijos instituto Bioelektrochemijos ir
biospektroskopijos skyriuje susintetintas daugiafunkcinis tiolis 31 kartu su
inkariniu junginiu 28 (5:95 0,2 mM etanolio tirpalas) buvo panaudoti SAM
formavimui ant aukso. Pavir§ius buvo inkubuotas streptavidinu i§ vandeninio
tirpalo (I uM) ir SPR elipsometrijos metodu uZfiksuotas sluoksnio storio
pasikeitimas, atitinkantis biotino/streptavidino sgveika monosluoksnyje. Ten pat
buvo atlikti ir fluorescenciniai matavimai. Atlikus membrany dializg
streptavidino (15 uM) ir stilbazolio darinio 33 (200 uM) vandeniniu tirpalu,
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buvo jrodytas tetramerinio komplekso susidarymas su streptavidinu, stebint

fluorescencija.

4.5 1,2-Ditiolano dariniy sintezé ir Ramano spektry analizé

SAM formavimui skiedikliais dazniausiai naudojami trumpos grandinés
sotieji merkaptoalkoholiai. Populiarus merkaptoetanolis linkes greitai
oksiduotis, o tai trukdo tvarkingam SAM bei tBLM formavimui. Todél buvo
suplanuota sintetinti stabilius ciklinius disulfidus, kuriuos galima bity naudoti
kaip skiediklius SAM formavimui ir kaip tBLM risikliy pirmtakus.

Ciklinius disulfidus jmanoma gauti i§ bistiocionaty ir halogenidy
dazniausiai tarpfazinés katalizés salygomis [170-172]. Inkarinis junginys 35
((1,2-ditiolan-4,4-diil)dimetanolis — DTDM) buvo susintetintas i§ pigiy 2,2-
bis(brommetil)-1,3-propandiolio (BMP) ir natrio disulfido su di-n-
decildimetilamonio bromido (DDAB) katalizatoriumi 38% iSeiga (4.5-1
schema). Toliau jvykdyta jo saveika su gintaro rugsties anhidrido pertekliumi
sausame piridine kambario temperatiroje, s€¢kmingai susidarant dariniui 36
(99%). Abu gauti inkariniai junginiai 35 ir 36 pasizyméjo ypatingu stabilumu,
laikant juos kambario aplinkoje porg mety. Toliau darinys 36 buvo panaudotas
SAM formavimui kaip skiediklis ir daugiafunkciniy cholesterolio cikliniy

disulfidy sintezéje.
(0]
(ONgo) HO (o)
Br Na282 DDAB s T\/Eo E)M S
II{{(()) Br ><: > 0 ><:S'

CHC13/H2O Py, Ar kamb.t, o S
45 °C, 20 val. 12 pary w
34, BMP 35, DTDM (38%) 36, DTDG (99%)

4.5-1 schema. Inkariniy DTDM ir DTDG junginiy sintezeé.

Susintetinty junginiy struktira buvo patvirtinta BMR, IR, MS
spektroskopijos metodais. Taip pat uzrasyti abiejy inkariniy junginiy Ramano
sklaidos spektrai. Naudojant Gaussian 03W ir 09 programas, atlikti atitinkami
kvanty cheminiai skaiCiavimai. Skaifiavimy eiga, junginiy struktiiros bei
skaiciuoti spektrai buvo vizualizuoti ChemCraft programa. Struktiiros (4.5-1 ir
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4.5-2 pav.) optimizuotos DFT B3LYP ir PBEPBE metodais (smulkiau aprasyta
metodikose).

DTDM atveju buvo rasyti kristaly ir DTDM ant aukso pavirSiaus Ramano
spektrai. Jy palyginamoji analizé su skai¢iuotais spektrais ir potencinés energijos
pasiskirstymo (angl. Potencial Energy Distribution — PED) analizé leido tiksliai
priskirti virpesiy juostas (4.5-1 lentelé). Eksperimentiniai Ramano spektrai rodo
(4.5-3 ir 4.5-4 pav.), kad 1,2-ditiolano Ziedas adsorbuojasi ant aukso pavirSiaus
skylant disulfidiniam rySiui (508 c¢cm™) ir susidarant Au-S rysiui (255 cm™).
DTDG atveju, disulfidiné grupé buvo redukuota tributilfosfinu (PBus) iki
tiolinés; uzraSyti Ramano spektrai (4.5-5 pav.) leido akivaizdziai stebéti tiolinio
ry$io (2581 cm™?) atsiradimg ir disulfidinio (511 cm™®) — i8nykimg. Atlikti kvanty
cheminiai skai¢iavimai buvo analogiSkai panaudoti DTDG  struktiiros

optimizavimui ir virpesiy juosty priskyrimui (4.5-2 lentelé).
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4.5-2 pav. Sumodeliuota DTDG struktiira.
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4.5-3 pav. DTDM kristaly eksperimentinis (raudonas) ir DTDM sumodeliuotas (mélynas)
Ramano spektrai.
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4.5-4 pav. DTM ant Au pavirsiaus eksperimentinis (raudonas) ir sumodeliuotas (mélynas)
SERS spektrai.
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4.5-5 pav. Eksperimentiniai redukuoto (Zalias) ir neredukuoto (raudonas) DTDG bei jo
sumodeliuotas (mélynas) Ramano spektrai.
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4.5-1 lentelé. DTDM virpesiniy juosty priskyrimas.

Virpesys | Virpesys | Normuotas Virpesio atomy Priskyrimas %
(cm?) (cm™) virpesys numeriai (3.5.1 pav.)
eksp. sp. | skaié. sp. (cm™)
skaic.
sp.
368 363 363 3-8-9 0s (CSS) 58
374 370 370 1-2-10 0s (CCC) 49
- 427 426 2-13-18; 0as (CCO) 15;
3-2-13 0s(CCC) 23
- 461 461 10-1-3-2 yoop (CCCC) 22
508 525 524 8-9 Vs (SS) 95
611 618 615 1-2, 8-3, 9-1; Vas (CC ir SC) 30;
1-2-3, 2-10-16 Vs (CCC) 19
735 738 733 8-3,9-1,1-2 Vs(SCirCC) 74
735 753 748 9-1, 2-3; Vs (SC ir CC) 60;
1-2-3 Js (CCC) 17
783 783 778 8-3, 2-3, 2-13, 2-10 Vs (SCir CC) 67
845 860 853 2-13, 2-10; Vas (CC) 21,
4-1-5, 6-3-7 oas (HCH) 54
884 898 889 4-1-5, 6-3-7 oas (HCH) 52
894 937 928 1-2, 8-3, 9-13; Vs (SCir CC) 15;
13-2-18-14 yoop (CCOH) 21
932 970 959 11-10-12, 14-13-15 das (HCH) 23
1024 1059 1045 18-13, 16-10; Vas (OC) 21;
1-2, 2-3 J’s (CC) 30
1046 1081 1067 4-1-5, 6-3-7; oas (HCH) 19;
6-10, 13-18 Jas (CO) 13
1068 1113 1098 16-10, 18-13 Vas (OC) 68
1093 1137 1121 18-13, 16-10 Vs (OC) 58
1162 1158 1141 6-3-2, 4-1-9; ds (HCC ir HCS) 16;
4-1-5, 6-3-7 oas (HCH) 19
- 1199 1180 19-18-13 0s (HOC) 14
- 1206 1188 6-3-2 0s (HCC) 40
1230 1241 1221 17-16-10; oas (HOC) 27,
6-3-7, 4-1-5 das (HCH) 21
- 1264 1243 19-18-13; oas (HOC) 22;
14-13-2, 11-10-2; oas (HCC) 31;
12-10-2-1 7 (HCCC) 21
- 1274 1253 17-16-10; oas (HOC) 19;
14-13-2, 11-10-12; 0s (HCC) 16;
15-13-2-1 7 (HCCC) 21
- 1280 1259 4-1-9 0s (HCS) 39
1286 1338 1314 4-1-5, 14-13-15, 11-10- das (HCH) 54
12
1422 1440 1411 14-13-15, 11-10-12 das (HCH) 44
1426 1456 1427 4-1-5; das (HCH) 19;
11-10-12, 14-13-15 s (HCH) 18
1456 1458 1429 6-3-7 0s (HCH) 52
1456 1469 1439 4-1-5 0s (HCH) 51
- 1500 1469 14-13-15, 11-10-12 0s (HCH) 71
- 1511 1479 11-10-12, 14-13-15 das (HCH) 61
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2878 2980 2832 10-11, 10-12, 13-14, 13- Vs (CH) 96
15

2878 2985 2836 10-11, 10-12, 13-14, 13- Vs (CH) 96
15

2878 3021 2869 13-14, 13-15 Vas (CH) 84

2878 3027 2874 10-11, 10-12, 13-14, 13- Vas (CH) 95
15

2920 3067 2910 1-4,15 Vs (CH) 94

2937 3095 2934 3-6,3-7 Vs (CH) 99

2953 3121 2957 1-4,15 Vas (CH) 99

2961 3153 2986 3-6,3-7 Vs (CH) 99

- 3899 3637 16-17 Vs (OH) 100

- 3902 3639 18-19 Vs (OH) 100

Santrumpos: s — simetriniai valentiniai virpesiai, 7as — asimetriniai valentiniai
virpesiai, os — simetriniai deformaciniai virpesiai, das — asimetriniai deformaciniai virpesiai,
— torsioniniai virpesiai, yoop — neplokstuminiai deformaciniai virpesiai (angl. out of plane).

4.5-2 lentelé. DTDG virpesiniy juosty priskyrimas.

Virpesys | Virpesys | Normuotas | Virpesio atomy numeriai | Priskyrimas %
(cm?) (cm?) virpesys (3.5.5 pav.)
eksp. sp. | skaié. (cm™)
sp. skaic. sp.
- 349 349 3-2-10, 10-2-13 0as (CCC) 53
380 367 367 1-8-9 0s (CSS) 62
- 407 407 34-37-38 0s(CCO) 22
- 425 425 24-27-29 0s(CCO) 44
- 476 476 8-9 Vas (SS) 35
511 478 478 8-9 15 (SS) 59
- 513 513 40-34-38-37 yoop (OCOC) 31
- 519 519 40-34-38-37 yoop (OCOC) 23
- 538 538 34-37-38; das (CCO) 16;
31-18-19 0s (CCO) 18
- 553 553 22-21-24-27, 23-21-24-27; 7(HCCC) 32;
41-21-16-17 yoop (OCOC) 50
- 578 578 32-31-18-20 7(HCCO) 22
- 580 580 32-31-18-20 7(HCCO) 17
- 592 592 28-27-29 0s (OCO) 52
607 607 607 30-29-27 0s (HOC) 60
607 615 615 38-37-40 0s (OCO) 59
- 652 652 39-38-37-40 7(HOCO)79
- 662 662 21-17-41; 2-10-16 0s (CCO) 42
- 708 708 9-3, 8-1; Vas (SC) 21;
28-24-29-27 yoop (OCOC) 27
- 714 714 19-18-20; s (OCO) 18;
28-24-29-27 yoop (OCOC) 14
- 725 725 9-3, 8-1 Vas (SC) 46
737 733 732 8-1,9-3 V5 (SC) 73
784 805 804 1-2; 2-3; 34-37 Vas (CC) 26
790 810 808 22-21-23; 25-24-26; oas (HCH) 51
32-31-33; 35-34-36
839 847 845 17-21, 24-27 Vas (CC) 58
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839 868 865 2-10 15 (CC) 15
- 890 887 34-37, 38-37, 1-2 Vas (CC) + Vas
(OC) 46
- 904 901 24-27,17-21 15 (CC) 34
- 909 905 1-2, 34-37; 15 (CC) 21;
4-1-5; 6-3-7; 14-13-15; oas (HCH) 26
915 912 909 2-3; Vas (CC) 19;
6-3-7; 11-10-12; 14-13-15 oas (HCH) 41
963 965 961 19-18; 15 (OC) 18;
18-31 15 (CC) 14
987 1001 996 19-13 15 (OC) 59
- 1030 1024 25-24-27; 0s (HCC) 20;
22-21-23; 25-24-26 oas (HCH) 26
- 1044 1037 32-31-33; 35-34-36 oas (HCH) 88
1066 1062 1056 21-24, 16-10 15 (CC) + I5
(OC) 59
1066 1075 1068 16-10, 21-24 V5 (OC) + 15
(CC) 67
1078 1090 1083 31-34 15 (CC) 58
- 1126 1117 11-10-12; 14-13-15 oas (HCH) 32
- 1142 1133 38-37, 16-17 15 (OC) 28
- 1146 1137 38-37 5 (OC) 25
- 1152 1142 24-27, 29-27; Vas (CC) + Vas
30-29-27, 22-21-17 (OC) 25;
0s (HOC) 32
- 1173 1163 16-17 15 (OC) 22
1173 1185 1175 32-31-33, 35-34-36 0s (HCH) 54
- 1191 1181 18-19; 5 (OC) 18;
32-31-33, 35-34-36 0s (HCH) 21
- 1198 1188 4-1-5; 6-3-7 0s (HCH) 46
- 1224 1213 30-29-27; oas (HOC) 24,
22-21-23, 25-24-26 0s (HCH) 42
1250 1231 1220 5-1-4; 7-3-6; 11-10-12; 14- oas (HCH) 59
13-15
1250 1281 1268 14-13-15, 11-10-12 0s (HCH) 45
1250 1283 1270 11-10-12, 14-13-15; 7-3-6 0s (HCO) 55
1250 1288 1275 39-38-37; 0s (COH) 35;
35-34-36 oas (HCH) 28
1297 1296 1283 22-21-23; 25-24-26 0s (HCH) 49
1297 1310 1296 32-31-33, 36-34-35 0s (HCH) 67
1297 1321 1306 14-13-15, 11-10-12 oas (HCH) 32
1297 1330 1315 21-24-26 0s (CCH) 19
- 1345 1330 6-3-7; 11-10-12 0s (CCH) 32
- 1351 1336 24-27, 29-27; V5 (CC) + I5
30-29-27 (0OC) 21;
0s (HOC) 23
- 1359 1343 39-38-37 0s (COH) 14
- 1398 1381 14-13-15, 11-10-12 oas (HCH) 61
- 1402 1385 23-21-23 oas (HCH) 37
- 1414 1396 12-10-11, 15-13-14 oas (HCH) 51
1420 1427 1409 32-31-33; 35-34-36 0s (HCH) 50
1462 1463 1443 22-21-23 0s (HCH) 59
1462 1466 1447 32-31-33; 0s (HCH) 85
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1462 1473 1454 6-3-7 Js (HCH) 74
1462 1477 1457 25-24-26 ds (HCH) 80
1462 1478 1458 4-1-5 Js (HCH) 73
1462 1502 1481 11-10-12, 14-13-15 ds (HCH) 70
1462 1509 1488 14-13-15, 11-10-12 das (HCH) 70
1709 1796 1761 20-18 75 (OC) 85
1709 1813 1778 41-17 75 (OC) 86
1736 1809 1774 40-37 /5 (OC) 81
1736 1819 1783 28-27 75 (OC) 83
2933 3035 2912 10-11, 10-12, 21-22, 21-23 Vas (CH) 86
2933 3040 2916 10-11, 10-12, 21-22, 21-23 V5 (CH) 82
- 3054 2929 31-32, 31-33, 34-35, 34-36 75 (CH) 96
2935 3060 2934 1-4,15 75 (CH) 89
2935 3061 2935 3-6, 3-7, 13-14 Vas (CH) 84
- 3063 2937 31-32, 31-33, 34-35, 34-36 Vas (CH) 85
- 3065 2939 24-25 V5 (CH) 83
2963 3068 2941 3-7,13-14, 13-15 75 (CH) 92
- 3079 2951 21-22, 22-23 vas (CH) 87
- 3079 2952 31-32, 31-33, 34-35, 34-36 V5 (CH) 96
- 3098 2969 31-32, 31-33, 34-35, 34-36 Vas (CH) 98
2997 3098 2969 10-11, 10-12 Vas (CH) 92
2997 3118 2987 1-4, 1.5, 3-6, 13-14, 13-15 vas (CH) 86
2997 3119 2988 1.5, 13-14, 13-15 Vas (CH) 88
2997 3122 2991 3-6, 3-7 vas (CH) 84
- 3138 3005 24-26 V5 (CH) 86
- 3758 3558 29-30 ¥ (OH) 100
- 3759 3559 38-39 ¥ (OH) 100

Santrumpos: ¥7s — simetriniai valentiniai virpesiai, Vas — asimetriniai valentiniai
virpesiai, os — simetriniai deformaciniai virpesiai, das — asimetriniai deformaciniai virpesiai, 7
— torsioniniai virpesiai, yoop — neplokstuminiai deformaciniai virpesiai (angl. out of plane).

4.6 Cholesterolio dariniy sintezé

Tesiant paieska medziagy, tinkamy modeliniy membrany kirimui bei jy
savybiy tyrimams atlikti, buvo pasirinkti cholesterolio dariniai. Visi junginiai
analogiSkai ankstesniems buvo sintetinami su patvariu, neutraliu, lanks¢iu OEG
tarpiniu fragmentu. Tai uztikrino stabily bei lanksty prikabinimg prie metalo
pavirSiaus ir leido i§saugoti natiiralias cholesterolinés dalies savybes.

Buvo sintetinami tBLM risikliai — daugiafunkciniai cholesterolio tioliai
ir cikliniai disulfidai. Kadangi tioliai link¢ oksiduotis, disulfido inkaras buvo
pasirinktas stabilumui padidinti. Disulfidinis tiltelis uztikrina stabily
prikabinimg per du sieros atomus vykstant adsorbcijai ant metalo pavirSiaus
(4.6-1 pav.). Be to, pats ciklinis inkaras, suformuotas i§ DTDM, pasizyméjo

ypatingu stabilumu. I§ esmés, sintetinti junginiai yra daugiafunkciniai esteriai,
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taCiau juose esterinis rySis buvo atitrauktas nuo cholesterolinés dalies OEG
grandine, tokiu biidu mazinant galimy vandeniliniy rySiy ir kriivio jtaka
natiralioms jo savybéms.

Lipidy zZyméjimas fluorescuojancia grupe populiarus tBLM savybiy
tyrimuose, ta¢iau Zzyméty cholesteroliy néra daug [173, 174]. DazZnai tai
daugiafunkciniai dariniai, kuriuose fluorescuojanti Zymé yra Salia cholesterolio
ir tokiu biidu daro jtaka jo fizikocheminéms savybéms. Kurdami fluorescencinj
zymeklj, bandéme uztikrinti ne tik intensyvig fluorescencijg, bet ir iSsaugoti kuo
nattralesng cholesterolio aplinkg. ISvengti vandeniliniy rySiy susidarymo
galimybés nepavyko — susintetintose struktiirose yra esterinis ir amidinis rySiai.
Tacdiau sintezé buvo atlikta tokiu keliu, kad minéti rySiai atitraukti nuo
cholesterolinés dalies. Buvo planuota panaudoti sintetinius Zymeklius Igsteliniy
steroliy pasiskirstymui tirti, kuris priklauso nuo jy sgveikos su membranos
lipidais ir baltymais. Todél buvo chemiskai modifikuojama cholesterolio
hidroksilo grupé, o alifatiné grandiné palikta laisva — jsiterpimui j dvisluoksn;.
Zymenimis buvo pasirinkti komerciskai prieinami cianinai (Cy3 ir Cy5). Ilgyjy
grandiniy zymekliai, tokie kaip pvz. heksadekano stilbazolio darinys (HeksDec-
Stb), gali buti pritaikyti vietoje Cy3 dariniy poroje su Cy5 fluorescencinei
rezonansinei elektrony pernasai (FRET) stebéti Zymiai patogesnéje regimojo
spektro srityje (4.6-2 pav.). FRET efektas jmanomas tik tuomet, kai atstumas
tarp donoro ir akceptoriaus yra 1-10 nm. Donoro molekulé — Zymé, absorbuoja
energija ir perduoda ja molekulei akceptoriui, be jokiy molekuliy susidirimy
arba be jokio virsmo Silumine energija. Donoro fluorescencijos emisijos
(iSspinduliavimo) sritis turi persidengti su akceptoriaus absorbcijos
(suzadinimo) sritimi. Daugumos baltymy skersmuo, biologiniy membrany storis
yra mazdaug iki 9 nm, tod¢l FRET gali buti sékmingai pritaikytas jy atskiry
komponenty tarpusavio sgveikai tirti [175]. Modeliuojamu atveju stilbazolio
darinys dél savo socCiosios alifatinés grandinés jsiterps j lipidy dvisluoksnj, o
cholesteroliniai cianiny Zymekliai —  cholesterolines sankaupas membranose.
Todel susintetinti Zymekliai yra perspektyviis junginiai steroliy ir lipidy

pasiskirstymui tirti, o jmanomas FRET reiSkinys bus stebimas persidengiant
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minétoms sritims didesnio ploto bei patogesnéje regimojo spektro dalyje (4.6-3
pav.).

Praktiné patirtis leido susintetinti ir visiSkai naujg cholesterolinj redokso
zymeklj. Tai viologeny — 4,4'-bipiridilo drusky atstovas. Viologenai populiarts
del savo stabilumo, elektrochemiSkai griztamo elgesio ir spalvos pasikeitimo
tarp dviejy oksidacijos buiseny [ 176, 177]. Todél buvo susintetintas perspektyvus
junginys, leidziantis tirti elektrony pernasos kinetikg suformuotose sistemose,
naudojant jvairius elektrocheminius metodus [178]. Sis redokso zymeklis taip
pat gali biiti s¢kmingai pritaikytas lipidiniy sankaupy tyrimams atlikti, kadangi
turi galimybe¢ jsiterpti } cholesteroling aplinka membranose ir dalyvauti
tarpsluoksniniuose difuziniuose persigrupavimuose (angl. ,,flip-flop ), stebint
elektrocheminio signalo atsiradima (4.6-4 pav.). Be to, jo modifikavimas ciano
grupe leido pastumti redokso potencialg j teigiamesniy verciy puse, o tai atveria
patogesnes elektrocheminiy tyrimy galimybes.

Fosfolipidai

USSR S

skiediklis | | | | | | IIII'I.I.I
Au

4.6-1 pav. Cholesterolio ciklinis disulfidas — tBLM risiklis.
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4.6-2 pav. Cholesterolio fluorescuojantys zymekliai dvisluoksnio savybiy tyrimams.

Stb Cy3 Stb  Cy5

Poriti Absorbcija
Y (nm)
Stb 479
Cy3 550 570
Cy5 650 670
e p— g
450 500 550 600 650 700 750 nm

4.6-3 pav. Absorbcijos ir emisijos persiklojimas regimajame spektre FRET efektui stebéti.

Zymeklis % 3 FlipJflop*
5 cr
T "N+
(ocH,cnz)(OB/\/Na/C ¥ PPT

Skiediklis

Au

4.6-4 pav. Cholesterolio redokso zymeklis tarpsluoksniniam persigrupavimui tirti
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Cholesteroliniy dariniy pirmtakas — cholesterolio OEG alkoholis i3
pradziy buvo bandytas gauti per dvi stadijas pagal tiolipidy sintezés metodika
(4.6-1 schema a ir c¢ stadijos). Tam cholesterolis buvo mezilintas, taciau
tolimesné OEG deprotonizacija natrio Sarmu ir jo sgveika su cholesterolio
mezilatu 38 toluene buvo nesékminga. Pagrindinj produkta pavyko atskirti i$
misinio plaunant metanoliu, taciau jo susidaré tik apie 5%. Toliau bandyta
Bhattacharya [153] metodika (4.6-1 schema b ir d stadijos) — cholesterolio OEG
alkoholiai 40 ir 41 sékmingai susintetinti argono atmosferoje virinant OEG su
cholesterolio tozilatu 39 (CHOL-Ts) absoliu¢iame dioksane. Cholesterolio
pentaetilenglikolis (CHOL-OEG5) gautas 69%, o jo tetraetilenglikolis (CHOL-
OEG4) — 87% iseiga. Paskutinis darinys panaudotas dar vieno pirmtako (42)
sintezei, vykdant jo esterifikacijg su 3-brompropionine riig§timi, esant TsOH
katalitiniam kiekiui. Gauti trys pirmtakai buvo panaudoti daugiastadijinéje

cholesteroliniy tBLM risikliy bei zymekliy sintezéje.
Br

B

O__4
HO_
s T
_S7
pH %0 0 0
TEA, Br(CH,),COOH,
TMA'HCI OEG ToOH
e —_
a (93%) ¢ (5,5%) toluenas, Ar,
b (79%) d (69-87%) vir.t., 5 val. (50%)

37, CHOL-OH 38, R=CH;, CHOL-Ms; 40, n=4, CHOL-OEG4; 42
39, R=pCH;-C¢(H,, CHOL-Ts 41, n=5, CHOL-OEGS.

4.6-1 schema. Cholesterolio dariniy pirmtaky sintezé: a) MsCIl, DCM, vir. t., 1 val.; b) TsCl,
CsHs, 60-65 °C, 4 val.; c) NaOH, toluenas, vir. t., 7 val.; d) dioksanas, vir. t., 12 val.

tBLM risikliai su ciklinio disulfido inkaru buvo gauti esterifikuojant
DTDG cholesterolio OEG alkoholius (4.6-2 schema). Reakcijai iSmégintos
karbodiimidiniy (EDC, DCC) aktyvatoriy ir DMAP katalizatoriaus sistemos
(4.6-1 lentelé). Kambario temperatiiroje per 72 val. susidaré apie 43% mono- Su

didarinio pédsakais; prailginus trukme iki 240 val.,, pavyko atskirti 29%
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diprodukto. ISeigai pagerinti salygos buvo pakeistos — sékminga esterifikacijos
reakcija atlikta (88-92%) virinant toluene su TsOH katalizatoriumi. Mono- ir
diprodukto miSiniai buvo i§gryninti kolonélinés chromatografijos metodu, o jy

struktiira patvirtinta BMR spektrais (4.6-1 pav.).

tBLM risikliai su tiolio grupe 47 ir 49 buvo gauti hidrolizuojant
susintetintas izotiuronio druskas Na2S20s chloroformo ir vandens misinyje.

36, DTDG

HO

HO

CHOL OEG oN
CHOL-OEGn
40, su OEG4

X3
> CHOL OEG OJ\/ﬁT
41, su OEG5

43, su OEG4 (92%),
b 44, su OEG5 (88%).

oo
@) ©)
@} o

C d
CHOL-OEG4—O—§:O —» CHOL-OEG4—S._NH, —» CHOL-OEG4—SH

| |
NH
45 (94%) ol 47 (74%)
o 46 (77%)
Br
H,'N
NH
39 S5 \>’ 2 d_ Q SH
CHOL-OEG4-0O

CHOL-OEG4-O

48 (38%) 49 (65%)

4.6-2 schema. Daugiafunkciniy cholesterolio tBLM riSikliy sintezé: a) TSOH, toluenas, vir. t.,
19 val.; b) MsClI, TEA, TMA'HCI, DCM, vir. t., 2 val.; ¢) (NH2).CS, 2-butanolis, vir. t., 10
val.; d) Na;S,0s, CHCI3/H,0, Ar, vir .t., 5 val.

4.6-1 lentelé. Daugiafunkciniy cholesterolio cikliniy disulfidy 43 ir 44 sintezés

salygos.
Nr. Reagentai (ekv. kiekiai) Tirpiklis t Trukme | ISeiga (%),
42 | CHOL- | Aktyvatorius/ (°C) (val.) pastabos
OEG Katalizatorius
1 1 2,232 4EDC/0,25 | abs.DCM | 25 72 43 (mono-)
DMAP
2 1 232 4DCC/0,25 |abs.DCM | 25 240 29 (di-)
DMAP
3 1 2,131 -/ 1,5 TsOH abs. 111 19 92 (di-);
arba 32 toluenas 88 (di-).
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4.6-1 pav. Cholesterolio ciklinio disulfido 43 *H BMR (CDCls) spektry dalys: a) diprodukto;
b) pradinio CHOL-OEG4, mono- ir diprodukto.

IS pirmtaky 40 ir 42 taip pat buvo sintetinami cholesterolio Zymekliai

(4.6-3 schema).
1§ CHOL-OEGH4 alkoholio ir komerciskai prieinamy Cy3 ir Cy5, panaudojus

Cianinais zymeéti cholesteroliai 50 (31%) ir 51 (25%) buvo gauti

EDC/DMAP sistemg absoliu¢iame acetonitrile kambario aplinkoje. 4,4'-
Bipiridilo monokvaternizavimas 42 junginiu buvo atliktas MW sglygomis
(57%). Galiausiai viologenas 53 gautas (31%) kvaternizuojant monoproduktg 52
chloracetonitrilu Ar atmosferoje, kambario temperatiroje per 25 paras su

tetraetilamonio jodido (TEAI) katalizatoriumi.
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0] o
CHOL-OEG4-0 CHOL-OEG4-0
50 (31%) 51 (25%)
|\N Br- Cl+
o — - N
b ~ IO
42— CHOL-OEG4-OT(\,N+/ ~— > CHOL-OEG4-0 N N
0O Br-
52 (57%) 53 (31%)

4.6-3 schema. Cholesterolio zymekliy sintezé: a) Cy3 arba Cy5, EDC, DMAP, CHsCN, kamb.
t., 16 val.; b) 4,4'-bipiridinas, CH3;CN, MW, 8 val.; c) TEAI, CICH.CN, Ar, kamb. t., 25 paros.

Visi susintetinti cholesterolio dariniai  buvo iSskirti paprastais
ekstrakcijos, dekantavimo ir kristalinimo metodais, i§skyrus junginius 43, 44, 50
ir 51, kurie buvo gryninti kolonéline chromatografija. Daugiafunkciniai tioliai
47 ir 49 savaime oksidavosi iki disulfidy ir sulfodariniy laikant Saldymo
kameroje (-12 °C) apie 3 savaites. Cholesterolio cikliniai disulfidai 43 ir 44 buvo
laikomi tomis paciomis sglygomis be pastebimy pokyciy kelis ménesius, taciau
esterinis rysis pradéjo skilti laikant juos kambario aplinkoje apie 4 savaites.
Susintetinti cholesteroliniai zZymekliai 50, 51 ir 53 buvo sékmingai laikomi
inertiniy dujy atmosferoje Zemose temperatiirose.

Vilniaus universiteto Biochemijos instituto Bioelektrochemijos ir
biospektroskopijos skyriuje susintetinti cholesterolio inkariniai junginiai 44 ir
49 buvo panaudoti SAM gavimui aukso pavirSiuje. Skiedikliais (1:1) naudoti 36
junginys — SAM su 44 ir merkaptoetanolis — SAM su 49 junginiu. Veikiant
suformuotus SAM, cholesterolio ir DOPC (60%:40%) vezikulémis buvo gautos
atitinkamos tBLM, kuriy susidarymas bei funkcionalizavimas — sgveika su
pneumolizino toksinu, buvo patvirtinti EIS metodu. Daugiafunkcinis Zymeklis
51 buvo panaudotas kaip stebéjimo priemoné cholesterolio ekstrakcijai i§ tBLM
DOPC vezikulémis arba metil-S-ciklodekstrinu. Viologeno darinio 53 redokso
aktyvumas buvo istirtas CV metodu. tBLM suformuotos i§ vezikuliy (DOPC ir
53) pademonstravo elektrony perneSimo gebéjima, kuris gali buti sekmingai

pritaikytas bioelektrocheminése sistemose.
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5. DARBO METODOLOGIJA

5.1 Naudotos medZziagos ir aparatiira

Sintezei naudoti komerciskai prieinami reagentai ir tirpikliai, pirkti 18
,,Sigma-Aldrich® ir ,,Across Organics®, nebuvo papildomai gryninti, i§skyrus kai
kuriuos tirpiklius (ziar. 5.3.1 skyriy), kurie buvo absoliutinami prie$ sintezés
atlikimg. Silikagelis Silica gel 60 (0,06-0,02 mm) naudotas kolonélinei
chromatografijai ir BMR tirpikliai jsigyti i§ ,,Carl Roth“. Sintezéms naudoti
jonitai (A-15 ir A-200C) pirkti i§ ,,Across Organics®“. A-15 ragsties formos
jonitas nebuvo papildomai dziovinamas ir sijojamas. A-200C i§ druskos formos
regeneruotas ] rugsSting (iSlaikant 24 val. atsk. H2SO4), naudotas isdziovintas
nesijojant.

'H ir 13C BMR spektrai rasyti Varian Unity Inova (atitinkamai 300 ir 75
MHz) arba Brucker 400 (atitinkamai 400 ir 100 MHz) spektrometrais vidiniu
standartu naudojant likutinius deuteruoto chloroformo (CDCIs), acetono
((CD3)2C0O) arba dimetilsulfoksido ((CDz).SO) signalus. IR spektrai uzrasyti
Perkin-Elmer FT-IR Spectrum BX Il (KBr tabletése), Perkin-Elmer GX FT-IR
(plevelése) arba Bruker Alpha Platinum ATR (tiesiogiai) spektrometrais.
Ramano sklaidos matavimai (Raman) atlikti Echelle tipo spektrometru
RamanFlex 400 (suzadinimas 785 nm). Masiy spektrai (MS) rasyti Agilent 1100
su teigiamy jony masiy (M+) gaudykle spektrometru arba naudojantis dujy
chromatografu su masiy detekcija Shimadzu GC/MS-QP2010 Ultra su
automatinio jleidimo sistema Shimadzu Auto Injector AOC-20i bei Restec Rtx-
1701 w/Integra-Guard kolonéle (30 m, 0,25 mm, 0,25 pum sluoksnio storis).
Elementiné analizé (El. an.) atlikta Perkin-Elmer 2400-B mikroanalizatoriumi.
Susintetinty junginiy grynumas ir reakcijy eiga buvo stebima pluonasluoksnés
chromatografijos (Pl. chrom.) metodu, naudojant ploksteles Silufol UV 254
(,,Kavalier), ryskinant jodu. Chromatografijai naudotos eliuenty sistemos
nurodytos tiirio santykiu prie metodiky aprasymy. Tirpikliai buvo nugarinami,

koncentruojant reakcijos miSinius sumazintame slégyje rotaciniu garintuvu.
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5.2 Kvanty cheminiai skai¢iavimai

Visi skai¢iavimai buvo atlieckami su vienu i§ populiariausiy kvanty-
cheminiy skai¢iavimy programiniu paketu Gaussian versijos GO3W ir G09
[179]. Dalis skaiciavimy atlikti auk$to nasumo atviros prieigos skaiiavimo
centre ,,HPC Saulétekis*. TeoriSkai modeliuojant sistemas ir skai€iuojant jy
termodinamines savybes buvo naudojamas vienas i§ efektyviausiy Siuo metu
DFT (angl. Density Functional Theory) metodas. Siuo metu yra sukurta daugybé
jvairiy DFT funkcionaly — PBE1PBE, BLYP, B3LYP, B3LYP-D3, B2PLYP,
MPW1PW91, S-VWN ir daug kity. Paprastai kiekvienas funkcionalas turi tam
tikras taikymo sritis, kuriose rezultatai biina geriausi. Atliekant vibraciniy
dazniy skaiCiavimus vienais 1§ populiariausiy ir jvairiuose straipsniuose
rekomenduojamais funkcionaly yra B3LYP ir PBE1PBE. Sioje disertacijoje Visi
toliau minimi skai¢iavimo darbai buvo atlikti naudojant minétus funkcionalus.
DTDG geometrijos optimizavimas ir vibraciniy dazniy skaiiavimai buvo
atliekami B3LYP metodu su 6-311++G(d,p) baziniy funkcijy rinkiniu. DTDM
skai¢iavimai buvo atlieckami PBE1PBE metodu su 6-311++G(2d,p) baziniy
funkcijy rinkiniu. Aukso pavirSius buvo modeliuotas naudojant devyniy aukso
atomy klasterj, kurio struktiira buvo optimizuota atskirai B3LYP metodu su
LanL2DZ ECP (angl. Effective Core Potential — efektyviojo branduolio krtivio)
baziniy funkcijy rinkiniu, esant +1 klasterio kriiviui. DTDM ant aukso klasterio
skaiCiavimai buvo atlikti nekeiCiant aukso klasterio struktiiros ir Au atomams
naudojant B3LYP/LanL2DZ ECP, o B3LYP/6-31++g(d,p) metodus — kitiems
atomams. Naudojant teorinius metodus harmoniniy vibraciniy dazniy
apskaiciavimui daznai stebimas sistemingas apskaiciuotyjy dazniy nuokrypis
nuo eksperimentiskai gauty. Laikoma, kad Sio reiSkinio priezastys yra virpesiy
anharmoniSkumo nejvertinimas ir nepilnas atsizvelgimas j elektrony koreliacija
atliekant ab initio skai¢iavimus. Atsizvelgiant j §io reiSkinio sistemingumg yra
iprasta padauginti apskaiCiuotg virpesio daznj i§ daugiklio. Paprastai Sio
daugiklio reikSmeé priklauso nuo naudojamo skaiciavimo metodo ir baziniy

funkcijy rinkinio. Todél skai¢iuoty dazniy skalé buvo normuojama, panaudojant
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sary§i: v =a(v)-v, kur v yra daznis, o a(v) normavimo faktorius. Normavimo
faktoriy apibiidina Zemiau pateikta formulé [180]:

y—y°

yF -y’

a(v)=1-(1-a")

Visi Siame darbe pavaizduoti apskaiCiuoti Ramano spektrai buvo koreguoti
naudojant tokias parametry reik§mes: o« = 0.97; vF = 3000; v° = 600.
Apskaic¢iuoti Ramano sklaidos aktyvumai (S j) buvo sugraduoti, pakeic¢iant juos
Ramano skerspjtviais (Mo/Q) , kurie yra proporcingi Ramano intensyvumams
ir gali bati lyginami su eksperimentiniais duomenimis. Ramano sklaidos

skerspjiiviai apskaiciuoti pagal zemiau pateikta formule [181, 182]:

00 _ 24t (VO—VJ-)4 h s
oQ 45 —hevy; 8z%cv; |’
l-exp| ——> !

KT

kur vo — lazerinés spinduliuotés daznis, v j, ] — normalinés modos virpesinis
daznis, ¢ ir kK — universalios konstantos. Skai¢iuotame Ramano spektre linijos

buvo iSpléstos iki 20 cm™ pusplocio, naudojant Lorenco funkcija.

5.3 Sintezés metodikos
5.3.1 Tirpikliy absoliutinimas

Dietileteris, dimetilsulfoksidas, dioksanas, piridinas, 2-propanolis ir n-
butanolis dziovinami laikant vir§ KOH granuliy. Dioksanas, 2-propanolis ir n-
butanolis $vieziai disltiliuojami prie§s naudojimg. Benzenas, toluenas ir
dichlormetanas virinami, kol nugaruoja apie trec¢dalis viso paimto tirpiklio turio,
kartu su aceotropiniu miSiniu paSalinant vandenj. Atliekant sinteze¢ minétuose
tirpikliuose, naudojama tiesioginé (benzenui, toluenui) arba atvirkstiné (DCM)

Dino-Starko gaudyklé vandens ir tirpiklio misinio surinkimui. Acetonitrilas

......
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5.3.2 Glicerolio monoblokavimas PMB grupe (4.1-2 schema, 4.1-1 lentelé)
3-((4-metoksibenzil)oksi)propan-1,2-diolis (2)
H;CO

OH
O0_\_OH
Bendra gavimo metodika

PMBOH, glicerolis, jonitas ir tirpiklis kaitinami tam tikroje
temperatiiroje tam tikrg laiko tarpg. Reakcijos miSinys nufiltruojamas ir
sukoncentruojamas (kai tirpikliu naudojamas benzenas — koncentruoti nebiitina).
Lickana tirpinama benzeno ir vandens miSinyje (1:1) ir ekstrahuojama vandeniu.
Produktas 1§ vandens iSsiidomas NaCl druska ir ekstrahuojamas DCM. DCM
sluoksniai apjungiami, dziovinami bev. Na.SQOg ir sukoncentruojami. Gaunamas
I-PMBGlic ir 1I-PMBGlic miSinys su priemaiSomis. Bendra produkto abiejy
izomery 1iSeiga apskaiCiuojama 1§ wuzraSytos po atskyrimo DCMD
chromatogramos duomeny.
| metodas (dioksane)

a) PMBOH (2 g; 14,48 mmol), glicerolis (10,57 ml; 13,33 g; 145 mmol)
ir A-15 (0,2 g) kaitinami abs. dioksane (5 ml) 85 °C temperatiiroje MW
saglygomis (180W) 10 min. Po atskyrimo gautas I-PMBGlic ir [I-PMBGlic

(2,8:1) misinys (1,5 g) su PMB dariniy (11%) priemaiSomis. Bendra abiejy
1zomery iSeiga 42,7%.

b) PMBOH (2 g; 14,48 mmol), glicerolis (4,23 ml; 5,33 g; 57,9 mmol) ir
A-15 (0,2 g) kaitinami abs. dioksane (50 ml) 85 °C temperatiiroje 7 val. Po
atskyrimo gautas I-PMBGlic ir 1I-PMBGlic (3,6:1) miSinys (1,7 g) su PMB
dariniy (12%) priemaiSomis. Bendra abiejy izomery iSeiga 48,2%.

c) PMBOH (2 g; 14,48 mmol), glicerolis (5,29 ml; 6,67 g; 72,4 mmol) ir
A-15 (0,2 g) virinami abs. dioksane (40 ml) 5 val. Po atskyrimo gautas I-
PMBGlic ir 1I-PMBGlic (1,7:1) miSinys (1,8 g) su PMB dariniy (11%)
priemaiSomis. Bendra abiejy izomery iSeiga 50,4%.
Il metodas (benzene)

a) PMBOH (5 g; 36,2 mmol), glicerolis (13,21 ml; 16,66 g; 181 mmol)

ir A-15 (1 g) virinami abs. benzene (100 ml) 8 val. Po atskyrimo gautas I-
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PMBGlic ir 1I-PMBGlic (5,4:1) misinys (4,6 g) su PMBOH (1,2%) ir diPMBEt
(0,3%) priemaiSomis. Bendra abiejy izomery iSeiga 57,3%.

b) PMBOH (2 g; 14,48 mmol), glicerolis (4,23 ml; 5,33 g; 57,9 mmol) ir
A-200C (0,4 g) virinami abs. benzene (60 ml) 8 val. Po atskyrimo gautas I-
PMBGlic ir II-PMBGlic (5,9:1) misinys (1 g) su PMBOH (14%) priemaisa.
Bendra abiejy izomery iSeiga 28%.

¢) PMBOH (2,2 g; 15,92 mmol), glicerolis (5,7 ml; 7,19 g; 78 mmol) ir
A-200C (0,88 g) virinami abs. benzene (60 ml) 2 val. Po atskyrimo gautas I-
PMBGlic ir II-PMBGlic (4,6:1) misinys (1,6 g) su PMBOH (0,8%) priemaisa.
Bendra abiejy izomery 1Seiga 47%.

[11 metodas (glicerolyje)
PMBOH (2 g; 14,48 mmol), glicerolis (10,57 ml; 13,3 g; 145 mmol) ir

tam tikras kiekis jonito kaitinami tam tikroje temperatiiroje tam tikrg laiko tarpa.
Po atskyrimo gautas I-PMBGilic ir 1I-PMBGlic misinys (nuo 3,5 iki 5:1) su PMB
dariniy (0,7-27%) priemaiSomis. Bendra abiejy izomery iSeiga nuo 29 iki 61%.
IV metodas (dichlormetane)

PMBOH (2,2 g; 15,92 mmol), glicerolis (5,23 ml; 6,6 g; 71,7 mmol) ir
tam tikras kiekis jonito virinami abs. DCM (60 ml) tam tikrg laiko tarpg. Po
atskyrimo gautas I1-PMBGlic ir [I-PMBGlic miSinys (nuo 5,4 iki 9,4:1) su PMB

dariniy (10-36%) priemaiSomis. Bendra abiejy izomery iSeiga nuo 24 iki 66%.

MS (I-PMBGlic), m/z (%): 121 (100), 137 (38), 212 (8). MS (lI-
PMBGlic), m/z (%): 121 (100), 137 (27), 212 (7). MS (diPMBEt), m/z (%): 121
(100), 122 (76), 137 (8), 150 (17), 258 (10). MS (diPMBGlic), m/z (%): 121
(100), 137 (93), 211 (56).

2-(((4-metoksibenzil)oksi)metil)-1,4-dioksaspiro[4.5]dekanas (4)

HsCOQOJE@

I-PMBGlic (2) ir II-PMBGIic (3) misinys (0,6 g), kuriame pagal DCMD
chromatograma 83,04% I-PMBGIlic (0,49 g¢; 2,309 mmol), taip pat

cikloheksanonas (0,477 ml; 0,453 g; 4,62 mmol), Svieziai iSkaitintas bev.
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CuSOq4 (0,737 g; 4,62 mmol) ir A-15 (0,2 g) maiSomi abs. DCM (15 ml) 25 °C
temperatiroje 2 val. Tuomet reakcijos miSinys nufiltruojamas,
sukoncentruojamas, tirpinamas heksane ir ekstrahuojant plaunamas 10%
NaHCOs tirpalu bei wvandeniu. Heksano sluoksniai apjungiami ir
sukoncentruojami. Liekana tirpinama benzene ir ekstrahuojant plaunama
vandeniu. Benzeno sluoksniai apjungiami, dziovinami bev. NaxSOs ir
sukoncentruojami. Gaunamas produktas 4 (0,596 g; 88%) su neZymia
cikloheksanono priemaisa (~2%).

'H BMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 1,36-1,41 (m, 2H,
C(CH2CH2):CH); 1,58-1,61 (m, 8H, C(CH:CH))2); 3,40-3,44 (m, 1H,
CCH20CH-HY); 3,50-3,55 (m, 1H, CCH,OCH-H?); 3,71-3,75 (dd, J = 8,25 ir
6,25; 1H, CHCH-H*0OC); 3,80 (s, 3H, CHz3); 4,02-4,05 (dd, J = 8,19 ir 6,36; 1H,
CHCH-H?0C); 4,24-4,30 (m, 1H, CH); 4,46-4,53 (m, 2H, CCH,OCHy); 6,86-
6,88 (m, 2H, CH3OC(CH).); 7,24-7,26 (m, 2H, OCH2C(CH)). *C BMR (100
MHz, CDCls, 6 ppm): 23,98 (C(CH2CH>)2); 25,11 (C(CH2CH.)2.CH>); 34,85 ir
36,40 (C(CH2CHy>),); 55,21 (CHa); 66,62 (CHCH>OC); 70,94 (CCH>OCHpy);
73,09 (CCH20CHz>); 74,32 (CH); 109,86 (02C); 113,75 (CH30C(CH)2); 129,32
(OCH2C(CH)>); 130,07 (CH2C); 159,22 (CH30C). MS, m/z (%): 121 (100), 135
(29), 136 (22), 194 (15), 292 (4). PI. chrom., Rf(benzenas:acetonas — 2:1) = 0,6.

3-((4-metoksibenzil)oksi)propan-1,2-diolis (2) po hidrolizés
H;CO

O\)O\H,OH

Nevalytas reakcijos miSinys (0,6 g), kuriame pagal DCMD
chromatograma 60,26% junginio 4 (0,36 g; 1,231 mmol), taip pat bev. CaCl:
(0,273 g; 2,463 mmol) maisomi 2M HCI dujomis (0,629 g; 17,24 mmol)
prisotintame metanolyje (10 ml) 5 °C temperatiiroje 95 val., paliekant Saldytuve
(5 °C) per naktj. Tuomet reakcijos miSinys nufiltruojamas, neutralizuojamas
kietu NaHCOs iki pH~ 7, vél nufiltruojamas ir sukoncentruojamas. Liekana
tirpinama benzeno ir vandens misinyje (1:1) ir ekstrahuojama vandeniu.

Produktas 1§ vandens iSsiidomas NaCl druska ir ekstrahuojamas DCM. DCM
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sluoksniai apjungiami, dziovinami bev. Na.SOg ir sukoncentruojami. Gaunamas
produktas 2 (0,2454 g; 94%).

'H BMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 2,72 (s, 1H, CH20H); 3,11 (s, 1H,
CHOH); 3,46-3,54 (m, 2H, OCH.CHOH); 3,56-3,68 (m, 2H, CH>0OH); 3,80 (s,
3H, CH3); 3,84-3,88 (m, 1H, CH); 4,47 (s, 2H, CCH>); 6,87-6,89 (m, 2H,
CH30C(CH)2); 7,23-7,25 (m, 2H, OCH2C(CH)2). *C BMR (100 MHz, CDCls,
o ppm): 63,99 (CH.0H); 70,63 (OCH.CHOH); 71,3 (CCH.); 73,16 (CH);
113,83 (CH3OC(CH)2); 129,42 (OCH:C(CH)2); 129,69 (CH20C); 159,21
(CH30Q). MS, m/z (%): 121 (100), 137 (38), 212 (8). El. an., rasta (%): C, 61,99;
H, 7,80; O, 30,01; apskaiciuota C11H1604 (212,24): C, 62,25; H, 7,60; O, 30,15.

Pl. chrom., Rf(benzenas:acetonas — 2:1) = 0,4.

2-(((4-metoksibenzil)oksi)metil)-1,4-dioksaspiro[4.4]nonanas (6)

H”"@uﬁ

I-PMBGlic (2) ir II-PMBGlic (3) misinys (1 g), kuriame pagal DCMD
chromatograma 83,04% [-PMBGIic (0,8304 g; 3,91 mmol), taip pat
ciklopentanonas (0,693 ml; 0,658 g; 7,83 mmol), Svieziai iSkaitintas bev. CuSO4
(1,249 g; 7,83 mmol) ir A-15 (0,3 g) maisSomi abs. DCM (20 ml) 25 °C
temperattiroje 2 val. Tuomet reakcijos miSinys nufiltruojamas, ekstrahuojamas
plaunant 10% NaHCOs tirpalu bei vandeniu. DCM sluoksniai apjungiami,
dziovinami bev. Na>SOg ir sukoncentruojami. Gaunamas produkty 6 ir 7 (59:1)
misinys su nezymia ciklopentanono priemaisa (~3%). Produkto 6 iSeiga (0,8349
g; 77%) apskaic¢iuojama i§ uzrasytos po atskyrimo DCMD chromatogramos
duomeny.

'H BMR (6) (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 1,66-1,85 (m, 8H, C(CH2CH>)»);
3,40-3,44 (m, 1H, CCH,OCH-H"); 3,50-3,54 (m, 1H, CCH,OCH-H?); 3,67-3,70
(m, 1H, CHCH-H20C); 3,80 (s, 3H, CHz3); 3,95-3,99 (m, 1H, CHCH-H?OC);
4,20-4,26 (m, 1H, CH); 4,46-4,54 (m, 2H, CCH,OCH>); 6,86-6,89 (m, 2H,
CH3OC(CH)2); 7,24-7,27 (m, 2H, OCH2C(CH)2); 7 junginio signalai persikloja.
MS (6), m/z (%): 121 (100), 135 (17), 136 (14), 194 (15), 278 (1). PI. chrom.
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(6), Rf(benzenas:acetonas — 2:1) = 0,65. MS (7), m/z (%): 121 (100), 135 (21),
136 (59), 147 (40), 177 (5), 219 (7), 278 (9).

5.3.3 PMB glicerolio monoblokavimas THP ir TBS grupémis
1-((4-metoksibenzil)oksi)-3-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oksi)propan-2-olis

(10) (4.2-1 schema) H.CO <:\
3 OH
T

Junginys 2 (0,2 g; 0,942 mmol) tirpinamas abs. DCM (6 ml). | gauta
tirpalg jdedamas A-15 (0,00365 g, 20 granuliy). ] miSinj sulasinamas DHP
(0,086 ml; 0,079 g; 0,942 mmol), iStirpintas abs. DCM (2 ml). MaiSoma 15 °C
temperatiroje 24 val. Tuomet reakcijos miSinys nufiltruojamas ir
sukoncentruojamas. Liekana tirpinama benzene ir ekstrahuojama vandeniu.
Benzeno sluoksniai apjungiami, dziovinami bev. Na>SOa ir sukoncentruojami.
Gaunamas produkty 10 ir 11 (4,2:1) miSinys (0,087 g). Jy bendra iseiga (31,1%)
apskaic¢iuojama 18 uZraSytos po atskyrimo DCMD chromatogramos duomeny.

'H BMR (10) (400 MHz, CDCls, & ppm): 1,51-1,63 (m, 4H,
OCH,CH.CH,), 1,67-1,84 (m, 2H, CHCH.CH,); 3,44-354 (m, 2H,
CH,OCH,CHOH); 3,64-3,70 (m, 2H, CHOCH2CH); 3,78 (s, 3H, CHs); 3,82-
3,89 (m, 2H, CHCH>OCH); 3,91-4,00 (m, 1H, CHOH); 4,48 (s, 2H, CCH>);
4,54-4,57 (m, 1H, OCHO); 6,85-6,86 (m, 2H, CH30C(CH)z>); 7,24-7,26 (m, 2H,
OCH2C(CH)2); 11 junginio signalai persikloja. MS (10), m/z (%): 55 (16), 57
(12), 67 (9), 77 (9), 85 (51), 121 (100), 122 (15), 135 (9), 136 (9), 137 (50), 211
(59). PI. chrom. (10), Rf(toluenas:acetonas — 3:1) = 0,31. MS (11), m/z (%): 55
(14), 57 (9), 67 (9), 85 (100), 121 (40), 137 (7), 211 (24), 295 (7). PI. chrom.
(11), Rf(toluenas:acetonas — 3:1) = 0,55.

1-((tert-butildimetilsilil)oksi)-3-((4-metoksibenzil)oksi)propan-2-olis (12)

(4.2-2 schema) H;CO OH
o _t_og K

Junginys 2 (0,3 g; 1,413 mmol) ir TEA (1,182 ml; 0,858 g; 8,48 mmol)

tirpinami abs. DCM (10 ml). | atSaldytg iki -8 °C tirpalg sulasinamas 1M TBSCI
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(0,426 g; 2,83 mmol) tirpalas DCM (3 ml). MaiSoma 5 °C temperatiiroje,
palickant Saldytuve (5 °C) 49 val. Tuomet reakcijos miSinys ekstrahuojant
plaunamas vandeniu, atsk. HCl (1:300) ir veél vandeniu. DCM sluoksniai
apjungiami, dZiovinami bev. Na>SOj ir sukoncentruojami. Gaunamas produkty
12 ir 13 (4,7:1) misinys (0,2 g). Jy bendra iSeiga (43,3%) apskai¢iuojama i
uzrasSytos po atskyrimo DCMD chromatogramos duomenuy.

'H BMR (12) (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 0,06 (pl. s, 6H, Si(CH3)2); 0,88-
0,9 (m, 9H, C(CHs)3); 2,49 (pl. s, 1H, OH); 3,45-3,53 (m, 2H,
CH>OCH>CHOH); 3,60-3,68 (m, 2H,CH,0Si); 3,80 (s, 3H, OCHj3); 3,82-3,86
(m, 1H, CH); 4,48 (s, 2H, CCHy); 6,87-6,89 (m, 2H, CH3OC(CH).); 7,24-7,27
(m, 2H, OCH2C(CH).); 13 junginio signalai persikloja. MS (12), m/z (%): 73
(5), 121 (100), 122 (14). PL. chrom. (12), Rf(toluenas:acetonas — 3:1) = 0,6. MS
(13), m/z (%): 73 (3), 121 (100), 122 (10).

5.3.4 1,2-Ditetradecilglicerolio sintezé (4.3-2 schema)
Tridecilmetansulfonatas (C14H2900Ms 14)
AN NSNS OSO,CH;

1-tetradekanolis (10 g; 46,6 mmol), TEA (13,01 ml; 9,44 g; 93 mmol) ir
TMAHCI (0,892 g; 9,33 mmol) virinami DCM (100 ml) su atvirkStine Dino-
Starko gaudykle 2 val. | atSaldytg iki 0 °C temperattiros misinj sulasinamas MsCl
(7,22 ml; 10,69 g; 93 mmol), istirpintas abs. DCM (20 ml). MaiSoma 0-3 °C
temperatiiroje 0,5 val., 20 °C — 0,5 val. ir virinama 3,5 val., paliekant per nakt]
kambario temperatiiroje. Tuomet reakcijos misSinys ekstrahuojant plaunamas
atsk. H2SOs (1:200), 10% NaHCOs tirpalu ir vandeniu. DCM sluoksniai
apjungiami, dziovinami bev. NaxSOs ir sukoncentruojami. Produktas 14
perkristalinamas i§ metanolio (9 g; 66%).

'H BMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 0,88 (t, J = 13,57; 3H, CH2CHj3);
1,26 (pl. s, 20H, alkil CH>); 1,36-1,43 (m, 2H, OCH.CH,CH>), 1,71-1,78 (m,
2H, OCH,CH?>); 3,01 (s, 3H, SCHs); 4,22 (t, J = 13,2; 2H, OCH,). C BMR
(100 MHz, CDCls, & ppm): 14,11 (CH2CHs); 22,68 (CH.CHs); 25,41
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(OCH2CH2CH?>); 29,02-29,66 (alkil CH>); 31,90 (CH2CH2CH3); 37,36 (SCH3);
70,19 (OCHy). PI. chrom., Rf(benzenas:acetonas — 2:1) = 0,9.

1-((2,3-bis(tetradeciloksi)propoksi)metil)-4-metoksibenzenas (15) (4.3-1
lentel¢) NN OCH;
NN N N OGN ¢

| metodas (DMSO)

NaOH (0,188 g; 4,71 mmol) maiSomas abs. DMSO (12 ml) 23 °C

temperatiiroje 0,5 val.; tuomet sudedamas junginys 2 (0,2 g; 0,942 mmol) ir
maiSoma 1 val. | gautg tirpalg dedami TBAI (0,087 g; 0,236 mmol), C14H200Ms
14 (0,689 g; 2,356 mmol) ir maiSoma 23 °C temperatiiroje 21 val., 30 °C — 7 val.
ir vel 23 °C — 10 val. Tuomet | miSinj jpilamas 3 k. didesnis tiiris vandens ir
ekstrahuojama benzenu. Benzeno sluoksniai apjungiami, dziovinami bev.
Na>SOs ir sukoncentruojami. Produktas 15 (0,5 g; 88%) atskiriamas kolonélinés
chromatografijos metodu (eliuentai benzenas ir benzenas:acetonas — 10:1).
Il metodas (toluene)

KOH (0,291 g; 5,18 mmol), junginys 2 (0,5 g; 2,356 mmol) ir TEBA
(0,053 g; 0,236 mmol) virinami toluene (120 ml) su Dino-Starko gaudykle 4 val.

] atvésintg iki 50 °C temperatiiros misinj sudedamas C14H2900Ms (1,516 g; 5,18
mmol) ir toliau virinama 46 val. Tuomet reakcijos miSinys ekstrahuojant
plaunamas 10% NaHCOs tirpalu ir vandeniu. Tolueno sluoksniai apjungiami,
dziovinami bev. Na>SOs ir sukoncentruojami. Produktas 15 (0,4 g; 28,1 %)
atskiriamas kolon¢linés chromatografijos metodu (eliuentai benzenas ir
benzenas:acetonas — 10:1).

'H BMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 0,86-0,90 (m, 6H, CH,CHs); 1,26
(pl. s, 44H, alkil CH»); 1,52-1,57 (m, 4H, OCH.CH>); 3,41-3,64 (m, 8H,
CH(CHz)2 ir OCH2CH?>); 3,80 (s, 3H, OCHg); 3,94-3,98 (m, 1H, CH); 4,48 (s,
2H, CCH»); 6,87-6,89 (m, 2H, CH3OC(CH)>); 7,24-7,26 (m, 2H, OCH.C(CH)>).
El. an., rasta (%): C, 78,11; H, 11,82; O, 10,01; apskaic¢iuota C39H7204 (604,99):
C,77,43; H, 12,00; O, 10,58. PI. chrom., Rf(benzenas:acetonas — 2:1) = 0,7.
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2,3-bis(tetradeciloksi)propan-1-olis (16)
8 om
Junginys 15 (1,2 g; 1,19 mmol) tirpinamas DCM (20 ml) ir H20O (2 ml)
misinyje. | gautg tirpalag sudedamas DDQ (0,324 g; 1,428 mmol). MaiSoma 18
°C temperatiiroje 1 val. Tuomet reakcijos miSinys ekstrahuojamas vandeniu,
DCM sluoksniai apjungiami, dziovinami bev. Na;SOs ir sukoncentruojami.
Produktas 16 perkristalinamas i§ metanolio (0,4 g; 69,3%).
'H BMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 0,86-0,90 (m, 6H, CHCHs), 1,26
(pl. s, 44H, alkil CH»); 1,52-1,59 (m, 4H, OCH.CH>); 3,37-3,64 (m, 9H, CH,
CH(CH,). ir OCH,CHy>). *C BMR (100 MHz, CDCls, & ppm): 14,11 (CHs);
22,68 (CH2CHs); 26,09 (OCH2CH:CH2); 29,35-30,10 (alkil CH2); 31,92
(CH2CH2CH?3); 63,12 (CH20H); 70,39 ir 71,85 (OCH.CHz); 70,92 (CHCH:0);
78,22 (CH). El. an., rasta (%): C, 75,99; H, 13,22; O, 10,01; apskaiciuota
CaiHesO3 (484,84). C, 76,80; H, 13,31; O, 9,90. Pl chrom,,

Rf(benzenas:acetonas — 2:1) = 0,6.

5.3.5 Tiolipidy sintezé (4.3-3 schema)

2,3-bis(tetradeciloksi)propil metansulfonatas (17)
NN
V\/\/\/\/\/\/O\/\/OSOZCHS

1,2-ditetradecilglicerolis (12) (20,3 g; 41,9 mmol), TEA (11,8 ml; 8,56 g;
84,6 mmol) ir TMA'HCI (0,8 g; 8,3 mmol) virinami DCM (120 ml) su atvirkstine
Dino-Starko gaudykle 2 val. | atsaldyta iki 0 °C temperattiros miSinj sulaSinamas
MsCl (6,49 ml; 9,59 g; 84 mmol), iStirpintas abs. DCM (20 ml). MaiSoma 0-3
°C temperatiiroje 0,5 val., 20 °C — 0,5 val. ir virinama 2 val., paliekant per naktj
kambario temperatiiroje. Tuomet reakcijos miSinys ekstrahuojant plaunamas
atsk. H>SO4 (1:200), 10% NaHCOs tirpalu ir vandeniu. DCM sluoksniai
apjungiami, dziovinami bev. Na,SOs ir sukoncentruojami. Gaunamas produktas
17 (23,3 g; 99%).

'H BMR (300 MHz, CDCls, 8 ppm): 0,81-0,96 (m, 6H, CH,CHj3); 1,19-
1,42 (pl. s, 44H, OCH2CH2(CH2)11CHs); 1,49-163 (m, 4H,
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OCH2CH2(CH2)11CH3); 3,04 (s, 3H, OSO0O:CHs); 3,40-3,59 (m, 6H,
CHOCH.CH: ir CHCH>OCH>CHy); 3,64-3,70 (m, 1H, CH); 4,22-4,28 ir 4,36-
4,41 (m, 2H, CH20SO,CHs). 3C BMR (75 MHz, CDCls, & ppm): 14,11
(CH2CH3); 22,68 (CH2CHs); 25,98 (CHCH20CH.CH2CH2); 26,05
(CHOCH2CH:CH?>); 29,35-29,90 (alkil CH>); 31,91 (CH2CH2CHs3); 37,35
(OSO.CHs); 69,00 (CH20SO:CH3); 69,73 (CHOCH:CHz); 70,78
(CHCH20CHy); 71,85 (CHCH20CH?>); 76,32 (CH). IR (KBr, cm™): 2956, 2919,
2850, 1467, 1342, 1186, 1128, 962. El. an., rasta (%): C, 68,11; H, 11,73; O,
14,05; S, 5,88; apskaiciuota C32HesOsS (562,93), %: C, 68,28; H, 11,82; O,
14,21; S, 5,70. Pl. chrom., Rf(benzenas:etilacetatas — 5:1) = 0,8.

14-(tetradeciloksi)-3,6,9,12,16-pentaoksatriakontan-1-olis (18)
NN
SO AL (OCH,CH,) OH

OEG4 (15,25 ml; 17,08 g; 88 mmol) ir NaOH (1,407 g; 35,2 mmol)
virinami toluene (100 ml) su Dino-Starko gaudykle 2 val. | atvésintg iki 30 °C
misinj sudedamas junginys 17 (9,9 g; 17,59 mmol) ir virinama 3 val. Tuomet
reakcijos miSinys ekstrahuojant plaunamas vandeniu. Tolueno sluoksniai
apjungiami, dziovinami bev. Na>,SO ir sukoncentruojami. Gaunamas produktas
18 (9,1 g; 78%).

'H BMR (300 MHz, CDCls, § ppm): 0,86-0,91 (m, 6H, CHs); 1,24-1,35
(pl. s, 44H, OCH2CH2(CH>)1:CH3); 1,53-1,59 (m, 4H, OCH2CH>(CH2)1:CHg);
3,41-3,51 (m, 4H, OCH>(CH2)1.CH3); 3,53-3,63 (m, 5H, CH,CHCHy); 3,64-
3,67 (m, 14H, OEG4 OCH,CH-0); 3,71-3,74 (m, 2H, CH>OH); 7,19 (s, 1H,
OH). 13C BMR (75 MHz, CDCls, 3 ppm): 14,08 (CHs); 22,66 (CH2CH3); 26,08
(CHCH20CH2CH2CH?>); 26,13 (CHOCH2CH2CH?>); 29,33-30,10 (alkil CH>);
31,91 (CH2CH2CH3); 61,74 (CH20OH); 70,23-72,53 (OEG4 OCH,CH0 ir
CH>CHCH?), 77,89 (CH). IR (KBr, cm™): 3448 (OH), 2955, 2918, 2851, 1725,
1468, 1372, 1350, 1300, 1249, 1117 (C-0), 942. El. an., rasta (%): C, 70,81; H,
11,93; O, 16,65; apskaiciuota C3gHs0O7 (661,05): C, 70,86; H, 12,20; O, 16,94.

PI. chrom., Rf(benzenas:etilacetatas — 5:1) = 0,2.
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14-(tetradeciloksi)-3,6,9,12,16-pentaoksatriakontil 5-(1,2-ditiolan-3-
il)pentanoatas (19)
(0]
W(OCHZCHZ)4OW

Junginys 18 (1 g; 1,513 mmol) tirpinamas DCM (20 ml). | gautg tirpalg
sudedami lipoiné rugstis (0,312 g; 1,513 mmol), DCC (0,2 g; 0,974 mmol),
DMAP (0,05 g; 0,409 mmol) ir maiSoma Ar atmosferoje, kambario
temperatiiroje 48 val. Tuomet reakcijos miSinys nufiltruojamas ir ekstrahuojant
plaunamas vandeniu, 10% NaHCOs3 tirpalu ir vél vandeniu. DCM sluoksniai
apjungiami, dziovinami bev. Na>,SOs ir sukoncentruojami. Gaunamas produktas
19 (1,2 g; 93%).

'H BMR (300 MHz, CDCls, § ppm): 0,86-0,90 (m, 6H, CHs); 1,19-1,36
(pl. s, 44H, OCH2CH2(CH2)11CH3); 1,43-1,75 (m, 10H, OCH2CH>(CH>)11CHsiir
OCOCH:CH2CH.CH?>); 1,85-1,96 (m, 1H, SCH-H?); 2,35 (t, J = 7,35 Hz; 2H,
OCOCH2CH,CH,); 2,40-2,52 (m, 1H, SCH-HP); 3,07-3,23 (m, 2H, SCH,); 3,41-
3,50 (m, 4H, OCH>(CH2)1.CHj3); 3,51-3,60 (m, 5H, OCH.CHCH-0); 3,63-3,68
(m, 14H, OEG4 OCH:CH:0); 3,69-3,70 (m, 1H, SCH); 4,21-4,25 (m, 2H,
OCH,CH,0CO). *C BMR (75 MHz, CDCls, & ppm): 14,11 (CHs); 22,68
(CH2CH3); 24,61 (COCH:CH.); 26,08 (CHCH20CH.CH:CH); 26,13
(CHOCH2CH2CH?>); 28,72 (OCOCH2CH2CH>); 29,35-29,69 (alkil CH>); 30,10
(CHCH2OCH,CHpy); 31,91 (CH.CH>CHzs); 33,92 (OCOCH2CH2CHy); 34,58
(OCOCH2CH2CH2CH?>); 38,47 (SCH>); 40,20 (SCHCH?>); 56,32 (SCH); 63,44
(OCH2CH>0CO0); 69,16 (OCH.CH0CO); 70,55-71,66 (OEG4 OCH>CH:O0 ir
OCH>CHCH-0); 77,86 (OCH,CHCH0); 173,42 (C=0). IR (KBr, cm): 2923,
2854, 1738 (C=0), 1710, 1629, 1542, 1464, 1377, 1348, 1299, 1247, 1121, 950.
El an., rasta (%): C, 66,56; H, 10,98; O, 14,95; S, 7,35; apskaiciuota C47H9208S>
(849,36): C, 66,46; H, 10,92; O, 1507; S, 7,55 Pl chrom,
Rf(benzenas:etilacetatas — 5:1) = 0,2.
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14-(tetradeciloksi)-3,6,9,12,16-pentaoksatriakontil metansulfonatas (20)
N0
~~ SO A (OCH,CH,),0S0,CH;

Junginys 20 sintetinamas pagal junginio 17 metodika i§ 18 (6 g; 9,08
mmol), TEA (2,53 ml; 1,83 g; 18,16 mmol), TMA'HCI (0,17 g; 18,16 mmol),
MsCI (1,4 ml; 2,08 g; 18,16 mmol) ir DCM (100 ml). Gaunamas produktas 20
(6,6 g; 98%).

!H BMR (300 MHz, CDCls, § ppm): 0,86-0,90 (m, 6H, CHs); 1,25-1,33
(pl. s, 44H, OCH2CH(CH>)1:CH3); 1,53-1,58 (m, 4H, OCH2CH>(CH2)11CHg);
3,08 (s, 3H, OSO.CHj3); 3,41-3,52 (m, 4H, OCH>(CH2)12.CH3); 3,53-3,58 (m,
5H, CH,CHCH?>); 3,63-3,68 (m, 12H, OEG4 OCH>CH0); 3,75-3,78 (m, 2H,
OCH,CH20S0,CHj3); 4,37-4,40 (m, 2H, OCH>CH>0S0,CHj3). *C BMR (75
MHz, CDCls, & ppm): 14,11 (CHs); 22,68 (CH.CHs); 26,08
(CHCH20CH2CH:CHy); 26,13 (CHOCH2CH2CH>); 29,35-30,10 (alkil CH>);
3191 (CH:CH:CH3); 37,71 (OSO2CHs); 69,02 (CH20S0:CHs); 69,23
(CHOCH:CHy); 70,54-71,41 (OEG4 OCH>CH»O ir CH>CHCH,); 71,66
(CHCH20OCH,CH,); 77,86 (CH). IR (KBr, cm™): 2955, 2918, 2850, 1467, 1349,
1174, 1113 (C-0), 921. El. an., rasta (%): C, 65,56; H, 11,08; O, 18,99; S, 4,25;
apskaiciuota CaoHg209S (739,13): C, 65,00; H, 11,18; O, 19,48; S 4,34. PI.

chrom., Rf(benzenas:acetonas — 8:1) = 0,4.

2-(14-(tetradeciloksi)-3,6,9,12,16-pentaoksatriakontil)izotiuronio
metansulfonatas (21)

NN /N-‘-HZO_SOZCH3
eSS0 A (OCH,CH,),SC.
NH,
Junginys 20 (2 g; 2,71 mmol) ir tiokarbamidas (0,309 g; 4,06 mmol)
virinami abs. 2-propanolyje (30 ml) 15 val., paliekant saldytuve (5 °C) per nakt;.
Tuomet reakcijos miSinys nufiltruojamas ir sukoncentruojamas. Produktas 21

(1,3 g 59%) atskiriamas kolon¢linés chromatografijos metodu (eliuentai

benzenas:acetonas — 5:1, 2:1, 1:1).
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'H BMR (300 MHz, CDCls, § ppm): 0,86-0,90 (m, 6H, CHs); 1,25-1,33
(pl. s, 44H, OCH>CH2(CH2)1:CHs3); 1,50-1,57 (m, 4H, OCH2CH2(CH2)1:CH?3);
2,80 (s, 3H, OSO2CH3); 3,24 (t, J = 4,76; 2H, OCH,CH>S); 3,40-3,49 (m, 4H,
OCH2(CH2)12CHs3); 3,52-3,58 (m, 5H, CH.CHCH>); 3,63-3,73 (m, 12H, OEG4
OCH>CH0); 3,87 (t, J = 4,49; 2H, OCH,CH>S); 8,48 (s, 2H, NH>); 9,27 (s, 2H,
NH>0SO,CHs). C BMR (75 MHz, CDCls, § ppm): 14,11 (CHs); 22,68
(CH2CHa); 26,06 (CHCH20CH.CH.CH?>); 26,11 (CHOCH2CH2CH>); 29,35
(CH.CH2CH2CH3); 29,51-30,03 (alkil CH»); 31,91 (CH.CH2CHs); 39,46
(OSO.CHz3); 69,89-71,69 (OEG4 OCH.CH20 ir CH.CHCH.); 77,71 (CH);
171,57 (C(NH2)2). IR (KBr, cm™): 3306 (NH), 2955, 2917, 2849, 1731, 1664
(C=N), 1557, 1538, 1468, 1191, 1115 (C-0), 1043. El. an., rasta (%): C, 60,06;
H, 11,00; N, 3,22; O, 18,02; S, 7,25; apskaiciuota Ca1HgsN20sS> (815,26): C,
60,40; H, 10,63; N, 3,44; O, 17,66; S 7,87. PI. chrom., Rf(metanolis) = 0,6.

14-(tetradeciloksi)-3,6,9,12,16-pentaoksatriakontan-1-tiolis (22)
8 ey sn
Junginys 21 (1,2 g; 1,501 mmol) tirpinamas chloroformo (25 ml) ir
vandens (15 ml) miSinyje. | gautg tirpalg sudedamas Na»S,0s (0,571 g; 3 mmol)
ir virinama N2 atmosferoje 4 val. Tuomet atvésintas iki kambario temperatiiros
reakcijos misinys ekstrahuojant plaunamas vandeniu. Chloroformo sluoksniai
apjungiami, dziovinami bev. Na,SOs ir sukoncentruojami. Gaunamas produktas
22 (0,8 g; 79%).
'H BMR (300 MHz, CDCls, § ppm): 0,86-0,90 (m, 6H, CHs); 1,25-1,33
(pl. s, 44H, OCH>CH2(CH2)1:CHa); 1,51-1,61 (m, 5H, OCH2CH2(CH2)1:CHs ir
SH); 2,67-2,73 (g, J = 6,76; 2H, CH,SH); 3,41-3,51 (m, 4H, OCH>(CH2)12CH3);
3,52-3,60 (m, 5H, CH,CHCH,); 3,62-3,67 (m, 14H, OEG4 OCH,CH-0). 13C
BMR (75 MHz, CDCls, 8 ppm): 14,13 (CHa); 22,68 (CH2CHz3); 24,72 (CH2SH);
26,08 (CHCH2OCH.CH.CH»); 26,13 (CHOCH.CH:CH>); 29,37
(CH2CH2CH2CH3); 29,51-30,10 (alkil CH2); 31,91 (CH2CH2CH?3); 70,32-72,89
(OEG4 OCH,CH,0 ir CH2CHCHy); 77,84 (CH). IR (KBr, cm™): 2923, 2853,
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1720, 1466, 1393, 1350, 1298, 1250, 1114 (C-0), 1041, 944. EI. an., rasta (%):
C, 69,06; H, 11,05; O, 14,82; S, 4,95; apskai¢iuota C3gHgoOeS (677,11): C,
69,18; H, 11,91; O, 14,18; S 4,74. Pl. chrom., Rf(metanolis) = 0,5.

5.3.6 Biotino dariniy sintezé (4.4-2 schema)
2-(2-(2-(6-Chlorheksiloksi)etoksi)etoksi)etanolis (25)

Cl\/\/\l\/\Oh’\/OH

OEG3 (133,3 ml; 150 g; 1000 mmol) virinamas benzene (250 ml) su
Dino-Starko gaudykle 2 val. ] atvésinta iki 50 °C mis$inj sudedami Na (4,6 g; 200
mmol), 1,6-dichlorheksanas (62 g; 400 mmol) ir virinama 4 val., paliekant per
nakt] kambario temperatiiroje. Tuomet reakcijos misinys iSpilamas j heksang
(500 ml) ir kelis kartus dekantuojamas. Liekana tirpinama benzene (600 ml) ir
ekstrahuojant plaunama vandeniu. Benzeno sluoksniai apjungiami, dziovinami
bev. MgSQg ir sukoncentruojami. Gaunamas produktas 25 (36,6 g; 68%).

'H BMR (300 MHz, CDs:OD, & ppm): 1,33-151 (m, 4H,
CICH2CH2CH2CHy); 1,59 (k, J = 6,72; 2H, OCH2CH>); 1,77 (k, J = 6,61; 2H,
CICH.CH»); 3,47 (t, J = 6,51; 2H, OCH.CHy); 3,53-3,67 (m, 14H, OEG3
OCH,CH20 ir CICHy). BC BMR (75 MHz, CD3OD, & ppm): 26,47
(OCH2CH:CH2); 27,71  (CICH2.CH:CH2); 30,53 (OCH.CHz); 33,74
(CICH.CH>); 45,69 (CICH>); 62,20 (HOCH>); 71,10 (OCH.CH>0OCH2CHy);
71,37  (OCH.CH>OCH:CH2); 71,54 (HOCH2CH>OCH.CH»); 71,59
(HOCH2CH20CH_); 72,12 (OCH2CH2CH); 73,65 (HOCH2CH>). El. an., rasta
(%): C, 53,45; H, 9,45; Cl, 13,28; apskai¢iuota C12H25ClO4 (268,78): C, 53,62;
H, 9,37; Cl, 13,19.

21-Chlor-3,6,9,12,15-pentaoksahenikosan-1-olis (26)
Cl\/\/\L/\Oi/S\/OH
Junginys 26 sintetinamas pagal junginio 25 metodikg i§ OEG5 (105,7 ml;
119 g; 500 mmol), 1,6-dichlorheksano (31 g; 200 mmol) ir Na (2,3 g; 100 mmol)
benzene (200 ml). Gaunamas produktas 26 (19 g; 53%).
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'H BMR (300 MHz, CDsOD, & ppm): 1,33-151 (m,
4H,CICH2CH,CH2CH); 1,58 (k, J = 6,78; 2H, OCH2CH); 1,76 (K, J = 6,68;
2H, CICH.CH,); 3,47 (t, J = 6,51; 2H,0CH,CH>); 3,53-3,67 (m, 22H, OEG5
OCH,CH.O ir CICHz). ®C BMR (75 MHz, CDsOD, & ppm): 26,43
(OCH.CH2CH2); 27,67 (CICH.CH:CH2); 30,47 (OCH.CH.); 33,68
(CICH.CHo): 45,74 (CICH,); 62,14 (HOCH2); 71.08 (OCH2CH20CH,CHy):
71,30  (OCH:CH,OCH:CH,); 71,46 OEG5 OCH,CH:0); 72,09
(OCH2CH,CHy), 73,59 (HOCH2CHy). El. an., rasta (%): C, 53,75; H, 9,41; CI,
9,98; apskai¢iuota C16H33CIOs (356,88): C, 53,84; H, 9,31; CI, 9,93.

2-(1-Hidroksi-3,6,9,12,15-pentaoksahenikosan-21-il)izotiuronio chloridas
27) NH, -
HO\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/V\/S'QNHZCI

Junginys 26 (17,8 g; 500 mmol) ir tiokarbamidas (3,8 g; 50 mmol)
virinami abs. n-butanolyje (100 ml) 5 val., paliekant per naktj kambario
temperatiiroje. Tuomet reakcijos misinys nufiltruojamas ir sukoncentruojamas.
Liekana dekantuojant plaunama acetonu, virinama acetonitrile ir karstas tirpalas
nufiltruojamas. | gautg filtrata jpilamas acetonas ir palickama per naktj Saldytuve
(5 °C). Alyvingas produktas dekantuojant plaunamas acetonu ir dziovinamas
kambario aplinkoje. Gaunamas produktas 27 (11 g; 51%).

'H BMR (300 MHz, CDs:OD, & ppm): 1,35-153 (m, 4H,
SCH2CH2CH>CH?>); 1,58 (k, J =6,75; 2H, OCH.CH>CH>); 1,72 (k, J = 7,16; 2H,
SCH>CH>CHy); 3,17 (t, J = 7,16; 2H, SCH>); 3,47 (t, J = 6,40; 2H, OCH>CH)>);
3,54-3,68 (m, 22H, OEG5 OCH>CH-0). **C BMR (75 MHz, CD30D, & ppm):
26,53 (OCH:CH:CH2); 29,14 (SCH2); 29,57 (SCH2CH:CH2); 30,35
(OCH2CHpy); 31,78 (SCH2CH>); 62,10 (HOCH>); 71,02 (OCH2CH20CH2CHy);
71,28 (OCH.CH,OCH.CH,); 71,44 (OEG5 OCH.CH.0); 72,02
(OCH2CH2CHy); 73,57 (HOCH,CH>). El. an., rasta (%): C, 47,06; H, 8,65; Cl,
8,27; N, 6,35; S, 7,49; apskaiciuota C17H37CIN2OsS (433,00): C, 47,15; H, 8,61;
Cl, 8,18; N, 6,47; S, 7,40.
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21-Merkapto-3,6,9,12,15-pentaoksahenikosan-1-olis (28)
HO _~5~_O0 ~~_O0 ~g~~~_SH

I junginio 27 (6 g; 14 mmol) tirpalg vandenyje (50 ml) supilamas NaOH
(0,64 g; 16 mmol) tirpalas vandenyje (15 ml) ir maiSoma Ar atmosferoje, 60 °C
temperatiroje 5 val. | atvésintg iki kambario temperatiros reakcijos misinj
ipilamas chloroformas (150 ml), atsk. HCI (1:50) ir ekstrahuojant plaunama
vandeniu. Chloroformo sluoksniai apjungiami, dziovinami bev. MgSOs ir
sukoncentruojami. Gaunamas produktas 28 (2,8 g; 56%).

'H BMR (300 MHz, CDCls, 8 ppm): 1,34 (t,J =7,74; 1H, SH); 1,33- 1,45
(m, 4H, HSCH2CH2CH.CH>); 1,54-1,70 (m, 4H, HSCH2CH.CH2CH.CH>);
2,48-2,56 (td, J = 7,29 ir 7,07; 2H, HSCH>); 3,45 (t, J = 6,63; 2H,
OCH,CH2CHy); 3,52-3,73 (m, 10H, OEG5 OCH,CH,0). 3C (75 MHz, CDCls,
d ppm): 24,33 (CH»SH); 25,35 (OCH2CH2CH?>); 27,94 (HSCH.CH>CH>); 29,26
(OCH:CH?>); 33,72 (HSCH2CHy); 61,42 (HOCH>); 69,83
(OCH2CH20CHCHz); 70,09 (OCH2CH20CH:CH2); 70,36 (OEG5
OCH2CH20); 71,06 (OCH2CH:CH>); 72,37 (HOCH2CHy). El. an., rasta (%):
C, 54,10; H, 8,05; C1,9,78; S, 9,19; apskaiciuota C16H3406S (354,50): C, 54,21;
H, 7,93; Cl, 9,66; S, 9,04.

(2-(2-(6-Chlorheksiloksi)etoksi)etoksi)etil-5-(2-oksoheksahidro-
1H-tieno[3,4-d]imidazol-4- il)pentanoatas (29)

0]

HNKNH

Biotinas (1 g; 4 mmol) tirpinamas DMF (20 ml) Ar atmosferoje, 65 °C
temperatiiroje. | gautg atvésinta iki 40 °C tirpalg sudedami EDC'HCI (1,12 g; 5,8
mmol) iStirpintas abs. DCM (50 ml), DMAP (0,165 g; 0,353 mmol), junginys
25 (1,07 g; 4 mmol) ir maiSoma 60 °C temperatiiroje 20 val. Tuomet reakcijos
misinys sukoncentruojamas, uzpilamas 10% NaHCOs tirpalu ir ekstrahuojant

DCM plaunamas vandeniu. DCM sluoksniai apjungiami, dziovinami bev.
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MgSOs ir sukoncentruojami. Produktas 29 perkristalinamas i§ DCM ir heksano
(1:20) miSinio (1,2 g; 60,5%).

'H BMR (300 MHz, CDCls, & ppm): 1,34-1,82 (m, 14H,
CICH2(CH2)4CH.O ir CH.CH,CH.CH.COO); 2,38 (t, J = 7,40; 2H,
CH2CH.COO0); 2,73-2,94 (m, 2H, CHCH.S); 3,12-3,18 (m, 1H, CHCHS); 3,46
(t, J = 6,53; 2H, OCH.CH2CH?>); 3,54 (t, J = 6,78; 2H, CICH,CH>); 3,58-3,66
(m, 8H, COOCH.CH.0CH.CH.OCH.CH.0); 3,70 (t, J = 4,91; 2H,
COOCH2CH:0); 4,21-4,24 (m, 2H, COOCH,CH:0); 4,28-4,33 (m, 1H,
NHCHCHS); 4,48-4,52 (m, 1H, NHCHCH:S); 5,61 (m, 1H, NHCHCHS); 6,18
(m, 1H, NHCHCH,S). *C BMR (75 MHz, CDCls, § ppm): 24,65 (CHCH,CH>);
25,33 (OCH2CH2CH?2); 26,60 (CICH2CH2CHz); 28,14 (CHCH.CH>); 28,24
(CHCH2CH2CH»); 29,36 (OCH:CH,); 32,45 (CICH.CH)); 33,68
(CH2CH2.COO0); 40,46 (SCH>); 44,90 (CICH2); 55,49 (SCHCH,); 60,03
(NHCHCHS); 61,85 (NHCHCHS); 63,33 (COOCH:CH:0); 69,06
(COOCH2CH20); 69,99 (COOCH2CH20CHy>); 70,43
(COOCH2CH20CHCH0); 70,48 (OCH2CH20CH2CH_); 70,55
(OCH2CH20CH2CHz); 71,14 (OCH2CH20OCH.CH2); 163,75 (NHCONH);
173,59 (COO). IR (plévele, cm™): 3247, 2937, 2863, 1730, 1702, 1459, 1118.
MS, m/z (M+, %): 493 (100), 225 (15). El. an., rasta (%): C, 53,26; H, 8,05; Cl,
7,27; N, 5,71; S, 6,39; apskai¢iuota C22H39CIN2OsS (495,07): C, 53,37; H, 7,93;
Cl, 7,16; N, 5,65; S, 6,47.

2-(5-Okso-1-(2-oksoheksahidro-1H-tieno[3,4-d] imidazol-4-il)-6,9,12,15-

tetraoksahenikosan-21- il)izotiuronio chloridas (30)
o

HNNH Gi +
(o) sH:

Junginys 29 (0,4 g; 0,81 mmol) ir tiokarbamidas (0,074 g; 0,97 mmol)
virinami abs. n-butanolyje (20 ml) Ar atmosferoje 8 val. Tuomet reakcijos
miSinys sukoncentruojamas, liekana tirpinama acetono ir metanolio (2:1)

miSinyje ir iSpilama ] sausg dietileterj (100 ml), paliekant Saldytuve (5 °C).
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Alyvingas produktas 30 dekantuojamas, plaunamas dietileteriu (50 ml) ir
dZiovinamas sumaZintame slégyje (0,27 g; 58,5%).

'H NMR (300 MHz, (CD3).SO, & ppm): 1,30-1,61 (m, 14H,
CICH2(CH2)4CH.O ir CH.CH,CH.CH.COO); 2,31 (t, J = 7,34; 2H,
CH2CH.COO0); 2,57-2,86 (m, 2H, CHCH.S); 3,07-3,11 (m, 1H, CHCHS); 3,15
(t, J=7,19; 2H, NH2SCH>CH>); 3,37 (t,J = 6,52; 2H, OCH>CH2CH>); 3,40-3,52
(m, 8H, COOCH.CH.0CH.CH.OCH.CH0); 3,60 (t, J = 4,72; 2H,
COOCH2CH-0); 4,11-4,16 (m; 2H; COOCH>CH-0 ir 1H; NHCHCHYS); 4,29-
4,34 (m, 1H, NHCHCH.S); 6,41 (m, 1H, NHCHCHS); 6,47 (m, 1H,
NHCHCHS). *C BMR (75 MHz, (CDs)2SO, & ppm): 24,52 (CHCH>CH);
25,10 (OCH:CH2CH2); 27,67 (SCH2); 28,01 (CHCH:CH:CH); 28,40
(SCH2CH2CHpy); 29,04 (OCH2CHy); 29,98 (SCH.CH>); 33,27 (CH,CH2COO0);
39,88 (SCH2CH); 55,39 (SCHCH); 59,22 (NHCHCH>S); 61,06 (NHCHCHYS);,
63,09 (COOCH2CH:0); 68,33 (COOCH.CH-0); 69,50 (COOCH,CH.0CH>);
69,78 (OCH.CH20CH.CH,OCH:CHz); 69,82 (CH.OCH.CHz); 70,21
(OCH2CHy); 162,76 (NHCONH); 169,96 (SCNH>); 172,86 (COO). El. an.,
rasta (%): C, 48,26; H, 7,65; Cl, 5,67; N, 9,71; S, 11,29; apskaiiuota
C23H43CIN4O6S2 (571,19): C, 48,36; H, 7,58; Cl, 5,61; N, 9,80; S, 11,22,

2-(2-(2-(6-Merkaptoheksiloksi)etoksi)etoksi) etil 5-(2-oksoheksahidro-1H-
tieno[3,4-d] imidazol-4-il)pentanoatas (31)

(0]

HNJLNH

(0]

Junginys 31 sintetinamas pagal junginio 22 metodika i§ 30 (0,27 g; 0,473
mmol) ir NaS.0s (0,162 g; 0,851 mmol) chloroformo (30 ml) ir vandens
misinyje (15 ml) Ar atmosferoje 5 val. Gaunamas produktas 31 (0,11 g; 47%).

'H BMR (300 MHz, CD3OD, & ppm): 1,36-1,73 (m, 14H,
CICH2(CH2)4aCH20 ir CH>CH»,CH,CH,COO); 2,37 (t, J = 7,22; 2H,
CH,CH.COO0); 2,47-2,52 (dt, J = 7,11; 2H, HSCH,); 2,68-2,96 (m, 2H,
CHCH,S); 3,17-3,24 (m, 1H, CH,CHS); 3,47 (t, J = 6,47; 2H, OCH,CH2CH>);
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3,56-3,64 (m, 8H, COCH.CH>0OCH>CH,OCH.CH-0); 3,70 (t, J = 4,77; 2H,
COOCH.CH>0); 4,21 (t, 2H, J = 4,49; COOCH,CH-0); 4,28-4,33 (dd, J = 4,45
ir 3,70; 1H, NHCHCHS); 4,47-4,41 (m, 1H, NHCHCH,S): 4,87 (m, 2H,
NHCONH). ¥C BMR (75 MHz, CDs0OD, & ppm): 24,88 (HSCH?2); 24,92
(CHCH:CH2); 25,92 (OCH2CH:CH2); 29,19 (HSCH:CH:CH2); 29,48
(CHCH.CH:CH2); 30,62 (OCH2CH»); 34,57 (CHCH.COO); 35,17
(HSCH2CH?>); 41,06 (SCH2CH); 56,99 (SCHCH>); 61,62 (NHCHCH.S); 63,37
(NHCHCHS); 64,62 (COOCH.CH:0); 70,15 (COOCH:CH:0); 71,18
(COOCH:CH20CH.CH,0); 71,55 (COOCH2CH,OCH2CH.0); 71,59
(OCH2CH20CH2CHy); 71,61 (CH,OCH.CH,); 72,24 (OCH.CH,); 166,71
(NHCONH); 175,24 (COO0). IR (plévele, cm™): 3247, 2929, 2859, 2560, 1732,
1704, 1460, 1118. MS, m/z (M+, %): 491 (100), 447 (23), 359 (60), 225 (80).
El. an., rasta (%): C, 53,56; H, 8,25; N, 5,61; S, 13,12; apskaiciuota
C22H40N206S: (492,69): C, 53,63; H, 8,18; N, 5,68; S, 13,01.

(E)-4-(4-(dimetilamino)stiril)-1-(5-okso-1-(2- oksoheksahidro-1H-tieno[3,4-
d]imidazol-4-il)- 6,9,12,15-tetraoksahenikosan-21-il)piridinio chloridas (33)

R
HN NH _
Cl s A

(E)-N,N-dimetil-4-(2-(piridin-4-il)vinil)anilinas  (32) (0,2 g; 0,892
mmol), junginys 29 (0,44 g; 0,892 mmol), TEAI (0,002 g; 0,00781 mmol)
virinami toluene (10 ml) MW salygomis 2,5 val. Tuomet atvésintas iki kambario
temperatiiros reakcijos misinys dekantuojant plaunamas toluenu. Liekana
tirpinama metanolyje, iSpilama j sausg dietileterj, dekantuojama ir dZziovinama
sumazintame slégyje. Produktas 33 (0,11 g; 47%) atskiriamas kolonélinés
chromatografijos metodu (eliuentai DCM ir metanolis — 5:1).

'H BMR (300 MHz, CDCls, & ppm): 1,33-1,78 (m, 12H,
CICH2CH.CH,CH,CH,CH:N ir CH.CH.CH.CH.COO); 1,91-2,02 (m, 2H,
NCH:CHy); 2,35 (t, J = 7,05; 2H, CH.CH,COO0); 2,83-2,94 (m, 2H, CHCH>S);
3,06 (s, 6H, N(CHz3)2); 3,11-3,18 (m, 1H, CHCHS); 3,43 (t, J = 6,65; 2H,
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OCH>CH>CH?>); 3,55-3,65 (m, 8H, OCH,CH,OCH,CH-0); 3,70 (t, J = 4,59; 2H,
COOCH2CH:0); 4,21-424 (m, COOCH.CH.0); 4,29-433 (m, 1H,
NHCHCHYS); 4,52-4,56 (m, 1H, NHCHCH.S); 4,63 (t, J = 6,95; 2H, NCH,CH>);
5,81 (m, 1H, NHCHCHS); 5,88 (m, 1H, NHCHCH.S); 6,67-6,70 (m, 2H, Ph-
3,5); 6,82-6,88 (d, J = 15,95; 1H, CH=CHPh); 7,51-7,53 (m, 2H, Ph-2,6); 7,60-
7,65 (d, J = 15,96; 1H, CH=CHPy); 7,87-7,89 (m, 2H, Py-2,6); 8,89-8,90 (m,
2H, Py-3,5). *C BMR (75 MHz, CDCls, & ppm): 24,64 (CHCH2CH>); 25,46
(OCH2CH2CHy); 25,74 (NCH.CH.CH»); 28,20 (CHCH:CH.CH,); 28,29
(CHCH2CH2CH2); 29,17 (OCH.CH.CH); 33,72 (CH2CH.COO); 40,04
((CHa)2); 40,34 (SCH2CH); 40,60 (NCH2CH2); 55,64 (SCHCH); 59,99
(NCH>); 60,14 (NHCHCH.S); 61,75 (NHCHCHS); 63,32 (COOCH2CH0);
68,97 (COOCH2CH:0); 69,92 (COOCH2CH20CHy>); 70,40
(OCH2CH,0OCH2CH20); 70,44 (OCH.CH>20CH2CH2CHy>); 70,49
(CH,OCH2CHy); 70,87 (OCH2CH); 111,83 (Ph-3,5); 116,55 (Ph-1); 122,34
(Ph-CH=): 122,79 (Py-3,5): 130,48 (Ph-2,6); 142,61 (Py-CH=): 143,52 (Py-
2,6); 152,10 (Ph-4); 153,87 (Py-4); 164,09 (NHCONH); 173,51 (COO). IR
(plévele, cm™): 3249, 2922, 2860, 1724, 1693, 1642, 1582, 1527, 1162. MS, m/z
(M+, %): 683 (50), 223 (100). El. an., rasta (%): C, 61,68; H, 7,75; Cl, 4,51; N,
7,71; S, 4,49; apskaiciuota C37HssCIN4OsS (719,37): C, 61,77; H, 7,70; Cl, 4,45;
N, 7,78; S, 4,45.

5.3.7 1,2-Ditiolano dariniy sintezé (4.5-1 schema)
(1,2-ditiolan-4,4-diil)dimetanolis — DTDM (35)
HO-~ ~OH
S-S

] Svieziai pagamintg NazS; (51,7 g; 470 mmol), vandens (150 ml),
chloroformo (150 ml) tirpalg sudedami BMP (41 g; 157 mmol), DDAB (3,83 g;
7,87 mmol) ir maiSoma 45 °C temperatiiroje 20 val. Tuomet atvésintas iki
kambario temperatiiros reakcijos misinys nufiltruojamas, plaunant vandeniu.

[SdZiovintos sumaZzintame slégyje nuosédos tirpinamos metanolyje ir
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nufiltruojamos. Filtratas sukoncentruojamas. Gaunamas produktas 35
perkristalinamas 18§ tolueno (9,8 g; 38%).

H BMR (300 MHz, (CDs3)2CO, & ppm): 2,97 (s, 4H, SCHy); 3,63-3,64
(d, J = 5,38; 4H, CH,0H); 4,12 (t, 2H, J = 5,26; OH). *C BMR (75 MHz,
(CD3)2CO, & ppm): 44,58 (SCH); 59,06 (C(CH.)4); 65,06 (CH20H). IR
(tiesiogiai, cm™): 3260 (OH), 2931, 2870, 1029. Raman (cm): 735 (CS), 508
(SS). MS, m/z (M+, %): 165 (100), 148 (61). El. an., rasta (%): C, 36,01; H,
6,18; 0, 19,03; S, 38,75; apskai¢iuota CsH100.S (166,26): C, 36,12; H, 6,06; O,
19,25; S, 38,57.

4,4'-(((1,2-ditiolan-4,4-diil)bis(metilen))bis(oksi))bis(4-oksobutanoiné
riagstis) — DTDG (36) o)
HO
(0)
e
(0) S
10 O

(0)

I junginio 35 (2g; 12,03 mmol) tirpalg sausame piridine (15 ml)
sudedamas gintaro riigsties anhidridas (6,02 g; 60,1 mmol) ir maiSoma Ar
atmosferoje, kambario temperatiroje 12 pary. Tuomet atSaldytas iki -5 °C
reakcijos miSinys neutralizuojamas 2M HCI iki pH~2-3 ir ekstrahuojant DCM
plaunamas vandeniu. DCM sluoksniai apjungiami, dziovinami bev. Na;SOgq ir
sukoncentruojami. Gaunamas produktas 36 (4,3 g; 99%).

!H BMR (300 MHz, CDCls, & ppm): 2,63-2,71 (m, 8H, CH,CH,CO);
2,99 (s, 4H, SCHy); 4,14 (s, 4H, CCH20); 8,05 (pl. s, 2H, OH). $3C BMR (75
MHz, CDCls, & ppm): 28,77 (CH2CH.CO); 44,58 (SCH>); 54,13 (C(CHz2)2);
65,19 (CCH.0); 171,79 (OCO); 177,61 (COOH). IR (tiesiogiai, cm™): 2970,
2886, 1747 ir 1706 (C=0), 1143. Raman (cm™): 1736 (C=0), 737 (CS), 511
(SS). MS, m/z (M+, %): 367 (100), 249 (67), 214 (11). El. an., rasta (%): C,
42,26; H, 5,08; O, 35,05; S, 17,31; apskai¢iuota C13H1808S (366,41): C, 42,61,
H, 4,95; O, 34,93; S 17,50. PI. chrom., Rf(benzenas:acetonas — 1:1) = 0,6.
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5.3.8 Cholesterolio dariniy sintezé (4.6-1, 4.6-2, 4.6-3 schemos)
10,13-dimetil-17-(5-metilheksil)-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-

tetradekahidro-1H-ciklopenta[a]fenantren-3-il metansulfonatas (38)

0S0,CH,

CHOL (10 g; 25,9 mmol), TEA (8,3 ml; 6 g; 59,3 mmol), TMA'HCI (0,5
g; 0,593 mmol) virinami DCM (100 ml) su atvirkstine Dino-Starko gaudykle 2
val. | atsaldyta iki 0 °C temperatiiros misinj sulasinamas MsCl (4,01 ml; 5,93 g;
51,7 mmol), i$tirpintas abs. DCM (20 ml). MaiSoma 0-3 °C temperatiiroje 0,5
val.,, 20 °C - 0,5 val. ir virinama 1 val., palickant per naktj kambario
temperatiiroje. Tuomet reakcijos misinys ekstrahuojant plaunamas atsk. H2SO4
(1:200), 10% NaHCOs tirpalu ir vandeniu. DCM sluoksniai apjungiami,
dziovinami bev. Na,SOs ir sukoncentruojami. Gaunamas produktas 38 (11,2 g;
93%).

'H BMR (300 MHz, CDCls, 6 ppm): 0,68 (s, 3H, CH3CHCHCCH3); 0,85-
0,92 (m, 10H, CH(CHs),, CHCHCHs ir CHCHCHCH.CH.C); 1,00 (s, 3H,
CH=CCCHpg); 1,02-1,18 (m, 8H, CH.CH,CH> ir CHCCH); 1,20-1,31 (m, 1H,
(CH)3CHCH3HPCCHs3), 1,32-1,62 (m, 9H, CH(CHs)2, CCHCH,CH,CHCH ir
CHCHCHCH,CH,CCH3); 1,73-220 (m, 7H, (CH)3sCH2CHPHACCHGa,
CH=CCH,, CH,CH,CHO ir CCH.CHO); 2,36-2,42 (m, 2H, CH.CH>.CHO);
3,36 (m, 3H, SCHg); 4,47-4,58 (m, 1H, CHO); 5,35-5,37 (m, 1H, C=CH). EIl.
an., rasta (%): C, 72,46; H, 10,50; O, 10,19; S, 6,77; apskaiciuota C2gH803S
(464,74). C, 72,36; H, 1041, O, 10,33; S, 6,90. Pl chrom,,

Rf(benzenas:etilacetatas — 5:1) = 0,6.
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10,13-dimetil-17-(5-metilheksil)-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-

tetradekahidro-1H-ciklopenta[a]fenantren-3-il 4-metilbenzensulfonatas (39)

o

CHOL (40 g; 103 mmol) ir TEA (28,8 ml; 20,94 g; 207 mmol) virinami
benzene (200 ml) su Dino-Starko gaudykle 1 val. ] atvésintg iki 30 °C miSinj
sudedami TMA-HCI (1,977 g; 20,69 mmol), TsCl (29,6 g; 155 mmol) ir
maiSoma 60-65 °C temperatiiroje 4 val. Tuomet atvésintas iki kambario
temperattros reakcijos misinys ekstrahuojant plaunamas atsk. HCI (1:100) ir
vandeniu. Benzeno sluoksniai apjungiami, dziovinami bev. NaxSOs ir
sukoncentruojami. Gaunamas produktas 39 (44 g; 79%).

'H BMR (300 MHz, CDCls, 6 ppm): 0,65 (s, 3H, CH3CHCHCCH3); 0,85-
0,91 (m, 10H, CH(CHs),, CHCHCHs ir CHCHCHCH.CH.C); 0,96 (s, 3H,
CH=CCCHy); 0,99-1,17 (m, 8H, CH>CH,CH> ir CHCCH); 1,21-1,30 (m, 1H,
(CH)3CH2CH3¥HPCCHs); 1,30-1,59 (m, 9H, CH(CHs)2, CCHCH.CH,CHCH ir
CHCHCHCH,CH,CCHa); 1,65-1,75 (m, 1H, (CH)sCH,CH°H3CCHjz); 1,77-
1,87 (m, 2H, CH=CCHy>); 1,91-2,01 (m, 2H, CH,CH>CHO); 2,24-2,29 (m, 2H,
CH2CH>CHO); 2,40-2,47 (m, 5H, CCH>CHO ir CeH4CHs3); 4,28-4,36 (m, 1H,
CHO); 5,29-5,31 (m, 1H, C=CH); 7,32-7,34 (d, J = 7,95; 2H, CH3C(CH)>); 7,78-
7,81 (d, J = 8,31; 2H, SO3C(CH)2). **C BMR (75 MHz, CDCls, § ppm): 11,82
(CH3CHCHCCHs3); 18,68 (CH3CHCHCCH3); 19,12 (CH3CC=CH); 20,97
(CCH2CH2CHCCHs); 21,62 (CeH4CHs); 22.53 ir 22.80 (CH(CHs)2); 23,79
(CH2CH2CH(CH3)2); 24,23 (CCHCH2CH2CHCH); 27,99 (CH(CHa)2); 28,17
(CCHCH:CH.CHCH); 28,62 (CH.CH.CHO); 31,73 (CHCHCH); 31,83
(C=CHCH:); 35,74 (CHCHCHzs); 36,15 (CH2CH2CH2CH(CHzs)2); 36,33
(CH=CCH); 36,87 (CH=CCCHgs); 38,85 (CH:CH.CHO); 39,49
(CH2CH(CHsa)2); 39,64 (CHCHCHCH2CH.CCHg); 42,27 (CHCCH); 49,89
(CHCHCHCH2CH>CCHz3); 56,09 (CHCHCHs3); 56,63 (CCHCH2CH,CH);
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82,38 (CHO); 123,50 (CH=C); 127,62 (SOsC(CH)2); 129,72 (CH3C(CH)z2);
134,70 (SO3C); 138,85 (CH=C); 144,36 (CHsC). IR (tiesiogiai, cm™): 2947,
2864, 1353, 937, 555. MS, m/z (M+, %): 383 (12), 369 (100), 214 (12), 157 (5).
El. an., rasta (%): C, 75,15; H, 10,01; O, 9,05; S, 6,05; apskaiciuota CasHs203S
(540,84): C, 75.51; H, 9.69; O, 8.87; S 5.93. PI. chrom., Rf(benzenas) = 0,7.

2-(2-(2-(2-((10,13-dimetil-17-(6-metilheptan-2-il)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-

ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)etoksi)etoksi)etoksi)etanolis (40)

(OCH,CH,),OH

OEG4 (35,3 ml; 39,5 g; 203 mmol) virinamas toluene (150 ml) su Dino-
Starko gaudykle 1 val., paliekant ketvirtadalj tirpiklio. | atvésinta iki 50 °C
misinj sudedamas junginys 39 (11 g; 20,34 mmol) istirpintas abs. dioksane (75
ml) ir virinama Ar atmosferoje 12 val. Tuomet reakcijos miSinys
sukoncentruojamas, liekana tirpinama DCM ir ekstrahuojant plaunama 10%
NaHCOs tirpalu bei vandeniu. DCM sluoksniai apjungiami, dziovinami bev.
Na>SOs ir sukoncentruojami. Gaunamas produktas 40 (10 g; 87%).

'H BMR (300 MHz, CDCls, 6 ppm): 0,67 (s, 3H, CHsCHCHCCH3); 0,85-
0,92 (m, 10H, CH(CHs),, CHCHCHs ir CHCHCHCH.CH.C); 0,99 (s, 3H,
CH=CCCHpg); 1,03-1,18 (m, 8H, CH.CH.CH>and CHCCH); 1,20-2,04 (m, 17H,
cholesteril); 2,21-2,40 (m, 2H, CH=CCH>); 3,02 (pl. s, 1H, OH); 3,13-3,24 (m,
1H, CHO); 3,59-3,67 (m, 14H, OEG4 CH-0); 3,71-3,74 (m, 2H, CH,OH); 5,33-
534 (m, 1H, C=CH). ¥C BMR (75 MHz, CDCls, & ppm): 11,82
(CH3CHCHCCHs); 18,68 (CH3CHCHCCH3); 19,33 (CH3CC=CH); 21,02
(CCH2CH2CHCCHy); 22,53 ir 22,78 (CH(CH3)2); 23,78 (CH>CH2CH(CH3)2);
24,25 (CCHCH>CH.CHCH); 27,97 (CH(CHs)2); 28,20 (CCHCH2CH>CHCH);
28,25 (CH2CH.CHO); 31,84 (CHCHCH); 31,91 (C=CHCH,); 35,74
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(CHCHCHpg); 36,15 (CH2CH2CH.CH(CHa)2); 36,82 (CH.CH.CHO); 37,18
(CH=CCCHs); 38,93 (CH=CCH2); 39,47 (CH2CH(CHz3)2); 39,64
(CHCHCHCH2CH2CCHs3); 42,27 (CHCCH); 50,13 (CHCHCHCH2CH.CCHpa);
56,11 (CHCHCHs); 56,73 (CCHCH:CH:CH); 61,67 (CH:0H); 67,19
(CHOCH?), 70,23-70,82 (OEG4 CH.0); 72,61 (CH.CH20H); 79,49 (CHO);,
121,52 (CH=C); 140,87 (CH=C). IR (tiesiogiai, cm™): 3427 (OH), 2931, 2866,
1098. MS, m/z (M+, %): 564 (100), 383 (83), 368 (97), 195 (79). El. an., rasta
(%): C, 74,25; H, 10,98; O, 14,05; apskaiciuota CzsHs205 (562,86): C, 74,68; H,
11,10; O, 14,21. PI. chrom., Rf(benzenas:acetonas — 2:1) = 0,2.

14-((20,13-dimetil-17-(6-metilheptan-2-il)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-
ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)-3,6,9,12-tetraoksatetradekan-1-olis (41)

(OCH,CH,)s;OH

Junginys 41 sintetinamas pagal junginio 40 metodika i§ OEGS5 (30,1 ml;
33,9 g; 142 mmol) ir 39 (15 g; 28,5 mmol). Gautas produktas 41 (12 g; 69%).

IH BMR (300 MHz, CDCls, § ppm): 0,67 (s, 3H, CHsCHCHCCHs); 0,85-
0,92 (m, 10H, CH(CHs),, CHCHCHs ir CHCHCHCH.CH.C); 0,99 (s, 3H,
CH=CCCH3); 1,02-1,19 (m, 8H, CH>CH>CH> ir CHCCH); 1,21-2,03 (m, 17H,
cholesteril); 2,20-2,39 (m, 2H, CH=CCH>); 2,93 (pl. s, 1H, OH); 3,14-3,23 (m,
1H, CHO); 3,59-3,66 (m, 16H, OEG5 CH,0); 3,72 (pl. s, 2H, CH>OH); 5,33-
534 (m, 1H, C=CH). ¥C BMR (75 MHz, CDCls, & ppm): 11,73
(CH3CHCHCCHz3); 18,60 (CH3sCHCHCCHs); 19,25 (CHsCC=CH); 20,94
(CCH2CH2CHCCH3); 22,45 ir 22,71 (CH(CHa)2); 23,70 (CH2CH2CH(CH3)2);
24,16 (CCHCH>CH.CHCH); 27,87 (CH(CHs)2); 28,10 (CCHCH2CH>CHCH);
28,21 (CH;CH,CHO); 31,75 (CHCHCH); 31,81 (C=CHCH); 35,66
(CHCHCHBa); 36,06 (CH2CH2CH>CH(CHz)2); 36,72 (CH.CH,CHO); 37,10
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(CH=CCCHzs); 38,92 (CH=CCH); 39,38 (CH:CH(CHs)2); 39,65
(CHCHCHCH2CH>CCHz); 42,18 (CHCCH); 50,04 (CHCHCHCH2CH.CCHj);
56,02 (CHCHCHs); 56,64 (CCHCH:CH.CH); 61,54 (CH:0H); 67,13
(CHOCH?>); 70,20-70,73 (OEG5 CH-0); 72,46 (CH.CH20H); 79,34 (CHO);
121,40 (CH=C); 140,79 (CH=C). IR (tiesiogiai, cm™): 3425 (OH), 2928, 2867,
1090. MS, m/z (M+, %): 607 (100), 383 (83), 368 (97), 238 (62). El. an., rasta
(%): C, 73,35; H, 11,01; O, 15,65; apskai¢iuota C37HesOs (606,91): C, 73,22; H,
10,96; O, 15,82. PI. chrom., Rf(benzenas:acetonas — 2:1) = 0,2.

2-(2-(2-(2-((10,13-dimetil-17-(6-metillheptan-2-il)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-
ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)etoksi)etoksi)etoksi)etil 3-brompropanoatas
(42)

(0]
(OCHZCH2)4O}\/\Br

Junginys 40 (10 g; 17 mmol) virinamas toluene (200 ml) su Dino-Starko
gaudykle 1 val. | atvésintg iki 50 °C miSinj sudedami 3-brompropioniné riigstis
(3 g; 19,5 mmol), TsOH (0,1 g; 0,9 mmol) ir virinama Ar atmosferoje 5 val.
Tuomet reakcijos miSinys sukoncentruojamas, liekana tirpinama DCM ir
ekstrahuojant plaunama 10% NaHCOs tirpalu bei vandeniu. DCM sluoksniai
apjungiami, dziovinami bev. Na>SOys ir sukoncentruojami. Gaunamas produktas
42 (6 g; 50%).

IH BMR (300 MHz, CDCls, & ppm): 0,67 (s, 3H, CHsCHCHCCH?3); 0,85-
0,92 (m, 10H, CH(CHs),, CHCHCHs ir CHCHCHCH.CH.C); 0,99 (s, 3H,
CH=CCCH3); 1,03-1,20 (m, 8H, CH>CH>CH> ir CHCCH); 1,24-2,04 (m, 17H,
cholesteril); 2,21-2,40 (m, 2H, CH=CCH>); 2,95 (t, J = 6,84; 2H, BrCH2CHy);
3,13-3,23 (m, 1H, CHO); 3,56-3,61 (m, 2H, BrCH>CHy); 3,61-3,66 (m, 12H,
OEG4 CH0); 3,70-3,73 (m, 2H,COOCH,CH.0); 4,28-4,31 (m, 2H,
COOCH,CH,0); 5,33-5,35 (m, 1H, C=CH). 3C BMR (75 MHz, CDCls, 5 ppm):
11,83 (CH3CHCHCCHzs); 18,68 (CH3sCHCHCCHz3); 19,35 (CHsCC=CH);
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21,03 (CCH:CH:CHCCH3); 22,53 ir 22,79 (CH(CHz3)2); 23,79
(CH2CH2CH(CH3)2); 24,26 (CCHCH2CH2CHCH); 25,77 (BrCH.CHy); 27,98
(CH(CH3)2); 28,20 (CCHCH2CH:CHCH); 28,33 (CH.CH:CHO); 31,86
(CHCHCH); 31,92  (C=CHCHpy); 3575  (CHCHCHaz); 36,15
(CH2CH2CH2CH(CHa)2); 36,84 (CH2CH.CHO); 37,21 (CH=CCCHg); 37,60
(BrCH2CH2); 39,03 (CH=CCHz); 39,48 (CH:CH(CHas)2); 39,75
(CHCHCHCH2CH>CCHz); 42,29 (CHCCH); 50,15 (CHCHCHCH2CH.CCHj);
56,12 (CHCHCHg); 56,74 (CCHCH2CH2CH); 64,04 (COOCH.CH20); 67,25
(CHOCHy); 68,96 (COOCH,CH-0); 70,55-70,87 (OEG4 CH20); 79,46 (CHO);
121,52 (CH=C); 140,92 (CH=C); 170,48 (COO). IR (tiesiogiai, cm™): 2931,
2866, 1737 (C=0), 1104. MS, m/z (M+, %): 696 (14), 562 (30), 384 (31), 370
(100), 195 (12), 179 (6). El. an., rasta (%): C, 65,09; H, 9,32; Br, 11,65; O, 13,83;
apskaiciuota C3gHesBrOs (697,82): C, 65,40; H, 9,39; Br, 11,45; O, 13,76.

0,0'-((1,2-ditiolan-4,4-diil)bis(metilen)) bis(2-(2-(2-(2-((10,13-dimetil-17-(6-
metilheptan-2-il)-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-

ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)etoksi)etoksi)etoksi)etil) disukcinatas (43)

0
0 S
0 S
(OCHZCHZ)‘,O)K/W0
0

Junginys 40 (3,55 g; 6,3 mmol) virinamas toluene (100 ml) su Dino-
Starko gaudykle 1 val. | atvésintg iki 50 °C tirpalg sudedami junginys 36 (1,1 g;
3 mmol) istirpintas DCM (15 ml), TsOH (0,775 g; 4,5 mmol) ir virinama 19 val.

Tuomet reakcijos miSinys sukoncentruojamas. Produktas 43 (4 g; 92%)
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atskiriamas kolonélinés chromatografijos metodu (eliuentai benzenas:acetonas
-5:1; 2:1; 1:1).

'H BMR (300 MHz, CDCls, 6 ppm): 0,67 (s, 6H, CHsCHCHCCH3); 0,85-
0,92 (m, 20H, CH(CHs),, CHCHCHs ir CHCHCHCH.CH:C); 0,99 (s, 6H,
CH=CCCHg); 1,02-1,19 (m, 16H, CH.CH.CH: ir CHCCH); 1,21-2,02 (m, 34H,
cholesteril); 2,21-2,39 (m, 4H, CH=CCHy>); 2,62-2,70 (m, 8H, OCCH>CH>CO);
2,99 (m, 4H, CH,SSCHy); 3,14-3,22 (m, 2H, CHO); 3,63-3,64 (m, 4H,
CHOCH»); 3,65-3,66 (m, 20H, OEG4 CH:0); 3,59-3,70 (m, 4H,
COOCH:2CH:0); 4,14 (s, 4H, C(CH2)205); 4,23-4,26 (m, 4H, COOCH,CH:0);
5,33-5,34 (m, 2H, C=CH). ®*C BMR (75 MHz, CDCls;, & ppm): 11,81
(CH3CHCHCCHg); 18,67 (CH3CHCHCCHs3); 19,33 (CHsCC=CH); 21,02
(CCH2CH2CHCCHB3); 22,51 ir 22,77 (CH(CH?3)z2); 23,77 (CH2CH2CH(CHs3)z2);
24,24 (CCHCHCH2CHCH); 27,95 (CH(CHBa)2); 28,18 (CCHCH2CH2CHCH);
28,31 (CH.CH.CHO); 28,86 ir 28,89 (COCH.CH.CO); 31,84 (CHCHCH);
31,90 (C=CHCHy); 35,73 (CHCHCHjs); 36,14 (CH2CH2CH.CH(CHs)2); 36,82
(CH.CH:CHO); 37,19 (CH=CCCHs); 39,01 (CH=CCH2); 39,46
(CH2CH(CHa)2); 39,73 (CHCHCHCH.CH2CCHa); 42,26 (CHCCH); 44,48
(CH2SSCH2); 50,13 (CHCHCHCH:CH2CCHs); 54,20 (C(CH2)2); 56,10
(CHCHCHg); 56,72 (CCHCH:CH:CH); 63,91 (O=COCH); 65,15
(C(CH2)20z2); 67,24 (CHOCH?); 68,99 (COOCH2CH20); 70,53-70,88 (OEG4
CH0); 79,44 (CHO); 121,49 (CH=C); 140,91 (CH=C). IR (tiesiogiai, cm™):
2932, 2866, 1734 (C=0), 1102. Raman (cm): 1737 (C=0), 1670 (C=C), 737
(CS), 514 (SS). MS, m/z (M+, %): 1456 (18), 1088 (55), 793 (100), 645 (43).
El. an., rasta (%): C, 68,15; H, 10,08; O, 17,25; S, 4,62; apskaiiuota
CsaH138016S2 (1456,1): C, 68,46; H, 9,55; O, 17,58; S, 4,40. PIl. chrom.,

Rf(benzenas: acetonas — 5:2) = 0,6.
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0,0'-((1,2-ditiolan-4,4-diil)bis(metilen)) bis(14-((10,13-dimetil-17-(6-
metilheptan-2-il)-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-
ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)-3,6,9,12-tetraoksatetradecil) disukcinatas
(44)

0
(OCH2CH2)50MO
0 S
0 S
(OCHZCHZ)SO)WO
0

Junginys 44 sintetinamas pagal junginio 43 metodika i$ 41 (3,31 g; 5,46
mmol), 42 (1 g; 2,73 mmol) ir TsOH (0,75 g; 4,09 mmol). Gaunamas produktas
44 (3,7 g; 88%).

'H BMR (300 MHz, CDCls,  ppm): 0,67 (s, 6H, CHsCHCHCCHz); 0,85-
0,92 (m, 20H, CH(CHzs)2, CHCHCH3s ir CHCHCHCH2CH:C); 0,99 (s, 6H,
CH=CCCHpy); 1,02-1,19 (m, 16H, CH.CH>CH> ir CHCCH); 1,22-2,03 (m, 34H,
cholesteril); 2,21-2,39 (m, 4H, CH=CCH>); 2,62-2,69 (m, 8H, OCCH>CH>CO);
2,99 (m, 4H, CH,SSCHy); 3,14-3,22 (m, 2H, CHO); 3,62-3,63 (m, 4H,
CHOCH); 3,65-3,66 (m, 28H, OEG5 CH.0); 3,67-3,70 (m, 4H,
COOCH:CH:0); 4,15 (s, 4H, C(CH2)203); 4,22-4,25 (m, 4H, COOCH.CH:0);
5,33-5,34 (m, 2H, C=CH). B®C BMR (75 MHz, CDCl;, § ppm): 11,83
(CH3CHCHCCHzs); 18,69 (CH3sCHCHCCHs); 19,36 (CHsCC=CH); 21,05
(CCH2CH>CHCCHBa); 22,53 ir 22,80 (CH(CHba)2); 23,80 (CH2CH2CH(CHa)2);
24,27 (CCHCH2CH.CHCH); 27,99 (CH(CHs3)2); 28,21 (CCHCH2CH>CHCH);
28,32 (CH,CH,CHO); 28,88 ir 28,91 (COCH,CH,CO); 31,87 (CHCHCH);
31,93 (C=CHCHy); 35,76 (CHCHCHj3); 36,17 (CH2CH2CH2CH(CHa)2); 36,85
(CH:CH.CHO); 37,22 (CH=CCCHas); 39,03 (CH=CCH.); 39,49
(CH2CH(CHBa)2); 39,76 (CHCHCHCH2CH>CCHz3); 42,30 (CHCCH); 44,46
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(CH2SSCH2); 50,16 (CHCHCHCH:CH2:CCHgs); 54,23 (C(CH2)2); 56,13
(CHCHCHg); 56,76 (CCHCH:CH:CH); 63,95 (O=COCH.); 65,20
(C(CH2)202); 67,24 (CHOCH:); 69,02 (COOCH,CH0); 70,55-70,85 (OEG5
CH0); 79,47 (CHO); 121,52 (CH=C); 140,96 (CH=C). IR (tiesiogiai, cm™):
2931, 2866, 1735 (C=0), 1101. Raman (cm™): 1744 (C=0), 1673 (C=C), 741
(CS), 512 (SS). MS, m/z (M+, %): 1543 (15), 1181 (71), 1037 (91), 803 (100),
698 (50), 442 (30). El. an., rasta (%): C, 67,45; H, 10,01; O, 18,37; S, 4,32;
apskai¢iuota Cg7H146018S2 (1544,21): C, 67,67; H, 9,53; O, 18,65; S, 4,15. PI.

chrom., Rf(benzenas: acetonas — 5:2) = 0,6.

2-(2-(2-(2-((10,13-dimetil-17-(6-metilheptan-2-il)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-
ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)etoksi)etoksi)etoksi)etil metansulfonatas
(45)

(OCH,CH,),0S0,CHj,
Junginys 40 (0,7 g; 1,244 mmol), TEA (0,347 ml; 0,252 g; 2,487 mmol)

ir TMA'HCI (0,024 g; 0,249 mmol) virinami DCM (30 ml) su atvirkstine Dino-
Starko gaudykle 1 val. ] atsaldyta iki 0 °C temperatiiros misinj sula§inamas MsCI
(0,193 ml; 0,285 g; 2,487 mmol), istirpintas abs. DCM (10 ml). Maisoma 0-3 °C
temperatiiroje 1 val., 25 °C - 1 val. ir virinama 2 val., paliekant per naktj
kambario temperatiiroje. Tuomet reakcijos misSinys ekstrahuojant plaunamas
atsk. H2SO4 (1:200), 10% NaHCOs tirpalu ir vandeniu. DCM sluoksniai
apjungiami, dziovinami bev. Na>,SOs ir sukoncentruojami. Gaunamas produktas
45 (0,75 g; 94%).

'H BMR (300 MHz, CDCls, 6 ppm): 0,67 (s, 3H, CHsCHCHCCH3); 0,85-
0,92 (m, 10H, CH(CHs)., CHCHCHs ir CHCHCHCH.CH.C); 0,99 (s, 3H,
CH=CCCHpg); 1,02-1,20 (m, 8H, CH.CH>CH. ir CHCCH); 1,24-2,03 (m, 17H,
cholesteril); 2,20-2,39 (m, 2H, CH=CCH>); 3,09 (s, 3H, CH3S03); 3,13-3,24 (m,
1H, CHO); 3,63-3,69 (m, 12H, OEG4 CH)0); 3,75-3,78 (m, 2H,
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CH3SO3CH.CHy); 4,37-4,40 (m, 2H, CH3SOsCH2CH>); 5,33-5,35 (m, 1H,
C=CH). 13C BMR (75 MHz, CDCls, & ppm): 11,73 (CHsCHCHCCHz3); 18,59
(CH3CHCHCCHg); 19,26 (CH3CC=CH); 20,93 (CCH2CH.CHCCHg); 22,45 ir
22,71 (CH(CHs).); 23,69 (CH2CH.CH(CHa)2); 24,16 (CCHCH.CH>CHCH);
27,88 (CH(CHz)2); 28,11 (CCHCH.CH2CHCH); 28,21 (CH.CH.CHO); 31,74
(CHCHCH); 31,81  (C=CHCHpy); 3565  (CHCHCHs); 36,05
(CH2CH2CH2CH(CH3)2); 36,72 (CH2CH.CHO); 37,08 (CH=CCCHa); 37,60
(CHsSOs3); 3891  (CH=CCH2); 39,38 (CH2CH(CHs)2); 39,63
(CHCHCHCH2CH>CCHz); 42,17 (CHCCH); 50,02 (CHCHCHCH2CH.CCHj);
55,99 (CHCHCHpg); 56,62 (CCHCH.CH2CH); 67,13 (CHOCHz); 68,87-70,76
(OEG4 CH:0); 79,35 (CHO); 121,52 (CH=C); 140,75 (CH=C). El. an., rasta
(%): C, 67,39; H, 10,18; O, 17,25; S, 4,91, apskaiciuota C3sHesO7S (640,95): C,
67,46; H, 10,06; O, 17,47; S, 5,00. PIl. chrom., Rf(benzenas:acetonas — 4:1) =
0,7.

2-(2-(2-(2-(2-((10,13-dimetil-17-(6-metilheptan-2-il)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-
ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)etoksi)etoksi)etoksi)etil)izotiuronio

metansulfonatas (46)

NH,0S0,CH;
(OCH,CH,),SX
NH,

Junginys 45 (0,7 g; 1,092 mmol) ir tiokarbamidas (1,116 g; 1,529 mmol)
virinami abs. 2-butanolyje (25 ml) 10 val., paliekant per naktj saldytuve (5 °C).
Tuomet reakcijos miSinys nufiltruojamas ir sukoncentruojamas. Liekana
tirpinama karStame DCM ir iSpilama | acetonitrilg. Tirpikliai kelis kartus

dekantuojami, alyvingas produktas 46 (0,6 g; 77%) dZiovinamas sumazintame

slégyje.

145



'H BMR (300 MHz, (CD3)2S0, & ppm): 0,63 (s, 3H, CH3CHCHCCHj3);
0,83-0,84 (m, 10H, CH(CHs),, CHCHCH3 ir CHCHCHCH2CH:C); 0,98 (s, 3H,
CH=CCCHz3); 1,02-1,20 (m, 8H, CH2CH>CH> ir CHCCH); 1,24-2,02 (m, 17H,
cholesteril); 2,07 (s, 3H, CH3S0:s); 2,18-2,37 (m, 2H, CH=CCHy>); 3,09-3,15 (m,
1H, CHO); 3,35-3,56 (m, 12H, OEG4 CH,0); 3,65-3,67 (m, 2H, SCH2CH>);
4,83-4,85 (m, 2H, SCH>CH>); 5,33-5,35 (m, 1H, C=CH); 8,08-8,10 (m, 2H,
NH>); 8,86-8,87 (m, 2H, NH>). El. an., rasta (%): C, 62,02; H, 10,08; N, 3,85; O,
15,85; S, 9,11; apskaiciuota Ca7HesN207S. (717,07): C, 61,97; H, 9,56; N, 3,91;
0, 15,62; S, 8,94.

2-(2-(2-(2-((10,13-dimetil-17-(6-metilheptan-2-il)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-

ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)etoksi)etoksi)etoksi)etantiolis (47)

(OCH,CH,),SH
Junginys 46 (0,5 g; 0,697 mmol) tirpinamas chloroformo (60 ml) ir
vandens (20 ml) miSinyje. | gautg tirpalg sudedamas Na»S.Os (0,133 g; 0,697
mmol) ir virinama Ar atmosferoje 5 val. Tuomet atvésintas iki kambario
temperatiiros reakcijos miSinys ekstrahuojant plaunamas atsk. HCI (1:20) ir
vandeniu. Chloroformo sluoksniai apjungiami, dziovinami bev. MgSOas ir

sukoncentruojami. Gaunamas produktas 47 (0,3 g; 74%).
'H BMR (300 MHz, CDCls, 6 ppm): 0,67 (s, 3H, CHsCHCHCCH3); 0,85-
0,92 (m, 10H, CH(CHs),, CHCHCHs ir CHCHCHCH.CH.C); 0,99 (s, 3H,
CH=CCCHpg); 1,04-1,19 (m, 8H, CH.CH>CH. ir CHCCH); 1,25-2,02 (m, 18H,
cholesteril ir SH); 2,21-2,39 (m, 2H, CH=CCH>); 2,67-2,73 (m, 2H, CH,SH);
3,14-3,22 (m, 1H, CHO); 3,60-3,67 (m, 14H, OEG4 CH,0); 5,33-5,34 (m, 1H,
C=CH). IR (tiesiogiai, cm™): 2931, 2866, 1102, 733. MS, m/z (M+, %): 579
(31), 564 (27), 473 (100), 383 (68), 370 (72). El. an., rasta (%): C, 72,48; H,
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10,88; O, 11,25; S, 5,47; apskaiciuota C3sHe204S (578,92): C, 72,61; H, 10,79;
0, 11,05; S, 5,54.

2-(1-((10,13-dimetil-17-(6-metilheptan-2-il)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-
ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)-13-0kso-3,6,9,12-tetraoksapentadekan-15-

il)izotiuronio bromidas (48)

0 ﬁHz Br’

/U\/\SJ<
NH,

(OCH,CH,),O
Junginys 48 sintetinamas pagal junginio 46 metodika i§ 39 (1 g; 1,43
mmol) ir tiokarbamido (0,15 g; 2 mmol) abs. 2-butanolyje (30 ml). Gaunamas
produktas 48 (0,97 g; 88%).
IH BMR (300 MHz, CDCls,  ppm): 0,67 (s, 3H, CHsCHCHCCHy); 0,85-
0,92 (m, 10H, CH(CHs),, CHCHCHs ir CHCHCHCH.CH.C); 0,99 (s, 3H,
CH=CCCHpy); 1,02-1,20 (m, 8H, CH>CH>CH, ir CHCCH); 1,24-2,04 (m, 17H,
cholesteril); 2,20-2,39 (m, 2H, CH=CCH>); 2,88 (t, 2H, J = 6,15; SCH>CH>);
3,14-3,25 (m, 1H, CHO); 3,55-3,59 (m, 2H, SCH,CH>); 3,63-3,66 (m, 12H,
OEG4 CH:0); 3,71-3,74 (m, 2H, COOCH:CH); 4,29-4,32 (m, 2H,
COOCHCHpy); 5,33-5,35 (m, 1H, C=CH); 8,69 (s, 2H, NH>); 9,11 (s, 2H, NH>).
3C BMR (75 MHz, CDCls;, § ppm): 11,83 (CH3CHCHCCHs); 18,68
(CH3CHCHCCHg); 19,37 (CH3CC=CH); 21,03 (CCH2CH>CHCCHg); 22,52 ir
22,77 (CH(CHs)2); 23,80 (CH2CH2CH(CH3)2); 24,25 (CCHCH,CH,CHCH);
27,09 (SCH2:CHy); 27,97 (CH(CHs)2); 28,19 (CCHCH:CH:CHCH); 28,29
(CH2CH,CHO); 31,84 (CHCHCH); 31,91 (C=CHCH,); 34,02 (SCH2CH>);
35,75 (CHCHCHg); 36,15 (CH2CH2CH2CH(CHz3)2); 36,81 (CH2CH.CHO);
37,15 (CH=CCCHa); 38,96 (CH=CCH); 39,47 (CH2CH(CHs)); 39,74
(CHCHCHCH2CH2CCHs3); 42,28 (CHCCH); 50,12 (CHCHCHCH2CH,CCHp3);
56,12 (CHCHCHpa); 56,72 (CCHCH.CH>CH); 64,27 (COOCH>CH0); 67,09
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(CHOCHy); 68,89 (COOCH:CH-0); 70,37-70,66 (OEG4 CH20); 79,59 (CHO);
121,71 (CH=C); 140,67 (CH=C); 170,90 (CNH>); 171,43 (COO). El. an., rasta
(%): C, 60,72; H, 8,82; Br, 10,01; N, 3,25; O, 12,55; S, 4,23; apskaiciuota
CagHeaBrN206S (773,94): C, 60,52; H, 8,99; Br, 10,32; N, 3,62; O, 12,40; S,
4,14,

2-(2-(2-(2-((10,13-dimetil-17-(6-metilheptan-2-il)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-
ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)etoksi)etoksi)etoksi)etil 3-

merkaptopropanoatas (49)

(0]
(OCHZCH2)4O/U\/\SH

Junginys 49 sintetinamas pagal junginio 47 metodika i$ 48 (0,6 g; 0,8
mmol), Na2S20s (0,15 g; 0,8 mmol) chloroformo (75 ml) ir vandens (25 ml)
misinyje. Gaunamas produktas 49 (0,33 g; 65%).

IH BMR (300 MHz, CDCls, & ppm): 0,67 (s, 3H, CHsCHCHCCHj); 0,85-
0,92 (m, 10H, CH(CHzs)2, CHCHCHzs ir CHCHCHCH.CH:C); 0,99 (s, 3H,
CH=CCCHpy); 1,02-1,20 (m, 8H, CH>CH>CH, ir CHCCH); 1,24-2,04 (m, 18H,
cholesteryl ir SH); 2,21-2,40 (m, 2H, CH=CCH>); 2,64-2,71 (m, 2H, SHCH>);
2,75-2,80 (m, 2H, SHCH2CH>); 3,13-3,24 (m, 1H, CHO); 3,63-3,66 (m, 12H,
OEG4 CH.0); 3,69-3,73 (m, 2H, COOCH:CH:0); 4,26-4,92 (m, 2H,
COOCHCH-0); 5,33-5,34 (m, 1H, C=CH). 3C BMR (75 Mhz, CDCls, § ppm):
11,82 (CH3CHCHCCHzs); 18,68 (CHsCHCHCCHzs); 19,35 (CHsCC=CH);
19,70 (SHCH2CH); 21,03 (CCH2CH2CHCCHg); 22,53 ir 22,78 (CH(CH3)2);
23,79 (CH2CH.CH(CHa)2); 24,25 (CCHCH2CH2CHCH); 27,09 (SCH2CHy>);
27,97 (CH(CHg)2); 28,19 (CCHCH2CH.CHCH); 28,33 (CH2CH>CHO); 31,86
(CHCHCH); 31,91  (C=CHCHpy); 3574  (CHCHCHs); 36,15
(CH2CH2CH2CH(CHs3)2); 36,84 (CH2CH.CHO); 37,21 (CH=CCCHa); 38,39
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(SHCH2CH2); 39,03 (CH=CCHz); 39,48 (CH2CH(CHs)2); 39,74
(CHCHCHCH2CH2CCHs3); 42,29 (CHCCH); 50,15 (CHCHCHCH2CH.CCHp3);
56,12 (CHCHCHpa); 56,74 (CCHCH.CH2CH); 63,73 (COOCH2CH:0); 67,25
(CHOCH?»); 69,02 (COOCH,CH-0); 70,55-70,86 (OEG4 CH-0); 79,45 (CHO);
121,51 (CH=C); 140,92 (CH=C); 170,90 (CNH>); 171,50 (COOQ). IR (tiesiogiai,
cmt): 2931, 2866, 1733 (C=0), 1104. MS, m/z (M+, %): 651 (100), 564 (13),
473 (28), 370 (14). El an., rasta (%): C, 70,22; H, 10,20; O, 14,60; S, 4,71;
apskai¢iuota CagHesOsS (650,99): C, 70,11; H, 10,22; O, 14,75; S, 4,93.

2-((1E,32)-3-(1-(2-((10,13-dimetil-17-(6-metilheptan-2-il)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-
ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)-13-o0kso-3,6,9,12-tetraoksaoktadekan-18-
yl)-3,3-dimetilindolin-2-iliden)prop-1-en-1-il)-3,3-dimetil-1-propil-3H-indol-
1-as (50)

(0]
(OCH,CH,), 0
Cy3 (100 mg; 0,177 mmol), EDC (80 mg; 0,42 mmol) ir DMAP (2,16

mg; 0,018 mmol) maiSomi abs. acetonitrile (15 ml) kambario temperatiiroje 1
val. | gautg tirpalg sudedamas junginys 40 (179 mg; 0,318 mmol) iStirpintas abs.
acetonitrile (10 ml) ir maiSoma kambario temperattroje 16 val. Tuomet reakcijos
misinys sukoncentruojamas. Liekana tirpinama chloroforme ir ekstrahuojant
plaunama vandeniu, atsk. HBr (1:25), 5% NaHCOzsir vél vandeniu. Chloroformo
sluoksniai apjungiami, dziovinami bev. MgSOQg ir sukoncentruojami. Produktas
50 (60 mg; 31%) atskiriamas kolonélinés chromatografijos metodu (eliuentai
etilacetatas:metanolis — 7:1; 4:1).

'HNMR (300 MHz, CDCls, § ppm): 0,67 (s, 3H, CHsCHCHCCHz); 0,85-
0,92 (m, 10H, CH(CHzs)2, CHCHCH3s ir CHCHCHCH.CH:C); 0,99 (s, 3H,
CH=CCCHz); 1,01-1,20 (m, 8H, CH2CH>CH>C(CHa)2 ir CHCCH); 1,14 (t, 6H,
J = 7,35 NCH:CH.CH>CH>CH»); 1,24-2,05 (m, 19H, cholesteril ir
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NCH2CH.CH3); 1,71-1,72 (d, J = 2,75; 15H, Cy3 metil); 2,20-2,35 (m, 2H,
CH=CCH); 2,36-2,41 (m, 2H, CH.CH.CH.COO0); 3,12-3,23 (m, 1H, CHO);
3,63-3,74 (m, 14H, OEG4 CH>0); 4,18-4,30 (m, 4H, COOCH,CH-O ir
NCH2(CH)4 ); 4,23-4,30 (m, 2H, NCH>CH.CH?3); 5,33-5,34 (m, 1H, C=CH);
7,11-7,14 (m, 2H, Cy3 C=CH); 7,21-7,26 (m, 1H, NCCCHCHCHCH); 7,35 (m,
1H, Cy3 C=CH); 7,36-7,42 (m, 6H, Cy3 ArCH); 8,37-8,46 (m, 1H,
NCCCHCHCHCH). ¥C BMR (75 MHz, CDCls, & ppm): 11,49
(NCH2CH2CHs3); 11,79 (CH3CHCHCCHg); 18,65 (CHsCHCHCCHs); 19,32
(CH3CC=CH); 21,09 (CCH2CH2CHCCH?3); 22,49 ir 22,75 (CH(CHz3)2); 23,75
(CH2CH2CH(CH3)2); 24,22 (CCHCH2CH2.CHCH); 24,37-24,39 (NCC(CHz)2);
24,40 (NCH.CH>CH3); 24,55 (NCH.CH:CH.CH>CH,); 26,21-26,23
(NCC(CHsa)2); 26,26 (NCH.CH2CH.CH2CH>); 27,97 (CH(CHzs)2); 28,20
(CCHCH2CH2CHCH); 28,27 (CH2CH2CHO); 28,48 (NCH2CH2CH2CH2CHy);
31,82 (CHCHCH); 31,87 (C=CHCHz2); 33,77 (NCH2CH2CH2CH>CH?>); 35,71
(CHCHCHs3); 36,11 (CH2CH2CH2CH(CH3)2); 36,79 (CH2CH2CHO); 37,16
(CH=CCCHs); 38,98 (CH=CCH)); 39,44 (CH:CH(CHs)2); 39,71
(CHCHCHCH2CH2CCHg); 42,25 (CHCCH); 46,18 (NCH2CH2CH2CH2CH>);
48,78 (NCC(CHa)2); 49,85 (CHCHCHCH2CH2CCHs3); 54,71 (NCH2CH2CH?3);
56,07 (CHCHCHg); 56,69 (CCHCH2CH2CH); 63,36 (COOCH.CH20); 67,19
(CHOCHy>); 69,06 (COOCH.CH-0); 70,48-70,78 (OEG4 CH20); 79,41 (CHO);
121,47 (CHOL CH=C); 104,71-140,37 (Cy3 CH); 142,13 ir 142,27
(CNCC(CHs3)2); 173,40 (COOQ); 173,71-173,73 (NCC(CHz3)2). IR (tiesiogiai,
cm): 2933, 2867, 1721 (C=0), 1557, 1457, 1431, 1135, 798. MS, m/z (M+, %):
1030 (100), 835 (55), 662 (77), 485 (49), 384 (92). El. an., rasta (%): C, 72,38;
H, 9,28; Br, 7,01; N, 2,60; O, 8,75; apskai¢iuota Ce7H101BrN2Os (1110,43): C,
72,47; H, 9,17; Br, 7,20; N, 2,52; O, 8,64.
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2-((1E,3E,52)-5-(1-(1-((10,13-dimetil-17-(6-metilheptan-2-il)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-
ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)-13-o0kso-3,6,9,12-tetraoksaoktadekan-18-
il)-3,3-dimetilindolin-2-iliden)penta-1,3-dien-1-il)-1-etil-3,3-dimetil-3H-
indol-1-as (51)

(OCH,CH,),0 ©
Junginys 51 sintetinamas pagal junginio 50 metodika i§ Cy5 (150 mg;
0,266 mmol), EDC (71 mg; 0,371 mmol), DMAP (39 mg; 0,319 mmol) ir 40
(200 mg; 0,354 mmol) abs. acetonitrile (40 ml). Gaunamas produktas 51 (67 mg;
25%).

IH BMR (300 MHz, CDCl3, § ppm): 0,67 (s, 3H, CHsCHCHCCHG); 0,86-
0,93 (m, 10H, CH(CHas)2, CHCHCHs ir CHCHCHCH2CH:C); 0,99 (s, 3H,
CH=CCCHs); 1,02-1,20 (m, 14H, CH,CH.CH,C(CHs),, CHCCH ir
NCH2CH>CH>CH>CHy>); 1,24-2,05 (m, 32H, NCH2CHjs, cholesteril, Cy5 metil);
2,20-2,35 (M, 2H, CH=CCHb>); 2,36-2,41 (m, 2H, CH,CH2CH2COO0); 3,12-3,22
(m, 1H, CHO); 3,63-3,70 (m, 14H, OEG4 CH,0); 3,70-3,76 (m, 2H,
NCH»(CH2)a), 4,05 (t, J = 7,61; 2H, COOCH,CH:0); 4,21-4,24 (m, 2H,
NCH,CH3); 5,33-5,34 (m, 1H, C=CH); 6,27-6,38 (m, 2H, Cy3 C=CH); 6,74-
6,83 (M, 1H, Cy3 ArCH); 7,04-7,12 (m, 2H, Cy3 C=CH); 7,20-7,29 (m, 4H, Cy3
NCCCHCHCHCH, ArCH ir C=CH); 7,33-7,40 (m, 3H, Cy3 ArCH); 8,23-8,32
(m, 1H, Cy3 ArCH). 3C BMR (75 MHz, CDCls, § ppm): 11,79 (NCH2CHj3);
11,84 (CHsCHCHCCHz); 18,70 (CHsCHCHCCHs); 19,37 (CH3CC=CH);
21,04 (CCH2CH.CHCCH3); 2254 ir 22,80 (CH(CHas)2); 23,80
(CH2CH2CH(CHa),); 24,27 (CCHCH2CH2CHCH); 24,42-24,42 (NCC(CHs)2);
2447  (NCH2CH.CH,CH.CHy);  27,04-27,41  (NCC(CHa)y); 27,89
(NCH2CH2CH2CH2CHy); 27,99 (CH(CHs)2); 28,08 (CCHCH;CH2CHCH);
28,21 (CH,CH,CHO); 28,32 (NCH,CH.CH,CH,CH,); 31,87 (CHCHCH);
31,92 (C=CHCHb,); 33,75 (NCH2CH2CH>CH2CHy); 35,76 (CHCHCH?3); 36,16
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(CH2CH2CH2CH(CHs3)2); 36,85 (CH2CH.CHO); 37,20 (CH=CCCHa); 37,63
(CH=CCHpy); 39,49 (CH2CH(CHpg)2); 39,75 (CHCHCHCH2CH2CCHz3); 42,26
(CHCCH); 42,30 (NCH2CHs); 45,99 (NCH:CH.CH.CH.CH.); 48,87
(NCC(CHs3)2); 50,15 (CHCHCHCH2CH.CCHpg); 56,13 (CHCHCHs3); 56,74
(CCHCH2CH:CH); 64,27 (COOCH.CH:0); 67,10 (CHOCH2); 69,09
(COOCH2CH?0); 70,48-70,83 (OEG4 CH»0); 79,47 (CHO); 121,56 (CHOL
CH=C); 103,92-140,18 (Cy3 CH); 142,180 ir 142,99 (CNCC(CHz3)2); 173,06
(COO0); 173,75-173,77 (NCC(CHs)2). IR (tiesiogiai, cm™): 2933, 2868, 1715
(C=0), 1613, 1482, 1457, 1112, 926. MS m/z (M+, %): 1108 (27), 1028 (100),
564 (15), 384 (21). El. an., rasta (%): C, 72,46; H, 9,27; Br, 6,98; N, 2,62; O,
8,73; apskai¢iuota CegH101BrN20s (1122,44): C, 72,76; H, 9,07; Br, 7,12; N,
2,50; O, 8,55.

1-(1-((10,13-dimetil-17-(6-metilheptan-2-il)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-
ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)-13-0kso-3,6,9,12-tetraoksapentadekan-15-
il)-[4,4'-bipiridin]-1-io bromidas (52)

/\j/@
Br- —
f N
(OCH,CH,),0, ~ Nz

(0]

Junginys 42 (1,85 g; 2,65 mmol) ir 4,4'-bipiridinas (2,55 g; 13,26 mmol)
virinami abs. acetonitrile (80 ml) MW salygomis 8 val. Tuomet atvésintas iki
kambario temperatiiros reakcijos miSinys palieckamas per nakt; Saldytuve (5 °C).
Tirpiklis dekantuojamas, alyvinga liekana tirpinama karStame acetonitrile ir
iSpilama | acetong. Tirpikliai dekantuojami, produktas 52 (1,3 g; 57%)
dziovinamas sumazintame slégyje.

'H BMR (300 MHz, CDCls, 6 ppm): 0,67 (s, 3H, CHsCHCHCCH3); 0,85-
0,92 (m, 10H, CH(CHzs)2, CHCHCHzs ir CHCHCHCH.CH:C); 0,96 (s, 3H,
CH=CCCHp3); 0,99-1,19 (m, 8H, CH>CH>CH.> ir CHCCH); 1,24-2,02 (m, 17H,
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cholesteril); 2,15-2,35 (m, 2H, CH=CCHpy); 3,09-3,20 (m, 1H, CHO); 3,38 (t,
2H, J =5,65; NCH.CH>); 3,59-3,66 (m, 14H, OEG4 CH?0); 4,17-4,20 (m, 2H,
COOCH>CH0); 5,30-5,34 (m, 3H, C=CH ir NCH>CH>); 7,82-7,84 (d, 2H, J =
5,70; CC(CH)2); 8,43-8,45 (d, 2H, J = 6,15; N(CH)2); 8,88-8,89 (d, 2H, J =
4,15;CC(CH)»); 9,69-9,71 (d, 2H, J = 6,09; N(CH).). $3C BMR (75 MHz, CDCls,
o ppm): 11,69 (CH3CHCHCCHs); 1855 (CHsCHCHCCHzs); 19,20
(CHsCC=CH); 20,88 (CCH2CH>CHCCH?3); 22,39 ir 22,65 (CH(CHz3)2); 23,65
(CH2CH2CH(CHs)2); 24,11 (CCHCH2CH2CHCH); 27,82 (CH(CHa)2); 28,05
(CCHCH:CH2CHCH); 28,18 (CH2CH:CHO); 31,70 (CHCHCH); 31,75
(C=CHCHz); 35,33 (NCH:CH®y); 35,60 (CHCHCHs); 36,01
(CH2CH2CH2CH(CHa)2); 36,66 (CH.CH.CHO); 37,00 (CH=CCCHg); 38,88
(CH=CCHp); 39,33 (CH2CH(CHj3)2); 39,58 (CHCHCHCH.CH.CCH?3); 42,13
(CHCCH); 49,97 (CHCHCHCH:CH:CCHs); 55,97 (CHCHCHas); 56,57
(CCHCH2CH:CH); 56,89 (NCH:CH2); 64,21 (COOCH:CH:0); 67,01
(CHOCHy); 68,43 (COOCH.CH:0); 70,24-70,63 (OEG4 CH20); 79,29 (CHO);
121,47 (CH=C); 121,73 ir 125,47 (CCCH); 140,60 (CH=C); 141,09 ir 153,65
(CCCH); 146,47 ir 150,99 (NCH); 169,83 (COO). El. an., rasta (%): C, 67,38;
H, 8,32; Br, 9,65; N, 3,02; O, 11,33; apskaiciuota CsgH73BrN2Os (854,00): C,
67,51; H, 8,62; Br, 9,36; N, 3,28; O, 11,24.

1-(cianometil)-1'-(1-((10,13-dimetil-17-(6-metilheptan-2-il)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradekahidro-1H-
ciklopenta[a]fenantren-3-il)oksi)-13-0kso-3,6,9,12-tetraoksapentadekan-15-
il)-[4,4'-bipiridin]-1,1"'-io bromido chloridas (53)

Cr
Br: - N+\

\

(OCHZCH2)40T(\,N+\’ N AN
0

Junginys 52 (0,3 g; 0,1 mmol), chloracetonitrilas (12,5 ml; 15 g; 180
mmol) ir TEAI (0,002 g; 0,0078 mmol) maiSomi Ar atmosferoje, kambario
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temperatiiroje 25 paras. Tuomet reakcijos miSinys iSpilamas j Saltg acetong ir
kelis kartus dekantuojamas. Alyvinga liekana tirpinama chloroforme, iSpilama j
Saltg acetonitrilg ir dekantuojama. Produktas 53 (0,1 g; 31%) dziovinamas
sumazintame slégyje.

'H BMR (300 MHz, CDCls, 6 ppm): 0,67 (s, 3H, CHsCHCHCCH3); 0,85-
0,92 (m, 10H, CH(CHzs)2, CHCHCH3s ir CHCHCHCH.CH2C); 0,98 (s, 3H,
CH=CCCHpg); 1,02-1,18 (m, 8H, CH>CH>CH»and CHCCH); 1,18-2,03 (m, 17H,
cholesteril); 2,17-2,39 (m, 2H, CH=CCH>); 3,10-3,21 (m, 1H, CHO); 3,35 (pl.
s, 2H, NCH:CH); 3,61-3,67 (m, 14H, OEG4 CH:0); 4,21 (pl. s, 2H,
COOCH>CH:0); 5,20-5,33 (m, 3H, C=CH ir NCH2>CH>); 6,40 (pl. s, 2H,
CH2CN); 8,87-8,94 (m, 4H, CC(CH)2 ir N(CH)2); 9,54 (pl. s, 4H, CC(CH)2 ir
N(CH)2). *C BMR (75 MHz, CDCls, § ppm): 11,88 (CHsCHCHCCH?3); 18,73
(CH3CHCHCCHs3); 19,41 (CHsCC=CH); 21,08 (CCH.CH2CHCCHpa); 22,57 ir
22,88 (CH(CHs3)2); 23,90 (CH2CH2CH(CHa)2); 24,30 (CCHCH>CH,CHCH);
28,00 (CH(CHa)2); 28,24 (CCHCH.CH2CHCH); 28,35 (CH.CH.CHO); 31,88
(CHCHCH); 31,94 (C=CHCHy>); 35,67 (NCH2CHy>); 35,81 (CHCHCH5); 36,20
(CH2CH2CH2CH(CHg)2); 36,84 (CH2CH.CHO); 37,22 (CH=CCCHg); 39,06
(CH=CCHp); 39,51 (CH2CH(CHs3)2); 39,77 (CHCHCHCH.CH.CCH?3); 42,31
(CHCCH); 49,48 (CH:CN); 50,15 (CHCHCHCH:CH2CCHs); 56,19
(CHCHCHg); 56,74 (CCHCH:CH:CH); 57,03 (NCH:CH.); 64,51
(COOCH:CH20); 67,24 (CHOCH:2); 68,68 (COOCH2CH:0); 70,41-70,75
(OEG4 CH20); 79,44 (CHO); 116,76 (CN); 121,57 (CH=C); 124,23 ir 128,15
(CCCH); 140,82 (CH=C); 140,86 ir 153,69 (CCCH); 146,68 ir 146,80 (NCH);
170,54 (COO0). IR (tiesiogiai, cm™): 2931, 2866, 2341 (C=N), 1727 (C=0),
1637, 1453, 1102, 826, 518. MS, m/z (M+, %): 851 (17), 808 (10), 773 (100),
706 (15), 653 (35). El. an., rasta (%): C, 64,58; H, 8,32; Br, 8,88; Cl, 3,99; N,
4,48; O, 10,03; apskaiciuota CsoH7sBrCINzOs (929,50): C, 64,61; H, 8,13; Br,
8,60; ClI, 3,81; N, 4,52; O, 10,33.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

ISVADOS

Optimizuotas glicerolio pirminés hidroksigrupés monoblokavimas p-
metoksibenzilalkoholiu, kei¢iant reagenty kiekius, katalizatorius, tirpiklius,
reakcijos temperatiirg ir trukme. Geriausias pirminio ir antrinio produkty
santykis (9,4:1) gautas kaitinant reagentus 40 °C temperatiroje dichlormetane
10 val., esant 20% A-15 katalizatoriaus.

Surastas selektyvus ir efektyvus monoPMB gliceroliy atskyrimo budas —
blokavimas cikloheksanonu su tolimesne riigstine hidrolize, esant bev. CaCly,
leidZiantis atskirti junginius paprastais ekstrakcijos metodais didele iSeiga.
Surastas daugiastadijinis naujy tiolipidy sintezés kelias, leidziantis iSskirti
produktus nenaudojant kolonélinés chromatografijos metodo.

Surastas sintezés metodas leidZiantis selektyviai blokuoti monoPMB
glicerolio pirming hidroksigrupg tret-butildimetilsililchloridu. Gautas
junginys atveria kelig nesimetriniy lipidy sintezei.

Surastas efektyvus chlorheksiltrietilenglikolio funcionalizuoto biotinu
sintezés metodas. Gautas junginys panaudotas dviejy biotininiy esteriy
sintezei, tinkamy pavirS$iaus modifikavimui ir baltymy Zyméjimui.

Remiantis kvanty cheminiais Ramano spektry skai¢iavimais ir potencinés
energijos pasiskirstymo analizés duomenimis atlikti tiksliis naujy 4,4'-
dipakeisty-1,2-ditiolano dariniy virpesiy juosty priskyrimai. Nustatyta, kad
1,2-ditiolano ziedas adsorbuojasi ant aukso pavirSiaus skylant disulfidiniam
ry$iui (508 cm™) ir susidarant Au-S rysiui (255 cm).

Susintetinti nauji daugiafunkciniai cholesterolio inkariniai dariniai, su
stabiliomis cikliniy disulfidy funkcinémis grupémis, tinkami prikabinty
dvisluoksniy membrany formavimui.

Susintetinti nauji daugiafunkciniai cholesterolio zyméti cianiny ir viologeno
grupémis dariniai, tinkami prikabinty dvisluoksniy membrany tyrimams
atlikti.
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