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Lihendid

d - keemiline nihe

AcN - atsetonitriil

Boc - tert-butliiiloksukarbontil kaitserihm

DCM - diklorometaan

DIPEA - N,N-diisopropuuletttlamiin

DMAP - 4-dimetutlaminopuridiin

DMF - dimetttlformamiid

DMSO - dimetutlsulfoksiid

DMSO-ds - deuteeritud dimettilsulfoksiid

EDC-HCI - 1-etudl-3-(3-dimetitlaminopropuil)karbodiimiid vesinikkloriid
EtOAC - etulilatsetaat

HOBT - 1-hudrokstibensotriasool

ICP-MS - induktiivplasma-massispektromeetria

IR - infrapuna

MALDI-MS - abimaatriksiga laserdesorptsioon-ionisatsioon-massispektromeetria
MeOH - metanool

MS - massispektromeetria

Rt - retentsiooniindeks

THF - tetrahtdrofuraan

TMR - tuumamagnetresonantsspektroskoopia



Sissejuhatus

Analtittilise keemia alase teadustdd tsentraalseks kiisimuseks on: ,Kuidas madrata
konkreetses proovis analiiiiti?** Vahendid ja metoodika valitakse alati sGltuvalt olukorrast ja
proovi omadustest. Ulidpilastele Opetatakse (ihe analiilisimeetodina metallikatioonide
madramist kompleksonomeetrilise tiitrimisega. Selle analulsi juures kasutatavat
etileendiamiintetraatsetaati (EDTA) v6ib vaadelda kui molekuli, mis suudab selektiivselt ara
tunda analtdti ja sellega kompleksi moodustada. Seega on tegemist molekulaarretseptoriga.
Selliseid retseptoreid on mitmeid erinevad. Nende efektiivne kasutamine anallutilistel

eesmaérkidel motiveerib otsima sarnaste omadustega uusi molekule.

Tartu Ulikoolis on uuritud mitmeid uurea, bisuurea, indolokarbasooli jm tiiiipi
molekulaarretseptoreid. Selliseid aineid kasutatakse anioonide mé&aramiseks. Eelnevate t60de
loogiline jarg on parimate kandidaatide edasiarendamine keerulisemateks retseptoriteks.
Eesmargiks on saavutada paremat afiinsust ja selektiivsust ning leida sobivad retseptorid,

mida kasutada reaalsetes anioonide sensorites.

Loodavaid retseptoreid saab kasutada analiilitide mé&aramiseks otse lahuses (nditeks UV-VIS
vOi TMR meetodite abil) voi siduda tahkele kandjale. Viimast saab kasutada sensorites voi
statsionaarse faasina kromatograafias ja/vdi proovide ettevalmistamise padrunites.
P&himbtteliselt sobib molekulaarretseptorite rakenduskohaks tkskdik milline proov, mis

vajab mone analudi méaramist.

Kéesolev uurimus hélmab nii molekulaarretseptorite sunteesimist kui ka nende sobivuse

hindamist erinevate anioonsete anallititide maaramiseks.
Uurimuse eesmérgid on:

e slnteesida karbasoolist lahtuvad uudsed molekulaarretseptorid karboksulaatanioonide
aratundmiseks

e madrata slnteesitud molekulaarretseptorite afiinsuskonstandid kolme erineva
karboksulaataniooni suhtes

e leida retseptorite struktuuride ja afiinsuste vahel seoseid, mida saab kasutada uute

retseptorite valjatootamisel.



1. Kirjanduse Ulevaade

1.1. Supramolekulaarkeemia

Supramolekulaarkeemia tegeleb mittekovalentsete vastasmdjude uurimisega kahe vdi enama
osakese (molekuli, iooni) vahel. Valdkonna keskseks printsiibiks on molekulide véime
Uksteist &ra tunda ja komplekse moodustada. Need kompleksid on mittekovalentsed ja
seetdttu dunaamilised — vdimelised olenevalt tingimustest tekkima ja lagunema.! Keemiliste

Uhendite oskus Uksteist eristada on tiheks looduslike protsesside kdimapanevaks jouks.

Molekule, mis suudavad selektiivselt dra tunda kindlaid analtlte, nimetatakse
molekulaarretseptoriteks.>® Tihti on nendeks makromolekulaarsed whendid. Tavaliselt ei
saavutata suurt selektiivsust tihe kindla analiitidi suhtes, vaid sarnaste omadustega molekulide

riihma suhtes.

Molekulaarretseptoritele on mitmeid rakendusi analtutilistel eesmarkidel, meditsiinis,
nanotehnoloogias jm.>* Uusi kandidaate otsitakse pidevalt, seetdttu on tahtis selliste

molekulide stinteetiline valmistamine.

Looduses on tuntumaks retseptormolekulide perekonnaks valgud, samuti peptiidid.> Uheks
tuntud slnteetilise retseptormolekuli (tdpsemini iooni) nditeks on etileendiamiintetraatsetaat

(EDTA), mis efektiivselt seob suurt hulka metallikatioone.®

1.2. Anioonide retseptorid

Anioonsed hendid on olulised nii looduses, kui tehnoloogias. Suur hulk ravimite, markide,
véetiste jms ainete toimeaineid on anioonid.” Mistahes soolas on alati iheks komponendiks

anioon.

Ké&esolevas t60s uuritakse retseptoritega seondumise seisukohast kolme aniooni — atsetaat,
bensoaat ja laktaat. Need anioonid erinevad teineteisest mitmete omaduste poolest. Atsetaat
on neist kdige aluselisem (etaanhappe pKa viirtus DMSO’s 12.6) ja kdige viiksemate
mdotmetega. Bensoaat on keskmise aluselisusega (bensoehappe pKa DMOS’s 11.0)°,
hidrofoobseim ja mdodtmetelt suurim. Laktaat on uuritud anioonidest kdige madalama
aluselisusega (piimhappe pKa DMSO keskkonnas 8.0)*° ja kdige hudrofiilsem. Koik need
anioonid on téhtsad biokeemilistes protsessides. Atsetaat on tahtis tsitraaditsuklis
atsetliilkoenstim-A vormis, rasvhapete bioslinteesis jm. Bensoaati kasutatakse uurea tsukli

héirete korral ravimina, et vdhendada ammoniaagi hulka veres. Anaeroobsetes tingimustes

6



tekib lihaskudedes piruvaadi redutseerimisel piimhape. Selle protsessi kaigus deprotoneerub

piimhape laktaadiks. Tekkiv happeline keskkond piirab lihaste to6vdimet.!!

Anioone siduvaid retseptoreid saab laengu jargi liigitada neutraalseteks ja katioonseteks.
Enamasti seonduvad katioonsed retseptorid anioonidega tugevamini, aga on samas véhem
selektiivsed. Katioonsed retseptorid vajavad ka vastasiooni, mis vOib komplitseerida nende

konkureerimist seotava aniooniga. Seetdttu on neutraalsed retseptorid eelistatud.*?

Kéesolevas t60s tegeletakse ainult anioonsete Gihendite aratundmist vdimaldavate neutraalsete
retseptoritega. Retseptor- ja kilalismolekuli vahelisel &ratundmisel médjuvad erinevad

vastasmojud:

e vesiniksidemed 3

e Van der Waalsi joud 4

e ioon-ioon interaktsioonid

e -7 interaktsioonid aromaatsete tuumade vahel 4

e solvofoobsed efektid.*®

Neutraalsete molekulide anioonidega seondumisse panustavad enamasti vesiniksidemed, mis
tekivad N-H, O-H ja F-H fragmentide vastasmdjul molekulides vdi ioonides esinevate
elektronegatiivsete (negatiivset osalaengut kandvate) fragmentidega.’® Vesiniksidemeid
andvad (vesiniksideme-donoorsed) funktsionaalriihmad on anioonsete retseptormolekulide
pdhilisteks seondumistsentriteks. Tekkiv kompleks on pisiv vesiniksidemete tdttu, mis on

tugevamad kui Van der Waalsi joud, kuid ndrgemad kui kovalentsed sidemed.”18

Funktsionaalriihmade arv, mis annavad vesiniksidemeid, mdjutab oluliselt retseptormolekuli
afiinsust. Samas ei kehti alati reegel, et mida rohkem on retseptoris vesiniksidet andvaid
riihmi, seda kdrgem on afiinsus anioonide suhtes.'® Lisaks vesiniksideme-donoorsete riihmade

arvule on oluline nende ruumiline paigutus.

1.3. Molekulaarretseptorite disain

Molekulaarses aratundmises on lisaks erinevatele vastasmojudele oluline roll molekuli kujul.
Tapsemini — molekuli liikumisvabadusel. Retseptori struktuur peab véimaldama analiiit-
anioonide eristamist nende geomeetriliste omaduste alusel. Analttdi struktuuri arvesse vottes
on vdimalik molekulaarretseptor kujundada analiiiidi suhtes Usnagi selektiivseks. Oiget

sunteesiteed valides on enamikel juhtudel voimalik retseptor ka stinteesida.



Uute retseptorite disainimisel kasutatakse eelinformatsioonina varasemate afiinsusmoédtmiste
tulemusi. Eelistatud on struktuurid, mille sarnased on n&idanud tugevat seostumist
kalalismolekulidega ja mille sunteetiline valmistamine on voimalik mdistliku pingutusega.
Tihti modelleeritakse uuritav retseptor-anioon kompleks mdne arvutuskeemilise meetodiga
(nditeks COSMO-RS). See annab téiendavat informatsiooni komplekseerumise mehhanismi
kohta.?°

Tartu Ulikoolis on varem maaratud anioone erinevate neutraalsete retseptoritega nagu bis-
uurea derivaadid, indolokarbasooli derivaadid jt.*®* Nimetatud retseptorid on (les naidanud
héid seondumisomadusi. Moningate retseptorite puhul on t&heldatud vabas olekus
sisemolekulaarse vesiniksideme tekkimist.?! See on mittesoovitav nahtus, kuna vdimalik
seostumisfragment on héivatud juba enne komplekseerumist. Kasutada tuleb sellist struktuuri,
mis enda jaikusega ei luba molekulil iseenda erinevate osade vahel vesiniksidet luua. Selle

jaoks kdlbavad hésti karbasool ja indolokarbasool.

Kdige enam panustavad kulalisanioonide &ratundmisesse vesiniksidemed. Anioonide
retseptorid sisaldavad seetdttu enamasti mitmeid funktsionaalrihmi, mis kaituvad vesinikside
doonoritena. Retseptormolekulides on tavalisemad vesiniksidemete doonorid amiidriihmad,

lammastikku sisaldavad heterotsiiklid ning asendatud uuread ja tiouuread.?

Siinses t00s kasutatakse uudsete retseptormolekulide valmistamise selgroona karbasooli.
Karbasoolist saab uurea ja tiouurea fragmentide lisamise abil valmistada erinevaid
hiibriidretseptoreid. Karbasoolist valmistatakse ka makrotsiikleid.?® Viimased véaarivad
supramolekulaarkeemia seisukohalt erilist huvi, sest eri tipi makrotsiklitel on mitmeid véga

praktilisi omadusi,?* lisaks huvitavad selektiivsusomadused.?



1.4. Afiinsuskonstandid
Retseptor-anioon kompleksi tekkimine on tasakaaluline reaktsioon, mida Kirjeldab valem (1).

Kat
H+G —/— HG 1)

Molekulaarretseptorite afiinsust analliitide suhtes valjendatakse afiinsuskonstantide Ka (VOI
nende kimnendlogaritmide logKar) abil. Afiinsuskonstant avaldub vdrrandis (1) esinevate

osakeste aktiivsuste kaudu jargmiselt:

_
Kat = vy )
Afiinsuskonstante saab madrata erinevate meetoditega, kasutades UV-Vis spektroskoopiat,
fluoresentsspektroskoopiat, TMR-i ja kalorimeetriat.?8?” Kik meetodid p&hinevad tiitrimisel,
kus afiinsuse maara hinnatakse peremees-kilaline kompleksi tekkimise kaudu.
Komplekseerumise alusel arvutatakse afiinsuskonstant, mis on vdtmetéhtsusega faktor
retseptori sobivuse hindamisel. Seejuures on afiinsuskonstante vimalik esitada kahel moel —
absoluutsel kujul, st logKas (siin ja mujal kasutatakse edaspidi afiinsuskonstantide
kiimnendlogaritme) voi suhtelisel kujul, st AlogKar. Absoluutne afiinsuskonstant néitab
otseselt vbimet moodustada peremees-kilalise kompleksi. Suhteline konstant nditab kui palju

on Uhe retseptori afiinsus sama analtiidi suhtes teise omast kdrgem.

Kéesolevas toos moddetakse vahetult suhtelisi afiinsuskonstante, kasutades TMR meetodit.?

Suhteliste afiinsuskonstantide maaramine:

e on kiirem ja mugavam
e annab kérgema tapsusega tulemused

e vQimaldab analliiisida mitut erinevat retseptorikandidaati samaaegselt.

Lisaks vBimaldab TMR meetod saada infot erinevate funktsionaalrihmade panuste kohta
komplekseerumisse. Saadud info on kasulik uute retseptormolekuli kandidaatide disainimisel.
TMR meetodi mdningateks puudusteks on vajadus deutereeritud solvendi jarele ja madal

tundlikkus, mis tingib vajaduse suuremate ainekoguste jarele.



2. Eksperimentaalne osa

2.1. Aparatuur ja todvahendid
2.1.1. Spektromeetrid

TMR mdodtmistel kasutati Bruker Avance-l111 700 MHz TMR spektromeetrit magnetvalja
tugevusega 16.4 T. Struktuuranaliiisi mdotmistel kasutati DMSO-ds  solventi.
Afiinsusmddtmistel kasutati DMSO-ds solventi, kuhu oli lisatud 0.5% MilliQ vett. Kdik
spektrid kalibreeriti solvendi signaali suhtes. Spektrite to6tlemiseks kasutati TopSpin 3.2

tarkvara.

Kdrglahutusega ja —massitdpsusega massispektrid  registreeriti  FT-ICR  massi-
spektromeetritega Varian 930 MALDI-FT-ICR-MS ja Varian 910 ESI-FT-ICR-MS.
Mdotmised ESI ioonallikaga teostas TOiv Haljasorg, médtmised MALDI ioonallikaga teostas
Pilleriin Peets. MGlemad massispektromeetrid kasutasid Variani 7.0 T tlijuhtmagnetit. Ainete
teoreetiliste m/z vaartuste arvutamiseks kasutati Varian FTMS Systems ExactMassCalculator
versioon 9.0.15 tarkvara. ESI ioonallikal kasutati negatiivsete ioonide reziimi jargmiste allika
parameetritega: pihustuskapillaari pinge -4000 V, MS sisendi katte pinge -300 V,
ioonkapillaaripinge -40 V, pihustusgaasi (N2) rohk 30 psi, kuivatusgaasi (N2) rohk 10 psi (T =
300 °C). Instrumendi J-320 osas selekteeriti ioonid m/z vahemikus 100-800 ning suunati edasi
ICR-i kogumisrakku. loonide kogumisajaks oli 600 ms. ICR-i detekteerimisparameetrid olid
jargmised: detekteerimisaja pikkus 262.144 ms, konverteerimiskiirus 4 MHz. Spektrid
salvestati 10 skaneeringu keskmisena.

Retseptorid CZ011 ja CZ012 mdddeti ESI ioonallikaga negatiivses reziimis. Anallilisitavatest
ainetest valmistati lahused ning lisati 1 pl sisekalibrantide lahust, mis sisaldas jargmiseid

anioone:

C4FoNO,S™ (m/z 296.95115)
C12F10NO4Sy” (m/z 475.91145)
CsF17NSO,H™ (m/z 497.94620)
CsF18NO4S>H" (m/z 579.89868)
C12F26NO4S>™ (m/z 779.88591).

Saadud lahust infuseeriti massispektromeetrisse kiirusega 10 pl/min.
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Retseptorid CZ013, CZ014 ja CZ015 mdddeti MALDI ioonallikaga positiivses reziimis,
kasutades laserit New Wave Orion 50083 Nd:YAG (355 nm, energia 4 mJ, sagedus 5 Hz).
Maatriksina kasutati 2,5-dihidroksubensoehapet. Koéik spektrid modddeti sisekalibrantide
CALMIX — ProteoMass (Sigma-Aldrich) abil.

IP spektrid mdddeti Nicolet 6700 FT-IR spektromeetriga. Kasutati teemantiga Smart Orbit

mikro-ATR lisaseadet. Iga spekter mdddeti 128 skanniga.

2.1.2. Kromatograafia

Kolonnkromatograafia. = Reaktsioonisegude  puhastamiseks  kasutati  klassikalisi
klaaskolonne. Ainekoguseid, mis olid suuremad kui 1 g puhastati 10 cm sisediameetrise
kolonniga. Véiksemad kogused kui 1 g puhastati 5 cm sisediameetrise kolonniga.
Statsionaarse faasina kasutati silikageeli (Sigma-Aldrich), mille osakeste 1abimdot valiti

vastavalt lahutatavale segule.

Kromatografeeritav segu kaaluti ja adsorbeeriti silikageelile, mida vdeti lahutatavast segust
massi jargi umbes 4-5 korda rohkem. Statsionaarse faasi valmistamiseks suspendeeriti
silikageel ja kolonn tdideti marja sorbendiga vajaliku kdrguseni. Seejarel lisati silikageelile
ettevaatlikult adsorbeeritud ainesegu. Sorbendi kiht kaitsti vatiga, et véltida eluendi lisamisel
kolonni vigastamist. Kogutud fraktsioone anallisiti planaarkromatograafia meetodil.

Mobiilne faas eraldati fraktsioonidest rotaatorauruti abil ja taaskasutati.

Planaarkromatograafia. Reaktsiooniprotsesside ja kolonnkromatograafia jalgimiseks
kasutati Macherey-Nagel Alugram Sil-G planaarkromatograafia plaate silikageel-60
statsionaarse faasi ja UV markeritega (254 nm ja 366 nm). Voolutussegudena kasutati
EtOAc:Heksaan, THF:Heksaan ja MeOH:DCM lahusteid, mille tdpne protsendiline koostis

maéarati eksperimentaalselt iga lahutatava segu jaoks eraldi.

2.1.3. Kasutatud reagendid ja lahustid

Enamik kasutatud reagente telliti firmast Sigma-Aldrich ja olid vdhemalt 97% puhtusega.
Boc-glitsiin oli parit U. Ragnarssoni uurimisgrupist.?® Kéik kasutatud solvendid telliti Sigma-
Aldrichist.  Siinteesis  kasutatud  kuivatatud  solvendid saadi VAC 103991
solvendipuhastussusteemi abil. Nimetatud stisteem kuivatab solventi pideva tsirkuleerimisega
labi molekulaarsdelte. Kuivatatud solvendid koguti kuivboksis inertgaasi atmosfaaris. Kdik
t00s kasutatud retseptormolekulid, mis ei olnud uudsed, stnteesiti Sandip A. Kadami poolt,

valja arvatud 1,3-difenditluurea ja karbasool, mis telliti Sigma-Aldrichist.
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Afiinsusmddtmistes kasutatud anioonide tetrabutttlammooniumsoolad telliti  Sigma-
Aldrichist, valja arvatud tetrabutitilammooniumlaktaat, mille valmistas Kristjan Haav. Koiki
anioonide sooli hoiustati kuivkapis inertgaasi atmosfaaris. Afiinsusmodtmistes kasutatud
DMSO-ds/H20 (99.5%:0.5% m/m) valmistati gravimeetriliselt kasutades MilliQ vett.

2.1.4. Ulejaanud to6vahendid

Orgaanilises siinteesis kasutatud ained kaaluti Oertling YA124 analtdtilise kaaluga, mille
lahutusvéime on 0.0001 g. Afiinsusmddtmiste jaoks kasutatud ained kaaluti Sartorius CPA-
225D-0CE analudtilistel kaaludel, mille lahutusvéime on 0.00001 g.

Avatud kapillaare kasutades maéarati sulamistemperatuurid Biichi B-540 aparaadiga. Kdik

sulamistemperatuurid on esitatud kolme mddtmistulemuse keskmistena.

T60s kasutati 5.0 puhtusega lammastikku.
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2.2. Suintees

Karbasoolist l&htuv slintees uute retseptormolekulide saamiseks toimus Ule mitme

reaktsioonietapi.

A e 1S
N CH NO, ZnC\ N, AcOH T Ac,0, 0-75°C" 50, U 75°C
H

N
H

HMN-NH, - H,0
10% PdIC
EtOH, N2, t°

o N EDC-HCI, DMAP, HOBT
»”NH H HN‘( o -naftiillisotstanaat O Q Kuiv DMF, N, 24h O O
NH HN Kuw AcN, N,, 24h Feniilisotiotsiianaat
Kuiv AcN, N, 24h N

O R=NH H  HN-g

R = Boc-GLY
Boc,O R = (S=C)NH-Ph
DCM, 24h

NXN O CDI, DMSO O O
Q R B B O 65°C, N,, 24h

O»-—NH E NH
NH HN o
[0} o
=< -
K X
lTFA
DCM
22h

o 1-plreenbutaanhape o
)k EDC-HCI, HOBT, DMAP
N7 SN Kuiv DMF, N,, 48h NJKN
H H _ H H
U F IO LTI

EDC-HCI, HOBT, DIPEA
NH, H.N Kuiv DMF, N,, 72h NH HN

= (8)-(+)-naprokseen
= -(CH,),-pureen

Skeem 1. Kasutatud stinteesirada.

Kasutatud reagendid ja reaktsioonid on valitud tuginedes kirjanduse andmetele ning meie
toogrupi varasemale kogemusele seda tlipi reaktsioonidega. Esimene reaktsioon viidi l&bi
nagu on Kkirjeldatud Liu et.al. artikli lisades.>® Jargnevalt toestatud reaktsioonietappe on
kirjeldanud Sanchez et.al.3

Reaktsiooniskeemi |&bimisel t&heldati (he tert-butilrihma eemaldumist, mida ei ole
varasemalt kirjeldatud. Kdrvaluhend 1,8-diamino-6-tert-butliil-9H-karbasool eraldati puhtal
kujul, kuid tapselt ei selgunud, millises reaktsioonietapis — nitreerimise v0i redutseerimise

kaigus — eemaldumine toimub.
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Toos slnteesiti 5 uudset retseptormolekuli CZ011-CZ015 (skeem 2). Kdigi uudsete
retseptormolekulide slinteesiks rakendati ihel voi teisel moel karbasoolile lisatud aminoriihmi
asendites 1 ja 8.

Molekul CZ011 sunteesiti aminorihmade reageerimisel fenidl-isotiotsuanaadiga ja CZ013
1-naftullisotsuanaadiga. Molekulide CZ012, CZ014 ja CZ015 siinteesimiseks seoti karbasooli

aminoriihmad erinevate asendajatega peptiidsideme abil.

Sl
QO OYNH N HNﬁO O tH HE iy O
Dk HN‘{R N O NH HN
R ' o=( =0

-

CZ011 R = NH-Ph Q=S CZ013 CZ014 - R = «(CH,)s-pureen
CZ012R =CHyNH-Boc Q=0 CZ015 - R = «(8)-(+)-naprokseen

Skeem 2. Suinteesitud retseptormolekulid.

2.2.1. Sunteesiprotokollid

3,6-di-tert-butlitil-9H-karbasool

5.01 g karbasooli lahustati 150 ml nitrometaanis koos 12.24 g tsinkkloriidiga. 40 minuti véltel

lisati tilkhaaval 11 ml 2-kloro-2-metiilpropaani. Reaktsioonisegu hoiti toatemperatuuril
ule6d N2 atmosfééris. Reaktsioon peatati 500 ml MilliQ vee lisamisega ja reaktsioonisegu
ekstraheeriti diklorometaaniga. Saadud ekstrakti pesti kolm korda 500 ml veega. Pérast
reaktsioonisegu kokkuaurutamist rotaatoraurutiga pesti saadud produkti pentaaniga.
Puhastatud produkti saadi 5.85 g (0.02 mol, 70%).
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1,8-dinitro-3,6-di-tert-butiitil-9H-karbasool

A e A
AcOH/Ac,0O,t°

N N
H O,N H NO,

5.75 g 3,6-di-tert-butiiil-9H-karbasooli lahustati 22.5 ml &adikhappe ja 16.7 ml
atseetanhtdriidi segus. Lahust jahutati jadvannis. Tilkhaaval lisati 12 ml 65% HNO3 lahust.
Lammastikhappe lisamine toimus kolmes etapis. 1/8 summaarsest kogusest lisati, Kkui
reaktsioonisegu oli veel jadvannis. Jargnevalt asetati reaktsioonisegu 6livanni ja kuumutati
60°C-ni ning seejérel lisati pool allesjadnud HNOs kogusest. Seejérel tdsteti temperatuur
75°C-ni ja lisati Glejddnud HNOs.

Tunni aja moddudes filtreeriti reaktsioonisegu (kuumalt) ning pesti keeva aadikhappega.
Saadud neoonkollast pastalaadset ainet pesti omakorda vee ja dimetuilformamiidiga. T66
tulemusel saadi 3.4 g produkti (0.01 mmol, 44%).

1,8-Diamino-3,6-di-tert-buttitil-9H-karbasool; 1,8-Diamino-6-tert-butiitil-9H-karbasool

(=)

N
HN H NH,

O Q H,N-NH, - H,0 , 10% Pd/C_
EtOH, N,

N
O,N H NO,

()

N
H,N H NH,

Lammastiku atmosfaaris lisati 3.4 g 1,8-dinitro-3,6-di-tert-buttiil-9H-karbasooli ja 0.75 ¢
10% Pd/C kataliisaatori segule 70 ml etanooli. Reaktsioonisegusse lisati tilkhaaval 12 ml
hiidrasiinhiidraati. Reaktsioonisegu keedeti pustjahutiga Uled6. Jargnevalt reaktsioonisegu

filtreeriti, saadud ainesegu pesti esmalt etanooliga, seejarel metanooliga.
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Saadud reaktsioonisegu puhastati edasi kolonnkromatograafiaga, mille tulemusel saadi kaks
ainet 1,8-Diamino-3,6-di-tert-buttitil-9H-karbasool ( 1.4 g, 0.004 mol) ja 1,8-Diamino-6-tert-
buttiul-9H-karbasool (1.0 g, 0.004 mol). Statsionaarseks faasiks oli silikageel terasuuruste
vahemikuga 40-63 um. Kasutati gradientelueerimist alustades puhtast diklorometaanist ja
IGpetades seguga 10% MeOH:DCM. Metanooli kogust eluendis kasvatati vastavalt ainete

jark-jargulisele elueerumisele.

Tert-butttl-(8-amino-3,6-di-tert-butiitil-9H-karbasool-1-tul)karbamaat

O Q Di-tert-but—dikarbonaat ! Q O O
Diklorometaan NH H NH [e] 0
2
N y yNH HN-..(
HN  H  NH J(o 071\

3.77 g 1,8-diamino-6-tert-butliul-9H-karbasooli lahustati 150 ml diklorometaanis. 5.2 ml di-

N
H

tert-butudil-dikarbonaati lahustati 50 ml diklorometaanis ja lisati tilkhaaval lahusesse.
Reaktsioonisegu hoiti ledd toatemperatuuril. Jargnevalt aurutati reaktsioonisegu kokku
rotaatoraurutiga. Edasine puhastamine toimus kolonnkromatograafia meetodil, kasutades
statsionaarseks faasiks silikageeli keskmise terasuurusega vahemikus 40-63 pm. Mobiilse
faasina kasutati 15% EtOAc:Heksaan segu. Kromatografeerimise tulemusel koguti 1.12 g
(0.002 mol, 22.4%) puhastatud produkti.

1,3-Bis(3,6-di-tert-buttitl-8-(tert butokstikarbonttlamino)-9H-karbasool-1-ttl)uurea

(A
—tonN, H : HN

o o:/\ \r:o
% < %

1.06 g tert-butliul-(8-amino-3,6-di-tert-butiitil-9H-karbasool-1-ull)karbamaati kaaluti 100 ml
umarkolbi. 0.35 g 1,1-karbonudldiimidasooli lahustati 60 ml dimetutlsulfoksiidis ja valati
kolbi. Reaktsioonisegu hoiti N2 atmosfdéris ja kuumutati 65°C-ni. Segu reageeris 00 l&bi,

misjarel peatati reaktsioon 400 ml MilliQ vee lisamisega, jahutati toatemperatuurini ja
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filtreeriti. Saadud ainesegu puhastati kolonnkromatograafiaga, mille statsionaarseks faasiks
oli silikageel terasuuruste vahemikuga 63-200 pm. Kasutati gradientelueerimist alustades
puhtast heksaanist ja I6petades seguga 10% EtOAc:Heksaan. Etullatsetaadi kogust eluendis
kasvatati vastavalt ainete jark-jargulisele elueerumisele. Kromatografeerimise tulemusena
koguti 0.67 g (0.79 mmol, 61%) puhastatud produkti.

1,3-bis(8-amino-3,6-di-tert-buttitil-9H-karbasool-1-ttl)uurea

N N )’I\
H H TFA m n
B —
NH HN Diklorometaan O NH HN O
NH HN
O:< >::O NH, HN

K X

660 mg 1,3-Bis(3,6-di-tert-buttitil-8-(tert butokslikarbonttlamino)-9H-karbasool-1-ull)uureat
kaaluti 100 ml imarkolbi ja lahustati 50 ml diklorometaanis. 3.6 ml trifluorodadikapet lisati
tilkhaaval lahusesse. Reaktsioonisegu hoiti toatemperatuuril 22 tundi. Seejarel lisati kolbi 50
ml killastunud NaHCO:s lahust ja ekstraheeriti diklorometaaniga. Ekstrakti pesti kolm korda
100 ml MilliQ veega. Eraldatud diklorometaani lahus kuivatati magneesiumsulfaadiga ja
aurutati kokku rotaatoraurutil. Saadi 0.5 g (0.77 mmol, 99%) puhastatud produkti.
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CZz011 - 3,6-Di-tert-buttitl-1,8-bis-(3-fentitl-tioureido)-9H-karbasool

S

/7

oy O O

KuivAcN.N, S N AN
2 yNH H ‘(
o O

108 mg 3,6-di-tert-buttiil-9H-karbasooli lahustati atsetonitriilis, millele lisati 200 pl
fentillisotiotsuanaati. Reaktsiooni hoiti Uledd toatemperatuuril N2 atmosfaéris. Jargnevalt
reaktsioonisegu filtreeriti, saadud ainesegu pesti heksaaniga ja aurutati kokku rotaatoriaurutil.
Edasine puhastamine toimus kolonnkromatograafia abil. Kasutati gradientelueerimist
alustades puhta heksaaniga ja I6petades seguga 30% EtOAc:Heksaan. Etlulatsetaadi kogust
eluendis kasvatati vastavalt ainete jark-jargulisele elueerumisele. Statsionaarse faasina
kasutati silikageeli terasuuruste vahemikuga 40-63 um. Produkti koguti 119 mg (0.205 mmol,
59%). St: 141 °C.

'H NMR (700.1 MHz, DMSO-dg, +25 °C) &: 10.30 (bs, karb. NH, 1H), 9.88 (bs, NH, 2H),
9.74 (bs, NH, 2H), 8.02 (d, 2H), 7.55-7.45 (m, 6H), 7.35-7.27 (m, 4H), 7.11-7.06 (m, 2H) ja
1.38 (s, 18H) ppm.

13C NMR (176.0 MHz, DMSO-ds, +25 °C) §: 180.2, 142.0, 140.0, 133.4, 128.8, 125.0, 124.8,
123.2,120.9, 114.3, 34.9 ja 32.2 ppm.

IR (ATR-FT-IRS) v: 3200, 2952, 2922, 2852, 1594, 1524, 1495, 1230, 1199 ja 690 cm™™.

ESI FT-ICR (m/z): 578.24176 arvutatud [CasH3sNsS2]™ jaoks. Maaratud (m/z): 578.24184.
Lahusti — AcN.
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CZz012 - 3,6-Di-tert-buttitil-1,8-bis-(2-tert-butiiloksikarbonidl-aminoatsettitil)-9H-
karbasool

@) N O

N j,NH H HN(
HN H NH, N NH
o) 0
g sy
100 mg 1-8-diamino-3,6-di-tert-butiiiil-9H-karbasooli lahustati kuues milliliitris kuivatatud

DMF-is. Lahusesse lisati 100 mg DMAP-i, 157 mg EDC-HCI-i ja 92 mg HOBT-i.
Reagendina lisati 119 mg Boc-kaitstud glitsiini. Reaktsioonisegu hoiti ile6d toatemperatuuril

Boc-Gly, DMF, N, O O
O Q EDC-HCI, DMAP, HOBT

ja N2 atmosfaari all. Jargnevalt peatati reaktsioon 10-15 ml MilliQ vee lisamisega ja segu
filtreeriti. Saadud ainesegu pesti veega. Koguti 135 mg reaktsioonisegu, mille edasine
puhastamine toimus kolonnkromatograafiaga, mille statsionaarseks faasiks oli silikageel
terasuuruste vahemikuga 40-63 pum. Eluendina kasutati THF:Heksaan segu, milles THF
sisaldust ~ suurendati  jark-jargult  vastavalt  kromatografeerimise kulgemisele
ruumalavahemikus 0-25%. Saadi ks puhas Ghend (punane dlilaadne aine) ja (ks ainesegu.
Saadud ainete analuiisimisel TMR !H spektrite abil selgus, et siinteesiprodukt on
kromatografeerimise tulemusel ulatuslikult lagunenud. Kogutud ainesegust suudeti
preparatiivse planaarkromatograafia meetodil eraldada véike kogus puhast soovitud ainet.

'H NMR (700.1 MHz, DMSO-dg, +25 °C) &: 10.00 (bs, NH, 3H), 7.96 (s, ArH, 2H), 7.66 (s,
ArH, 2H), 7.08 (t, NH, 2H), 3.90 (s, CH2, 4H), 1.415 (s, CHs, 18H) ja 1.38 (s, CH3, 18H)
ppm.

13C NMR (176.0 MHz, DMSO-ds, +25 °C) &: 168.80, 156.31, 142.02, 131.09, 124.67, 122.43,
117.39, 113.25, 78.55, 44.09, 34.87, 32.24 ja 28.65 ppm.

IR (ATR-FT-IRS) v: 3300, 2963, 2906, 2833, 1677, 1493, 1392, 1162, 861, 651 cm™.

ESI FT-ICR (m/z): 658.33769 arvutatud [C3sHsNsOsCI] ™ jaoks. Maaratud (m/z): 658.33789.
Lahusti — MeOH.
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CZz013 - 6-tert-butiitl-1,8-bis-(3-naftaleen-1-ttl-ureido)-9H-karbasool

s S

> o

N O
Kuiv AcN, N, }-—NH H HN\(
N
NH HN

B S I

107.5 mg 1,8-diamino-6-tert-buttitil-9H-karbasooli lahustati 10 ml kuivas atsetonitriilis N2
atmosfadris. Reaktsioonisegule lisati tilkhaaval 0.2 ml 1-naftlil-isotsianaati. Reagendi
lisamisel tekkis kohe tumehall sade. Umbes 15 minuti moddudes hakkas sade heledamaks
muutuma. Reaktsioonisegu hoiti N> atmosféaéris le60. Reaktsioonisegu filtreeriti ja pesti
metanooliga. Produkti aurutati kokku rotaatoraurutil. Koguti 200 mg puhastatud tumehalli
tahkist (0.84 mmol, 84.5%). St: 261 °C.

IH NMR (700.1 MHz, DMSO-ds, +25 °C) &: 10.53 (bs, karb. NH, 1H), 8.98 (bs, NH, 1H),
8.99 (bs, NH, 1H), 8.94 (bs, NH, 1H), 8.78 (bs, NH, 1H), 8.38 (s, 1H), 8.25-8.10 (m, 5H),
7.95-7.94 (m, 2H), 7.84 (s, 1H), 7.63-7.34 (m, 9H), 7.33 (d, 1H), 2.07 (s, 2H) ja 1.42 (s, 9H)
ppm.

13C NMR (176.0 MHz, DMSO-ds, +25 °C) §: 154.0, 153.8, 141.8, 136.6, 135.1, 135.0, 134.2,
132.6, 131.8, 128.9, 126.44, 126.34, 126.34, 126.33, 126.29, 125.25, 126.11, 126.06, 124.2,
1235, 123.3,123.1, 123.0, 121.9, 121.8, 118.9, 118.5, 118.2, 117.3, 112.3, 112.0, 110.6, 34.8
ja 32.3 ppm.

IR (ATR-FT-IRS) v: 3290, 3049, 2954, 2863, 1644, 1543, 1494, 1395, 1222 ja 765 cm™.
MALDI FT-ICR (m/z): 614.25265 arvutatud [CssH3sNsO-Na]** jaoks. Maaratud (m/z):
614.25204. Lahusti — DMSO.
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Cz014 - 1,3-bis(8-(4-(1-purentil)butaanamido)-3,6-di-tert-buttitl-9H-karbasool-1-

Gauhuurea

IZ

EDC-HCI, HOBT, DMAP, DMF, N,

50 ml imarkolbi kaaluti 70 mg 1,3-bis(8-amino-3,6-di-tert-buttiil-9H-karbasool-1-utl)uureat
koos 65.2 mg EDC-HCI-i, 64.4 mg DMAP-i ja 46.1 mg HOBT-i. Komponendid lahustati 7
ml kuivatatud dimetullformamiidis ja lisati 75.7 mg 1-plreenbutaanhapet. Reaktsioonisegu
hoiti N> atmosfaaris toatemperatuuril kaks 06pdeva, misjarel reaktsioon peatati MilliQ vee ja
NaHCOs killastunud lahuse lisamisega. Umarkolvi sisu viidi kvantitatiivselt Gle 300 ml
Erlenmeyeri kolbi. Lahusele lisati MilliQ vett kuni 200 ml margini ja segati pool tundi.
Jargnevalt reaktsioonisegu filtreeriti ja pesti vee ning metanooliga. Saadud puhastatud produkt
kuivatati rotaatoraurutiga. Koguti 75 mg produkti (0.063 mmol, 58%). St: 194-208 °C.

IH NMR (700.1 MHz, DMSO-ds, +25 °C) &: 10.12 (bs, karb. NH, 2H), 9.92 (bs, NH, 2H),
8.78 (bs, NH, 2H), 8.29 (d, 2H), 8.19 (d, 2H), 8.14 (d, 2H), 8.11-7.81 (m, 14H), 7.72-7.69 (m,
2H), 7.51-7.49 (m, 2H), 3.36-3.32 (m, 4H), 2.18-2.14 (m, 4H), 1.40 (s, 18H) ja 1.37 (s, 18H)
ppm.

13C NMR (176.0 MHz, DMSO-ds, +25 °C) §: 171.0, 153.6, 141.7, 141.5, 136.1, 131.0, 130.7,
130.5, 130.2, 129.1, 128.01, 127.3, 127.2, 127.0, 126.3, 125.9, 124.7, 1245, 124.3, 124.1,
124.0, 123.2, 122.9, 122.5, 116.2, 112.4, 35.5, 34.3, 34.2, 31.9, 31.7, 31.66 ja 27.1 ppm.

IR (ATR-FT-IRS) v: 3304, 3041, 2951, 2920, 2850, 1648, 1559, 1435, 1232, 840 ja 632 cm™.
MALDI FT-ICR (m/z): 1207.61841 arvutatud [CsiHsoNeOsNa]*! jaoks. Méaaratud (m/z):
1207.61768. Lahusti — DMSO.
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CZ015 - 1,3-bis(8-(2-(6-metokstinaftaleen-2-ttl)propaanamido)-3,6-di-tert-butttl-9H-

karbasool-1-tul)uurea

s¥¥e J %

NH

EDC-HCI, HOBT, DMAP, DMF, N, o i

10 ml Gmarkolbi kaaluti 50 mg 1,3-b|s(8-am|no-3,6-d|-tert-butuuI-9H-karbasoo|-1-UUI)uureat
koos 74.8 mg EDC-HCl-iga ja 51.6 mg HOBT-iga. Komponendid lahustati 7 ml kuivatatud
dimettulformamiidis. Lahusele lisati 55 pl N,N-diisopropuiletidlamiini ja 45 mg
naprokseeni ((S)-(+)-6-metoksu-a-metiil-2-naftaleendédikhape). Reaktsioonisegu hoiti N>
atmosfaaris kolm 60péeva, pédrast mida reaktsioon peatati 250 ml MilliQ vee lisamisega.
Lahust ekstraheeriti dietlilileetriga. Kogutud orgaaniline kiht kuivatati magneesiumsulfaadiga.
Ekstraktist eemaldati lahusti rotaatoraurutiga. Saadud ainesegu edasine puhastamine toimus
kolonnkromatograafia abil. Statsionaarse faasina kasutati silikageeli terasuuruste vahemikuga
40-63 um. Kasutati gradientelueerimist alustades puhtast diklorometaanist ja I6petades seguga
1.3% MeOH:DCM. Metanooli kogust eluendis kasvatati vastavalt ainete jark-jargulisele
elueerumisele. Koguti kaks puhastatud produkti — reaktsiooni p&hiprodukt (40.7 mg, 0.038
mmol, 48%) ja monoasendatud vaheiihend (27.0 mg). St: (hend laguneb kuumutamisel ule
260 °C.

H NMR (700.1 MHz, DMSO-dg, +25 °C) &: 10.22 (bs, NH, 2H), 10.12 (bs, NH, 1H), 10.09
(bs, NH, 1H), 9.00 (bs, NH, 2H), 7.97-7.96 (m, 4H), 7.73-7.71 (m, 2H), 7.67 (m, 2H), 7.62 (d,
1H), 7.57-7.56 (m, 2H), 7.54-7.50 (m, 3H), 7.45-7.42 (m, 2H), 7.01-6.95 (m, 4H), 4.04-4.01
(m, 2H), 3.72 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 1.42 (s, 18H) ja 1.36 (s, 18H) ppm.

13C NMR (176.0 MHz, DMSO-ds, +25 °C) §: 173.0, 157.3, 154.2, 142.4, 142.1, 137.4, 133.5,
131.7, 131.0, 129.5, 128.7, 127.2, 126.7, 125.8, 125.1, 125.1, 123.5, 122.9, 118.9, 117.1,
116.6, 116.5, 113.3, 112.6, 110.7, 105.9, 105.9, 55.4, 46.1, 34.9, 32.3, 32.2 ja 19.3 ppm.

IR (ATR-FT-IRS) v: 3301, 3060, 2952, 2922, 2851, 1634, 1605, 1550, 1491, 1230, 1157,
1033, 851, 807 ja 652 cm™.

MALDI FT-ICR (m/z): 1091.57694 arvutatud [CesH76NeOsNa]™ jaoks. Madratud (m/z):
1091.57618. Lahusti — MeOH.
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2.3. Afiinsusmoodtmised

T60 raames uuriti kolme aniooni — atsetaat, bensoaat, laktaat — afiinsusi peremeesmolekulide
suhtes. Nimetatud anioonid valiti eesmérgiga laiendada juba olemasolevaid afiinsuste
skaalasid.!® Arvestati anioonide suurusi, et need mahuks 1:1 stéhhiomeetrilises vahekorras
retseptormolekulide seostumisasukohtadesse. Mao6ddeti suhtelisi  afiinsuskonstante  TMR

meetodiga ja loodi iga aniooni jaoks seondumisskaala.?®

Iga modtmisseeria jaoks valiti véhemalt kolm peremeesmolekuli, mis vdimaldas saada (ihes
seerias kolm AlogKas vadrtust. KBik ained ja anioonid lahustati DMSO-ds solvendis, kuhu oli
lisatud 0.5% vett. Vee lisamine on vajalik, et tagada vee reprodutseeritav sisaldus DMSO
keskkonnas. DMSO on hiigroskoopne ja imab kuivana kergesti 6huniiskust. Kui veesisaldus
on madal, siis lahusti omadused on veesisalduse muutuste suhtes tundlikud. Kirjeldatud
probleem vBib mdjutada moédtmistulemuste reprodutseeritavust, sest erinevatel paevadel voib
veesisaldus erineda. Lisades 0.5% vett tagatakse, et Ghuniiskusest tingitud muutused ei mojuta

markimisvaarselt médtmistulemusi.3?

Afiinsusmdotmiste jaoks kaaluti moned milligrammid uuritavaid aineid TMR-i tuubi ja lisati
solvent. Retseptormolekulide lahus sonifitseeriti tagamaks parem lahustumine. Anioonide
tetrabuttiilammooniumsooladest valmistati td6lahused viaalidesse ja suleti pealt lahtiste
septumit sisaldavate korkidega. Lahuseid vOeti labi septumi automaatsiistlaga. Iga aniooni
lahus valmistati kahes kontsentratsioonis — lahja (0.17 M — 0.44 M) ja kontsentreeritud (0.65
M — 1.41 M). Esimest lahust kasutati tiitrimise esimeses etapis, kus komplekseerumise ulatus
oli viike. Kontsentreeritud lahust kasutati tiitrimise 16pu ldhenedes, kus *H spektris & muutuse

jaoks oli vaja lisada rohkem aniooni.

Enne tiitrimise algust ma&&rati TMR spektrite pohjal molekulide seondumisasukohad.
Tiitrimise kaigus lisati automaatsiistlaga TMR-i tuubi véhehaaval uuritava aniooni lahust,
mille tulemusena hakkasid seostumisasukohtade keemilised nihked muutuma. Olukorras, kus
tiitrimise kaigus lahus hakkas aniooniga killastuma, pidi iga jargneva sistiga lisama jarjest
rohkem aniooni. L&pp-punktiks loeti olukord, kus véga suure koguse aniooni lisamisel

keemilised nihked praktiliselt enam ei muutunud.
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2.4. Arvutusmeetod

Afiinsuskonstantide arvutamiseks kasutati meetodit, mida kirjeldasid Kadam et al.?

Suhtelise afiinsuskonstandi leidmiseks kasutatakse valemit (4). Komplekseerumise ulatust
hinnatakse *H TMR spektri abil, kus erinevaid retseptormolekule mdddetakse liksteise vastu.
Esmalt leitakse retseptormolekuli seostumistsentri vesinikuaatomi keemiline nihe tiitrimise
alguses (enne aniooni lisamist) 6n. Tiitrimise I6pus, mil praktiliselt kdik lahuses olevad
retseptormolekulid on seondunud, seostumistsentri vesinikuaatomi keemiline nihe praktiliselt
enam ei muutu. Seda 10ppvédrtust tdhistatakse one. Kasutades seostumise hetkvairtust &
leitakse komplekseerumise ulatus (komplekseerunud retseptormolekulide hulga ja

retseptormolekulide koguhulga suhe) igas tiitrimispunktis valemiga (3).

_ (5-5H)

oy ©)
(5HG o 5H )
Modlema retseptori o vadrtuste alusel saab arvutada suhtelise afiinsuskonstandi valemiga (4).
1-—
AlogK,, = ald=az) )
1-a)a,

Leitud AlogKas valjendab suhtelist afiinsuskonstandi vaartust igas tiitrimispunktis eraldi.
LAplik suhteline afiinsuskonstant arvutatakse keskmistades AlogKas vadrtused 10-90%
komplekseerumise ulatuses. Tulemuste usaldusvaérsust hinnatakse leides individuaalsete

AlogKas véartuste standardhalbed.

Absoluutse afiinsuskonstandi logKas leidmiseks kasutatakse vahimruutude meetodit. lgale
uuritavale retseptormolekulile maaratakse umbkaudne logKss véértus, mis ennustatakse
mootmistulemustest. Ruutude summa leitakse moddetud AlogKas ja maératud logKas

erinevustest valemiga (5),

T

SS = Z(A |Og Kaf —[IOg Kaf (A) - |Og Kaf (B)])z (5)

i=1

kus (A) ja (B) on retseptormolekulid, mille vastu AlogKss mdddeti.®® Saadud SS véirtust
minimeeritakse, muutes mé&aratud logKas Vaartusi. Vé&artuste arvutamisel ankurdatakse
leitavad vaartused mone varasemalt teadaoleva retseptormolekuli logKass vaartuse kilge.
AlogKar ja logKas véartuste kooskdlalisuse hindamiseks leitakse kooskdlastusparameeter s

valemiga (6),

(6)

kus nm on AlogKar védrtuste arv ja ne on logKar védrtuste arv.>
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3. Tulemused

3.1. Uuritud Uhendid

To6 tulemusena ©nnestus ko&ik soovitud retseptorid (CZ011-CZ015) siinteesida ja
mdotmisteks piisava puhtusastmeni puhastada. Sunteesitud ainete struktuurid testati TMR ja
kdrglahutusega massispektromeetria abil.

Afiinsusmaodtmistes uuriti kokku 15 retseptormolekuli, mis on esitatud Skeemil 3. Iga aniooni

seondumisskaala jaoks maarati 27 AlogKas vaartust.

~ L
4 7
T A
Q NH HN
N NH Q O

: 1 H 0 ’ YNH H HN\(
n R NH HN
— O:< >:o

ICZ010 - R =2,9(COCBU), CZ010 R = NH-(2-NO,-Ph) Q = O R R
ICZ012 - R = 2,7-(COOBu), C7011 R = NH-Ph Q=s
ICZ036 - R = 2,9+(Br), CZ012R =CH,NH-Boc Q=0 CZ014 - R = -(CHj;),-plreen
ICZ037 - R = 2,7-(Br), CZ015 - R = -(8)-(+)-naprokseen
ICZ038 - R = 4,7-(Br),
ICZ040 - R = 1,10-(CH,0OH),

o3 o

R\N)kN/R
H H
U001 -R =-Ph
" ICZ039 - Q CZ013 ' U023 - R = -1-Pureen
Skeem 3. Uuritud retseptormolekulid.
3.2. Anioonide seostumisskaalad
Maéaratud AlogKas vaartused ulatusid Ule kahe suurusjargu. Arvutatud tulemused ankurdati

difentiluurea (U001) absoluutsete seondumiskonstantide kiilge, mille véartused erinevate

anioonide jaoks vdeti kirjandusest.®
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Afiinsuskonstandid karboksiilaatanioonide jaoks
# Retseptor Atsetaat |Bensoaat| Laktaat
1 [CZ015 4.60 4.42 3.59
2 |CZ010 4.22 4.10 2.73
3 |CZo14 4.15 4.19 3.16
4 (CZ013 3.96 3.41 2.61
5 [1CZ038 (4,7-dibromoindolokarbasool) 3.89 3.24 2.61
6 |CZ012 3.86 3.25 2.45
7 [1CZ037 (2,7-dibromoindolokarbasool) 3.74 3.10 2.48
8 |CZ011 3.66 3.14 2.46
9 (ICZ036 (2,9-dibromoindolokarbasool) 3.60 2.95 2.48
10 |ICZ012 (2,7-(COOBu),-indolokarbasool) 3.46 3.33 2.63
11 |ICZ010 (2,9-(COOBu),-indolokarbasool) 3.46 3.33 2.66
12 |U001 (1,3-difentlluurea) 3.33 2.82 2.27
13 |ICZ040 3.26 2.71 1.99
14 |1CZ039 3.23 2.66 1.95
15 |U023 2.44 2.52 1.92

Tabel 1. Afiinsuskonstandid karboksiilaatanioonide jaoks DMSO-ds/H20 (99.5%:0.5% m/m)

solvendis.

3.1.1. Atsetaadi seostumisskaala

Uuritud retseptormolekulid seostusid kdige paremini atsetaadiga. Koostatud skaala ulatus on

2.16 logKar hikut ja kooskdlastusparameeter on 0.010 logKas Uhikut.

Retseptor logKas AlogKas
CZ015 4.60
Cz010 4.22
CZ014 4.15 T 3
Cz013 3.96 0133 U
ICZ038 (4,7-dibromoindolokarbasool) 3.89 o * f oz T
Cz012 3.86 1.14—0.70 - * 315Tu.1a -
. . 1
ICZ037 (2,7-dibromoindolokarbasool) 3.74 7 T
Cz011 3.66 Ts o
ICZ036 (2,9-dibromoindolokarbasool) 3.60 i 08—
ICZ012 (2,7-(COOBuU),-indolokarbasool) 3.46 ;no w oo oor
ICZ010 (2,9-(COOBU),-indolokarbasool) 3.46 ¥ *
U001 (1,3-difeniiiluurea) 3.33 0os | 1.03
1CZ040 326 " am "
1c2039 3.23 *
U023 2.44

Joonis 1. Retseptormolekulide afiinsused atsetaadi suhtes DMSO-ds/H20 (99.5%:0.5% m/m)

solvendis.
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3.1.2. Bensoaadi seostumisskaala

Skaala ulatus on 1.90 logKas Uhikut ja kooskdlastusparameeter on 0.004 logKas Ghikut.

Retseptor logKas AlogKag

CZ015 4.42

Cz014 4.19

Cz010 4.10 T

Cz013 3.41 of:'. P

2012 3.25 1.09 0,00 Ta

ICZ038 (4,7-dibromoindolokarbasool) 3.24 110—086— 511 3 ¥ 0.32

CZ011 3.14 OX_M o15—ol15

ICZ037 (2,7-dibromoindolokarbasool) 3.10 0‘4_'! p

ICZ036 (2,9-dibromoindolokarbasool) 2.95 2 0.43 "
ICZ010 (2,9-(COOBu),-indolokarbasool) 3.33 o o oa 0.27 Foo ] 0.58-
ICZ012 (2,7-(COOBu),-indolokarbasool) 333 ¥ *

U001 (1,3-difeniiiiluurea) 2.82 on T - P

1CZ040 2.71 7O e

1CZ039 2.66 *

U023 2.52

Joonis 2. Retseptormolekulide afiinsused bensoaadi suhtes DMSO-ds/H20 (99.5%:0.5%

m/m) solvendis.

3.1.3. Laktaadi seostumisskaala

Skaala ulatus on 1.68 logKar Ghikut ja kooskoélastusparameeter on 0.006 logKas Uihikut.

Retseptor logKas AlogKas
Cz015 3.59
Cz014 3.16
CzZ010 2.73 -
CZ013 2.61 ——0.95—0.51—1—0.13
0.53 0.00

ICZ038 (4,7-dibromoindolokarbasool) 2.61
ICZ010 (2,9-(COOBu),-indolokarbasool) 2.66 013 *

0.03 0,03 0.13 0.13 0.03
ICZ012 (2,7-(COOBu),-indolokarbasool) 2.63 0.28 om 3
ICZ037 (2,7-dibromoindolokarbasool) 2.48 = 3 {016 -
ICZ036 (2,9-dibromoindolokarbasool) 2.48 ¥—0.02 {063 -
Cz011 2.46 1 0.21 i

0.21 0.75
Cz012 2.45 —o.r2 > L4
U001 (1,3-difenttluurea) 2.27 * T
1CZ040 1.99 $—032
0.04 l

1CZ039 1.95 *
uo023 1.92

Joonis 3. Retseptormolekulide afiinsused laktaadi suhtes DMSO-ds/H20 (99.5%:0.5% m/m)

solvendis.
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4. Tulemuste arutelu

4.1. Labitud slinteesirada

Keerukamate retseptormolekulide slintees karbasoolist on mitmeetapiline protsess (Skeem 1).
Monede etappide madalate saagiste tOttu tuleb alustada suurte ainekogustega.
Korvalreaktsioonide tulemusena tekivad tihti oodatud saadusega struktuurselt sarnased ained
(planaarkromatograafia ARf < 0.1). Sellistest reaktsioonisegudest vajaliku saaduse
eraldamiseks on tihti ainus vdimalus kolonnkromatograafia. Sunteesiraja esimeses pooles on

see mahukas t66, kuna lahutatavad ainekogused on mitmetes grammides.

Suureks véljakutseks karbasooli derivaatide valmistamistel on nende madal lahustuvus
enamikus lahustites. Molekulide koosseisus olevad pikad alkidlrihmad ja aromaatsed
tuumad, kdrvuti kdrge polaarsusega riihmadega, piiravad sobilike lahustite valikut. Seet6ttu

osutub reaktsioonisegude puhastamine ja analtlisimine sageli keeruliseks.

Teiseks oluliseks probleemiks on reaktsioonikeskkonna niiskustundlikkus. K&esolevas t60s
seotakse 1,8-diamino-3,6-di(tert-buttitil)karbasooli molekuli aminoriihmade kilge erinevad
uurea, tiouurea ja amiidsed fragmendid. K&ik selleks kasutatavad reaktsioonid on
niiskustundlikud ja eeldavad pohjalikku t66d solvendi kuivatamisel. Reaktsioonid tuleb labi
viia intertgaasi atmosfadris, et védhendada ©huniiskuse mdju. Amiidse fragmendi
sisseviimiseks (ained Cz012, CZ014 ja CZ015) vajavad vastavad reaktsioonid
toatemperatuuril kulgemiseks Kataliisaatorit ja/vdi aktiveerivaid reagente.3* Isegi viimaste

manulusel on reaktsioonid aeglased ja eeldavad veevaba reaktsioonikeskkonda.

Retseptormolekulide CZz012, CZ014 ja CZzZ015 valmistamisel kasutati peptiidsideme
stinteesiks mitmeid katalusaatoreid, millest mdningate eemaldamine reaktsioonisegust on

keeruline ja nBuab mdénel juhul kolonnkromatograafiat.

CZ015 sunteesiti kahel erineval meetodil. Neist esimesel juhul kasutati katallsaatorite seas
DMAP-i, teisel juhul DIPEA-d. Mdlema kataliisaatori kasutamisel oli produkti tekkimine
parsitud. Reaktsioonisegusse jdi osaliselt alles monoasendatud vaheihend, milles vaid (ks
aminorihm oli reageerinud. DIPEA kasutamine DMAP-i asemel vahendas reaktsiooniks

vajalikku aega ning monoasendatud vahetihendit jai reaktsioonisegusse vahemal maéral.
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Eelpool mainitud raskused Uletati ja sinteesiti vajalikud retseptorid véhemalt rahuldavate
saagistega. Seetdttu saab kasutatud slinteesiraja pidada selliste retseptorite slinteesi jaoks
sobivaks.

4.2. Seosed retseptormolekulide struktuuri ja afiinsuste vahel

Retseptori selgroog. Retseptorite seondumisafiinsuste modtmiste tulemustest selgus, et
uuritud retseptoritest annavad karboks(laatioonide suhtes kdige madalamaid afiinsusi lihtsad
uurea tlupi retseptormolekulid. Indolokarbasoolil pdhinevate lihtsa struktuuriga retseptorite
afiinsused olid kdrgemad. Neist parim, 1CZ038, konkureeris mdningate karbasoolil

pdhinevate hibriidretseptoritega.

Karbasoolil pdhinevad hibriidretseptorid naitasid karboksulaatioonide suhtes haid afiinsusi
(vt Tabel 1). Selle pdhjusteks saab lugeda taiendavaid vesiniksidemeid andvate fragmentide

lisandumist ja nende sobivat ruumilist paiknemist.

Kahe karbasooli molekuli sidumisel bis-karbasooli tutpi hibriidretseptoriks (CZ014 ja
CZ015) saavutati veelgi paremaid tulemusi (vt Tabel 1). Selline keerukas struktuur ti aga
kaasa olukorra, kus anioonide kdrgetel kontsentratsioonidel hakkasid retseptorid jérjestikku
siduma kahte aniooni (seondumine 2:1 stohhiomeetrilises vahekorras). Seda demonstreerivad

1H spektrid, kust on niha tdiendavat ,,lainet, mis vastab teise aniooni seondumisele.

Retseptormolekulide selektiivsus. Uuritud retseptormolekulide afiinsus karboksulaatide
suhtes kasvab eeskétt nende aluselisuse kasvades: laktaat < bensoaat < atsetaat. Erineva
selektiivsuse saavutamiseks peab aniooni ja retseptori vahel kasutama taiendavaid
vastasmojusid, néiteks solvofoobset vastasmdju. Selline olukord esineb retseptorite U023 ja
CZ014 korral, kus asendusrihmades on kasutatud pireenituuma. Nende retseptorite puhul on
vahenenud afiinsus vorreldes neile sarnaste retseptoritega (nditeks U001 ja CZ015), kuid
suurenenud on selektiivsus bensoaadi suhtes. Plreeni ja bensoaadi aromaatsete tuumade vahel
voivad esineda tdiendavad m-m interaktsioonid, andes aluse paremale selektiivsusele. Olukord,
kus retseptori afiinsus bensoaadi suhtes on kérgem kui atsetaadi suhtes, on ebatavaline, kuna
seondumisafiinsus tldjuhul suureneb anioonide aluselisuse kasvades. Kdesolevad tulemused
viitavad, et retseptorite U023 ja CZ014 korral vOib see nii olla, aga usaldusvééarse tulemuse

saamiseks tuleks seda veel taiendavalt uurida.

Uuritud anioonidest seondus laktaat retseptoritega kdige madalama afiinsusega. Laktaatioon

oli uuritud anioonidest kdige madalama aluselisusega ja kdige hudrofiilsem.
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IogKaf
A

2.9 7

Joonis 4.

Atsetaat

Bensoaat

142

Laktaat B T

3.16

o>y

W

Uuritud retseptormolekulide afiinsusomadused eri anioonide suhtes.
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Asendusriihmade mdju. Maodtmistulemused nditavad, et bromorihma lisamine
indolokarbasoolile suurendab seondumisafiinsust. VVarasemalt on meie t66ruhmas mdddetud
kloro-asendatud indolokarbasooli seondumist  anioonidega.® Bromo-asendatud
indolokarbasool on kérgema afiinsusega, kui kloro-asendatud indolokarbasool. On v@imalik,
et halogeeni elektronegatiivsuse vahenemisega vOib kasvada afiinsus. Kehtib seos, et
halogeeni paiknemine asendites 4 ja 7 suurendab afiinsust rohkem kui asendites 2 ja 9.%
Nitrorihma kasutamine asendusrihmas suurendab retseptormolekuli afiinsust anioonide

suhtes. Karbasooli retseptoritest naitab parimat seondumist anioonidega retseptor CZ010.

Nitro- kui ka bromoriihmade lisamine muudab vesiniksidemeid andvad uurea fragmendid

happelisemaks ja seeldbi kasvatab ka nende vesiniksideme-donoorsust.®

Saadud tulemused on kooskdlas varasemate eksperimentidega, kinnitades modtmismeetodi

head reprodutseeritavust.®
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Kokkuvdte

Uudsete karbasooli ja uurea (vOi tiouurea) fragmentidest koosnevate anioone siduvate
hibriidretseptorite siinteesimisel kasutati karbasoolist lahtuvat slinteesirada. Uurea ja tiouurea
fragmentide saamiseks kasutati erinevate asendajatega isotstianaate ja isotiotsuanaate.
Amiidsete karbasooli hubriidretseptorite slnteesimisel kasutati karbokslulhappeid koos

erinevate katallisaatoritega.

Uued retseptormolekulid  erinesid oluliselt  molekulaarmasside, lahustuvus- ja
afiinsusomaduste poolest. Koik uudsed molekulid karakteriseeriti IR, MS ja TMR

spektroskoopia abil.

Retseptorite afiinsused madrati atsetaadi, bensoaadi ja laktaadi suhtes, kasutades TMR
suhteliste afiinsusmdotmiste meetodit. Kokku uuriti 15 retseptormolekuli afiinsust, millest
viis olid autori poolt sunteesitud uudsed retseptorid. Kokku viidi 18bi 81 AlogKas vaartuse
mddtmist. Koigi kolme karboksilaataniooni jaoks koostati afiinsusredelid (skaalad), mis
ulatusid Ule kahe suurusjargu ja olid heade kooskdlalisusparameetritega (0.004 kuni 0.010)
Saamaks absoluutseid logKas vadrusi ankurdati skaalad 1,3-difenutluurea kui ankurretseptori

kilge.

Saadud andmetest jareldati erinevaid seoseid retseptormolekulide struktuuri, anioonide
omaduste ja seondumisafiinsuste vahel. Tulemused nditavad, et retseptori afiinsus soltub
Uhest kdljest uuritava aniooni aluselisusest, teisest kuljest vesiniksidemeid andvate
fragmentide kogusest ja spetsiifilistest asendusriihmadest retseptormolekulides. Téheldati, et

vesinikside ei ole ainus seondumisse panustav vastasmojuliik.

Tulemused on kooskBlas varasemate uurimustega. Samadel tingimustel md&ddetud
afiinsuskonstante on vo@imalik koostatud skaalade kaudu omavahel vdrrelda. Saadud

informatsiooni saab tulevikus kasutada keerukamate retseptormolekulide disainimisel.
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Summary

For the synthesis of novel carbazole-, urea- and/or thiourea-based hybrid molecular receptors
for discriminating carboxylate anions, a multistep synthetic pathway with carbazole as the
parent molecule was used. Different substituted isocyanates and isothiocyanates were used for
coupling of urea and thiourea fragments. Amide-based carbazole hybrid receptors were

prepared by using carboxylic acids and different catalysts.

The novel molecular receptors differed significantly by molecular masses, solubility and
association properties. All novel compounds were characterised with IR, HRMS and NMR

spectra.

Association constants for the receptor molecules were determined towards acetate, benzoate
and lactate anions using an NMR-based relative binding measurement method. Association
constants were determined for 15 receptor molecules, five of which were novel compounds
synthesised by the author. Altogether 81 AlogKass were measured. Self-consistent binding
scales were composed for three carboxylate anions. The scales spanned over two orders of
magnitude and had excellent consistency parameters (ranging from 0.004 to 0.010). For the
evaluation of absolute association constants, binding ladders were anchored to 1,3-

diphenylurea.

By studying the obtained data, different binding properties were observed between the
molecular receptors and anions. Results show that receptor affinity is mainly influenced by
the basicity of the analytes, the number of hydrogen bond forming fragments and specific
substituent groups present in the receptor molecules. It was observed that hydrogen bonding is
not the only interaction contributing to complexation.

The obtained results are consistent with earlier studies. Association constants, that have been
measured with the same criteria, can be compared with other binding scales. The data from
this thesis can be used in future studies for the design of more sophisticated molecular

receptors.
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Infoleht

Karbasoolil pdhinevad hubriidretseptorid karbokstlaatanioonide sidumiseks

Kéesoleva bakalaureuseto¢ eesmérgiks on stunteesida mdned uued karbasoolist l&htuvad
hibriidsed retseptormolekulid, mida saab rakendada erinevate karboksilaatanioonide
anallutilisel maaramisel. Retseptormolekulide stinteesimiseks kasutatakse kirjandusallikatel
pohinevat mitmeetapilist siinteesirada. Afiinsusomaduste hindamiseks kasutatakse varasemalt
véljatootatud TMR meetodit. Koostatakse seostumisskaalad kolme erineva aniooni jaoks —
atsetaat, bensoaat ja laktaat. Skaalade valmistamiseks uuritakse erinevaid uurea,
indolokarbasooli ning karbasooli ja biskarbasooli tulpi hibriidseid molekulaarretseptoreid.
Arvutatakse suhtelised ja absoluutsed afiinsuskonstandid 15 retseptormolekuli jaoks heade
kooskdlalisusparameetritega (s < 0.01 logKas Uhikut). Kaoik stnteesitavad uudsed molekulid
karakteriseeritakse TMR, MS ja IR spektrite abil.

Marksonad: TMR, supramolekulaarkeemia, karboksulaatanioonid, orgaaniline siintees,
afiinsuskonstandid.

CERCS eriala P390 Orgaaniline keemia.

Carbazole based hybrid molecular receptors for binding carboxylate anions

The aim of this thesis is to synthesize novel carbazole based hybrid molecular receptors which
could be used towards the analytical detection of different carboxylate anions. A multistep
synthesis pathway is used for the preparation of molecular receptors that has been described
in literature. For the determination of binding properties, a previously reported NMR based
relative binding measurement method is used. Three different binding ladders are composed
for acetate, benzoate and lactate anions. Different urea, indolocarbazole and hybrid
(bis)carbazole receptors are studied. Relative and absolute association constants are calculated
for 15 different receptor molecules with exemplary consistency parameters (s < 0.01 logKass
units). All novel compounds are characterised with the use NMR, HRMS and ATR-IR

spectra.

Keywords: NMR, supramolecular chemistry, carboxylate anions, organic synthesis,

association constants.

CERCS code: P390 Organic chemistry.
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