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1. Sissejuhatus

Uks kiiremini arenevaid valdkondi supramolekulaarses keemias on anioone siduvate
stinteetiliste retseptormolekulide disain ja uurimine. Selektiivseid ja tundlikke retseptoreid
saab kasutada anioonide méadramiseks erinevates keskkondades, voi anioonide eraldamiseks ja
transpordiks. Lisaks anioonide vdimalikult tugevale sidumisele on retseptormolekulide
véljatootamise iiks peamisi eesmdrke nende vOime anioone eristada ning selleks peab
seondumine toimuma vodimalikult selektiivselt. Anioonide supramolekulaarses keemias
pohineb molekulaarne &ratundmine enamasti vesiniksidemetel, mistottu kasutatakse
retseptorites laialdaselt vesiniksideme-donoorseid uurea, indooli, piirrooli, karbasooli ja
indolo[2,3-a]karbasooli fragmente. Ainuiiksi vesiniksidemetest aga ei piisa selektiivse

seondumise saavutamiseks ning kaasata tuleb ka teisi mittekovalentseid vastasmdjusid.

Retseptori ja aniooni vahelise seondumise tugevust viljendatakse seondumiskonstandi Kass voi
selle logaritmi logKass kaudu. Retseptori selektiivsust eri anioonide suhtes iseloomustab
retseptori logKass védrtuste suhe anioonide suhtes. Kuna seondumisafiinsuste erinevused on

kohati védga viikesed, on tipsete logKass vddrtuste mddramine véga oluline.

Bioloogilistes siisteemides liheks olulisimaks anioonide klassiks on karboksiilaatioonid, mida
leidub kehas nii aminohapete, rasvhapete kui arvukate metaboliitide nédol. Samuti on mitmed
levinud ravimid ning séilitusained karboksiilaadid. Laialdase leviku ja oluliste funktsioonide

tottu on karboksiilaatide seondumise uurimine ja sisalduse médramine viga vajalik.

Kaéesoleva t66 eesmargiks on uurida kolme erineva karboksiilaatiooni: sorbaadi, heksanoaadi
ja  naprokseeni aniooni  seondumist 23 erinevale retseptormolekulile.  Kuna
seondumisafiinsused on kohati viga ldhedased, on seondumise uurimiseks vaja kasutada viga
korget tdpsust voimaldavaid modtemeetodeid, mille abil on ka véikesed afiinsuste erinevused
tuvastatavad. Seondumisafiinsused moddetakse suhtelise mdootmismeetodiga
tuumamagnetresonants-spektromeetriliselt ning koostatakse kooskdlalised
seondumisafiinsuste skaalad iga aniooni jaoks. Skaala vdirtuste ankurdamiseks teostatakse
absoluutsed seondumiskonstantide méadramised tuumamagnetresonants- ja UV-Vis
spektromeetriliselt. Saadud skaalade alusel on voimalik leida seoseid retseptormolekulide ja
anioonide struktuuri ja seondumiskonstantide vahel. Saadud tulemuste pdhjal on vdimalik
ndha, millised struktuurifragmendid selektiivset seondumist soodustavad ja seeldbi ennustada,

milliseid retseptormolekule tulevikus siinteesida.



2. Kirjanduse iilevaade

2.1 Supramolekulaarne keemia
Supramolekulaarne keemia on valdkond, mis ithendab omavahel molekulide ja nanoosakeste
maailma.® Jean-Marie Lehn, kellele 1987. aastal selles valdkonnas Nobeli preemia omistati,
defineeris  supramolekulaarse  keemia  kui  “mittekovalentse  sideme  keemia”.?
Supramolekulaarne keemia uurib molekulide voi ioonide agregaate, mis on omavahel seotud
mittekovalentsete  vastasmojudega.  Mittekovalentseteks ~ vastasmdjudeks — loetakse
vesiniksidemeid, =n-vastasmdjusid, elektrostaatilisi ja Van der Waals’i joude ning
hiidrofoobset  (solvofoobset) efekti.® Tekkinud agregaadil voib olla omadusi ja/vdi

supramolekulaarseid funktsioone, mis agregaati moodustavatel iiksikutel osakestel ei ilmne.!

Kui molekulide agregeerumine toimub spontaanselt nimetatakse seda ise-organiseerumiseks.
Mitmed levinud bioloogilised protsessid nagu ensiiiim-substraat seondumine, DNA
topeltheeliksi moodustavate ahelate pdimumine ning ensiilimide, viiruste ja rakumembraanide
teke pohinevad just sellisel protsessil. Kuigi inimese poolt arendatud mudelsiisteemid on palju
lihtsakoelisemad kui looduslikud supramolekulaarsed protsessid, on nende kaudu voimalik
paremini moista selliste mehhanismide pdohimdtet ja seeldbi arendada tulevikus

komplekssemaid siisteeme.!

Supramolekulaarse keemia pohirakendusteks on luua ja arendada erinevaid molekulaarsel
dratundmisel pdhinevaid sensoreid, kataliisaatoreid, ravimisisestussiisteeme, biomimeetikuid

ja nanosuuruses elektroonilisi ja mehaanilisi seadmeid.®

Anioonide koordinatsiooni keemia kontekstis pohineb agregaatide teke molekulaarsel
aratundmisel, kus substraat (anioon) seondub komplementaarse retseptor- (peremees-)
molekuliga moodustades retseptor-anioon kompleksi. Retseptor- ehk peremeesmolekul on
tildiselt suur molekul, mis omab anioonile komplementaarset seondumistaskut. Substraat ehk
anioon seondub mittekovalentsete vastasmdjude kaudu peremeesmolekuli seondumistaskuga.
Komplementaarsus tdhendab vastastikust sobivust, ehk seda, et retseptori ja aniooni vahelised
tombejoud on maksimaalsed ja tdukejdud minimaalsed.* Selle saavutamiseks peab retseptori
seondumistasku olema aniooni jaoks optimaalse suuruse ja kujuga ning vastasmojus osalevad
molekulide fragmendid peavad olema sobiva paigutusega. Molekulaarse dratundmise jaoks ei
piisa ainult seondumisest, vaid sellele lisaks peab retseptor olema selektiivne, st huvipakkuv

anioon peab seonduma tugevamini kui vdimalikud konkureerivad substraadid.®



2.2 Mittekovalentsed vastasméjud
Supramolekulaarses keemias méngivad suurt rolli mittekovalentsed vastasmdjud, mis panevad
aluse molekulide ja ioonide agregaatide koospiisimisele. Mittekovalentsete vastasmdjude
energiad on iildjoontes oluliselt madalamad kui kovalentse sideme energia, jaddes vahemikku
2 kJ/mol (dispersioonijoud) kuni 300 kJ/mol (ioon-ioon vastasmdjud).® Kovalentse sideme
energia jdib vahemikku 150 kJ/mol kuni 450 kJ/mol.® Vaatamata mittekovalentsete
vastasmojude madalale energiale on neid omavahel kombineerides voimalik moodustada

plisivaid supramolekulaarseid komplekse.

Mittekovalentsete vastasmdjude Tiiheks oluliseks omaduseks on pdorduvus: olenevalt
olukorrast saavad need tekkida ja katkeda. Seeldbi on vdimalik saavutada siisteemide
diinaamilisus ja uue olukorraga kohastumine (nt retseptor-anioon kompleks tekib voi laguneb
olenevalt kontsentratsioonist). Kuigi ka kovalentsete sidemetega on see voimalik (nt happe-
alus tasakaalud), on enamik kovalentseid sidemeid siiski kineetliselt sedavord inaktiivsed, et

selline diinaamilisus pole voimalik.

Mittekovalentsetest vastasmojudest tugevaim on kovalentse sidemega energeetiliselt
vorreldav ioon-ioon vastasmoju. See tekib kahe voi enama piisivalt laetud osakese ehk iooni
omavaheliste tombe- voi tdukejoudude tottu. loon-ioon vastasmoju energia jadb vahemikku
200 kuni 300 kJ/mol ning see sdltub osakeste laengust ja omavahelisest kauguses.® Tegemist
on mittesuunalise vastasmojuga, seega lhtlase laengutiheduse korral ei sdltu vastasmoju
energia osakeste orientatsioonist liksteise suhtes. loon-ioon vastasmoju voib seega panustada
kiill seondumise tugevusse, kuid mitte selektiivsusesse, kuna tegemist on tidiesti

mitteselektiivse vastasmdjuga.

loon-dipool vastasmdju tekib iooni ja piisivat dipoolmomenti omava neutraalse molekuli
vahel. See on ioon-ioon vastasmdjust ndorgem, omades energiat vahemikus 50 kuni 200
kJ/mol.” Madalam energia tuleneb sellest, et laengutihedus on polaarses neutraalses molekulis
madalam kui ioonilises tihendis. Tegemist on suunalise vastasmdjuga, sest vastasmoju energia
soltub polaarse molekuli orientatsioonist iooni suhtes. Dipool-dipool vastasmdju tekib kahe
plsivat dipoolmomenti omava neutraalse molekuli vahel ning on neist kolmest koige
madalama energiaga (5 kuni 50 kJ/mol).” Sarnaselt ioon-dipool vastasmdjuga sdltub ka

dipool-dipool vastasmdju molekulide orientatsioonist iiksteise suhtes.



2.2.1 Vesinikside
Laialdase leviku, piisava tugevuse ja range suunalisuse tottu on supramolekulaarse keemia
seisukohalt vesiniksideme niol tegemist kdige olulisema mittekovalentse vastasmdjuga.®
Tegemist on vesiniksideme doonori (D—H) vastasmojuga vesiniksideme aktseptoriga (A) ning
seda tdhistatakse kujul D—H---A. Vesiniksideme doonoriks on molekulid v&i ioonid, milles
vesinikust elektronegatiivsemad elemendid (pohiliselt lammastik, hapnik ja fluor) on
kovalentselt seotud vesinikuaatomiga. Kuna selline side on vidga polaarne, siis on
vesinikuaatomil tugev positilvne osalaeng. Vesiniksideme aktseptoriks on negatiivse
osalaenguga elektronegatiivne aatom, millel on iiks vOi mitu vaba elektronpaari, mis on
voimelised tugevalt positiivse osalaenguga vesinikuga interakteeruma ja moodustama
vesiniksideme. Koige levinumad vesiniksideme aktseptorid on hapnikuaatomid alkoholides,
eetrites ja karboksiiiilhapetes ning ldmmastikuaatomid amiinides ja N-heterotsiiklites.
Vesiniksideme doonoritena on levinuimad hiidroksiiiil-, amiid- ja karboksiiiilrithmad, samuti

NH tsentrid heterotsiiklites.®

Vesinikside voib olla viga erineva tugevusega (4 kuni 120 kJ/mol) olenevalt vesiniksideme
doonori ja aktseptori elektronegatiivsusest ning sideme geomeetriast.5 Soltuvalt nende
tugevusest jaotatakse vesiniksidemed kolme riithma: tugevad, keskmise tugevusega ja norgad

vesiniksidemed (Tabel 1).6

Tabel 1. Vesiniksideme tiitibid ja nende omadused. D — vesiniksideme doonor;
A — vesiniksideme aktseptor.°
Omadus Tugev Keskmine Nork
Sideme iseloom Pahiliselt Pohiliselt Elektrostaatiline
kovalentne elektrostaatiline
Sideme energia (kJ/mol) 60— 120 16 - 60 <12
H---A Sideme pikkus (A) 12-15 15-272 2,2-32
D---A Sideme pikkus (A) 22-25 2,5-32 3,2-4,0
Sideme nurk (°) 175-180 130 - 180 90 - 150
. Karboksiiiilhapped C—H---A
Naited - + ’
HFz, HsO: alkoholid, DNA D—H--m

Tugev vesinikside on oma olemuselt sarnane kovalentse sidemega. Vesinikuaatom asub kahe
elektronegatiivse aatomi keskpunkti ldhedal ning vesiniksideme geomeetria on ldhedane
lineaarsele. Keskmise tugevusega vesinikside on oma olemuselt pigem elektrostaatiline

vastasmoju ning side pole lineaarne, mistdottu on vesiniksidemeid vdimalik moodustada



rohkemates suundades. Norgal vesiniksidemel praktiliselt puudub kovalentne iseloom ning
tegemist on elektrostaatilise vastasmojuga. Side voib olla kuni 90° nurga all ning seega on
voimalike vesiniksidemete arv veelgi suurem. Tugevaimad vesiniksidemed moodustuvad
paarides O—H:--:O, O—H:--N ja N—H:--O. Norgemad vesiniksidemed on N—H-:-N vahel
ning veelgi ndrgemad Cl.,C—H---O ja Cl,C—H---N vahel.®

Molekulaarse &dratundmise seisukohalt on oluline, et molekulidevahelised vastasmojud
voimaldaksid voimalikult tugevat kuid samas selektiivset seondumist. loon-ioon vastasmdju
korral on tegemist kiill tugeva vastasmdjuga, kuid mittesuunalisuse tottu on vastasmdju liiga
mittespetsiifiline ja erinevate anioonide seondumine soltub eeskétt vaid laengust ja selle
tihedusest anioonsel tsentril. Vesiniksideme korral on seevastu tegemist kiillaltki spetsiifilise
interaktsiooniga, sest sideme tugevus sdltub suurel méiral donoorsete ja aktseptoorsete osade
omavahelisest paigutusest.l® Seetdttu saavad agregaate moodustada vaid omavahel
komplementaarse (sobiva) geomeetriaga iithendid. Vesiniksidemetel pdhinev molekulaarne
dratundmine on védga oluline mitmetes biokeemilistes protsessides nagu niiteks DNA
topeltheeliksi  moodustumine, ensiiiim-substraat seondumine ja valkude struktuuri
moodustumine.* Vesiniksidemete suunalisuse t3ttu on neil viga oluline roll ka anioonide
koordinatsiooni keemias voOimaldades anioonide selektiivset seondumist siinteetiliste

retseptoritega.'?

2.2.2 Solvofoobne efekt
Polaarsetel ja mittepolaarsetel molekulidel on soodne teineteisest eralduda, sest polaarsed
molekulid, eriti veemolekulid, saavad omavahel anda stabiliseerivaid vastasmojusid
(vesiniksidemed, dipool-dipool vastasmojud), kuid mittepolaarsete molekulidega kokkupuutel
stabiliseerivate vastasmdjude hulk vdheneb. Seega on lahuses energeetiliselt kasulik hoida
polaarsete ja mittepolaarsete molekulide summaarne omavaheline kokkupuutepind
minimaalsena. Seda {ilaltoodud vastasmdjude toimel tekkivat fenomeni nimetatakse
solvofoobseks efektiks ning see iseloomustab keskkonna moju supramolekulaarsetele
protsessidele. Hiidrofoobseks efektiks'! nimetatakse solvofoobset efekti juhul kui lahustiks on
vesi. Solvofoobsel efektil on sageli oluline m&ju retseptor-substraat seondumisele ning eriti
markantselt vdljendub see hiidrofoobse efekti korral. Koige soodsamal juhul on enne
substraadi seondumist retseptori seondumistasku tdidetud veemolekulidega, millel on teistest
veemolekulidest eraldatuse tottu korge energia. Sellisel juhul on substraadi seondumine

energeetiliselt (vabaenergia mottes) eriti kasulik, kuna selle kdigus vabanevad eelnevalt



korrastatult paigutatud, kuid korge energiaga veemolekulid seondumistaskust ning see toob
kaasa nii entalpia vdhenemise kui ka entroopia suurenemise. Entroopia kasvu pohjustab
sellisel juhul siisteemi korrapdratuse suurenemine kui eelnevalt korrapéraselt paigutatud
veemolekulid vabanevad seondumistaskust. Entalpia kahaneb tidnu retseptori ja substraadi
vahel tekkivatele vastasmdjudele ning samuti tinu vabanenud veemolekulide vdimele
moodustada vesiniksidemeid i{imbritsevate veemolekulidega.!! Mida kdrgema energiaga on
seondumistaskus olevad veemolekulid, seda energeetiliselt soodustatum on substraadi
seondumine. Seega on korge seondumisafiinsusega retseptorite disainimisel oluline silmas
pidada teatud seondumistasku parameetreid nagu kuju, 1dbimdot ja seal olevad

funktsionaalriihmad, mis kdik mdjutavad seondumistaskus olevate veemolekulide stabiilsust.

2.3 Karboksiilaatioonid
Erinevad anioonide poolt vahendatud protsessid on looduses laialt levinud. Anioonsel kujul
on nditeks meie kehas olev geneetilise informatsiooni kandja DNA, samuti erinevad
ensiilimide substraadid ja kofaktorid.'> Anioonide sisaldusel kehas on suur mdju inimese
tervisele. Anioonide ebapiisavat voi liigset sisaldust on seostatud erinevate haiguste tekkega,
paljud ravimid on anioonsel kujul ning vesinikkarbonaatioon méngib suurt rolli vere pH
regulatsioonil. Seetdttu on anioonide sisalduse usaldusviéirne midramine viga oluline.'?3
Lisaks inimkehale mdjutab anioonide tase olulisel médiral ka looduslikke protsesse. Niiteks
vietisteks kasutatavad nitraadid ja fosfaadid toovad liigse kasutusega kaasa veekogude

eutrofeerumise.*

Uks olulisemaid anioonsete iihendite klasse bioloogilistes siisteemides on karboksiilaatioonid
ehk karboksiiiilhapete anioonid. Karboksiitilhapped méangivad kehas vdga olulist rolli — neid
leidub nii rasvhapete, aminohapete kui ka erinevate metaboliitide kujul. Samuti on
karboksiitilhapped olulised iihendid farmaatsiatodstuses, sest nende hulka kuuluvad mitmed
tuntud ravimid, sealhulgas aspiriin, ibuprofeen ja naprokseen. Samasse aineklassi kuuluvad ka
toiduainetdostuses laialt kasutatavad séilitusained nagu bensoehape, piimhape ja sorbiinhape.
Karbokstiiilhapete laialdase leviku ja tdhtsate funktsioonide tdttu on nende seondumise

uurimine ja sisalduse miairamine véga vajalik.

Karboksiitilhapete ndol on tegemist happeliste {ihenditega ning tavaliste karboksiiiilhapete pKa
vees jadb vahemikku 2 kuni 5.° Kuna fiisioloogiline pH on ligikaudu 7,4, siis on

karboksiiiilhapped inimese kehas pdhiliselt anioonsel kujul. Karboksiilaatrithmal on



selgepiiriline geomeetria, kus C-O sidemete pikkus on iihesugune (atsetaadi korral 1,24 A)16

ning sidemete vaheline nurk on ligikaudu 120° (atsetaadi korral 127,5°).16

Karboksiilaatriihma stabiliseerivad kaks efekti: induktsioon- ja resonantsefekt. Resonantsefekt
pohjustab elektronide delokalisatsiooni kaudu negatiivse laengu vordse jaotumise molema
hapniku aatomi vahel. Tdnu hapniku aatomi elektronegatiivsusele ja seeldbi tugevale
induktsioonefektile on karboksiilaatriihma negatiivne laeng koondunud eeskétt hapniku
aatomite peale. Kui resonantsefekti tugevus on erinevatel karboksiilaatidel ithesugune, siis
induktsioonefekti tugevus soltub karboksiililaatriihmaga seotud riihma struktuurist. Mida
tugevamini see rithm elektrone enda poole tdombab, seda stabiliseeritum on karboksiilaatrithm

ja seda tugevam on vastav karboksiiiilhape.*’

Negatiivse osalaenguga hapnikuaatomid on head vesiniksideme aktseptorid, mistdttu sobivad
nende tugevaks sidumiseks komplementaarse geomeetriaga vesiniksideme doonoreid

sisaldavad retseptorid.

2.4 Anioone siduvad retseptormolekulid
Vaatamata anioonide suurele tidhtsusele on neid siduvate retseptormolekulide disain vihem
arenenud vorreldes metallikatioone siduvate retseptoritega (kompleksimoodustajatega). Selle
peamiseks pdhjuseks on moningad anioonidele omased parameetrid, mis teevad neid siduvate
retseptorite disainimise keerukaks. Esiteks on anioonid iildjuhul suurema raadiusega kui sama
elektronide arvuga katioonid ning seetdottu on retseptoriga seondumisel laeng-laeng
vastasmdju anioonide korral ndrgem. Lisaks sellele vajavad anioonid oma suuruse tdttu ka
suuremaid seondumistaskuid. Teiseks leidub ka lihtsa struktuuriga anioonide korral hulk
erinevad geomeetriaid — niiteks CI- on sfdiriline, CN- on lineaarne, SO4% on tetraeedriline ja
NOz" on trigonaalne planaarne. Seega on komplementaarsete seondumistaskutega retseptorite
disainimine anioonidele keerukam kui katioonidele, mis on enamasti sfaarilised. Kolmandaks
on anioonid tundlikumad pH muutustele — {ihendi anioonsel kujul olemiseks vajalik pH

vahemik on kitsam vorreldes katioonidega.

Kuigi nende erinevuste tottu on anioon-Selektiivsete retseptorite ja nendel pohinevate
sensorite arendamine monevdrra maha jiadnud katioon-selektiivsetest sensoritest, on neid
siiski kirjanduses aina rohkem Kkirjeldatud. Esimese anioon-selektiivse sensori mehhanismi
kirjeldasid 1966. aastal Frant ja Ross'® ning neile jirgnesid peagi Park ja Simmons®®, kes

1968. aastal siinteesisid esimese anioon-selektiivse (Cl ioone siduva) retseptori. Tegemist oli
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makrotsiiklilise retseptoriga, mis koosnes kahest, aniooniga vesiniksidemeid andvast,
protoneeritud amiinrithmast. Kuna vesiniksidemed on suunalised, siis sdltub nende tugevus
suurel mééral vesiniksideme-donoorsete osade paigutusest aniooni suhtes. Seega voimaldavad
vesiniksidemetel pdhinevad vastasmojud saavutada head selektiivsust erineva suuruse ja
kujuga anioonide suhtes. Suurem osa anioone siduvaid retseptoreid pdhinevad eeskitt
vesiniksideme moodustamisel anioonidega ning koosnevad vesiniksideme doonoreid
sisaldavatest rithmadest. Pohilisteks vesiniksideme-donoorseteks rithmadeks anioone
siduvates retseptorites on amiidid (sh uurea, tiouurea) ning piirrool ja selle derivaadid (indool,
karbasool). Uksikult ei vdimalda need fragmendid piisavat tundlikkust ega selektiivsust,
mistottu  kasutatakse anioonide efektiivseks sidumiseks erinevaid hiibriidmolekule
(indolo[2,3-a]karbasool, biskarbasoliiiiluurea jne), mis sisaldavad arvukalt sobiva
orientatsiooniga vesiniksideme doonoreid. Nende vesiniksideme-donoorsete fragmentide
erineva hulga ja paigutuse sobitamisega on vodimalik konstrueerida kindlale anioonile
selektiivseid sidumistaskuid. Amiidid on olulised vesiniksideme doonorid ka bioloogilistes
stisteemides, kus oksiianioonide seondumine valkudega toimub pdhiliselt peptiidahelas

olevate —NH riihmade kaudu.?°

Vesiniksideme-donoorseid rithmi on mitmeid, kuid anioone siduvate retseptorite siinteesil
leiavad enim kasutust amiidide ja heterotsiiklite -NH rithmad. Tegemist on mdddukalt tugeva,
kuid mitte vdga happelise doonoriga, mis vdimaldab aniooni suhtes piisavat tundlikkust ja
selektiivsust. Sellest norgemate doonorite korral nagu —CH on side liiga vihe polariseeritud
ning interaktsioon aniooniga on enamasti liiga ndrk. Tugevamad doonorid nagu —OH on
seevastu liiga tugevalt polariseeritud ning vesiniksideme moodustumise asemel voib toimuda
deprotoneerumine, mille tulemusena kaob selektiivsus. Korgema tundlikkuse saavutamiseks
on seega iihe tugeva —OH doonori asemel otstarbekas kasutada mitut nérgemat —NH doonorit.
Tundlikkust saab samuti suurendada tdstes —NH riihma vesiniksideme donoorsust. Uks
voimalus on kasutada erinevaid N-H sideme polaarsust suurendavaid elektronaktseptoorseid
asendusrithmi, kuid ka siin tuleb silmas pidada deprotoneerumise ohtu. Teine vdimalus on
kasutada N-heterotsiikleid nagu piirrool, indool ja karbasool, kuid ka need tdstavad —NH
riihma happelisust. Kolmas vdimalus on kasutada positiivse laenguga rithmi, mis seonduks
negatiivselt laetud anioonidega. Selline tugev interaktsioon aga vdhendaks selektiivsust, kuna
seondumine pohineks peamiselt mittesuunalisel laeng-laeng vastasmojul ning erinevad
anioonid seonduks sarnase tugevusega. Samuti lisandub katioonsele retseptorile vastasioon,

mis konkureerib uuritava aniooniga.®
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Lisaks donoorsete rithmade tugevusele mojutab vesiniksidemete tugevust ka nende paigutus.
Vesinikside on tugevaim, kui selles osalevad aatomid on paigutatud ligikaudu lineaarselt.
Samuti on seondumisafiinsus seda suurem, mida rohkem on vesiniksidemeid retseptori ja
aniooni vahel. Samas peaksid rithmad olema paigutatud selliselt, et vaba retseptor moodustaks
voimalikult vdhe sisemolekulaarseid vesiniksidemeid. Sisemolekulaarsete vesiniksidemete
probleem kerkib juhul Kkui retseptor sisaldab lisaks vesiniksideme doonoritele ka -
aktseptoreid, mis saavad omavahel vesiniksidemeid moodustada. Need sidemed
stabiliseerivad vaba retseptorit ja vidhendavad seeldbi seondumisafiinsust. Lahestikku

asetsevate doonorrithmade vahel voib tekkida samanimeliste laengute tdukumine.

Olukorras, kus retseptor-anioon interaktsioon pohineb peamiselt ainult vesiniksidemetel,
médrab seondumisafiinsuse suurel méadral aniooni aluselisus. Sellisel juhul omab retseptor
kdige korgemat seondumisafiinsust kdige aluselisema aniooni suhtes. Sarnase aluselisusega
anioonid seonduvad tihtemoodi, tuues kaasa madala selektiivsuse. Eristamisvdime tdstmiseks
on oluline kaasata seondumisse mitmeid vastasmojusid. Soltuvalt aniooni struktuurist saab
konstrueerida sellele komplementaarse seondumistasku, mis annab aniooniga lisaks
vesiniksidemetele veel ka teisi stabiliseerivaid vastasmojusid. Sellisteks vastasmdjudeks
voivad olla niiteks ioon-dipool ja m-vastasmojud, samuti méangib rolli solvofoobne efekt ja

seondumistasku steerika.

Korge selektiivsuse saavutamiseks peaks retseptori seondumistasku olema piisavalt suur, et
sisaldada erinevaid stabiliseerivaid vastasmojusid andvaid fragmente, kuid teisalt piisavalt
viike, et soodustada nn korge energiaga veemolekulide teket, mis suurendab hiidrofoobse
efekti positiivset mdju seondumisafiinsusele!!. Korge energiaga veemolekulide teket
soodustavad  pohiliselt kolm  parameetrit: seondumistasku  kuju, 14bimodt  ja
funktsionaalriihmad. Kujult on eelistatud iisna suletud, niiteks vaadikujulised
seondumistaskud. Seal asuvad veemolekulid on iimbritsevast solvendist eraldatud, mistdttu on
nende vaheline vesiniksidemete moodustamine takistatud. Seondumistasku 14bimoot peaks
olema piisavalt suur, et mahutada sisse veemolekule, kuid piisavalt vidike, et veemolekulide
omavaheline  vesiniksidemete hulk oleks minimaalne. Seondumistaskus olevad
funktsionaalrithmad ei tohiks veemolekule oluliselt stabiliseerida, seega peaks véltima liigsete

vesiniksideme-donoorsete ja aktseptoorsete riithmade paiknemist seondumistasku sisemuses.!!
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2.5 Solvendiefektid anioon-retseptor seondumisel
Anioon-retseptor seondumist uuritakse eclkdige lahustikeskkonnas. Lahusti valik on méaarava
tahtsusega, kuna lahusti omadused mojutavad oluliselt nii seondumisafiinsust kui
selektiivsust. Vesi kui koige levinum lahusti, on anioonide uurimiseks vdga huvipakkuv:
enamiku praktikas uuritavate proovide, nditeks keskkonna- ja meditsiiniproovide,
analiiisimiseks on vajalik, et anioonide sisaldust oleks vdimalik médrata vesikeskkonnas. Kui
anioonide solvatatsioon aprotoonses lahustis toimub peamiselt ldbi elektrostaatiliste
vastasmojude aniooni ja solvendi molekulide vahel, siis protoonsed lahustid nagu vesi,
solvateerivad anioone spetsiifiliselt, moodustades nendega vesiniksidemed. Kui aniooni
seondumine retseptoriga pdhineb samuti vesiniksidemete moodustumisel, mis on véiga
tavaline, siis kditub vesi, olles nii tugev vesiniksidemete doonor kui ka aktseptor, viga
konkureeriva solvendina.’®'? Sellele vaatamata on viimasel kiimnendil arendatud anioone
siduvaid neutraalseid retseptoreid, mis on vdimelised tdotama ka vesikeskkonnas.?? Niiteks
tsiikklopeptiididel pdhinevad retseptorid on vdimelised 1:1 vesi:orgaanika segus siduma
anioone afiinsusega logKass ~ 5.22 Siiski on seondumise uurimine vesikeskkonnas suur
véljakutse. Lisaks solvendi konkureerimisele aniooni ja retseptoriga on sageli probleemiks ka
retseptormolekulide lahustuvus vees, kuna paljud siinteetilised retseptorid vees ei lahustu.
Seetottu tehakse baasuuringud enamasti mittevesilahustes voi vee ja orgaanilise lahusti

segudes.

2.5.1 Solvendi valik
Kuigi vesikeskkond on anioonide seondumise uurimiseks kdige huvipakkuvam keskkond, siis
arendust60 algses faasis on seondumist parem uurida viikese veelisandiga aprotoonses
lahustis, kus solvendi konkureerimine seondumistaskule on viiksem. Samuti lahustuvad
retseptormolekulid orgaanilistest solventides paremini. Seejérel saab kdige paljulubavamaid

retseptoreid uurida edasi vesikeskkonnas.

Levinuimad orgaanilised lahustid anioon-retseptor seondumise uurimisel on atsetonitriil
(MeCN), dimetiiiilsulfoksiid (DMSO) ja triklorometaan (CHCl3). Uldjuhul, mida kdrgem on
lahusti polaarsus, seda ndorgem on anioon-retseptor seondumine, seega seondumisafiinsus
kasvab reas H,O < DMSO < MeCN < CHCl3* DMSO on korge polaarsusega ja ioonide teket
soodustav lahusti (e =46,45). DMSO on polaarsete lahustite hulgast iiks kdige

universaalsema lahustava voimega lahusti ning selles lahustuvad histi nii polaarsed kui paljud
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mittepolaarsed iihendid. Tegemist on tugeva vesiniksideme aktseptoriga (8 = 0.76)?, kuid
vesiniksideme-donoorsed omadused puuduvad. Vesiniksideme-aktseptoorsete omaduste tdttu
konkureerib DMSO aniooniga, kuid see efekt pole liiga suur takistamaks anioon-retseptor
seondumise uurimist. Korge polaarsus ja head lahustavad omadused on DMSO kasutamise

peamised eelised seondumise uurimisel.

2.6 Seondumiskonstandid
Aniooni (A) ja retseptori (RH) vahelise seondumise tugevust saab kvantitatiivselt viljendada
seondumis- ehk assotsiatsioonikonstandi (Kass) kaudu. Anioon-retseptor kompleksi (RHA")
moodustumine on tasakaaluline reaktsioon ja tekkiva kompleksi termodiinaamilist stabiilsust
iseloomustab reaktsiooni tasakaalukonstant Kass. Aniooni ja retseptori 1:1 seondumis-
stohhiomeetria korral moodustuvat retseptor-anioon kompleksi teket nditab jargmine
tasakaalureaktsioon:

) Kass )
RH+A ————— RHA (1)

Seondumiskonstant avaldub jargmisel kujul, kus arHA,, @rH ja aa” On vastavate osakeste

aktiivsus lahuses.

K, = RHA- (2)
agud, -

Mida suurem on Kass, seda tugevam on aniooni seondumine retseptoriga ja seda stabiilsem on
vastav kompleks. Seondumiskonstandi tdpne méddramine on vdga oluline, kuna see voimaldab
hinnata ja vorrelda erinevate anioon-retseptor komplekside stabiilsust ning seeldbi ka
ennustada uute retseptorite seondumisafiinsust. Seondumise selektiivsus, mis iseloomustab
retseptori suutlikkust eristada omavahel erinevaid anioone, on iiks olulisimaid aniooni
koordinatsiooni keemia parameetreid. Kvantitatiivselt saab selektiivsust hinnata vastavate

komplekside seondumiskonstantide suhtega.’

Seondumiskonstandi leidmiseks vorrandi (2) abil on vajalik teada aniooni aktiivsust ning vaba
ja seondunud retseptori aktiivsuste suhet. Viimast on lihtne méérata, kuid aniooni aktiivsuse

usaldusvddrne méadramine on keeruline. Selle pohjuseks on erinevad siistemaatilised efektid
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nagu ioonpaardumine?® ja homokonjugatsioon?®, mis vihendavad aniooni aktiivsust lahuses.
loonpaardumiseks nimetatakse aniooni ja vastaskatiooni vahelise ioonpaari moodustumist.
Homokonjugatsiooniks nimetatakse aniooni ja selle konjugeeritud happe vahelise kompleksi
moodustumist. Molemad protsessid kulgevad intensiivsemalt madala polaarsusega lahustites.
Seetottu on anioon-retseptor seondumistasakaalude uurimises eelistatud korgema
polaarsusega lahustid, kus homokonjugatsiooni ja ioonpaardumise mdju on viike. Lisaks
nendele protsessidele, mojutab aniooni aktiivsust lahuses ka erinevate lisandite sisaldus
solvendis. Ka puhtas orgaanilises lahustis leidub alati vdhesel méiiral vett, mis l4bi
vesiniksideme doonorite ja aktseptorite selektiivse solvatatsiooni muudab oluliselt nii aniooni

kui retseptori aktiivsust lahuses.

Vastavatest efektidest iilesaamiseks ja korgema tdpsuse saavutamiseks tootati meie toorithmas
vélja alternatiivne meetod seondumiskonstantide médramiseks, mis pohineb kahe erineva
retseptori (R:H ja R2H) seondumisafiinsuste erinevuse mairamisel samas lahuses iihe ja sama

aniooni suhtes.

See meetod on t66pohimdtte poolest analoogne suhtelise happelisuse/aluselisuse médramise
meetodiga, mida kasutatakse pKa viirtuste leidmiseks mittevesikeskkonnas.?®?’ Kiesoleva
meetodi  kohandas retseptor-anioon suhtelise seondumise mddtmiseks K. Haav.?®
Seondumiskonstandi miidramine pohineb jargneval tasakaalul:

AlOgKass )
R,H+R,HA ————— RHA"+R,H 3)

Suhteline seondumisafiinsus AlogKass avaldub jargneval kujul:

a _a
AlogK,, =logK_, (R,HA™)—logK . (R,HA") = log—HA = @)

R,HA" aRlH
Vorranditest (3) ja (4) jareldub, et selle meetodi kasutamisel ei ole vaba aniooni aktiivsuse
madramine vajalik. Seega taanduvad vilja erinevad aniooni aktiivsust mojutavad tegurid (sh
ioon-paardumine ja homokonjugatsioon), kuna antud kdorvalprotsessid mojutavad vordselt
molema retseptoriga seondumist. Vorrandis (4) avalduvad vaba ja seotud retseptori
aktiivsused suhtena, mistSttu taanduvad osaliselt voi tdielikult vélja ka retseptoreid mojutavad

tegurid (sh solvendi veesisaldus). Lisaks sellele on moistlik eeldada, et aktiivsuskoefitsientide

suhted yyﬁon erinevate retseptori jaoks sarnased. Seega vOib vorrandis (4) olevad
RyA~

aktiivsused asendada kontsentratsioonidega:
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[R,HA']IR,H]
[R,HA']R,H]

AlogK, =logK (R,HA") —logK (R,HA") =log (5)
Kuna suhtelise seondumiskonstandi méédramisega taanduvad vilja mitmed midramatust
suurendavad siistemaatilised efektid, siis voOimaldab kirjeldatud meetod méérata

seondumiskonstante kdrge tipsusega.?

2.7 Seondumiskonstantide miiramise meetodid
Supramolekulaarses keemias on anioon-retseptor seondumiskonstantide méédramiseks
mitmeid erinevaid meetodeid, sh UV-Vis spektrofotomeetria, TMR spektromeetria,
massispektromeetria, fluorestsentsspektromeetria ja isotermilise tiitrimise kalorimeetria.’
Seondumiskonstandi leidmiseks peab meetod voimaldama médrata seondunud ja seondumata
retseptori tasakaaluliste kontsentratsioonide suhet. Selleks on oluline, et mdddetav omadus
oleks vaba ja seotud retseptori korral erinev. Meetodi valik sdltub seega nii uuritavate
ithendite omadustest, kui ka sellest, millist ja kui tdpset informatsiooni on vaja saada.
Seondumiskonstantide vahemik, mida eksperimentaalselt on vdimalik médrata, soltub

kasutatava instrumentaalse meetodi tundlikkusest.

2.7.1 Tuumamagnetresonantsspektromeetria (TMR)
TMR spektromeetria on laialdaselt kasutatav meetod erinevate keemiliste protsesside
uurimiseks ja tiihendite struktuuri médramiseks. Tegemist on {ihe levinuima meetodiga
seondumisafiinsuste miiramiseks.® Anioon-retseptor seondumise uurimiseks tiitritakse vaba
retseptorit sisaldavat lahust uuritavat aniooni sisaldava titrandiga ja jalgitakse iihe vdi mitme
vesiniksidemest osa votva prootoni keemilise nihke (8) muutust. Tiitrimise kdigus retseptor-
anioon kompleksi hulk lahuses suureneb ning igas tiitrimise etapis registreeritakse *H TMR
spekter. Retseptor-anioon kompleksi kontsentratsioon igas tiitrimise punktis on leitav

vastavalt vorrandile:’
[RHAT] = B - c(RH), (6)

, kus B on retseptor-anioon assotsiatsioonimddr ja C(RH)o on summaarne retseptori
kontsentratsioon lahuses. Keemiliste nihete kaudu on assotsiatsioonimddr leitav jérgneva

vorrandi abil:’
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8—8rHu

~ 8rHA—— SRH

(1)

, Kus ¢ on prootoni(te) keemiline nihe vastavas tiitrimise punktis ning Jrn ja drHa™ ON Vastavalt
vaba retseptori ja retseptor-anioon kompleksi prootoni(te) keemilised nihked. Vaba retseptori
prootoni(te) keemiline nihe leitakse enne tiitrimise algust registreeritud TMR spektrist ning
kompleksi prootoni(te) keemiline nihe tiitrimise kiillastuspunktile vastavast TMR spektrist,

kus aniooni on lisatud liias ja kdik retseptormolekulid on aniooniga komplekseerunud.

TMR spektromeetria voimaldab seondumiskonstante méairata kahel juhul: retseptor-anioon
tasakaalu korral toimub aniooni vahetumine véga kiiresti voi vdga aeglaselt vorreldes TMR
modtmise ajaskaalaga. Kui aniooni vahetumise kiirus on vorreldave TMR mddtmise
ajaskaalaga, siis seondumiskonstante pole vdimalik médrata, sest piigid TMR spektris
laienevad voi kaovad dra.*’ Retseptor-anioon seondumisel vesi vdi vesi-orgaanika
keskkonnas toimub aniooni vahetumine vdrreldes TMR ajaskaalaga véga kiiresti. See
tadhendab, et vaba retseptori ja retseptor-anioon kompleksi signaale pole vdimalik eristada
ning TMR spektris on korraga ndha iihte piiki. Selle piigi keemiline nihe vastab mdlema

signaali keemiliste nihete kaalutud keskmisele.

Lisaks absoluutsete seondumiskonstantide mééramisele on TMR meetodiga vdimalik leida ka
suhtelisi seondumiskonstante. Esmakordselt demonstreeris TMR meetodi sobivust suhteliste
seondumiskonstantide méiidramiseks S. A. Kadam meie to6riihmast.?® Kahe retseptori
seondumisafiinsuste erinevus leitakse valemiga:

61(1_82) (8)

AlogK,ss = log R

, kus Bz ja B2 on vastavalt retseptorite R1H ja RoH assotsiatsiooniméérad, mille védartused on

leitavad valemi (7) kaudu.

TMR meetodi korge eraldusvdime voimaldab modta suhtelisi seondumiskonstante korraga
rohkem kui kahele retseptorile. Suurim seni saavutatud retseptorite arv iihes modtmises oli
kuus,®® mis tihendab, et i{ihe modtmisega oli vOimalik leida kuni 15 suhtelist
seondumiskonstanti. Lisaks mitme seondumiskonstandi koosmédiramise vodimalusele on
suhteliste seondumiskonstantide modtmine ka vdga korge tdpsusega. Samuti on TMR
spektritelt voimalik saada infot vdimalike korvalprotsesside (nt retseptori deprotoneerumine)
ja retseptor-anioon interaktsiooni kohta (nt millised prootonid votavad seondumisest osa).

Seega on iihest TMR modtmisest saadav informatsiooni hulk suurem vorreldes enamiku teiste
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meetoditega. Lisaks sellele on keemiliste nihete modtmine palju tdpsem vorreldes néiteks

signaali intensiivsuse mdotmisega UV-Vis spektromeetrias.

TMR spektromeetria pohiline puudus on madalam tundlikkus vorreldes UV-Vis
spektromeetriaga. See tdhendab, et modtmisteks on vaja kasutada kdrgemat retseptori ja
aniooni kontsentratsiooni. Sellest tulenevalt ei ole vdimalik méadrata absoluutseid
seondumiskonstante, mis on korgemad kui 10%% Korge kontsentratsiooniga lahuste
kasutamine suurendab ka erinevate soovimatute korvalprotsesside, nagu ioon-paardumine ja
homokonjugatsioon, toimumist, mis mdjutavad vaba aniooni aktiivsust lahuses. Suhteliste
seondumiskonstantide modtmine voimaldab need takistused iiletada, kuna aniooni aktiivsust
pole vaja midrata. Seega on suhteliste seondumiskonstantide mddtmise kaudu vodimalik

mairata Kass vaartuseid kuni 10831

2.7.2 UV-Vis spektrofotomeetria
Lihtsa, tdpse ja robustse meetodina on UV-Vis spektrofotomeetria samuti laialdaselt kasutatav
meetod seondumiskonstantide midramiseks. Seondumiskonstantide méadramine pdhineb
retseptori lahuse tiitrimisel aniooniga, kus lahuse neelduvuse intensiivsus modddetakse
erinevate aniooni kontsentratsioonide juures. Seejuures on oluline, et retseptor neelaks UV voi
ndhtava valguse piirkonnas ning aniooniga komplekseerudes neelduvuse intensiivsus piisavalt
muutuks. Selleks valitakse mootmiseks lainepikkus, kus vaba retseptori ja kompleksi
neeldumisintensiivsused oleksid vdimalikult erinevad. Retseptor-anioon kompleksi
kontsentratsioon 1igas tiitrimise punktis on 1:1 stdhhomeetria ja aniooni neeldumise
puudumisel leitav vastavalt vorrandile:’

[RHA"] = 2eksp—“RH iy (9)

ARHA- - ARH

, Kus Aeksp on mdddetud neelduvus kindlas tiitrimispunktis ning Ar+ ja Arna- ON vastavalt vaba

ja seotud retseptori neelduvused.

Lisaks absoluutsete seondumiskonstantide méddramisele on UV-Vis spektromeetria abil
voimalik leida ka suhtelisi seondumiskonstante. UV-Vis spektromeetrilise meetodi sobivust
suhteliste seondumiskonstantide médramiseks demonstreeris K. Haav meie toorithmast.?
Antud meetodi korral viiakse 1dbi aniooniga tiitrimine nii kahe puhta retseptorlahusega kui ka

nende seguga ning registreeritakse lahuste neelduvusspektrid igas tiitrimise punktis.
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Multilineaarse regressiooni alusel arvutatakse molema retseptor-anioon kompleksi

dissotsiatsioonimiirad vastavalt valemile:

A
o = [RH] — AN~ A=
[RH]+ [RHA™] A%, —aAfya-

(10)

, kus A* on neelduvus kindlas tiitrimispunktis ning A*r1 ja A*rna” On vastavalt vaba ja seotud
retseptori neelduvused. Kahe retseptori seondumisafiinsuste erinevus leitakse valemiga:

AlogK s = logw (11)

ag(1-ap)
, kus a1 ja a2 on vastavalt retseptorite R1H ja RoH dissotsiatsiooniméaérad.

Vaatamata korgemale tundlikkusele vorreldes TMR spektromeetriaga, voimaldades méérata
Kass vidrtuseid kuni 107,” on UV-Vis spektromeetrial ka teatud puudused. Esiteks on vajalik,
et retseptor neelaks UV voi ndhtavas alas valgust, mis eeldab kromofoori olemasolu. Teiseks
peab aniooni seondumisel toimuma piisavalt suur neelduvuse muutus, et seda oleks vdimalik
registreerida. Kolmandaks peab uuritaval anioonil puuduma mdddetavas alas
neeldumisspekter. Samuti on oluline, et solvent ise modddetaval lainepikkusel valgust ei
neelaks. Lisaks sellele on neelduvuse modtmine vihem tdpne vorreldes sageduste modtmisega
TMR spektromeetria korral. UV-Vis spektrist saadav informatsiooni hulk on samuti vdiksem
vorreldes TMR spektriga, nditeks puudub voimalus saada infot erinevate korvalprotsesside ja
seondumistasku asukoha kohta. Suhtelise seondumiskonstandi méédramise korral on
puuduseks ka asjaolu, et korraga on vdimalik mddta vaid kahte retseptorit ning ka AlogKass

vadrtuste leidmiseks vajalik arvutuskiik on keerukam vorreldes TMR spektromeetriaga.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1 Aparatuur ja toovahendid

3.1.1 Ainete alglahuste valmistamiseks kasutatavad toovahendid
Ainete alglahused valmistati 4 ml boorsilikaatklaasist viaalidesse. Tahked ained lisati
spaatliga otse viaalidesse ning lahustid lisati kasutades automaatpipette. Titrantide alglahuste
valmistamiseks kasutatavad tetrabutiiiilammoonium-soolasid hoiustati inertgaasi keskkonnas
Mbraun UNIlab kuivkapis. Titrandi soolad lisati viaalidesse kuivkapis. Kdik ained ja lahused
kaaluti Sartorius CPA225D-0CE analiiiitilise kaaluga, mille lahutusvdime on 0,00001 g.

3.1.2 UV-Vis spektrofotomeeter
UV-Vis spektrofotomeetrilisteks mdotmisteks kasutati  kahekiirelist termostateeritud
kiivetihoidjaga Thermo Nicolet Evolution 300 spektrofotomeetrit. Spektrid registreeriti
“intelliscan** reziimis. Selle reziimi korral muudab spektrofotomeeter skaneerimise Kiirust
vahemikus 120 nm/min kuni 1200 nm/min vastavalt sellele, kui tugevasti sdltub neelduvus
lainepikkusest. Seega aeglustub skaneerimise kiirus automaatselt piigi alguse v3i 10pu juures,
kus toimub neelduvuse jarsk muutus. Spektrofotomeetri pilulaius oli 1,5 nm ja andmete
kogumise samm oli 1 nm. Mdotmised teostati 25 °C juures. Spektrofotomeetri t66d juhiti
arvutist programmi VisionPro 2.03 abil. Proovi- ja vordluskiivettidena kasutati kvartsist
kiivette, mille optiline teepikkus oli 1 cm. Proovikiiveti sees asetses tefloniga kaetud
magnetsegaja ja see oli suletud keeratava korgiga, milles oli tefloniga kaetud silikoonist
septum. Retseptori lahuse lisamiseks kasutati Hamilton Gastight 100 ul siistalt ning titrandi
lisamiseks automaatdosaatoriga varustatud Hamilton Gastight 100 pl siistlaid, mis

voimaldavad lisada titranti 2 pl sammuga.

3.1.3 Tuumamagnetresonants-spektromeeter
Tuumamagnetresonants (TMR) —spektromeetrilisteks mdotmisteks kasutati Bruker Ascend
700 TMR spektromeetrit. tH-spektrid mdddeti sagedusel 700 MHz. TMR-spektromeetri t66d
juhiti arvutist programmi TopSpin 3.2 abil ning spektrite toGtlemiseks teostati antud
programmiga automaatne Fourier’ teisendus ning faasi- ja baasijoone korrektsioon. Vastavalt
vajadusele varieeriti iithe spektri registreerimiseks kasutatavat skaneerimiste arvu vahemikus
16 kuni 40. TopSpin 3.2 programmiga leiti huvipakkuvate piikide maksimumid keemiliste

nihete (ppm) skaalas. Koik mdotmised teostati 25 °C juures. Retseptorid viidi tahkel kujul
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spaatliga otse 5 mm ldabimododuga boorsilikaadist tuubidesse. Automaatpipetiga lisati
tuubidesse 700 pl solventi ning lahuste segamiseks kasutati mehaanilist segamist ning
vajadusel ka ultraheli. Titrandi lisamiseks kasutati automaatdosaatoriga varustatud Hamilton

Gastight 100 pl stistlaid, mis vdimaldavad lisada titranti 2 pl sammuga.

3.2 Kasutatud lahustid ja kemikaalid
Seondumiskonstantide moGtmisel kasutati  lahustina  0,5%  veesisaldusega (m/m)
dimetiiiilsulfoksiidi. DMSO valiti lahustiks kdrge polaarsuse ja suurepdraste lahustavate
omaduste tottu. Kuigi vesikeskkond alandab seondumisafiinsust, siis vdikese koguse vee
lisamine orgaanilisele lahustile voimaldab parandada modtmiste korratavust, tagades hésti

madiratletud vee sisalduse solvendis.

UV-Vis spektromeetria korral kasutati lahusti valmistamiseks veevaba dimetiiiilsulfoksiidi
(Sigma-Aldrich, >99,9%) ning TMR mdotmiste korral deutereeritud DMSO-de (Sigma-
Aldrich, 99,8%). Lahustid valmistati gravimeetriliselt lisades dimetiitilsulfoksiidile MilliQ
Advantage A10 veepuhastist saadud korge (Type I) puhtusega vett. Lahustite tdpne
veesisaldus médrati kulonomeetrilisel Karl Fisheri tiitrimisel (veesisalduse madramised Viis

1abi Rudolf Aro).

Titrantidena kasutati heksaanhappest (Reakhim ,,tshistyi*), sorbiinhappest (trans,trans-2,4-
heksadieenhape, Sigma-Aldrich, >99,9%) ja naprokseenist ((+)-(S)-2-(6-metoksiinaftaleen-2-
itil)propanaat, Sigma-Aldrich, 98%) (Joonis 1) valmistatud tetrabutiiiilammoonium-soolasid.
Soolade valmistamiseks segati kokku vastav karbokstiiilhape ja
tetrabutiitilammooniumhiidroksiid (1 M lahus metanoolis) 1:1 moolsuhtes. Seejarel eemaldati

lahusti rotatsioonaurustiga.

Joonis 1. Uuritud anioonide struktuurid koos vastavate hapete pK, 23 ja logPo.y *° viirtustega.

o o
/\/\)\“o /\/\)\\o e
o
Heksanoaat Sorbaat Naprokseeni anioon
pKa = 4,88 pKa=4,76 pKa = 4,15
logPo-w= 1,92 logPow=1,33 logPo-w= 3,34
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Titrantide korral oli oluline nende hea lahustuvus dimetiiiilsulfoksiidis ning UV-Vis
mootmiste jaoks ka neelduvuse puudumine lainepikkuste vahemikus 240 kuni 600 nm.
Tetrabutiililammoonium valiti vastaskatiooniks, kuna tegemist on suure katiooniga, mis ei
anna tugevat vastasmoju karboksiilaatiooniga ning seega avaldab minimaalset mdju
karboksiiiilaatiooni seondumisele retseptoritega. Tetrabutiililammooniumi on ka varasemalt

anioonide seondumise uurimisel ulatuslikult vastaskatioonina kasutatud.36-3°

3.2.1 Uuritud retseptorid
Kéesolevas t60s uuriti 23 erinevat siinteetilist retseptorit (Joonis 2), mille struktuurid
pohinesid uurea-, indooli-, karbasooli- ja indolo[2,3-a]karbasooli (edaspidi lihtsalt
indolokarbasool) fragmentidel.

Joonis 2. Kédesolevas to6s uuritud retseptorite struktuurid.

6§ 6 & X 3 5 Y
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H H
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2 X =2,9-(OCHa)2 5 X =2-CO-OCHz-CO-CHs 7  X=34-(Cl):
3 X=2,7-(COOBuU): Y = 4-Cl
t-Bu t-Bu -Bu t-Bu
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Retseptorid valiti 1dhtuvalt mitmest aspektist: varasemates mdotmistes saadud tulemustest,
huvipakkuvast struktuurist, lahustuvusest, spektraalomadustest ja kéttesaadavusest.
Retseptorid 1 kuni 7 ei vdoimalda oma lihtsa struktuuri tottu mérkimisvéérset selektiivsust
anioonide suhtes ning need valiti eeskétt seondumisskaalade koostamise abistamiseks. Kuna
need retseptorid annavad TMR spektris maksimaalselt kaks piiki, siis lihtsustab nende

uhendite kaasamine seondumiskonstantide suhtelist mootmist.

Uuritud retseptoritest olid kaubanduslikult kéttesaadavad 1,3-difeniiiiluurea (6) (Sigma-
Aldrich, 98%) ja 3.,4,4’-(Cl)s-difentiiiluurea (7) (Sigma-Aldrich, 99%). Philip Gale’i
toorithmas Southamptoni {ilikoolis siinteesiti retseptorid 1,3-bisindoliiiiluurea (8) ja 1,3-
biskarbasoliiiiluurea (9).*° Koik jirgnevad retseptormolekulid siinteesis Sandip A. Kadam
meie toorithmast: indolokarbasool (1), 2,9-dimetoksiiindolokarbasool (2),% 2,7-(COOBU):-
indolokarbasool (3),2 4-nitroindolokarbasool (4),22 2-CO-OCH2-CO-CHs-indolokarbasool
(5),%° RM-10 (10),%° RM-11 (11),* RM-12 (12),** RM-13 (13),*° RM-14 (14),*° RM-15 (15)
(seni avaldamata), RM-16 (16),%° RM-17 (17),*° RM-18 (18),%° RM-19 (19),*° RM-20 (20),%°
RM-21 (21),% RM-22 (22), RM-23 (23) (seni avaldamata).

3.3 Suhteliste seondumiskonstantide m6otmine
Suhteliste seondumiskonstantide mddtmiseks kasutati *H TMR-spektromeetrilist tiitrimist,
kus titrandiks oli vastava aniooni tetrabutiiiilammooniumsoola lahus ja tiitritavas lahuses oli
kolme kuni nelja erineva retseptori segu. Seega oli ithe moGtmisega vOimalik médrata
suhtelised seondumiskonstandid kolme kuni nelja erineva retseptori vahel ning tulemuseks
saadi vastavalt kolm voi kuus AlogKass véartust. Koos moddetavad retseptorid valiti selliselt,
et nende —NH riithmade *H piigid enne aniooni lisamist ei kattuks ning piikide keemilise nihke
muutuse kiirus ja ulatus tiitrimise kdigus oleks sarnane, sest sellisel juhul viheneb piikide
kattumise tdoendosus tiitrimise kdigus. Retseptorite segu valmistati selliselt, et erinevate
retseptorite kontsentratsioonid lahuses oleksid samas suurusjargus (enamasti vahemikus 0,004
kuni 0,024 M). Selleks kaaluti TMR tuubi 1 kuni 6 mg iga retseptorit ning lisati 700 ul 0,5%
veesisaldusega (m/m) deutereeritud DMSO-ds.Titrandina kasutati vastava karboksiilaatiooni
(sorbaat, heksanoaat vdi naprokseeniooni) tetrabutiitilammooniumsoola lahust. Valmistati
kahe erineva kontsentratsiooniga titrandid: lahja titrant (0,4 kuni 0,6 M) ja kontsentreeritud
titrant (0,9 kuni 1,3 M). Lahja titrandi lahuse valmistamiseks kaaluti viaali 0,16 kuni 0,28 ¢

karboksiilaadi soola ja sellele lisati 1,1 kuni 1,3 ml deutereeritud solventi. Kontsentreeritud
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titrandi lahuse valmistamiseks kaaluti viaali 0,41 kuni 0,71 g karboksiilaadi soola ja sellele

lisati 0,7 kuni 1,2 ml deutereeritud solventi.

Esimene 'H spekter registreeriti retseptorite segust enne titrandi lisamist. Sealjuures
kontrolliti, et NH prootonite piigid oleksid piisava intensiivsusega neile iseloomulike
keemiliste nihete vadrtuste juures ning nad ei kattuks omavahel. Seejérel alustati lahja titrandi
lisamisega ning pirast iga lisamist registreeriti 'H spekter. Kui uuritavad retseptormolekulid
olid ligemale 90% ulatuses komplekseerunud alustati kontsentreeritud titrandi lisamist ning
sellega jétkati kuni praktiliselt koik retseptormolekulid olid aniooniga kompleksi
moodustanud. Kokku registreeriti 13 kuni 21 TMR spektrit. Seejarel leiti keemiliste nihete
kaudu retseptor-anioon komplekside assotsiatsiooniméérad () igas etapis vastavalt valemile

(7) ning neid kasutati valemis (8) AlogKass vaartuste leidmiseks.

Sellisel segus mootmisel voib pohimdtteliselt esineda oht, et aniooni sidumise korval
hakkavad lahuses olevad retseptormolekulid ka omavahel vastasmojusid andma. Kéesolevas
toos voib selle ohu lugeda ebaoluliseks, sest uuritud anioonid on véga palju tugevamad
vesiniksideme aktseptorid kui mistahes vesiniksideme-aktseptoorsed tsentrid uuritud
retseptorites ning ka solvent ise on tugev vesiniksideme aktseptor ja konkureerib tdnu oma

viga korgele kontsentratsioonile edukalt retseptormolekulidega.

3.4 Absoluutsete seondumiskonstantide mootmine

3.4.1 UV-Vis spektrofotomeetriline tiitrimine
Kdigepealt valmistati retseptori alglahus (6,3 kuni 8,5 mM), milleks kaaluti viaali 20 kuni 50
mg retseptorit ja lisati 1,0 kuni 2,8 ml 0,5% veesisaldusega (m/m) dimetiiiilsulfoksiidi.
Saadud alglahusest tehti lahjendus (1oppkontsentratsiooniga vahemikus 0,8 kuni 2,4 mM)
lisades viaali 0,1 kuni 0,5 g retseptori alglahust ja 0,5 kuni 2,2 ml solventi. Titrandina kasutati
sarnaselt TMR spektromeetrilise tiitrimisega kahe erineva kontsentratsiooniga vastava
karboksiiiilaadi tetrabutiililammooniumsoola lahust. Kontsentreeritud titrandi lahuse (80 kuni
150 mM) valmistamiseks kaaluti viaali 0,10 kuni 0,34 g karboksiilaadi soola ja sellele lisati
1,0 kuni 2,2 ml solventi. Lahja titrandi lahuse (9,3 kuni 25 mM) valmistamiseks kaaluti viaali

0,05 kuni 0,11 g kontsentreeritud titrandi lahust ja sellele lisati 0,6 kuni 1,5 ml solventi.

UV-Vis spektrofotomeetriline tiitrimine viidi 14bi (25,0 + 0,3) °C juures. Vordluskiivetis oli

kogu mootmise ajal puhas lahusti. Modtekiivetti lisati esmalt 1,75 ml lahustit ja registreeriti
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spekter, et veenduda, et lahusti ei neela analiiiitilises lainepikkuste vahemikus. Seejérel
korrigeeriti lahusti baasijoon. Kiivetti lisati 60 kuni 160 pl lahjendatud retseptori lahust ning
retseptori kontsentratsioon kiivetis jdi vahemikku 3-10° M kuni 11-10° M. Registreeriti vaba
retseptorimolekuli spekter ja seejarel alustati lahja titrandi lisamisega. Pérast iga lisamist
kiivett kaaluti ning registreeriti spekter. Tiitrimise 10ppfaasis alustati kontsentreeritud titrandi
lisamisega kuni praktiliselt kogu lahuses olev retseptor oli komplekseerunud ning viimasena
registreeriti retseptor-anioon kompleksi spekter. Kokku registreeriti iihe tiitrimise kdigus 19
kuni 21 spektrit. Tapne lisatud titrandi kogus arvutati kaalumisandmetest ning kompleksi

dissotsiatsioonimddrad arvutati spektritelt leitud neelduvuste abil valemiga (10).

Retseptori absoluutne seondumiskonstant leiti vihemalt kahe kordusmdotmise keskmisest,
kusjuures iga iiksiku mdotmise tulemus leiti kahe erineva meetodiga arvutatud logKass

vadrtustest (lisa 1).

3.4.2 Tuumamagnetresonants-spektromeetriline tiitrimine
Ka absoluutsete seondumiskonstantide mdodtmiseks kasutati H TMR-spektromeetrilist
tiitrimist. Titrandiks oli vastava aniooni tetrabutiiiilammooniumsoola lahus, kuid erinevalt
suhtelistest mootmistest tiitriti vaid iihe retseptori lahust. Selleks kaaluti TMR tuubi 2 kuni 3
mg retseptorit ning lisati 700 ul 0,5% veesisaldusega (m/m) deutereeritud DMSO-ds.
Titrandina kasutati vastava karboksiilaatiooni (heksanoaat vOi naprokseeni aniooni)
tetrabutiililammooniumsoola lahust. Valmistati kahe erineva kontsentratsiooniga titrandid:

lahja titrant (0,1 kuni 0,3 M) ja kontsentreeritud titrant (0,3 kuni 1,1 M).

Esimene 'H spekter registreeriti retseptorilahusest enne titrandi lisamist ning kontrolliti, et
NH prootonite piigid oleksid piisava intensiivsusega neile iseloomulike keemiliste nihete
védrtuste juures. Seejirel alustati lahja titrandi lisamisega ning pérast iga lisamist registreeriti
'H spekter. Kui uuritav retseptor oli ligemale 90% ulatuses komplekseerunud alustati
kontsentreeritud titrandi lisamist ning sellega jdtkati kuni praktiliselt kdik retseptormolekulid
olid aniooniga kompleksi moodustanud. Kokku registreeriti 13 kuni 14 TMR spektrit. Seejarel
leiti keemiliste nihete kaudu retseptor-anioon kompleksi assotsiatsiooniméérad () igas etapis
vastavalt valemile (7). Retseptori absoluutne seondumiskonstant leiti vdhemalt kahe
kordusmdotmise keskmisest, kusjuures iga iiksiku mootmise tulemus leiti kahe erineva

meetodiga arvutatud logKass véértustest.
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4. Tulemused ja arutelu

4.1 Retseptorite afiinsusskaalade koostamine
Kéesolevas t60s mdddeti kokku 145 AlogKass vadrtust 23 erineva retseptoriga ning kolme
aniooniga: sorbaat-, heksanoaat- ja naprokseeniooniga. Koik suhtelise seondumisafiinsuse
mddtmised viidi 1dbi *H TMR spektromeetrilise tiitrimise meetodiga kasutades lahustina 0,5%
veesisaldusega deutereeritud DMSO-ds lahust. Veendumaks saadud tulemuste omavahelises
kooskolas koostati iga aniooni jaoks retseptorite afiinsuste skaala, mis sisaldab arvukalt
tilekattuvaid (ring-valideerivaid) mootmisi (tabelid 2, 3 ja 4). Skaala iga nool vastab iihele
suhtelise seondumisafiinsuse mootmise tulemusele ehk AlogKass vdirtusele kahe retseptori
vahel. Iga retseptorit on moddetud vdhemalt kahe muu retseptori vastu, mis tdhendab, et iga
tthend on skaalasse seotud vdhemalt kahe erineva AlogKass vadrtuse kaudu. Iga lisanduv
modtmine tdiendab skaalat vdhemalt kolme noolega ning panustab skaala ring-

valideerimisse.*2

Uhendite absoluutsete seondumiskonstantide leidmiseks oli vajalik skaalad ankurdada ning
selleks viidi 1dbi absoluutmdotmised nelja erineva ankur-retseptori, indolokarbasooli (1), 4-
nitroindolokarbasooli ~ (4),  2-CO-OCH2-CO-CHs-indolokarbasooli ~ (5) ja  1,3-
biskarbasoliiiiluureaga (9). Iga ankur-retseptori absoluutsete seondumiskonstantide leidmiseks
teostati vahemalt kaks m&otmist ning vajadusel ka eri meetoditega ning leiti saadud tulemuste

aritmeetiline keskmine ning selle usaldusvahemikud (tabel 5).

Ulejisdnud skaalat moodustavate retseptorite absoluutsed seondumiskonstandid leiti
minimeerides jargneva valemiga leitavat véadrtust SS, mis vastab eksperimentaalselt mdodetud

AlogKss viirtuste ja méiratud logKass viidrtuste erinevuste ruutude summale.*3
ss = {alogK', —[logK,, (R,HA )-logK ., (R,HA )] (12)
i=1

, kus SS on leitud summana iile kdigi nm mdotmiste ning AlogKl. on i-ndas mddtmises leitud
suhteline seondumiskonstant kahe retseptori RiH ja R>H vahel. SS minimeerimiseks
varieeritakse koikide kaasatud retseptorite, vilja arvatud ankurdamiseks kasutatud retseptorid,
jaoks madratud absoluutsete seondumiskonstantide logKass(RjHA") véartuseid. Eelnevalt
kirjeldatud vahimruutude meetodiga leitud absoluutsete ja eksperimentaalselt moddetud

suhteliste seondumiskonstantide omavahelise sobivust ehk kooskolalisust saab hinnata nn
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kooskdlalisuse standardhdlbe (kooskdlalisusparameetri) S kaudu, mis on leitav jargneva

valemiga:

s— [_SS_ (13)

, kus nm on AlogKass modtmiste arv ja nc on leitud absoluutsete logKass vddrtuste arv.

Kooskdlalisuse standardhélvet saab késitleda kui AlogKass modtmiste keskmist standardhélvet.

Heksanoaadi seondumisskaala koostamiseks moodeti kokku 48 AlogKass vaartust 23 erineva
retseptori vahel. Skaala ulatus on 2,59 logKass tihikut. Kooskolalisusparameetri S vaédrtuseks on

0,006 logKass tihikut, mis néitab saadud tulemuste vdga head kooskola.

Tabel 2. Heksanoaadi seondumise skaala.?

Retseptormolekul  logK,s ul  uS AlogK s
12 5.22 0.01 0.04
11 520 0.01 0.04
16 5.08 0.01 0.04
10 492 0.01 0.04 -0 oo 0.25 T
1,3-biskarbasoliitiluurea 9 4.83 0.01 0.04 ' £ 0.28—
0.00 012 T T T
15 483 0.01 0.04 * 0.04—0.02—0.03—0.03
0.02 0.77
8 481 0.01 0.04 T % b
23 427 0.01 0.04 -o0ss——oas3—137 0.76
l 0.85 T
7 4,15 0.02 0.04 S 074 o ul-.s
22 412 0.01 0.04 0.86
099 098
21 408 0.01 0.04 -0 T
18 4.00 0.01 0.04 : o+
20 3.96 0.01 0.04 > * ] 07— —
4-NO,-indolokarbasool 4 3.83 0.01 0.04 = 0.56 1.03-
3 381 001 004 —= = 088
19 3.70 0.01 0.04
14 3.62 0.01 0.04 —i—os0 0.13
0.58 0.60 T‘ T
5 357 001 0.04 + 0.55+0_3. 1
6 3.31 0.01 0.04 OXOT "f447ooa —l—o.fa
indolokarbasool 1 3.24 0.01 0.04 P =
v
17 3.23 0.01 0.04 ..I.u py
2 3.19 0.01 0.04 o i
13 263 0.01 0.04 *

2 Lahusti: TMR spektromeetriliste mdotmiste korral 0,5% veesisaldusega (m/m) deutereeritud DMSO-ds lahus.
UV-Vis spektrofotomeetriliste modtmiste korral 0,5% veesisaldusega (m/m) DMSO lahus. Skaala
ankurdamiseks viidi 1abi absoluutmdotmised kursiivis maérgitud retseptormolekulidega.
b Esimese arvutusmeetodiga leitud standardméiiramatuse hinnangud.

¢ Teise arvutusmeetodiga leitud standardméddramatuse hinnangud.
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Sorbaadi seondumisskaala koostamiseks mdodeti 45 AlogKass véddrtust 23 erineva retseptori
vahel. Skaala ulatus on 2,57 logKass ithikut ning kooskolalisusparameeter s = 0,005 logKass

tthikut. Seega on ka sorbaatiooniga moddetud AlogKass vaidrtuste vahel vdga hea kooskdla.

Tabel 3. Sorbaadi seondumise skaala.?

Retseptormolekul logK 5s US> us AlogK ¢
12 5.02 0.01 0.05 T T
11 489 0.01 0.05 —
039 039
16 478 0.01 0.05 0.40 .,f7 = T
8 463 0.01 0.05 o oot i T pym T
15 462 0.01 0.05 0.02 ulc., i o
1,3-biskarbasoliitiluurea 9 4.62 0.01  0.05 ‘°-£9 J'
10 444 001 0.5 -+
7 4.07 0.01 0.05 0.65 112 0.79
23 406 0.01 0.05 0.78 T 0.86—0.86
21 3.98 0.01 0.05 oos 1 0.10
22 395 001 0.05 n
18 3.84 0.01 0.05 ok
20 3.82 0.01 0.05 p< py 0.55
4-NO,-indolokarbasool 4 3.77 0.01 0.05 &s 1 3 0.44 o
3 3.74 0.02 0.06 o = o
19 355 0.01 0.05
5 351 0.01 0.05 e 0 0.07
14 3.48 001 005 70f“‘ 0.32 0.32 0p8 0.62 038
6 3.28 0.01 0.05 e J' ul:s
indolokarbasool 1 320 0.01 005 X
2 3.15 0.03 0.06 f 00—
17 3.08 0.01 0.05 ~-oss
13 245 0.01 0.05 .

2 Lahusti: TMR spektromeetriliste mdotmiste korral 0,5% veesisaldusega (m/m) deutereeritud DMSO-ds lahus.
UV-Vis spektrofotomeetriliste mddtmiste korral 0,5% veesisaldusega (m/m) DMSO lahus. Skaala
ankurdamiseks viidi 1dbi absoluutmdotmised kastikesega  kursiivis mérgitud retseptormolekulidega.
® Esimese arvutusmeetodiga leitud standardmiiramatuse hinnangud.

¢ Teise arvutusmeetodiga leitud standardmdiramatuse hinnangud.

Naprokseeni anooni seondumisskaala koostamiseks moodeti 52 AlogKass vaartust 23 erineva
retseptori vahel. Skaala ulatus on 2,23 logKass tihikut ning kooskolalisusparameeter s = 0,005
logKass tihikut. Seega on ka naprokseeni aniooniga moddetud AlogKass védrtuste vahel viga

hea kooskodla.
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Tabel 4. Naprokseeni aniooni seondumise skaala.?

2 3.04 0.01 0.04
13 2,56 0.01 0.04

Retseptormolekul  logK, ul uS AlogK s
9 479 0.01 0.04 T T T
12 4.78 0.01 0.04 ~ Lo oo ohe T
11 474 0.01 0.04 ot 0.08 s
8 4.69 0.01 0.04 %
15 4.63 0.01 0.04 — u-fe
16 4.61 0.01 0.04 096
10 4.46 0.01 0.04 142
22 3.99 0.01 0.04 T 121—1.19 o
7 3.98 0.01 0.04 e o2 pe—— 114
23 3.97 0.01 0.04
21 3.84 0.02 0.04 127 =
18 3.73 0.01 0.04 s
20 3.68 0.01 0.04 0.56—0.25

4-NO ,-indolokarbasool 4 3.67 0.01 0.04 — 13— 054 i o o
3 3.60 0.01 0.04 086 —029
14 3.59 0.01 0.04 T F o
19 3.48 0.01 0.04 oGa 0.49 =
RM -5 3.43 0.01 0.04 3, oha T

167 zig 881 ggj 01 0‘;" 0.‘31 0.‘31 038 0.44 0.130 o.|a1 T1~

indolokarbasool 1 3.13 0.01 0.04 0%10 B % l l l l Lo

4 I

le S

@ Lahusti: TMR spektromeetriliste moGtmiste korral 0,5% veesisaldusega (m/m) deutereeritud DMSO-ds lahus.
UV-Vis spektrofotomeetriliste mddtmiste korral 0,5% veesisaldusega (m/m) DMSO lahus. Skaala
ankurdamiseks viidi labi absoluutmddtmised kursiivis margitud retseptormolekulidega.
b Esimese arvutusmeetodiga leitud standardmdiramatuse hinnangud. ¢Teise arvutusmeetodiga leitud
standardméiramatuse hinnangud.

Tabel 5. Ankur-retseptorite — indolokarbasooli, 4-nitroindolokarbasooli, 1,3-biskarbasoiiiiluurea ja
RM'5 IOgKass Véértused.

Indolokarbasool

Anioon Abs logKass® | s® | n® | CI(95%)° | Abs logKassskaalalt® | Erinevus®

Heksanoaat 3,27 0,02 | 3 0,05 3,24 -0,03

Sorbaat 3,14 0,01 2 0,07 3,20 0,06

Naprokseeni anioon 3,15 0,07 | 4 0,10 3,14 -0,01
4-nitroindolokarbasool

Heksanoaat 3,81 0,04 | 2 0,36 3,83 0,02

Sorbaat 3,79 0,01 2 0,05 3,77 -0,02

Naprokseeni anioon 3,66 001]| 2 0,09 3,68 0,02
1,3-biskarbasoliiiiluurea

Heksanoaat 4,82 001]| 2 0,10 4,83 0,01

Sorbaat 4,67 0,02 | 2 0,15 4,62 -0,05

RM-5
Naprokseeni anioon 3,43 001]| 2 0,09 3,44 0,01

2 |ogKass vddrtused on sdltumatute mddtmiste aritmeetilised keskmised. ® Kordusmddtmiste standardhilbed,
mootmiste arvud ja keskmiste védrtuste usaldusvahemikud 95% tdendosusega. ¢ Vahimruutude meetodil skaalalt
leitud logKass vadrtused sama retseptori jaoks ning eksperimentaalselt ja vihimruutude meetodil leitud logKass
vairtuste erinevus.
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Vorreldes varasemates toddes suhteliste UV-Vis mddtmistega saadud tulemustega (s = 0,02—
0,03 logKass tihikut) on TMR suhteliste mootmiste kooskolalisusparameetrid ligikaudu iihe
suurusjargu vorra madalamad (s = 0,005-0,006 logKass tihikut). Tanu antud t66s saadud
tulemuste heale kooskdlale on vdimalik omavahel eristada retseptoreid, mille
seondumistugevuse erinevus on vaid 0,05 logKass tihikut, mis on tunduvalt parem eristusvoime

vorreldes absoluutmodtmistega.

4.1.1 Uksikute logKass viidrtuste midiramatuse hindamine
Kuigi kooskdlalisusparameetri s kaudu saab hinnata AlogKass modtmiste keskmist
standardhilvet ning seega iseloomustada kogu seondumisskaalat, ei ole antud parameetri
kaudu voimalik hinnata {iksikute l0gKass vadrtuste madramatust. Kuna erinevaid madramatust
pohjustavaid tegureid (korvalreaktsioonid, ebapuhtus, aktiivsuskoefitsientide méidramine) on
keeruline kvantiseerida,?’ siis on klassikalisel ISO GUM meetodil méddramatuse hindamine
raskendatud. Seega on antud t60s tksikute logKass védédrtuste médramatuse leidmiseks

kasutatud jargnevat valemit:

u.(logK,,) = \/U(ZA logK,,)? +u(ankurdamine)® + u(stistem)? (14)

, kus u(> AlogKass) iseloomustab suhteliste mdotmiste juhuslikke efekte, u(ankurdamine)
iseloomustab skaala ankurdamisest tekkivaid juhuslikke efekte ja u(siistem) véljendab
ankuriihendite absoluutsete logKass vadrtuste mootmisel esinevaid siistemaatilisi efekte.
Maidramatuse komponendi U(Y AlogKass) véadrtuseks vdetakse iiksiku retseptormolekuli
AlogKass vadrtuste modtmiste aritmeetlise keskmise standardhélve. u(ankurdamine) véartuseks
voetakse ankurainete eri pdevadel ja eri meetoditega leitud absoluutsete Kass védrtuste
standardhidlve. Arvestades meie toogrupi pikaajalist kogemust sarnaste mootmistega voeti

u(stistem) vaartuseks 0,03 logKass tihikut.

Absoluutsete seondumiskonstantide modtemédramatuseid arvutati kahel viisil. Esimese korral
voeti vorrandi (14) teine ja kolmas liige vordseks nulliga ning méddramatus arvutati vaid
esimese liilkme ehk AlogKass vddrtuste modtmiste standardhdlbe kaudu. Selliselt arvutatud
modtemidramatused kirjeldavad kui tdpselt on suhtelise modtmismeetodiga voimalik logKass
véadrtusi modta ning sobivad samal skaalal olevate 10gKass vadrtuste vordlemiseks. Teisel juhul
vOeti méddramatuse arvutamisel arvesse ka ankurdamisest tulenevaid juhuslikke efekte ning
ankurithendite logKass vadrtuste mootmisest tekkinud siistemaatilisi efekte. Selliselt leitud

modtemadramatused kirjeldavad kui tapselt on antud lahustis voimalik l0gKass vadrtusi moota
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ning sobivad erinevates toogruppides mdodetud logKass vaartuste vordlemiseks. Mdlema

arvutusmeetodiga saadud méadramatuse hinnangud on toodud tabelites 2, 3 ja 4.

4.2 Anioonide aluselisuse méju seondumisafiinsusele
Olukorras, kus vesiniksidemete moodustumine karboksiilaatrithmaga on peamine aniooni ja
retseptori vaheline vastasmdju, mdadrab seondumisafiinsuste erinevuse eelkdige aniooni
aluselisus. Mida aluselisem on anioon (mida kdrgem on vastava happe pKa), seda tugevama
vesiniksideme aktseptoriga on iildiselt tegemist ja seda kdrgem on seondumisafiinsus
(logKass). Seega alaneb seondumisafiinsus reas heksanoaat > sorbaat > naprokseeni anioon.
Lihtsama struktuuriga retseptorite korral (1 kuni 7) pohinebki selektiivsus peamiselt ainult
aniooni aluselisusel. Selleks, et seondumisafiinsuse tugevus sdltuks lisaks aluselisusele ka
aniooni struktuurist, on vajalik tdiendavate vastasmojude teke retseptori ja aniooni teiste

struktuurifragmentide vahel.

Kuigi heksanoaadi ja sorbaadi pKa védrtused on tisna ldhedased (vastavalt 4,88 ja 4,76), on
nende seondumisafiinsuste erinevus retseptoritele suurem kui voiks pKa véddrtuste jérgi
eeldada. Sorbaat ja heksanoaat erinevad teineteisest kaksiksidemete poolest, mistottu on
sorbaat kui konjugeeritud siisteemiga molekul oluliselt polariseeritavam kui heksanoaat.
Voimalik seletus sorbaadi madalamale seondumisafiinsusele on see, et sorbaadi ja DMSO kui
korgelt polariseeritava lahusti vahel on tugevamad dispersioonijoud kui heksanoaadiga.
Tédiendavate stabiliseerivate vastasmojude tdttu on sorbaat paremini lahusti molekulide poolt
solvateeritud ning seondumine retseptoritele ndrgem.** See seletab ka, miks sorbaadi ja
heksanoaadi seondumise erinevus on suurim just mahukate korvalahelatega retseptorite korral
nagu 10, 11, 12 ja 16. COSMO-RS geomeetriatest selgub, et sorbaadi ahel paigutub tisnagi
seondumistasku sisemuses, mistottu lahustil pole voimalik piisvalt stabiliseerivaid
vastasmdjusid anda. Lihtsama struktuuriga retseptorite korral nagu 8, 9 ja 15 on sorbaadi ahel
lahusti molekulide poolt timbritsetud ning seega ka vastav retseptor-anioon kompleks rohkem

stabiliseeritud.

4.3 Retseptorite ja anioonide struktuuri méju seondumisafiinsusele
Retseptori seondumisafiinsust anioonile mdjutab eelkdige —NH rithmade arv, paigutus ja
happelisus. Mida rohkem —NH riihmi aniooniga vesiniksidemeid moodustab, seda tugevam on
retseptor-anioon seondumine. Jooniselt 3 on ndha, et nelja kuni kaheksa —NH rithmaga
retseptorid (8-12, 15, 16 jne) seovad anioone iildjuhul korgema afiinsusega kui kahe kuni
kolme —NH rithmaga retseptorid (1, 2, 13, 14 jne). Samas pole mdtet molekulis —NH riihmade
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arvu iile mdistlikkuse piiri suurendada, kuna nad koik ei saa osaleda vesiniksideme
moodustamises. Lisaks suurendaks see samanimeliste laengute omavahelist toukumist
seondumistaskus ning ka kahe aniooni seondumise tdendosust {iihe retseptori

seondumistaskusse.

Tugevat seondumist anioonidega soodustavad seondumistaskud, mis pdhinevad karbasooli
voi indooli kombinatsioonil uureariihmaga (8-12, 15 ja 16). Lisaks suurele —NH riihmade
arvule on seondumistaskus vesiniksideme doonorite paigutus karboksiilaatide seondumiseks
soodne, kuna jdiga struktuuri tottu paiknevad —NH rithmad iihel tasandil. Seevastu benseeni ja
—NH riihmad ei paikne tihel tasandil, sest pdoravad sisemolekulaarsete vesiniksidemete
moodustamiseks end seondumistaskust viljapoole. Lisaks sellele on vihem jdiga struktuuriga
vabadel retseptoritel rohkem vdimalikke konformeere, kuid kompleksil on vodimalike
konformeeride arv piiratum. Sellest tuleneb seondumisel suurem kadu entroopiaefektis ning
kompleksi moodustumine on vabaenergia skaalas ebasoodsam. Ebasoodsa paigutuse tttu on
tekkivad vesiniksidemed norgemad ning seega on anioonide seondumisafiinsused madalamad

vorreldes retseptoritega 8-12, 15 ja 16.

-NH rithmade happelisust mojutavad erinevad elektronaktseptoorsed ja/voi elektronegatiivsed
riihmad. Niiteks elektronegatiivsed klororiihmad 3,4,4’-(Cl)s-difeniitiluureal (7) muudavad
—NH rithmad happelisemaks ning retseptor seob anioone keskmiselt 0,8 logKass tihiku vorra
tugevamini kui 1,3-difeniitiluurea (6). Vastupidine efekt on 2,9-dimetoksiiindolokarbasoolil
(2), kus elektrondonoorsed metoksiirihmad muudavad iihendi vdhem happeliseks ning
seondumisafiinsus on keskmiselt 0,05 logKas thiku vorra madalam vdrreldes

indolokarbasooliga (1).

Lisaks —NH riihmadele mojutab seondumisafiinsust ka retseptori korvalahelate struktuur.
Kiilgahelatega retseptorid, mis moodustavad aniooni iimber seondumistasku (néiteks
retseptorid 10-12), vdimaldavad tdiendavate vastasmdjude teket. Sellisel juhul ilmnevad
erinevused seondumisafiinsuse reas, mida iseloomustavad joonte ristumised joonisel 3. Kuna
koik uuritud retseptorid on siiski kiillaltki lihtsa struktuuriga, siis on need logKass vddrtuste
erinevused kiillaltki vdikesed, kuid on tuvastatavad tdnu suhteliste TMR mdotmiste viga

korgele tépsusele.
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Joonis 3. Naprokseeni aniooni, sorbaadi ja heksanoaadi seondumisafiinsuste vordlus 23 siinteetilise retseptoriga.
Indolokarbasooli (1) logKass védrtus on iga aniooni jaoks voetud nullpunktiks ja joonte asukohad on leitud selle
suhtes. Joontel olevad logKass védrtused on seondumisskaaladelt leitud absoluutsed seondumiskonstandid.
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Et paremini illustreerida retseptorite ja anioonide struktuurist tulenevaid seondumisafiinsuste
erinevusi on joonis 3 koostatud suhtelisel skaalal. Iga aniooni logKass vaartus indolokarbasooli
(1) suhtes on voetud selle aniooni nullpunktiks ning joonte asukohad joonisel viitavad logKass
véartustele indolokarbasooli suhtes. Sellisel moel nivelleerub aniooni aluselisuse mdju
seondumisafiinsusele kdigi kolme aniooni korral samale tasemele ning seeldbi on vdimalik

paremini visualiseerida iilejdédnud tegurite maju.

Jooniselt 3 on ndha, et sarnase struktuuriga retseptorid voivad seondumisel erinevalt kéituda.
Naiteks retseptorid 11 ja 12 seovad anioone iisna sarnaselt. Mdlemad retseptorid moodustavad
pikkade m-vastasmojusid andvate kdrvalrithmade tottu tsiiklilise struktuuri, kuhu anioonid
sisse ei mahu ning seondumine toimub retseptorite tasapinnaga risti. Steeriline takistus on
mdlema retseptori korral sarnane, mistottu seob kdiki anioone tugevamalt retseptor 12, Kus
fentiilrihmadest  elektronegatiivsemad  naftiiilrihmad  muudavad —-NH  rithmad
happelisemaks. Seevastu retseptorite 15 ja 16 korral ilmneb erinevus naprokseeni sidumisel.
COSMO-RS geomeetria arvutustest (lisa 2) selgub, et retseptori 15 fentiilriihmad on
teineteisest piisavalt kaugel, et naprokseeni anioon saab —NH rithmadega moodustada viis
kiillaltki lineaarse geomeetriaga vesiniksidet. Retseptori 16 korral paigutuvad naftiiiilriihmad
iksteisele tunduvalt lahemal ning steerilise takistuse tottu pdordub naprokseeni anioon

selliselt, et tekib viis vihem lineaarse geomeetriaga vesiniksidet.

Lisaks retseptorile 15 eristuvad kdrge seondumisafiinsusega retseptorite hulgast ka retseptorid
8, 9 ja 10, kuna nad seovad naprokseeni aniooni tugevamalt kui sorbaati. Retseptoritel 8 ja 9
pole mahukaid korvalahelaid, mistdttu on steeriline takistus madal. Retseptor 10 sarnaneb
retseptoriga 13, kuna molemad sisaldavad kdorvalahelates tert-butiiiiloksiikarboniiiilriihma
(boc). Kuigi retseptori 13 seondumisafiinsus on —NH riithmade vihesuse ja ebasoodsa
paigutuse tottu koigist kdesolevas t60s uuritud retseptoritest madalaim, seob see sarnaselt
retseptorile 10 naprokseeni aniooni tugevamalt kui sorbaati. COSMO-RS meetodil arvutatud
geomeetriatest selgub, et boc-riihmade tottu ei mahu anioonid seondumistaskusse ning peavad
paigutuma selliselt, et anioonide ,,sabad* paiknevad retseptorite tasapinnaga risti. Sorbaadi ja
heksanoaadi korral tdhendab see, et nurk, mille all anioonid annavad vesiniksidemeid, ei ole
optimaalne ning sidemete tugevus pole maksimaalne. Seevastu naprokseeni aniooni
naftiiiilriihm paikneb karboksiiiilriihma suhtes sellise nurga all, et lineaarse geomeetriaga
vesiniksidemete korral paikneb see retseptori tasapinnaga ligikaudu risti. Seega voimaldab
naprokseeni aniooni struktuur anda lineaarse geomeetriaga vesiniksidemeid ka steeriliselt

monevorra koormatud seondumistasku korral.
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Retseptorite omavahelist sarnasust illustreerib klasteranaliiiisi tulemusel saadud joonis 4a, kus
retseptorid on jaotatud gruppidesse soltuvalt sellest, kuidas nad seovad eri anioone. Suures
plaanis on retseptorid jaotatud kolme Kklastrisse, millest suurimasse (vasakpoolsesse) kuuluvad
retseptorid, mis seovad anioone eelkdige soltuvalt nende aluselisusest. Sellesse gruppi
kuuluvad retseptorid, millel kas puuduvad kdrvalahelad (1-5, 7) voi ei voimalda korvalahelad
anda selektiivseid vastasmojusid anioonidega (11, 12, 18-21, 23). Kahte tilejddnud klastrisse
kuuluvad retseptorid, mis seovad naprokseeni tugevamalt kui sorbaati, kusjuures keskmises
klastris olevad retseptorid (9, 13, 14, 17) seovad indolokarbasooli suhtes nivelleeritud skaalal

naprokseeni aniooni ka heksanoaadist tugevamalt.

Joonis 4. Retseptorite klaster- ja peakomponentide analiiis.
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a ' b
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4
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0.86 Heksanoaat
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0.9 +
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PC2 (35,82 %)
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Retseptori number

a: absoluutsetel seondumiskonstatidel pShinev 23 retseptori klasteranaliiis b: peakomponentide analiiiis (PCA),
mille sisendiks on indolokarbasooli suhtes nivelleeritud anioonide seondumiskonstandid 23 retseptoriga.

Joonisel 4b on toodud suhteliste seondumisafiinsuste andmete pohjal koostatud
peakomponentide analiilis (PCA). Peakomponent 1 (PC1) kirjeldab 64,18% ja peakomponent
2 (PC2) kirjeldab 35,82% kogu variatiivsusest. Anioonide paigutust analiilisides vdib
jéreldada, et peakomponent 1 (PC1) iseloomustab aniooni aluselisust, kus kdige aluselisem
anioon, heksanoaat, asub graafiku paremas servas. Peakomponent 2 (PC2) iseloomustab
aniooni hiidrofiilsuse kasvu, kus naprokseen kui kdige hiidrofoobsem anioon asub iileval ja

hiidrofiilseim anioon, sorbaat, asub graafiku all osas.
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Lahedaste retseptor-anioon seondumisafiinsuste eristamine TMR meetodil

Juuli Noges
5. Kokkuvote

Kéesolevas t60s moddeti sorbaadi, heksanoaadi ja naprokseeni aniooni seondumisafiinsused
(logKass) 23 uurea, indooli, karbasooli ja indolokarbasooli fragmentidel pdohinevatele
stinteetilistele retseptoritele. Kokku maédrati 69 absoluutset seondumiskonstanti. Esmalt
moodeti tuumamagnetresonants (TMR)-spektromeetrilise tiitrimise meetodil
seondumisafiinsuste erinevused (AlogKass) retseptorite vahel ning koostati saadud tulemustest
igale anioonile kooskolaline seondumisskaala. Absoluutsete seondumisafiinsuste (logKass)
méadramiseks moddeti UV-Vis spektrofotomeetrilise voi TMR-spektromeetrilise tiitrimise
meetoditega absoluutsed logKass véartused kolme erineva ankur-retseptoriga ning saadud
tulemusi kasutati seondumisskaala ankurdamiseks. UV-Vis spektrofotomeetrilised ja TMR-
spektromeetrilised modtmised viidi 1dbi vastavalt 0,5% veesisaldusega dimetiitilsulfoksiidis

vO1 deutereeritud dimetiulsulfoksiidis.

Heksanoaadi, sorbaadi ja naprokseeni aniooni seondumisskaalade ulatus on vastavalt 2,59,
2,57 ja 2,23 logKass tihikut ning kooskolalisusparameetri s véaartused on vahemikus 0,005-
0,006 logKass tihikut. Saadud tulemused nditavad vidga head kooskodla erinevate AlogKass
modtmiste vahel, mis on saavutatud tinu TMR-meetodi viga korgele tdpsusele. Seetdttu on
kaesolevas t00s vOimalik eristada seondumisafiinsusi, mis erinevad teineteisest vaid 0,05

logKass tihiku vorra.

Seondumisskaaladelt leitud logKass vaartuste pohjal koostati kdiki moddetud anioone ja
retseptoreid sisaldav seondumisafiinsuste trendide skeem. Skeemi alusel on vdimalik teha
jéreldusi retseptorite ja anioonide struktuuri ja seondumisafiinsuste vahelistest seostest.
Seondumiskonstantide pohjal teostati ka peakomponentide analiiiis, kus on ndha, et kasutatud
retseptorid suudavad anioone eristada nende aluselisuse ja hiidrofoobsuse/hiidrofiilsuse

pohjal.
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Differentiation of similar receptor-anion binding affinities using an NMR based

method

Juuli Noges

6. Summary

In the current thesis, the binding affinities (logKass) of sorbate, hexanoate and naproxen anion
were measured towards 23 urea, indole, carbazole and indolocarbazole based synthetic
receptors, resulting in 69 absolute bindingconstant values. Two different methods were used
to study binding affinities: relative method, where the differences in binding constants
between receptors (AlogKas) were measured using nuclear magnetic resonance (NMR)
spectrometry and absolute method where the absolute binding affinity (logKass) of a receptor
was measured using either UV-Vis spectrophotometry or NRM spectrometry. UV-Vis
spectrophotometric and NMR spectrometric measurements were carried out in dimethyl
sulfoxide and deuterated dimethyl sulfoxide respectively, with 0,5% water content in both

cases.

A self-consistent binding scale was constructed for each carboxylate anion combining the
results from both relative and absolute measurement methods. Absolute binding affinities of
three anchor-receptors were measured for each anion. These values were used to anchor the
binding scales constructed from relative binding measurements. The scales of hexanoate,
sorbate and naproxen anion cover a range of 2,59, 2,57 and 2,23 logKass units with the
consistancy parameter, s ranging between 0,005 and 0,006 logKass units. These results
demonstrate an excellent consisteny between different AlogKass measurements, that is
achieved due to very high accuracy of the NMR method. This measurement accuracy makes it

possible to distinguish binding affinites that differ by just 0,05 logKass units.

The three binding scales were combined to construct a binding scheme containg all studied
anions and receptors. Using this scheme, it is possible to determine how different structural
features influence binding of different anions. A principal component analysis was carried out
using the obtained logKass values, which shows that the receptors studied in this work are
capable of distinguishing the studied anions based on their basicity and
hydrophobicity/hydrophilicity.
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8. Lisad

Lisa 1. Arvutusmeetodid logKass vaartuste leidmiseks UV-Vis spektrofotomeetriga.

Arvutus iga individuaalse tiitrimispunkti jirgi
Tépne lisatud aniooni kogus ning vaba aniooni kontsentratsioon leiti tiitrimisandmetest ning

valemi (2) modifitseerimisel saadi jargnev valem logKass leidmiseks:

logK, =log -
a-[A ]'VA— (15)

, kus aon kompleksi dissotsiatsioonimddr ning yrua™ jJa ya” ON vastavalt retseptor-anioon

kompleksi ja vaba aniooni aktiivsuskoefitsiendid lahuses. Aktiivsuskoefitsiendid leiti Debye-
45

Hiickeli vOrrandi jirgi, mis dimetiitilsulfoksiidi korral on jirgmine

1.1222J1

1404331 10)

logy =

, kus z on iooni laeng, I on ioonne joud ja a on iooni efektiivne raadius lahuses.

Arvestades, et kidesolevas t00s kasutatud dimetiiiilsulfoksiidi lahus sisaldab arvestatavat
kogust vett ning uuritavad ioonid pole sfidrilised, on Debye-Hiickeli vOrrandi ndol on
tegemist lisna suure ldhendusega. Sellele vaatamata on see ldhendus antud t60s piisav, sest
esiteks on tegemist viga lahja lahusega ning teiseks on valemis (15) aktiivsuskoefitsientide

jagatis, mistottu nad suuresti taanduvad vilja.

Mittelineaarne isotermi kohandamine vihimruutude meetodil

Kasutades valemeid (2) ja (10) on voimalik leida seondumise isotermi vorrand:

Ay,
Kass' y A
AA=AA, ., [;H'/}}/
LK,
}/RHA' (17)

, kus AA vordub A* — A%, . Seondumiskonstandi Kass leidmiseks kohandati eksperimentaalsed

andmed vahimruutude meetodil seondumise isotermiga, muutes AAmax (vordub A;H AT ASH)

ja Kass vaartuseid.

41



Lisa 2. COSMO-RS arvutused madalaima energiaga konformeeride leidmiseks.
Retseptor-anioon komplekside madalaima energiaga konformeeride geomeetriad leiti
COSMO-RS (Conductor-Like Screening Model for Real Solvents) arvutusmeetodiga,*®
kasutades TmoleX Client versiooni 4.1* ja COSMOthermX versiooni C30
parametrisatsiooniga 1401.#¢ Tegemist on kombineeritud meetodiga, kus esimese sammuna
optimeeritakse geomeetria DFT (Density Functional Theory)-COSMO meetodil BP (Becke-
Perdew DFT) funktsionaaliga ja TZVP (Triple Zeta Valence plus Polarisation) baasiga.
Tulemuseks saadakse kompleksi nn “COSMO olek” ehk geomeetria, elektronne koguenergia
ning laengutiheduse jaotus ideaalses juhis (¢ = o). Teise sammuna viiakse 1iébi COSMO-RS
arvutused, kus koik stabiilsed kompleksi konformeerid paigutatakse ideaalsest juhist
reaalsesse vedelikku, milleks oli 0,5% veesisaldusega (m/m) DMSO. Meetod pdhineb
statistilisel termodiinaamikal, kus osakeste pinnad jagatakse pinnasegmentideks ning erinevad
elektrostaatilised vastasmdjud (sh vesiniksidemed) leitakse pinnasegmentide statistiliselt
keskmistatud vastasmojude kaudu. 1ga konformeeri kohta leitakse selle koguenergia ning selle
jargi osakaal lahustis. Suurima osakaaluga (madalaima energiaga) konformeerid tugevaimalt
seonduvate retseptorite kompleksidele eri anioonidega on toodud tabelis 6.

Tabel 6. COSMO-RS arvutustega leitud madalaima energiaga retseptori-anioon komplekside
konformeerid.

RM-8 ja heksanoaat

X

pasu

[*

RM-9 ja naprokseen RM-9 ja sorbaat RM-9 ja heksanoaat
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RM-10 ja naprokseen RM-10 ja sorbaat RM-10 ja heksanoaat

RM-12 ja naprokseen RM-12 ja sorbaat RM-12 ja heksanoaat
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RM-15 ja naprokseen

RM-16 ja naprokseen RM-16 ja sorbaat RM-16 ja heksanoaat
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Lisa 3. Uhendite UV-Vis spektrofotomeetrilise tiitrimise spektrid
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Sorbaat + indolokarbasool
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Sorbaat + 1,3-biskarbasoliililuurea
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Neelduvus
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Lisa 4a. Sorbaadi TMR tiitrimise spektrid
1,3-biskarbasoliiiiluurea (9); 1,3-bisindoliiiiluurea (8); RM-18
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Infoleht

Lihedaste retseptor-anioon seondumisafiinsuste eristamine TMR meetodil

Kéesolevas t60s moddeti sorbaadi, heksanoaadi ja naprokseeni aniooni seondumisafiinsused
(logKass) 23 uurea, indooli, karbasooli ja indolokarbasooli fragmentidel pohinevatele
stinteetilistele retseptoritele. Kokku méédrati 69 absoluutset seondumiskonstanti. Igale
anioonile koostati kooskdlalised seondumisskaalad, mis kombineeriti tuumamagnetresonants
(TMR) spektromeetrilise tiitrimise teel modddetud suhtelistest seondumiskonstandidest
(AlogKass) ja UV-Vis spektrofotomeetrilisel voi TMR spektromeetrilisel tiitrimisel saadud
absoluutsetest seondumiskonstandidest. Saadud tulemused niitavad védga head kooskdla
erinevate AlogKass moStmiste vahel, mis on saavutatud tinu TMR meetodi viga korgele
tdpsusele. Seetdttu on kiesolevas t60s vOimalik eristada seondumisafiinsusi, mis erinevad

teineteisest vaid 0,05 logKass tihiku vorra.

Mairksonad: karboksiilaadid, supramolekulaarne keemia, molekulaarne &ratundmine,

peremees-kiilaline seondumine, siinteetilised retseptorid.

Differentiation of similar receptor-anion binding affinities using an NMR based method

In the current thesis, the binding affinities (logKass) of sorbate, hexanoate and naproxen anion
were measured towards 23 urea, indole, carbazole and indolocarbazole based synthetic
receptors, resulting in 69 absolute binding constant values. A self-consistent binding scale
was constructed for each carboxylate anion combining the relative binding affinities
(AlogKass) measured using nuclear magnetic resonance (NMR) spectrometric and absolute
binding affinities measured using UV-Vis spectrophotometric or NMR spectrometric titration
methods. The obtained results demonstrate an excellent consistency between different
AlogKass measurements, which is achieved due to very high accuracy of the NMR method.
This measurement accuracy makes it possible to distinguish binding affinities that differ by

only 0,05 logKass units.

Keywords: carboxylates, supramolecular chemistry, molecular recognition, host-guest

binding, synthetic receptors.

CERCS kood: P300 Analuitiline keemia
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