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Sissejuhatus

Huvipakkuvatele substraatidele siinteetiliste retseptorite arendamine on iiheks
peamiseks uurimisvaldkonnaks supramolekulaarses keemias. Tadnaseks on kirjeldatud
viga erinevate omadustega selektiivseid retseptoreid nii lihtsatele metallikatioonidele
kui ka keerukatele multifunktsionaalsetele molekulidele nagu peptiidid, valgud ja
stisivesikud. Bioloogilistes ja siinteetilistes orgaanilistes molekulides on laialdaselt
esinevaks funktsionaalseks rithmaks karboksiitilrithm, mistottu on arendatud mitmeid
erinevaid meetodeid karboksiiiilaatioonide detekteerimiseks.

Stinteetilise retseptori afiinsust, samuti tundlikkust maiédratava aniooni suhtes
iseloomustab kvantitatiivselt seondumis- ehk assotsiatsioonikonstant (Kas vOi
logKass). Selektiivsust saab hinnata seondumiskonstantide suhte abil, kasutades sama
retseptori afiinsuseid erinevate anioonide suhtes. Retseptorit, mis on tundlik ja
selektiivne kindla karboksiilaatiooni suhtes, saab kasutada niiteks ioonselektiivsete
elektroodide valmistamiseks, analiiiitiliste lahutusmeetodite arendamiseks, toostusliku
ekstraheerimise lihtsustamiseks vO0i hoopiski karboksiilaatioonide transporterina
bioloogilistes siisteemides.

Kéesolevas t60s uuritakse trimetiiiilatsetaat-, bensoaat- ja laktaatiooni seondumist
erinevatele lihtsatele siinteetilistele retseptoritele. Seondumisafiinsused maéédratakse
suhtelise ~ modtmismeetodiga nii  UV-Vis  spektrofotomeetrilisel  kui  ka
tuumamagnetresonants-spektromeetrilisel meetodil. T66d alustades vdeti eesmérgiks
koostada kolmele karboksiilaatioonile kooskdlalised seondumisafiinsuste skaalad ning
leida nende abil seoseid lihtsate  retseptormolekulide  (keerukamate
retseptormolekulide ehituskivide) struktuuri ja erinevate anioonidega seondamise
afiinsuste  vahel. Téiendavaks eesmérgiks on anda hinnang kasutatud
modtmismeetodile, selle realisatsioonidele UV-Vis ja TMR spektromeetria baasil

ning selle kasutatavusele viikeste seondumisafiinsuse erinevuste tuvastamisel.



1. Kirjanduse tilevaade

1.1. Supramolekulaarne keemia

Supramolekulaarne keemia on keemia valdkond, mis uurib osakeste (molekulide voi
ioonide) agregaate, mida hoiavad koos mittekovalentsed vastasmojud
(interaktsioonid). Mittekovalentne seondumine voib toimuda elektrostaatiliste
vastasmdjude, vesiniksidemete, m-vastasmojude, Van der Waals’i joudude, doonor-
aktseptor sidemete voi hiidrofoobsete efektide kaudu [1, 2]. Viga sageli osaleb
seondumises mitu erinevat vastasmoju. Supramolekulaarse keemia voib tinglikult
jagada kaheks suuremaks valdkonnaks: peremees-kiilalise ja ise-organiseerumise
keemiaks. See, millise valdkonnaga on parajasti tegu, soltub uuritavate osakeste
suurusest, kujust ja protsessi iseloomust (Joonis 1). Kui iiks osake on teisest
mérgatavalt suurem ja on voOimeline ennast imber vidiksema o0sakese méhkima,
nimetatakse seda peremeesosakeseks. Viiksemat osakest, mida tmbritsetakse,
nimetatakse kiilalisosakeseks [1]. Peremees-kiilaline seondumisprotsessidel pdhineb
nn molekulaarne &ratundmine, mille puhul peremehe nn seondumistasku on
spetsiaalselt kohastunud just kindla kiilalisega (voi kiilaliste grupiga) seondumiseks ja
on selle jaoks sobiva suurusega, geomeetriaga ja keemilise olemusega. Molekulaarse
dratundmise kontekstis nimetatakse peremeest sageli retseptoriks ja kiilalist

substraadiks [1].
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Joonis 1. Supramolekulaarse siisteemi moodustumine molekulaarsetest ehituskividest
(seondumistaskud on kujutatud ringidena): (a) peremees-kiilaline komplekseerumine; (b) ise-
organiseerumine komplementaarsete molekulide vahel.




Ise-organiseeruvad supramolekulaarsed stisteemid on voimelised
komplementaarsetest (kokku sobivatest) molekulidest iseeneslikult tekkima ning
voivad olla hédsti defineeritud, organiseeritud ja funktsionaalsed [3].

Selektiivse seondumise protsess koosneb kolmest etapist: (i) esmalt toimub
pohikomponentide molekulaarne dratundmine; (ii) seejdrel siisteem kasvab mitmete
komponentide jarjestikusel seondumisel, mille kédigus saavutatakse molekulide oige
paigutus iiksteise suhtes; (iii) protsessi ldppemine, see nduab teatud ehituslikku
isedrasust, stoppsignaali, mis méératleb 10pp-punkti ja annab mérku, et protsess on
joudnud I6puni [3].

Looduses on ise-organiseerumine viga levinud, nditeks selle protsessi tulemusel
poimuvad vesiniksidemete ja m-m-interaktsioonide abil DNA topeltheeliksi kaks
komplementaarset ahelat. Sarnasel viisil toimub néiteks viiruste agregeerumine ja
valkude tertsiaarse struktuuri tekkimine [1].

Siinteetilised ise-organiseeruvad siisteemid soltuvad sellest, kuidas on funktsionaalsed
molekulid disainitud. Kuna tegemist on iseenesliku protsessiga, siis seondumise iile
otsene kontroll puudub ning organiseerumine toimub termodiinaamiliselt koige

stabiilsema oleku suunas [1].

Funktsionaalseid molekule disainides on vdimalik valmistada nii analiiidile
spetsiifilisi kui ka osalise selektiivsusega siinteetilisi retseptoreid ning erinevate
signaaliiilekande mehhanismide abil on voimalik neid muuta sensoriteks.

Esimest korda Kirjeldas retseptorite selektiivsust 1894. aastal Emil Fischer, kes
ensiitim-substraat komplekse uurides pani alguse nn lukk-ja-voti kontseptsioonile. Ta
seletas retseptorite voimet molekulaarselt dra tunda erinevaid substraate molekulide
range steerilise sobivusega [4]. Supramolekulaarse keemia arenedes ei suutnud
eelnimetatud mudel uute eksperimentide tulemusi enam piisavalt hésti Kirjeldada ning
Daniel Koshland pakkus vilja kohandatud sobivuse (ingl. k. “induced fit”) teooria [5],
mille kohaselt ensiiiim ja substraat ldbivad mdlemad seostumiseks vajalikke
konformatsioonilisi muutusi ning komplementaarsus avaldub eelkdige ensiiiimi
aktiveeritud olekus [5].

Keemiliste sensorite loomisel on selektiivsuse mehhanism védga olulisel kohal.
Kunstlike retseptor-substraat siisteemide valmistamisel piititakse jdljendada looduses
esinevaid véga spetsiifilisi seostumisi (nt ensiilim-substraat vOi antigeen-antikeha),

kusjuures sensorite valmistamiseks peavad vajalikud vastasmojud aset leidma tahkis-



vedelik voi tahkis-gaas piirpindadel [6]. Aina selektiivsemate retseptormolekulide
stinteesimise eesmargiks on saavutada retseptori spetsiifilisus ja kdrge tundlikkus iihe

analiitidi voi analiititide grupi suhtes [6, 7].

Stinteetiliste retseptorite kiillaltki lihtsa molekulstruktuuri tottu on sageli esinevaks
probleemiks madal selektiivsus sarnaste analiiiitide suhtes [8, 9]. Siinteetilised
retseptorid reeglina ei suuda vdistelda antikehade voi aptameeridega, mis seovad
lahustest spetsiifiliselt ka suuri ja keerukaid analiiiite. Sellest tulenevalt on kasutust
leidnud osalise selektiivsusega retseptorite kombineerimine retseptor- voi
sensorrividesse [10].

Osalise selektiivsusega retseptorid erinevad iiksteisest seondumisomaduste poolest,
kusjuures need retseptorid ei pea tingimata olema spetsiifilised voi véga selektiivsed.
Selliste retseptorite kasutamisel on vajalik luua sensorite rivi ning saadavate
signaalide kogumit toodeldakse spetsiaalselt sellise lahenemise jaoks vélja tootatud
muster-protokollide (“sdrmejilgede™) jargi. Sensorrivide abil on vdimalik segudest
madrata nii Uiksikuid analiiiite kui ka erinevaid analiiiite samaaegselt. Looduses esineb
sarnane toimemehhanism imetajate 10hna- ja maitsemeeltes, kus kemikaale
detekteeritakse samaaegselt mitmete tuhandete erinevate valguliste retseptorite abil
[10, 11].

Lisaks sensorite selektiivsusele ja tundlikkusele on oluliseks aspektiks ka
seondumisprotsessi poorduvus. Retseptori korduvaks kasutamiseks on vajalik norkade
vastasmojude kadumine ja taastumine, sest kovalentsete voi iooniliste sidemete tekkel
toimub retseptori podrdumatu kiillastumine ning sellist sensorit saab kasutada ainult

tihe korra [12].

1.2. Mittekovalentsed vastasmojud

Molekulaarseks dratundmiseks on vajalik substraadi spetsiifiline ja mittekovalentne
seostumine retseptormolekuliga. Supramolekulaarses siisteemis on tédhtis arvestada
erinevate vastasmdjude (e interaktsioonide) koosmdju ja toimet nii retseptorile,
substraadile kui ka neid tmbritsevale keskkonnale (nt solvatatsioonile, ioon-
paardumisele, kristallvorele, gaasifaasile jne) [4].

Mittekovalentsed vastasmdjud, mis supramolekulaarseid komplekse koos hoiavad on
maérgatavalt ndrgemad kui kovalentne side: iiksiksideme energiad ulatuvad 150 kJ

mol™ kuni 450 kJ mol™*-ni. Mittekovalentsete sidemete energia varieerub



dispersioonijdudude 2 kJ mol™-st (seejuures Londoni joud vdivad olla ka kordades

tugevamad) kuni ioon-ioon vastasmdjudele omase 300 kJ mol *-ni (Tabel 1).

Tabel 1. Molekulidevahelised vastasmdjud ja nende umbkaudsed energiad [1, 4, 13].

Vastasmoju Vastasmoju energia (kJ molfl) Néide

loon-ioon 200-300 Tetrabutiitilammooniumkloriid
loon-dipool 50-200 Leelismetall-krooneeter
Dipool-dipool 5-50 Kaks dimetiiiilsulfoksiidi molekuli
Vesinikside 4-120 Indolokarbasool-atsetaat
Katioon-r 5-80 K" benseenis

Anioon-n 10-20 Cl jatriasiin

T-T 0-50 Benseen ja grafiit

Van der Waals® <5 kJ mol™, varieerub Argoon, pakkumine

olenevalt vastasmoju pindalast ~ molekulaarsetes kristallides
Hiidrofoobne Seoses solvent-solvent Tsiiklodekstriini iihendid

vastasmdju energiaga

# vilja arvatud Londoni dispersioonijoud, mis on mittesuunalised ja seega viheolulised

supramolekulaarses disainis [1].

Neutraalsete  retseptorite  korral on peamisteks vastasmdjude  tsentriteks
vesiniksideme-donoorsed rithmad. Vesiniksidemete suunalisus annab voimaluse
disainida kiilalisega komplementaarseid retseptoreid [14]. Seejuures teiste vastasmoju
liikide lisandumine suurendab seondumisafiinsust veelgi. Supramolekulaarsed
kompleksid on sageli kiillaltki piisivad tinu mittekovalentsete vastasmdjude

kooperatiivsusele [1].

1.3. Retseptormolekulide disain

Retseptormolekule disainitakse erinevat tililipi substraatidele. Laialdaselt on
siinteesitud retseptoreid, mis tunnevad &ra siirdemetallide ioone, kuid substraatideks
voivad olla ka mitmesugused muud Kkatioonsed, anioonsed vOi neutraalsed
orgaanilised, anorgaanilised ja bioloogilised tihendid [9].

Selektiivsuse saavutamiseks peavad retseptor ja konkreetne substraat seonduma
vOimalikult suures ulatuses, kusjuures teiste voOimalike substraatidega peab

seondumine olema vdimalikult ndrk. Sobiva geomeetriaga retseptor saab kiilalisega



seonduda mitmete erinevate mittekovalentsete interaktsioonide kaudu, olles sel viisil
selektiivne just teatud suurust, kuju ja ehitust omava kiilalise suhtes. Retseptorite ja
substraatide liikuvust mojutab tasakaal jdikuse ja paindlikkuse vahel. Jaigad
retseptorid voivad olla viga selektiivsed, kuid substraadi diinaamilisuse muutudes
osutuvad kasulikumaks just paindlikumad retseptorid [9].

Substraadi stabiilne ja selektiivne seondumine soltub sellest, kui efektiivselt on
retseptori seonduvad rithmad seondumistaskuks koondunud ning millise sobiva mustri

need moodustavad.

1.3.1Anioone siduvad retseptorid

Bioloogilisest seisukohast on anioonidel suur tdhtsus, sest iile 70% koigist
bioloogilistest kofaktoritest ja substraatidest on anioonsed. On avaldatud arvukalt
teadustoid,  kus  soovitakse  kasutada anioone  siduvaid  retseptoreid
keskkonnauuringutes ja biomeditsiinilistes rakendustes [14, 15]. Analiiiitilise keemia
valdkonnas tuntakse huvi uute molekulide ja seadmete vastu, mis oleksid vdoimelised
selektiivselt siduma ja midrama iitha véiksemaid koguseid saasteaineid voi
biomeditsiiniliselt olulisi anioone [15, 16].

Anioonide seondumisel osutuvad oluliseks retseptorite neutraalsed v&i positiivselt
laetud vesiniksideme doonorid, mis on vastasmojude asukohaks. Palju on kasutatud
ammoonium ja guanidiinium-rithmasid, mis moodustavad +N-H---X’ sidemeid. N-
heterotsiiklite ja amiidide korral interakteeruvad anioonidega summaarselt neutraalsed
rihmad, millel on mérgatava positiivse osalaenguga vesinikuaatomid. Lisaks vdivad
vastasmdjude asukohtadeks olla nii elektrondefitsiitsed tsentrid (boor, tina) kui ka
komplekside tsentraalsed metalliioonid [9].

Anioonide retseptormolekulidena on palju uuritud ammooniumsooladest valmistatud
poliiammoonium-makrotsiikleid ja makropolitsiikleid [9, 17]. Need iihendid on
voimelised siduma erisuguseid anioonseid {iihendeid (anorgaanilised anioonid,
karboksiilaadid, fosfaadid), Kkusjuures seondumise stabiilsus ja selektiivsus

saavutatakse nii elektrostaatiliste kui ka struktuursete efektide abil.

Neutraalse retseptori afiinsus anioonide suhtes on enamasti madalam kui katioonsel
retseptoril. Samas, neutraalsetel retseptoritel ei ole vastasiooni, mis katioonsetel
retseptoritel on véltimatu ja vOib uuritava iooniga konkureerida. Samuti on

neutraalsed retseptorid enamasti parema selektiivsusega [1]. Seejuures peab



arvestama, et neutraalsed retseptorid ei seo ainult anioone, vaid vdivad teatud juhtudel
seonduda ka vastas-katiooniga. Nii katioonsete kui ka neutraalsete retseptorite korral
konkureerivad uuritavate anioonidega solvendimolekulid, kusjuures nende moju on
tugevam katioonsete retseptorite korral [14].

Tiiipilised anioone siduvad neutraalsed retseptorid sisaldavad mitmeid tugevaid
vesiniksideme doonoreid. Anioonide dratundmiseks on kasutatud vesiniksideme
donoorsete riihmadena amiide (sh uurea ning tiouurea), sulfoonamiide ja limmastik-
heterotsiikleid. [16]. Joonisel 2a on kujutatud lihtsa retseptori — indolokarbasooli —
seondumine karboksiilaatrithmaga (atsetaatiooni néitel). Joonisel 2b on kujutatud
keerukamatt uurea-pShist retseptorit [1], mis seob efektiivselt bensoaatiooni.
Oluliseks molekulaarseks ehituskiviks, mis kujundab retseptorile iseloomuliku
struktuuri, on uurea struktuur. Teiseks on wuurea rihm osa bensoaadi
seondumistaskust. Kaks stimmeetrilist butiiiilrithma stabiliseerivad kompleksi, olles
hiidrofoobses vastasmdjus aniooni benseenituumaga. Retseptoril on lisaks veel kaks
amiidrithma, mis saavad anda tdiendavaid vesiniksidemeid. Neli NH rithma

interakteeruvad okso-aniooniga (nt bensoaat), nagu on ndidatud Joonisel 2b.

(@)

Joonis 2. (a) Indolokarbasooli seondumine atsetaatiooniga. (b) Bensoaatiooni seondumine

neutraalse retseptoriga [1].

Asendatud indolokarbasoolid

Indolokarbasooli molekulis (Joonis 4, aine 1) on kaks piirrooli heterotsiiklilist
alamiihikut tihendatud benseenituumaga ning molemale piirroolile on lisatud tdiendav
benseenituum. Selline planaarne konjugeeritud tihend on konformatsiooniliselt
stabiilne ja hea vesiniksidemete doonor [18]. Kahe NH riihma abil saab
indolokarbasool anda kaks iiksikut vesiniksidet ning selliselt seonduda

,,Jkahehambalisi“ kiilalisi (nt karboksiilaatioone, Joonis 2a). Monoatomaarse kiilalise
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(nt CI") korral seotakse kiilaline korraga kahe vesiniksidemega, mis tagab stabiilsema
kompleksi moodustumise kui voimaldavad iihe vesiniksideme doonoriga iithendid.
Esimest korda demonstreeris erinevate indolokarbasooli derivaatide sobivust
anioonide sidumiseks 2005. aastal Beer’i toorihm Oxfordi iilikoolist [19].
Indolokarbasooli retseptorite siintees pohines Fischer’i indoolreaktsioonil, kasutades
sobivate ariililriihmadega hiidrasiine ja 1,2-tsiikloheksaandioone. UV-Vis tiitrimise
meetodil moddeti indolokarbasooli seondumist erinevatele anioonidele (F, CI,
CsHsCO, ', HoPO4, HSO4 ), kusjuures atsetoonis moodustusid uuritud anioonidest
koige tugevamad kompleksid just bensoaatiooniga [19].

Asendatud uuread

Uurea molekulis (Joonis 4, aine 12) on kaks aminorithma iihendatud
karboniitilriihmaga. Alates 1992. aastast on siinteesitud mitmesuguseid uurea-laadseid
anioonide retseptoreid ning uurea N,N’-asendatud derivaadid on ténaseni vigagi
huvipakkuvateks iihenditeks anioonide koordinatsiooni keemias [20]. 1992. aastal
leidis Wilcox’i grupp, et uurea derivaadid seonduvad vihepolaarses CH,Cl, solvendis
fosfonaatidega, sulfaatidega ja karboksiilaatidega, moodustades stabiilseid 1:1
komplekse, mida hoiavad koos kaks paralleelset N—H:--O vesiniksidet [21]. Uuritud
anioonidest moodustus koige stabiilsem kompleks bensoaadiga, mille korral
assotsiatsioonikonstant oli K = 2,7-10* [21]. Aasta hiljem niitas Hamiltoni td6grupp
TMR tiitrimise meetodil, et polaarses DMSO-ds lahuses moodustavad N,N -
dimetiitiluurea ja atsetaatioon vesiniksidemete vastasmojul 1:1 kompleksi (K = 45)
[22].

Lihtsamad stimmeetrilised ja mittesiimmeetrilised tihe uurea alamiihikuga retseptorid
sisaldavad kahte vesiniksideme donoorset NH riihma. Lisaks on siinteesitud
keerukamaid, mitme uurea alamiihikuga retseptoreid, mis sisaldavad makrotsiikleid ja
erinevates asendites alkiiiilriihmi, et suurendada afiinsust uuritava analiitidi suhtes [20,

22].

1.4. Karboksiilaatioonid

Karboksiiiilriihm on oluline funktsionaalriihm nii bioloogilistes kui ka siinteetilistes
orgaanilistes molekulides. Etaanhape ja piimhape votavad osa hulgalistest
biokeemilistest protsessidest, lisaks on etaanhape oluline vahelihend keemilises

stinteesis. Di- ja trikarboksiilaadid nagu tsitraat, suktsinaat, malaat ja a-ketoglutaraat
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on tsitraaditsiikli kesksed metaboliidid [16]. Karboksiiiilhapete hulka kuuluvad ka
aminohapped ja rasvhapped.

Karboksiiiilriihma  deprotoneerumisel tekkiv karboksiilaatioon on resonants-
stabiliseeritud, sest negatiivne laeng on delokaliseeritud kahe hapnikuaatomi vahel.
Seega karboksiilaatioonide molekulaarseks dratundmiseks sobivad bidentaatsed
retseptorid, mis on véimelised andma kahte sobiva geomeetriaga vesiniksidet (Joonis
2a). Keerukamate retseptorite korral voib vesinikdonoorseid rithmi olla ka rohkem
(Joonis 2b). Karboksiilaatrithmaga seotud rithmale on karboksiilaatrithma negatiivne
laeng delokaliseeritud vaid piiratult, kuna see delokalisatsioon toimub pohiliselt vaid
induktsioonefekti kaudu. Mida tugevam induktsioonaktseptor on see riihm, st mida
efektiivsemalt see riihm hajutab negatiivset laengut karboksiilaatrithma hapniku
aatomitelt dra, seda tugevam hape on vastav karboksiiiilhape. Karboksiitilhapete
tugevuse alusel saab ligikaudu hinnata nende seondumisafiinsust vesiniksidemeid
andvate neutraalsete retseptoritega. NOrga happe konjugeeritud alus on tugevama
vesiniksideme aktseptor ning seetdttu on ootusparane, et seondumisafiinsus kasvab
reas laktaat < bensoaat < atsetaat < trimetiiiilatsetaatioon [4, 16]. See happe tugevus
pole siiski ainus faktor, mis médarab seondumisafiinsuse. Oluline on ka aniooni kuju ja
laengujaotus aniooni muudes osades. Seda eriti siis, kui tegemist on keerukama

struktuuriga retseptoriga.

1.5. Solvendi roll anioonide seondumisel retseptoritega

Vesi on bioloogiliste siisteemide loomulik lahusti ja soodustab apolaarset
agregatsiooni ja elutegevuseks vajalikke komplekseerumise protsesse. Seetdttu on
komplekseerumisndhtuste uurimine vesikeskonnas végagi huvipakkuv [23].
Olukorras, kus retseptor-aniooni seondumine toimub eelkodige vesiniksidemete abil,
kéitub vesi kui tugev vesiniksidemete doonor ja aktseptor végagi konkureeriva
solvendina — seda nii retseptori kui ka aniooni suhtes. Lisaks on retseptori ja aniooni
seondumise tasakaalu uurimiseks lahustes oluline, et nii reagendid kui produktid
oleksid kasutatavas solvendis lahustunud, kuid paljud orgaanilised retseptormolekulid
vees ei lahustu [16]. Seega enamasti tehakse retseptor-anioon seondumiste
alusuuringud vesi-orgaanika segudes, kusjuures on eeldatav, et seondumiskonstandid
kasvavad solvendi polaarsuse alanedes, st reas vesi < dimetiitilsulfoksiid (DMSO) <
atsetonitriil (MeCN) < triklorometaan (CHCl3) < tetraklorometaan (CCly) [4].

Orgaanilistele solventidele vee lisamine tagab hésti méaaratletud vee sisalduse lahustis
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ning seeldbi anioonide ja retseptorite reprodutseeritava solvatatsiooni eri

eksperimentide vahel, parandades seeldbi mdotmiste korratavust [24, 25].
1.6. Seondumiskonstandid

1.6.1 Retseptor-anioon komplekside seondumiskonstandid
Retseptori ja aniooni seondumine on tasakaaluline protsess. Retseptori (RH) ja
aniooni (A") seondumisel 1:1 stohhiomeetria korral tekib retseptor-anioon kompleks

(RHA"), mida kirjeldab jargmine tasakaal:

RH+A —— RHA 1)

Assotsiatsiooni- ehk seondumiskonstant Kass (vOi selle logaritm logKass) véljendab
kvantitatiivselt assotsiatsiooni ulatust ning iseloomustab retseptori afiinsust kiilalise

suhtes. Seondumiskonstant arvutatakse jargmise valemi jirgi:

a(RHA")

Kass: -
a(RH)a(A’)

)

, kus a(RHA") , a(RH) ja a(A") on vastavate osakeste aktiivsused lahuses.

Kompleksimoodustumise kvantitatiivse kirjeldamise abil saab vorrelda erinevaid
molekulaarse dratundmise ndhtusi. Seondumiskonstantide tipne médaramine on oluline
nii  fundamentaalsete keemiateadmiste kujundamisel, analiitidi spetsiifiliste

retseptorite edasiarendusel kui ka nende rakendamisel [26].

Vorrandi (2) alusel seondumiskonstantide madramine eeldab, et osakeste aktiivsused
lahuses on usaldusvéirselt madratavad. Vaba aniooni aktiivsust lahuses vd&ivad
vidhendada sellised ndhtused nagu ioon-paardumine [27] ja homokonjugatsioon
(happe ja happe aniooni assotsiatsioon) [28]. Kasutades mootelahusena orgaanilisi
solvente, v3ib viike veesisaldus pdhjustada vesiniksideme doonorite ja aktseptorite
selektiivset solvatatsiooni ning selliselt vdhendada vesiniksidemete tugevust. Kui
veesisaldus on halvasti kontrollitav, siis saadakse ebastabiilsed tulemused.
Eelnimetatud siistemaatiliste efektide vdhendamiseks on meie toogrupis varasemalt

vélja tootatud suhteline mdotmismeetod tasakaalude uurimiseks
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mittevesikeskkondades [28, 29], mille retseptor-anioon seondumise mddtmiste jaoks
kohandas K. Haav. Selle meetodi korral mdddetakse samas solvendis lahustatud kahe

retseptori (R1H ja R;H) seondumisafiinsuste erinevusi sama analiiiidi suhtes:

RH+RHA™ —— RHA +R,H (3)
Suhteline seondumisafiinsus AlogK,ss arvutatakse jargmise valemi jargi:

B _ N, [RiHATRH]
AlogK =108 Kyss (RIHA ) - logKass (RZHA ) ~log [RoHA IRy H]

(4)
Suhtelise mddtmismeetodi korral mojutab solvent mdlemat retseptormolekuli
samamoodi. Sellest tulenevalt taanduvad mitmed modGtemadramatused ja
slistemaatilised efektid vélja ning seondumiskonstante on voimalik miédrata kdrge

tapsusega [30].

1.6.2 Seondumiskonstantide mé6tmine

Seondumiskonstante saab modta selliste eksperimentaalsete meetoditega, mis
retseptori, aniooni voi retseptor-anioon kompleksi kontsentratsiooni muutudes
annavad informatsiooni retseptor-anioon kompleksi kontsentratsioonist. Seejuures
kasutatav kontsentratsioonivahemik tuleb valida selliselt, et piisavalt suure koguse
vaba ja seotud retseptori ja aniooni vahel oleks tasakaal. See ndue seab erinevatele
meetoditele piirangud, millistes kontsentratsioonide ulatuses ning millises
seondumiskonstantide vahemikus saab neid seondumiskonstantide modtmiseks
kasutada [4].

Tuumamagnetresonants (TMR) -spektromeetrilise tiitrimise kaigus jalgitakse
keemilise nihke (J) muutust soltuvalt lisatud titrandi kogusest. Igas tiitrimise etapis
registreeritud spektrist leitakse retseptor-aniooni seondumis- ehk assotsiatsioonimaér
jargmise valemiga:

__[RHA] _ &- 5(RH)
[RH]+[RHA']  §(RHA ) - S(RH)

()

, kus ¢ on keemiline nihe kindlas tiitrimise etapis, J(RH) ja 6(RHA") on vastavalt vaba

retseptormolekuli ja retseptor-anioon kompleksi keemilised nihked. Enne tiitrimise
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algust registreeritud uuritava tuuma (nt *H, **C v&i °N) keemiline nihe iseloomustab
vaba retseptori ehitust ja omadusi. Tiitrimise 10pp-punktis registreeritud keemiline

nihe iseloomustab retseptor-anioon kompleksi [26].

TMR-spektromeetriliste meetoditega saab seondumiskonstante méarata kahel juhul:

1) Toimub retseptor-aniooni tasakaaluline komplekseerumine, kusjuures aniooni
vahetumise kiirus on vorreldes TMR modtmise ajaskaalaga véiga aeglane.

2) Toimub retseptor-aniooni tasakaaluline komplekseerumine, kusjuures
vorreldes TMR mootmise ajaskaalaga toimub aniooni vahetumine véga
Kiiresti.

Olukorras, kus tasakaaluolekus aniooni vahetumise kiirus on vorreldav TMR
mootmise ajaskaalaga, piigid TMR spektris laienevad ja/vdi kaovad ning sellisel juhul
ei saa seondumiskonstante leida. Temperatuuri ja solvendi vahetusega saab
seondumisprotsessi kiirust muuta, nditeks temperatuuri tdstmine ja anioonidega
konkureerivam solvent iildiselt kiirendab protsessi [16]. Molekulaarse dratundmise
korral vesi vOi vesi-orgaanika segus on seondumine TMR ajaskaalast tunduvalt
kiirem protsess ja seetdttu on vabale retseptorile ja retseptor-anioon kompleksile
vastav signaal keskmistunud ning TMR spektris on ndha korraga iihte piiki (Joonis 3)
[26].

Retseptor- Vaba retseptor

anioon

kompleks\qRHAf 5 S /
I
|
|

A

)

Joonis 3. TMR tiitrimist illustreeriv TMR spekter, kus vabale retseptorile aniooni lisamine
pohjustab keemilise nihke (J) muutuse suuremate ¢ véirtuste suunas. Iga piik vastab vaba
retseptori ja retseptor-anioon kompleksi keskmistunud signaalile.

Sandip A. Kadam meie toorithmas [31] nditas esmakordselt TMR meetodi sobivust
suhteliste  seondumiskonstantide madramiseks vastavalt eelpool Kkirjeldatud
pohimottele. Kirjeldatud meetodiga saab leida seondumisafiinsuseid rohkem kui
kahele retseptorile korraga, seejuures seondumisafiinsuste erinevus leitakse jargmise

valemiga:
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Bi(1-By)

(1-BpB, ©)

AlogK, .= log

, kus p1 ja p» on moddetavate retseptorite R; ja R, assotsiatsioonimédrad, mis
arvutatakse retseptorite segu tiitrimise spektritest valemi (5) abil. Mida suurem on
retseptori seondumisafiinsus, seda suurem on retseptor-anioon kompleksi osakaal

lahuses ning seda kiiremini liigub tiitrimise kdigus vastava retseptori signaal [32].

TMR absoluutmddtmistega on vdimalik méirata seondumiskonstante vahemikus 10*
kuni 10* [27] ning suhtelise mddtmismeetodiga Kass védrtusteni 10° [31]. Erinevalt
teistest tiitrimismeetoditest, saab tiitrimise kdigus TMR spektritest lisainformatsiooni

voimalike korvalprotsesside kohta nagu deprotoneerumine voi assotsiatsioon [26, 31].

UV-Vis spektrofotomeetrilise tiitrimise kdigus moddetakse UV vai ndhtava valguse
neeldumise intensiivsust kindlal lainepikkusel, mis valitakse selliselt, et vaba
retseptori ja retseptor-anioon kompleksi neelduvused (kui anioon neelab tugevalt, siis
on vajalik ka aniooni neelduvust arvesse votta) sellel lainepikkusel oleksid
vOimalikult  erinevad. = Moddetud neelduvuse  soltuvust  1:1  kompleksi

kontsentratsioonist viljendab valem:

Aqsp kse(RH)[RH]y HHe(AT)[AT] ={e(RHA") H)e(RH) tse(A7)} [RHA](7)

, kus Aesp On modddetud neelduvus, ¢(RH), e(A”), ¢(RHA") vastavalt retseptori,
aniooni ja retseptor-aniooni kompleksi molaarsed neelduvused. [RH]o ja [A]o on
vastavalt retseptori ja aniooni algkontsentratsioonid ning [RHA] on retseptor-anioon
kompleksi kontsentratsioon modtmise hetkel. Valemist (7) jareldub, et Aexsp —
e¢(RH)[RH]o— e(A)[A ]o on proportsionaalne kompleksi kontsentratsiooniga [RHA],
sest {¢(RHA") — &RH) — ¢(A)}on konstant. Retseptori ja aniooni molaarsed
neelduvused leitakse modtmistest, kus kasutatakse puhtaid retseptori ja aniooni
lahuseid. Kontsentratsioonid [RH]o ja [A]o on teada, sest need on eksperimendi
labiviija poolt ette antud. Seega UV-Vis spektrofotomeetria absoluutmodtmisest
leitakse (Aeksp — e(RH)[RH]o — e(A)[A]o). Olukorras, kus anioon UV ega ndhtavat

valgust ei neela, tuleb registreerida ainult puhta retseptori neeldumisspekter.
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Sel juhul on molaarne neelduvus ¢(A") vordne nulliga ning valem (7) lihtsustub:

[RHA-] :Aeksp - &(RH)[RH]
£(RHA") - eRH)

(@)
Kuna retseptor-anioon kompleksi molaarne neelduvus pole otseselt mdodetav, tuleb

kompleksi kontsentratsiooni leidmiseks 14bi viia tiitrimine ja regressioonanaliiiis [26].

UV-Vis meetodi sobivust suhteliste seondumiskonstantide médramiseks niitas meie
toorithmas K. Haav [30]. Spektrofotomeetrilise tiitrimise kdigus registreeritakse kahe
puhta retseptorlahuse tiitrimise spektrid ning seejarel molemat retseptorit sisaldava
segu tiitrimise spektrid. Spektri andmetest arvutatakse multilineaarset regressiooni
kasutades mdlema retseptor-anioon kompleksi dissotsiatsioonimadrad jargmise
valemiga:

_ [RH] _ AM—AMRHA)
© [RH]+[RHA]  AA(RH) — AA(RHA")

9)

, kus A* on mdddetud neelduvus kindlas tiitrimispunktis, A*(RH), ARHA)
vastavalt vaba retseptori ja retseptor-aniooni kompleksi neelduvused. Retseptoritele
RiH ja RyH leitud dissotsiatsiooniméddrade a; ja o abil leitakse suhteline

seondumiskonstant jargmiselt:

AIOGK s = log 22120 (10)

(1-az)aq

Vorreldes TMR spektroskoopiaga on fluorestsents- ja UV-Vis spektrofotomeetrilised
meetodid tundlikumad, mistottu saab nendega kasutada madalamaid retseptori ja
aniooni kontsentratsioone ning maarata seondumiskonstante Kass vdrtusteni 10’ [26].
Erinevalt fluorestsentsmeetodist esineb neeldumisspektroskoopilisel tiitrimisel sageli
tiks vOi enam selget isosbestilist punkti. See on punkt graafikul, kus neeldumise
intensiivsus kogu tiitrimise viltel on konstantne. Isosbestilise punkti olemasolu annab
kinnitust sellele, et vaba aniooni komplekseerumine toimub vorrandi (1) jargi, ilma

oluliste korvalprotsessideta [4].
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Fluorestsentstiitrimine pohineb nédhtusel, kus retseptorlahuse tiitrimine aniooniga
pohjustab fluorestsentsemissiooni intensiivsuse voimendumise voi kustumise [16].
Seondumiskonstant leitakse fluorestsentsintensiivsuse muutuse ja lisatud aniooni
kontsentratsiooni  suhtest [4]. Vorreldes UV-Vis spektrofotomeetriaga on
fluorestsentsspektroskoopia rakendusala kitsam seetottu, et paljudel retseptoritel ja
retseptor-anioon  kompleksidel puuduvad fluorestsentsomadused.  Siiski  on
fluorestsentstiitrimine retseptor-anioon seondumiste uurimiseks iiks tundlikumaid

. ~ oo 0o . . . 8
meetodeid, vdimaldades médrata seondumiskonstante suurusjiarguni 10°.

Isotermilise  tiitrimise  kalorimeetria (ITC) on meetod, kus uuritava
retseptormolekuli lahust tiitritakse aniooniga ning moddetakse seondumisreaktsiooni
kdigus neeldunud vOi vabanenud soojust, mis on otseses soltuvuses
seondumisreaktsiooni entalpiaga [33]. Lisatud titrandi koguse ja tekkinud soojusefekti
sOltuvusest saab maédrata seondumiskonstante, entalpia muutusi (AH) ja lahuses
olevate molekulide seondumise stohhiomeetriat [16]. MOodtmistulemustest saab
arvutada Gibbs’i vabaenergia muutuse (AG) ja entroopia muutuse (AS) jargmise

sOltuvuse abil:

AG = —RTINKqss = AH — TAS (11)

, kus R on universaalne gaasikonstant (R = 8,314 J mol*K™) ja T absoluutne
temperatuur (K).

ITC meetodiga saab miidrata seondumiskonstante vahemikus 101 kuni 109, sest
kasutusel olevate dirmiselt tundlike ITC instrumentidega on vodimalik modta
soojusefekte, mis tekivad vaid nanomooli titrandi lisamisel [33]. Lisaks annab ITC
meetod lisainformatsiooni seondumise termodiinaamika kohta, mida saab kasutada

tihendite edasisel optimeerimisel.
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2. Eksperimentaalne osa

2.1. Aparatuur ja toovahendid

2.1.1 UV-Vis spektrofotomeeter

UV-Vis spektrofotomeetriliseks tiitrimiseks kasutati kahekiirelist spektrofotomeetrit
Thermo Nicolet Evolution 300. Instrumendi modtekiivetihoidja oli termostateeritav ja
varustatud magnetsegajaga. Spektrofotomeetri pilulaius oli 1,5 nm ja andmete
kogumise samm 1 nm. Spektrite registreerimisel kasutati “intelliscan” reziimi, mille
kédigus spektrofotomeeter muudab skaneerimiskiirust vastavalt sellele, kui tugevalt
neelduvus soltub lainepikkusest. Seejuures neeldumise jarsu kasvu voi kahanemise
ehk piigi alguse voi 16pu ajal skaneerimiskiirust viahendatakse ning kui neeldumine
muutub lainepikkuse muutudes vihe, siis skaneerimiskiirust suurendatakse. Selliselt
varieerub spektri skaneerimiskiirus 120 nm/min kuni 1200 nm/min. Spektromeetri
tood juhiti arvuti abil, kasutades programmi VisionPro 2.03. Registreeritud spektrite

andmed viidi programmi MS Excel, kus neid matemaatiliselt toodeldi.

2.1.2 Tuumamagnetresonants-spektromeeter

Tuumamagnetresonants (TMR) -spektromeetrilisi mdotmisi teostati Brucker Avance
I 200 TMR spektromeetriga. Prootonspektrid modddeti sagedusel 200 MHz
(magnetvilja tugevus 4,7 T) ning seejuures kasutati TMR spektromeetrit juhtiva
programmi vaikesatteid (automaatne Fourier’ teisendus, faasi- ja baasijoone
korrektsioon). Spektromeetri temperatuurikontrolli abil reguleeriti temperatuur 25°C
juurde. Uhe spektri skaneerimiste arvu varieeriti 20-st kuni 50-ni vastavalt vajadusele.

Huvipakkuvatele piikidele lisati nende maksimumid ppm skaalas.

2.1.3 Teised kasutatud toovahendid

Moote- ja vordluskiivettidena UV-Vis moodtmistel kasutati 1 cm  kihipaksusega
kvartskiivette. Vordluskiivett oli teflonkorgiga, modtekiivett oli varustatud tefloniga
kaetud magnetsegaja pulgaga ja oli suletav keeratava plastikkorgiga, milles oli
tefloniga kaetud silikoonist septum. TMR mdotmisteks kasutati 5 mm 1dbimodduga
tuube.

Ainete lahused valmistati gravimeetriliselt boorsilikaadist viaalidesse (4 ml ja 15 ml).
Jélgiti, et kasutatud viaalid ja TMR tuubid oleksid vabad seintele adsorbeerunud veest
ning selleks kuumutati neid eelnevalt kuivkapis. Tahkeid aineid vdeti spaatliga ja
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lahusekoguste lisamiseks kasutati sobivat automaatpipetti. Ainete ja lahuste
kaalumiseks kasutati Sartorius CPA225D-0CE analiiitilist kaalu (lahutusvéimega
0,00001 g).

Titrandi lahuse valmistamiseks kasutatavaid tetrabutiiilammoonium soolasid, 1,3-
biskarbasoliiiiluureat ja 1,3-bisindoliililuureat hoiustati inertgaasi keskkonnas MBraun
UNIlab kuivkapis. Kuivkapi kasutamise ajal reguleeriti kapisisene rdhk -2,6 milli-
baarini ning ajal, mil kappi ei kasutatud, hoiti seal kerge iilerohk (>3,2 millibaari).
Vajalikud toovahendid viidi kuivkappi védikese liiisi kaudu, mida vakumeeriti kolm
korda. Vajalikud ained kaaluti Sartorius P225D-DCE kaalul (lahutusvdime 0,00001 g)
ning toodi seejérel kuivkapist vélja. Sama liitisi kasutati ka UV-Vis spektrofotomeetri

mootekiiveti kuivatamiseks.

UV-Vis spektrofotomeetriliste modtmiste korral lisati solventi kiivetti ja viaalidesse
Hamilton Gastight 2,5 ml siistla abil, ainete alglahuseid Hamilton Gastight 50 pl ja
100 pl siistaldega. TMR-spektromeetriliste modtmise korral valmistati lahused otse
TMR tuubidesse ning lahuste segamiseks kasutati ultraheli ja mehhaanilist
loksutamist Modlema meetodi korral kasutati titrandi lisamiseks automaatdosaatoriga
varustatud Hamilton Gastight 100 pl siistlaid, mis vOimaldavad lisada véikseid

reprodutseeritavaid lahuse koguseid 2 pl sammuga.

2.2. Kasutatud kemikaalid

2.2.1Solvent

Solvendina kasutatav 0,5% veesisaldusega (m/m) dimetiiiilsulfoksiid valmistati
gravimeetriliselt DMSO-st (Sigma-Aldrich, >99,9%) ja veest, mida voeti MilliQ
Advantage A10 veepuhastist. Sarnaselt valmistati ka TMR-spektromeetrilistes
mootmistes kasutatud 0,5% veesisaldusega (m/m) deutereeritud dimetiiiilsulfoksiid,
milles sisalduva DMSO k&ik kuus vesinikku on asendatud deuteeriumiga (DMSO-dg)
(Sigma-Aldrich, 99,8%). Mdlema solvendi veesisaldus méérati kulonomeetrilisel Karl
Fischeri tiitrimisel, kasutades Karl-Fischeri titraatorit Mettler Toledo DLL32. Méératud
veesisaldused varieerusid vahemikus 0,48% kuni 0,51%.

Solvendi stabiilne 0,5% veesisaldus tagab mdodteseeriates karboksiilaatioonide ja
retseptormolekulide iihetaolise solvatatsiooni. Taolisi veelisandiga orgaanilisi

solvente on kasutatud erinevates uurimustes [24, 25] just seetdttu, et viltida védikestest
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veesisaldustest tingitud solvatatsiooni muutusi ning parandada seeldbi mdotmiste

korratavust.

2.2.2 Uuritud retseptorid

To60s uuritud stinteetilised retseptorid valiti vélja arvestades nende huvipakkuvust,
struktuuri, asendajaid, spektraalomadusi ja kéttesaadavust. Need iihendid on véga
lihtsa ehitusega ja neid voib pigem Kkisitleda potentsiaalsete ehituskividena, mida
kasutada keerukamate retseptorite disainis, kui et iseseisvate retseptoritena. Uuritud
stinteetilised retseptorid on tinglikult liigitatavad asendatud indolokarbasoolide ja
asendatud uureate hulka, kuigi nii monedki uuread sisaldavad tdiendavaid
funktsionaalriithmi, mis mdjutavad seondumist. Uuritud retseptormolekulide

struktuurid on toodud Joonisel 4.

6 5 6 5
X—— | —X O | —X
9NFN N~ 2 9 N N~ 2
10 H H 1 10 H H 1
1 X=H,H 6 X=1-Cl
2 X =2,9-(0CH3), 7 X =4-NO,
3 X =2,7-(BuOCO), 8 X =2-BuOCO
4 X =2,9-(BUOCO), 9 X = 2-CHy-CO-CH,-OCO
5 X=2,7-Cl, 10 X = 2-CgHs5-CH,-OCO
11 X = 2-(4-N02-C6H4-CH2-OCO)
\CL @ O
o>\_ _/(o
NH HN
12 X=H Y=H NH N@
13 X =3-NO, Y=H
14 X = 3,4-Cl, Y = 4-Cl
15 X = 3-CsHsN-(CH);-OCO Y =H

O™ ™
18
1A I J<°
Q vy, OO

HN
o
e@ 2o
\ NH HN /

Joonis 4. Kdesolevas to0s uuritud siinteetiliste retseptorite struktuurid.
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Uuritud siinteetilistest retseptoritest olid kaubanduslikult kéttesaadavad 3,4,4’-Cls-
difeniitiluurea (14) (Sigma-Aldrich, 99%) ja 1,3-difeniiiiluurea (12) (Sigma-Aldrich,
98%). Retseptorid 1,3-biskarbasoliiiiluurea (16) ja 1,3-bisindoliiiiluurea (17) siinteesiti
Philip Gale’i toogrupis Southamptoni ilikoolis [34]. Jérgnevalt loetletud
retseptormolekulid siinteesis meie laboratooriumis doktorant Sandip A. Kadam:
Indolokarbasool (1), 2,7-Cl,-indolokarbasool (5), 1-Cl-indolokarbasool (6), 4-NO,-
indolokarbasool (7) (avaldatud, [30]) ja 2,9-(OCHjs),-indolokarbasool (2), 2,7-
(BuOCO),-indolokarbasool (3), 2,9-(BuOCO),-indolokarbasool (4), 2-BuOCO-
indolokarbasool (8), 2-CH3;-CO-CH,-OCO-indolokarbasool (9), 2-C¢Hs-CH»-OCO-
indolokarbasool (10), 2-(4-NO,-CgH4-OCO)-indolokarbasool (11), 1-(3-NO,-feniiiil)-
3-feniitiluurea (13), RM-18 (18) (avaldatud, [31]) ning retseptorid 1-(3-CsHsN-
(CH3)3-OCO0)-3-feniiiiluurea (15) ja RM-19 (19) (veel avaldamata).

2.2.3Uuritud karboksiilaatioonid

To0s uuriti trimetiiiilatsetaati, bensoaati ja laktaati, mille lahused valmistati nende
anioonide vastavatest tetrabutiiilammoonium (TBA) sooladest (TBA bensoaat,
Sigma-Aldrich, 99%; TBA laktaat ja TBA trimetiililatsetaat valmistati TBA
hiidroksiidist ja vastavalt piimhappest ning pivaliinhappest, Sigma-Aldrich, 99%).
Uheks peamiseks kriteeriumiks titrandile oli hea lahustuvus dimetiiiilsulfoksiidis.
Spektrofotomeetrilistel modtmistel oli lisaks veel oluline, et titrant ei neelaks
analtiiitilises lainealas (260 nm kuni 600 nm). Kédesolevas t60s oli vastas-katiooniks
valitud tetrabutiiiilammoonium, et valtida tugevat 1oonpaardumist
karbokstilaatioonidega ning parandada soolade lahustuvust kasutatud solvendis. Kuna
tetrabutiitilammooniumiooni vastasmoju karboksiilaatioonidega on véga nork, on seda

vastasiooni anioonide seostumise uurimisel palju kasutatud [24, 35-36].
2.3. Retseptorite suhteliste afiinsuste uurimine

2.3.1UV-Vis spektrofotomeetriline tiitrimine

UV-Vis spektrofotomeetrilise tiitrimise meetodit kasutati trimetiililatsetaadi
uurimiseks. Retseptorite alglahuste valmistamiseks kaaluti boorsilikaadist viaalidesse
0,5 — 2 mg ainet ning lisati soovitava kontsentratsiooni saamiseks vajalik kogus (1 —
1,3 ml) 0,5% veesisaldusega (m/m) dimetiitilsulfoksiidi. Retseptormolekulide lahuste
kontsentratsioonid jdid vahemikku 0,002 kuni 0,008 M.
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Titrandi lahuse valmistamiseks kaaluti viaali 0,13 — 0,14 g tetrabutiiiilammoonium
trimetiitilatsetaati ja lisati 2,4 — 2,9 ml solventi. Tiitrimisel kasutati kahe erineva
kontsentratsiooniga titranti, lahjendatud titrandi valmistamiseks pipeteeriti viaali 250
— 270 ul kontsentreeritud titranti ning lisati 2,0 — 2,3 ml solventi. Tiitrimist alustati
lahjendatud titrandiga (0,014 — 0,015 M) ning retseptor-trimetiiiilatsetaat kompleksi
spektri registreerimiseks lisati tiitrimise 10pus suuremad kogused kanget titranti (0,13

0,15 M).

Spektrofotomeetriline tiitrimine teostati temperatuuril (25,0 + 0,3)°C. Kogu mddtmise
viltel oli vordluskiivetis puhas solvent. Esmalt lisati mdotekiivetti 1,75 ml solventi ja
registreeriti spekter, veendumaks, et solvent ei neela analiiiitilises lainealas. Seejarel
korrigeeriti solvendi abil baasijoon. Jargnevalt lisati kiivetti 20 — 140 ul uuritava
retseptori alglahust, kusjuures lisatud kogus valiti aine spektraalsete omaduste jérgi.
Retseptorite kontsentratsioonid mddtekiivetis olid vahemikus 1,110 — 5,0-10° M.
Registreeriti vaba retseptormolekuli neeldumisspekter. Seejarel hakati mdotekiivetti
lisama trimetiiiilatsetaadi lahjendatud titranti ja kuna kompleksi moodustumine ja
lisatud aniooni kogused ei ole lineaarses seoses, tuli sellise lahuse saamiseks, milles
enam vdhem kogu retseptor oli aniooniga komplekseerunud, lisada juba suurem kogus
kontsentreeritud titranti. Kuna titrandi lisamisel modtelahus lahjeneb, korrutati
andmetodtluse etapis iga spektrit 1dbi lahjendusfaktoriga, mis vastas alglahuse
lahjenemise suhtearvule. Selliselt koguti erineval madral komplekseerunud
retseptorite R;H ja RyH lahustest 12 kuni 15 puhta aine spektrit, mille isosbestilise
punkti pohjal hinnati retseptorite spektraalset puhtust. Uuritavad retseptorid valiti
selliselt, et nende seondumistugevused aniooniga oleksid lihedased (AlogKass<1),
kuid nende neeldumisspektrid oleksid vdimalikult erinevad. To6 jitkus valitud
retseptorite segu tiitrimisega, mille kdigus registreeriti 20 kuni 26 spektrit. Kogutud
spektritest leiti molemale retseptor-anioon kompleksile multilineaarset regressiooni
kasutades dissotsiatsioonimaérad ja nende kaudu AlogKs vaartus (valem 10). Spektri

andmete to6tlemiseks kasutatud arvutusmeetodite kirjeldused on toodud Lisas 1.

2.3.2 Tuumamagnetresonants-spektromeetriline tiitrimine
TMR-spektromeetriliste mdotmiste kdrgem selektiivsus voimaldas teostada suhtelise
seondumisafiinuse mdotmisi  kolme retseptormolekuli  vahel. Seega, igast

tiitrimiseksperimentide seeriast saadi kolm AlogKass védrtust. Igat retseptorit kaaluti
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TMR tuubi 1 kuni 3 mg selliselt, et retseptorite moolide arvud lahuses oleks
ligildhedased. Seejdrel lisati tuubi 0,7 ml 0,5% veesisaldusega (m/m) deutereeritud
dimetiiilsulfoksiidi. Retseptormolekulide kontsentratsioonid mootmissegus jaid
vahemikku 0,007 M kuni 0,025 M. Retseptorid valiti selliselt, et nende NH riithmade
prootonite piikide keemiliste nihete vaértused erineksid algselt vdahemalt 0,2 ppm
vorra. Arvesse tuli votta ka uuritavate piikide keemiliste nihete muutumise kiirust.
Retseptormolekuli piik, mis tiitrimise kdigus liigub kiiremini suuremate keemiliste
nihete véirtuste suunas, vOib hakata kattuma teise retseptormolekuli piigiga, mis

liigub aeglasemini voi vdiksemas ulatuses.

Trimetiiiilatsetaadi, bensoaadi ja laktaadi tetrabutiililammooniumsoola lahused ehk
anioonide titrandid valmistati samamoodi nagu UV-Vis meetodi korral, kasutades
deutereeritud solventi. Trimetiiiilatsetaadi kontsentreeritud titrandi kontsentratsioon
oli 1 M ja lahja titrandi kontsentratsioon oli 0,4 M; bensoaadil vastavalt 0,7 M ja 0,6
M ja laktaadil vastavalt 1,9 M ja 0,7 M.

Esmalt registreeriti spekter lahusest, mis sisaldas uuritavaid retseptormolekule ning
kontrolliti, kas vabade retseptorite vesiniksideme doonorite prootonpiigid on neile
iseloomulike keemiliste nihete védrtuste juures, piisava intensiivsusega ning ei kattu
iksteisega. Seejdrel alustati lahja titrandi lisamisega ning I0puks lisati
kontsentreeritud titranti, et saavutada uuritavate retseptormolekulide praktiliselt
taielik tleviimine kompleksi. Kokku registreeriti 15 kuni 19 spektrit. Kogutud
keemiliste nihete muutuste jargi leiti  retseptor-anioon  kompleksidele

assotsiatsioonimadrad valemi (5) abil ning nende kaudu AlogK,ss véartused valemiga

(6).

2.4. Indolokarbasooli absoluutsete afiinsuste maaramine

Indolokarbasooli kui skaalade ankuriihendi absoluutsed afiinsused trimetiiiilatsetaat-
ja laktaatiooni jaoks leiti UV-Vis spektrofotomeetrilisel tiitrimisel. Absoluutsed
mootmised teostati  suhteliste seondumiskonstantide mddtmistega samadel
tootingimustel, samuti kasutati sama solventi. Indolokarbasooli alglahuse
valmistamiseks kaaluti boorsilikaadist viaali viiekohalise kaaluga 0.005 g ainet ning
lisati soovitava kontsentratsiooni saamiseks vajalik kogus (2,5 ml) 0,5%
veesisaldusega  (m/m)  dimetiitilsulfoksiidi.  Retseptormolekuli  lahjenduse

valmistamiseks pipeteeriti 4 ml viaali 180 pl alglahust ning lisati 1,3 ml solventi.
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Retseptormolekuli alglahuse kontsentratsioon oli mdlema aniooni korral 0,007 M
ning 18pplahuse kontsentratsioon 0,0009 M. Trimetiiiilatsetaadi kontsentreeritud
titrandi kontsentratsioon oli 0,12 M ning lahjendatud titrandi kontsentratsioon 0,01 M.
Laktaadi kontsentreeritud titrandi kontsentratsioon oli 0,18 M ning lahjendatud
titrandi  kontsentratsioon 0,016 M. Sarnaselt suhteliste seondumiskonstantide
modtmisele, lisati esmalt modotekiivetti 1,75 ml solventi ja teostati baasijoone
korrektsioon. Seejdrel lisati kiivetti 65 pl indolokarbasooli 1dpplahust ning
registreeriti vaba retseptormolekuli spekter. Erinevalt suhteliste seondumiskonstantide
moOtmistest, kaaluti mddterakku pérast igat titrandi lisamist. Tiitrimise kaigus
registreeriti 16 kuni 19 spektrit. Retseptor-anioon kompleksi spekter registreeriti
tiitrimise 10pus, kui mdotekiivetti oli lisatud titrandi stohhiomeetrilise kogusega
vorreldes 4-5 kordne liig, mis tagas praktiliselt kogu retseptormolekuli iileviimise
kompleksi koosseisu. Kaalumisandmetest arvutati tdpne lisatud titrandi kogus ning
spektrite andmetest arvutati kompleksi dissotsiatsiooniméérad valemi (9) abil.

Seondumiskonstantide arvutamiseks kasutati kolme erinevat arvutusmeetodit (nagu
on kirjeldatud artiklis [30]) . Iga moGtmise seondumiskonstant leiti kolme
arvutusmeetodi tulemuste keskmistamisel. Skaalade ankurpunktiks vdeti koigi

paralleelmodtmiste logK,ss vadrtuste aritmeetiline keskmine.
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3. Tulemused ja arutelu

3.1. Retseptormolekulide afiinsuste skaalade koostamine

Trimetiiiilatsetaat-, bensoaat- ja laktaatiooni seondumisel erinevatele retseptoritele
koostati vastavalt kolm retseptorite afiinsuste skaalat. Iga topeltnool skaalal (redelil)
kujutab kahe retseptormolekuli absoluutsete seondumistugevuste erinevuse mootmist
logaritmilises skaalas ehk AlogKgss véddrtuse mootmist. UV-Vis spektrofotomeetriliste
mootmiste korral on skaalal esitatud AlogKss vidrtused enamasti mitmel
arvutusmeetodil leitud vairtuste keskmised. Iga lihend on seotud skaalasse vihemalt
kahe suhtelise afiinsuse véértuse kaudu ning iga lisanduv modtmine ring valideerib

taiendavalt kogu skaalat [37].

Redelit moodustavate iithendite absoluutsed logKass védrtused leiti eksperimentaalselt
moddetud AlogKuss védrtuste ja retseptormolekulidele assigneeritud absoluutsete
logKss védrtuste erinevuste ruutude summat (SS) minimeerides, muutes assigneeritud

logKass vadrtusi [28]. SS leitakse jargmise valemi jargi:
) 2
S§§ = Z?zml{AlogKallss - [logKass(RZHA_) - logKass(RlHA_)]} (12)

Iga AlogKiass vadrtus on retseptorite RoH ja RiH eksperimentaalselt mdddetud
suhteline seondumistugevus. Skaalade koigi lihendite absoluutsed logK,ss vddrtused
on arvutatud vihimruutude meetodil, kusjuures skaalade ankurdamispunktideks on
voetud indolokarbasooli logKsss védrtused erinevate anioonide suhtes. Tulemuste
kooskolalisust ehk moddetud AlogKass vadrtuste ja méadratud absoluutsete logKass
vadrtuste kokkulangemist saab hinnata kooskdlalisuse standardhélbe s jargi [29]. See
leitakse jargmise valemiga:

SS

NMm—MNa

(13)

, Kus nn on AlogKgyss vadrtuste modtmiste arv ja n, on leitud absoluutsete 10gKass
vadrtuste arv. Kooskdlalisusparameeter S on seega koigi moddetud suhteliste

afiinsuste keskmine méddramatus standardhdlbe kujul esitatuna.
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Trimetiiiilatsetaatiooni seondumise skaala koostamiseks uuriti seitsetteistkiimmet
stinteetilist ~ retseptormolekuli. 16  AlogKas véddrtust on  leitud UV-Vis
spektrofotomeetrilise meetodiga ning 21 TMR-spektromeetrilise meetodiga, kusjuures
kahte AlogKsss véartust on mdododetud molema meetodiga. Selliselt saadud
trimetiililatsetaadi ~ seondumisafiinsuste  skaala on  toodud  Tabelis 2.
Trimetiitilatsetaatiooni seondumise skaala ulatuseks on 2,31 logK,ss tihikut ning
kooskolalisusparameeter s = 0,05 logKgss tihikut. Kui téddelda TMR ja UV-Vis

mootmisi eraldi, siis on S vaartused vastavalt 0,002 ja 0,03 logK,ss ihikut.

Tabel 2. Trimetiiiilatsetaatiooni seondumise skaala.?

Retseptormolekul logKass u®  ul U° (k=2) AlogK s

1,3-biskarbasoliiiiluurea 538 0.02 0.05 0.09 5

1,3-bisindoliiiiluurea 515 0.03 0.05 0.10 5

3,4,4'-Cly-difeniiiiluurea 424 002 0.04 0.9 =

RM-18 410 0.01 0.04 0.08 .

4-NO,-indolokarbasool 407 006 0.07 0.14 -0 T l

1-(3-NO,-feniiiil)- 3- feniiiiluurea 401 005 0.06 0.12 =T =

2,9-(BuOCO),-indolokarbasool 394 0.06 0.07 0.14 =

2,7-(BuOCO),-indolokarbasool 391 0.03 0.05 0.09 Py

1-(3-C5HsN-(CH,)3-OCO)-3-feniiiiluurea ~~ 3.74  0.02 0.04  0.08 s

2-CH;-CO-CH,-OCO-indolokarbasool 366 003 0.05 010 - ==
2-(4-NO,-CgHy-CH,-OCO)-indolokarbasool 3.65 0.08 0.09  0.18 -0

2-BuOCO-indolokarbasool 3.62 0.04 0.05 0.11 ——o A 3—— 0 = I
2-CgHs-CH,-OCO-indolokarbasool 351 0.04 0.06 0.11 . 48041 =
1,3-difentiiiliurea 345 0.03 0.05 0.10 AT— 0.3
Indolokarbasool 335 0.04 0.5 0.11 26 48 l =
2,9-(OCHj3),-indolokarbasool 323 0.04 0.06 0.11 l |

1-Cl-indolokarbasool 3.08 0.08 0.09 0.18 l

# Kastikestega mirgistatud AlogKas védrtused on méiratud UV-Vis meetodil. Solvent: UV-
Vis spektrofotomeetriliste modtmiste korral 0,5% (m/m) veesisaldusega dimetiiiilsulfoksiid,
tuumamagnetresonants-spektromeetriliste mootmiste korral  0,5% (m/m) veesisaldusega
deutereeritud dimetiiiilsulfoksiid. Absoluutsed logK,s védirtused on leitud skaala
ankurdamisel indolokarbasooli logK,ss vaartuse kiilge.

® Esimesel arvutusmeetodil leitud standardméiramatuste hinnangud. ¢ Teisel arvutusmeetodil
leitud standardmédramatuste hinnangud; laiendméaramatus 95% usaldusnivool.

Bensoaatiooni seondumise skaala koostamiseks uuriti neljateistkiimmet siinteetilist
retseptormolekuli ning koik 23 AlogKass vaartust leiti TMR-spektromeetrilistest
mootmistest (Tabel 3). Bensoaadi skaala ulatuseks on 1,52 logKsss iihikut ning

kooskolalisusparameeter s = 0,002 logK s tihikut.
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Tabel 3. Bensoaatiooni seondumise skaala.?

Retseptormolekul l0gKass u Ul U (k=2) AlogK 46
1,3-biskarbasoliiiiluurea 4.14 0.01 0.05 0.09

1,3-bisindoliiiiluurea 407 001 0.05 0.09 -055 oo l

3,4,4'-Cls-difentiiiluurea 359 0.01 005 0.09 Py S lv
2,9-(BuOCO),-indolokarbasool 323 001 005 0.09 ok

RM-18 318 0.01 0.05 0.09 i ]

2,7-Cl,-indolokarbasool 313 0.01 005 0.09 0.14——0.58 ok
2-CHs-CO-CH,-OCO-indolokarbasool 305 001 005 0.09 1.30 o
2-(4-NO,-CgH,-CH,-OCO)-indolokarbasool  3.04  0.01 0.05 0.09 -047—0.14 0.90 o
2-BuOCO-indolokarbasool 3.01 0.01 005 0.09 s ok
2-CgHs-CH,-OCO-indolokarbasool 300 0.01 005 0.09 A

1,3-difeniitiluurea 2.88 0.01 0.05 0.09 0_#1 2 u.33*0123 0.42-
Indolokarbasool 277 0.01 005 0.09 4 5
2,9-(OCHjy),-indolokarbasool 269 001 005 0.09

1-Clindolokarbasool 262 0.01 005 0.09

& Solvent: 0,5% (m/m) veesisaldusega deutereeritud dimetiiiilsulfoksiid. Absoluutsed logKgss
védrtused on leitud skaala ankurdamisel indolokarbasooli logK, vdirtuse kiilge. b Esimesel
arvutusmeetodil leitud standardmédramatuste hinnangud. © Teisel arvutusmeetodil leitud
standardmiiramatuste hinnangud; laiendmiiramatus 95% usaldusnivool. K&ik juhusliku
madramatuse efektid iimardati iilespoole.

Laktaatiooni seondumise skaala koostamiseks uuriti kuutteistkimmet siinteetilist
retseptormolekuli ning koik 27 AlogK,s vairtust leiti TMR-spektromeetrilistest
modtmistest (Tabel 4). Laktaadi skaala ulatuseks on 1,43 logKgass tihikut ning

kooskdlalisusparameeter s = 0,02 logKsss tihikut.

Tabel 4. Laktaatiooni seondumise skaala.?

Retseptormolekul l0gKass u”  ul U°(k=2) AlogK 4

1,3-biskarbasoliiiiluurea 322 0.02 0.08 0.16

1,3-bisindoliiiiluurea 317 001 0.08 0.16 ]

3,4,4'-Cly-difeniiiiluurea 286 001 0.08 0.16 p-

2,9-(BuOCO),-indolokarbasool 252 0.01 0.08 0.15

RM-18 251 0.02 0.08 0.16 -0ss 042

RM-19 247 002 008 0.16 - e 0.08

2,7-Cl,-indolokarbasool 244 0.01 0.08 0.15 1. 13—0.85

1-(3-C5HsN-(CHy)3-OCO)-3-feniiiiluurea 244 001 008 015 14 = - 0.44-
2-CH;-CO-CH,-OCO-indolokarbasool 236 0.02 0.08 016 111+ 110103 -
2-BuOCO-indolokarbasool 235 0.01 0.08 0.16 A= 0.33
2-(4-NO;-C¢H,-CH,-OCO)-indolokarbasool  2.33  0.01 0.08 0.15 -o1 A

2-CgHs-CH,-OCO-indolokarbasool 233  0.02 0.08 0.16 o o .,]11——
1,3-difeniiiiluurea 223 0.01 008 015 p A
Indolokarbasool 214 001 008 015 ok i

2,9-(OCHyg),-indolokarbasool 211 0.01 0.08 015 i

1-Clindolokarbasool 179 0.01 0.08 0.15

% Solvent: 0,5% (m/m) veesisaldusega deutereeritud dimetiitilsulfoksiid. Absoluutsed logKas
véartused on leitud skaala ankurdamisel indolokarbasooli logK, viirtuse kiilge. b Esimesel
arvutusmeetodil leitud standardmisramatuste hinnangud. © Teisel arvutusmeetodil leitud

standardméidramatuste hinnangud; laiendmédiramatus 95% usaldusnivool.
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3.2. Indolokarbasooli absoluutse seondumise mootmine

Omistamaks uuritud siinteetilistele retseptoritele absoluutseid l0gKass védrtusi, peavad
skaalad olema ankurdatud mone sellise retseptormolekuli kiilge, mille absoluutne
logKass on vastavas DMSO ja vee segus teada. Kéesolevas to0s valiti koigi
karboksiilaatioonide korral ankurpunktiks indolokarbasool, mille absoluutne logKsss
véaartus mooddeti UV-Vis spektrofotomeetrilisel meetodil iga aniooni suhtes vahemalt
kolmel erineval pédeval. Igal moGtmisel saadud andmekomplektile rakendati kolme
erinevat arvutusmeetodit [30]. Indolokarbasooli absoluutsed logKas véartused

erinevate karboksiilaatioonidega seondumisel on toodud Tabelis 5.

Tabel 5. Indolokarbasooli logK,ss védrtused erinevate karboksiilaatioonide korral.

Anioon Abs 10gK as? s n°
Trimetuulatsetaatioon 3,35 0,05 3
Bensoaatioon 2,77° 0,05 2
Laktaatioon 2,14 0,08 5

# logK s viidrtused on sdltumatute mddtmiste aritmeetilised keskmised.
® Paralleelmddtmiste standardhilbed ja korduste arvud. © logK.s vddrtus on madratud TMR
meetodil doktorant S. Kadam’i poolt.

3.3. Absoluutsete logK s vaartuste maidramatuse

hinnangud

Kooskdlalisusparameeter S kirjeldab AlogKsss vairtuste kokkusobivust lihe skaala
ulatuses, kuid see ei viljenda iiksikute retseptormolekulide logK,ss vaartuste
mootemadramatusi.  Voimalikest  koOrvalreaktsioonidest, aktiivsuskoefitsientide
méadramisest ja kasutatud ainete ebapuhtusest tulenevaid mooteméadramatusi on raske
kvantiseerida [29] ning seetdttu oleks méddramatuse hindamine klassikalisel ISO GUM
meetodil keeruline. To0s kasutati iildisemat kasitlust, kus absoluutsete logKgss

védrtuste madramatused leiti jirgmise valemi jérgi:

u.(logK,s)=+ u( Y. AlogK,)?+ u(ankurdamine)?+ u(siistem)? (14)

, kus UG AlogKass) hindab AlogK,ss mootmiste juhuslikke efekte, u(ankurdamine)

véljendab juhuslikke efekte, mis tulenevad skaala ankurdamisest ning u(stistem)
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véljendab ankuriihendi ehk indolokarbasooli absoluutse logKss vadrtuse mdotmisest
pohjustatud siistemaatilisi efekte. u(> AlogKsss) on iiksiku retseptormolekuli AlogKass
vaartuste mootmiste standardhdlve. Maidramatuse komponendi u(ankurdamine)
hinnanguna kasutame ankruaine absoluutsete K, vadrtuste standardhélvet iile
erinevate paevade ja erinevate arvutusmeetodite. Madramatuse komponendi U(stistem)
vadrtuseks hinnati 0,03 logK,ss tihikut, vottes arvesse meie todgrupi pikaajalist

kogemust sarnaste modtmiste méadramatuste hindamisel.

Absoluutsete logK,ss vadrtuste mddtemédramatusi arvutati kahel viisil. Esimesel juhul
arvestati ainult AlogK,ss védrtuste modtmiste modtemadramatust selliselt, et vorrandi
(14) teine ja kolmas liige voeti vordseks nulliga. Teisel arvutusviisil kaasati ka skaala
ankurdamisest tingitud juhuslikud efektid ja absoluutse logKsss vdédrtuse médramise

siistemaatilised efektid.

Esimese arvutusmeetodiga leitud mdotemédramatused kirjeldavad, kui tipselt
(kordustdpsuse moistes, [38]) on voimalik suhtelise mddtmismeetodiga logKass
véddrtusi moodta ja on seega sobivad modteméddramatuste hinnangud samale skaalale
kuuluvate erinevate iihendite logKsss vaartuste vordlemiseks. Teise arvutusmeetodiga
leitud modtemédramatused kirjeldavad, kui tidpselt on kasutatud solvendis voimalik
madrata absoluutseid seondumiskonstante ja on sobivad selles t60s leitud absoluutsete
logKass  védrtuste  vordlemiseks teiste  toOgruppide madratud absoluutsete
seondumiskonstantidega. Absoluutsete logK,ss véadrtuste standardméddramatuste
hinnangud on toodud iga skaala kolmandas ja neljandas tulbas (Tabel 2, Tabel 3 ja
Tabel 4).

3.4. Uuritud retseptorite afiinsuste vordlemine

3.4.1 Asendusriihmade mdju afiinsustele

Uuritud retseptorite hulka kuuluvate asendatud uureate ja indolokarbasoolide
asendusriihmad mojutavad karbokstilaatioonide seondumist elektroonsete ja steeriliste
efektide kaudu [17]. Kdigi eelduste kohaselt elektronaktseptoorsete riihmade lisamine
soodustab retseptorite seondumist aniooniga, kuna vesiniksideme-donoorsete NH
rihmade vesinikuaatomid on sel juhul tugevamini positiivselt polariseeritud ning

vastavad rithmad seeldbi tugevamad vesiniksideme doonorid. Koigil kolmel skaalal
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on niha, et kloro- ja nitro-asendatud iihendite seondumisafiinsused on kdrgemad kui
elektrondonoorsete asendajatega (nt metoksii-) iihenditel. Néiteks trimetiitilatsetaadi
skaalas on nitrorihmaga indolokarbasooli ja asendamata indolokarbasooli
seondumistugevuste erinevus 0,72 logKas thikut ja bensoaadi skaalas on
indolokarbasooli ja 2,7-Cl,-indolokarbasooli seondumistugevuste erinevus 0,36
logKss tihikut. Seevastu on karboksiilaatioonide seondumine 1-Cl-indolokarbasooliga
ndrgem kui indolokarbasooliga, sest elektronaktseptoorsed rithmad positsioonidel 1 ja
10, millel on negatiivne osalaeng, vdhendavad anioonide seondumist
seondumistsentris tekkiva laengute tdukumise ning samuti steerilise takistuse tottu.
Resonantsmehhanismi tdttu kditub metoksii-riihm asendites 2 ja 9 elektronide
doonorina, vihendades NH riihma vesiniku positiivset polarisatsiooni ja muutes NH
rihma ndrgemaks vesiniksideme doonoriks. Seevastu induktsiooniefekti tdttu on
metoksii-rithm elektronide aktseptor, tdstes NH riihma vesiniksideme-donoorset
voimet. Nende kahe efekti kombinatsioonina resonants efekti vdimaldav metoksii-
asendusriihm indolokarbasool-retseptorite seondumistugevust oluliselt ei mdjuta ning
seetdttu on indolokarbasooli ja 2,9-(OCHjs),-indolokarbasooli seondumisafiinsused
sarnased.

Mootmistulemused kinnitavad, et lisades indolokarbasooli molekulile estersideme
abil mahukamaid asendusriihmi, vastavate retseptorite afiinsus karboksiilaatioonide
suhtes suureneb. 2,9-(BuOCO),-indolokarbasooli seondumine bensoaatiooniga on

0,46 logKss tihiku vorra tugevam kui asendamata indolokarbasooliga.

3.4.2 Retseptorite afiinsus erinevate karboksiilaatioonide suhtes

Stinteetiliste retseptorite suhteliste afiinsuste muutused erinevate
karbokstilaatioonidega seondumisel on hésti jélgitavad Joonise 5 abil. Lisaks antud
t00s uuritud laktaat-, bensoaat- ja trimetiiiilatsetaatioonile on joonisele kantud ka meie
to0grupis varasemalt mdodetud atsetaatiooni absoluutsed seondumiskonstandid [31],
mis on leitud samuti UV-Vis ja TMR suhtelisel mdotmismeetodil, kasutades samu
tootingimusi ja solventi. Joonisele 5 on kantud retseptorid, millele on omistatud

seondumiskonstandid kdigi nelja aniooniga.

Modtmistulemused toetavad eeldust, et retseptorite afiinsused olenevad suuresti
aniooni aluselisusest. Laktaatiooni kui kdige ndorgemate aluseliste omadustega aniooni

seovad retseptorid iildiselt kdige ndrgemini ning trimetiiiilatsetaatiooni kui koige

31



aluselisemat aniooni seovad retseptorid tldiselt koige tugevamini. Kdigi anioonide
korral on korgeima afiinsusega retseptormolekulid 1,3-biskarbasoliiiiluurea (16) ja
1,3-bisindoliiiiluurea (17). Enamikku anioone seob retseptor 16 veidi tugevamini,
kuid atsetaatiooni seob tugevamini retseptor 17. Karbasoliiiilrithm on indoliiiilrithmast
hiidrofoobsem ja on vdimalik, et esineb moningane hiidrofoobne vastasmdju, mis
toetab retseptori 16 ja hiidrofoobset saba omavate anioonide seondumist. Seda
iseloomustab 1,3-biskarbasoliiiiluurea seondumine trimetiiiilatsetaadiga, kus vorreldes
ithendiga 17 on seondumisafiinsus korgem 0,23 logKjs tihikut.

Valides retseptorpaariks 2,9-(BuOCO),-indolokarbasooli (4) ja RM-18 (18) on
viimasel korgem afiinsus trimetiiiilatsetaatiooni suhtes. Seda seletab iihendi 18
suurem liikkumisvabadus:  feniiiilriihmade roteerumine sobivasse asendisse
stabiliseerib kompleksi trimetiiiilatsetaadiga nii hiidrofoobsete kui ka steeriliste
efektide abil.

1-Cl-indolokarbasooli retseptormolekuli (6) seondumine atsetaatiooniga on madalam,
kui vOiks eeldada atsetaadi aluseliste omaduste jargi.

Retseptoritel 11 ja 9 on kdigi anioonide suhtes vdga sarnased seondumisafiinsused.
logKass vaartused erinevad vaid 0,03 kuni 0,01 tihikut. Samuti on retseptorite 8 ja 10
afiinsused sarnased, kuigi vdike erinevus tekib trimetiiiilatsetaadi seondamisel, kus
ithendi 8 teises positsioonis asuv elektronaktseptoorne hiidrofoobse sabaga BuOCO-

rihm soodustab eelistatult just trimetiitilatsetaadi seondumist.
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Joonis 5. Siinteetiliste retseptorite afiinsuste muutused seondumisel laktaat-, bensoaat-,
atsetaat- ja trimetiiiilatsetaatiooniga. Iga aniooni korral on ankurpunktiks indolokarbasooli
logKss vadrtus.
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3.5. Kasutatud meetodi eelised ja rakendatavus

Kéesolevas t00s kasutatud suhteliste afiinsuste mddtmismeetodil on mitmeid eeliseid
vorreldes absoluutmoodtmistega. Retseptorite seondumiste erinevuste modtmine on
absoluutmodtmisest tdpsem, sest selliselt modtes kaovad éra (taanduvad vélja)
mitmed médramatuse allikad, kuna nad mdjutavad molemat retseptormolekuli samas
lahuses samal maédral. Sellised on niiteks lahuses oleva retseptori solvatatsiooni- ja
assotsiatsiooniastme ning kasutatava solvendi koostise muutused. Suhteliste afiinsuste
mootmismeetodi tookindluse tottu voimaldab see paremini vorrelda erinevates
laborites maératud retseptor-anioon seondumiskonstante, seejuures ka nende
konstantide viikesi erinevusi.

Koostatud skaalade vidga head kooskdlalisused kinnitavad, et suhteline
mdootmismeetod on retseptor-anioon seondumiskonstantide leidmiseks edukalt
rakendatav, kuna selliselt on vdimalik eristada  retseptoreid, mille
seondumistugevuste erinevus on vdhem kui 0,05 logKsss thikut. Vorreldes
absoluutmodtmistega on see detekteeritav erinevus mirgatavalt madalam.
Trimetiiiilatsetaatiooni skaala koostamisel kasutatud UV-Vis ja TMR mdotmiste
kooskdlalisus  kinnitab mdlema meetodi sobivust suhtelise modtmismeetodi
rakendamiseks ning vdimaldab kahe meetodiga leitud seondumiskonstante kanda
ihele skaalale. Sama jarelduseni jouti ka atsetaatiooni uurimustoos [31], mis kinnitab,
et vaatamata kasutatavate kontsentratsioonide erinevusele, pole suhtelise mdodtmise
korral praktiliselt oluline, kumba meetodit suhteliste seondumiskonstantide
leidmiseks kasutatakse.

TMR meetodiga vdrreldes, voimaldab UV-Vis meetodi kdrgem tundlikkus kasutada
seondumiskonstantide mdotmisel viiksemaid ainete koguseid ja madalamaid
kontsentratsioone. UV-Vis meetodi kasutamiseks on vajalik valida solvent, mis ei
oma uuritavas lainealas neelduvust ning kromofoorse riihmaga retseptorid, mille
spekter aniooniga seondumisel muutub. Samas TMR meetodiga ei pea registreerima
puhaste ainete spektreid ning korraga saab mdota ronkem kui kahe retseptori suhtelist
afiinsust. TMR meetodi eelisteks on ka arvutusmeetodi lihtsus ning véimalus jélgida
erinevaid kdorvalprotsesse. Skaalade kooskodlalisusparameetrid kinnitavad, et TMR

meetodiga on vdimalik seondumiskonstante tdpsemalt méérata.
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Stinteetiliste retseptorite seondumisskaalade koostamine

lihtsamatele karboksiilaatioonidele

Kerli Martin

Kokkuvote

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli méérata rea lihtsate siinteetiliste retseptormolekulide
seondumisafiinsused kolme struktuurselt erineva karboksiilaatiooni suhtes, kasutades
suhtelist modtmismeetodit, mis voimaldab eristada retseptoreid, millel on 1dhedane
afiinsus uuritava aniooni  suhtes.  Siintectiliste  retseptorite  kooskolalised
seondumisskaalad  koostati trimetiitilatsetaat-, bensoaat- ja laktaatioonile.
Seondumisafiinsuste erinevusi (AlogKass vaértusi) moddeti spektrofotomeetrilise (UV-
Vis meetod) ja tuumamagnetresonants-spektromeetrilise (TMR meetod) tiitrimise
meetoditega.

UV-Vis ja TMR meetodeid rakendati erinevate indolokarbasooli- ja uurea-pohiste
retseptorite suhteliste seondumistugevuste mddtmiseks vastavalt 0,5% veesisaldusega
dimetiitilsulfoksiidis voi 0,5% veesisaldusega deutereeritud dimetiitilsulfoksiidis.
Trimetiiiilatsetaatiooni seondumisafiinsust moddeti molema meetodiga ja koostatud
skaala katab logKss vahemikku 3,1 kuni 5,4 kooskolalisusparameetriga s = 0,05
logKass tihikut, mis nditab head kooskdla TMR ja UV-Vis mddtmiste vahel.
Bensoaatiooni seondumisafiinsust moddeti TMR meetodiga ja koostatud skaala katab
logKass vahemikku 2,6 kuni 4,2 kooskdlalisusparameetriga S = 0,002 logK,gs tihikut,
mis demonstreerib TMR meetodi kdrget tdpsust. Laktaatiooni seondumisafiinsust
mdodeti TMR meetodiga ja koostatud skaala katab logK,ss vahemikku 1,8 kuni 3,2
kooskolalisusparameetriga s = 0,02 logK,ss tihikut, mis néitab head kooskola erinevate
AlogKass mootmiste vahel. Absoluutsete logK,ss Vadrtuste leidmiseks ankurdati skaalad

vahetult moddetud asendamata indolokarbasooli absoluutsete logK s vaartuste kiilge.

Koostatud skaalad nditavad modtmistulemuste vaga head kooskolalisust ja kinnitavad,
et suhteliste seondumisafiinsuste modtmise meetod sobib siinteetiliste retseptorite

seondumiskonstantide méaiaramiseks.
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Building Binding Scales of Simple Carboxylate anions

by Synthetic Receptors

Kerli Martin

Summary

The aim of this work was to determine binding affinities of a number of simple
synthetic molecular receptors for three carboxylate anions of different structure using
relative binding affinity measurement method which enables differentiating between
receptors having similar binding affinities towards a particular anion. Self-consistent
scales of binding of trimethylacetate ion, benzoate ion and lactate ion by different
synthetic receptors were constructed. Differences in binding affinities (AlogKass
values) were measured using spectrophotometric (UV-Vis method) and nuclear
magnetic resonance spectrometric (NMR method) titration approaches.

UV-Vis and NMR methods were applied for the binding strength measurement of
different indolocarbazole-based and urea-based receptors towards three carboxylate
ions in dimethyl sulfoxide containing 0.5% of water or deuterated dimethyl sulfoxide
containing 0.5% water, respectively. Trimethylacetate binding affinity was measured
using both methods and the constructed scale covers a range from 3.1 to 5.4 logKass
units with consistency parameter s = 0.05 logK,ss units, which shows good agreement
between the measurement results obtained using NMR and UV-Vis technique.
Benzoate binding affinity was measured using the NMR method and the constructed
scale covers a range from 2.6 to 4.2 logK,ss units with consistency parameter s = 0.002
logKass units, which demonstrates the high precision of the NMR method. Lactate
binding affinity was measured using NMR method and constructed scale covers a
range from 1.8 to 3.2 logKass units with consistency parameter s = 0.02 logKass UNits,
which shows good consistency between different logK,ss value measurements.
Absolute logK,ss values were determined by anchoring the scale to directly measured

logKass values of unsubstituted indolocarbazole.

The constructed scales indicate high consistency of the results and confirm the
suitability of the relative binding approach for the determination of binding affinities
of synthetic receptors towards anions.
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4. Lisad

Lisa 1. UV-Vis spektrofotomeetrilise tiitrimise arvutusmeetodid.

UV-Vis spektrofotomeetrilisel tiitrimisel on retseptorite RiH ja R,H seondumised
aniooniga tasakaalulised protsessid (vorrand 1) ning spektrite andmetest saab leida
mdlema kompleksi dissotsiatsiooniméadrad valemiga (9). Solvent vordluskiivetis
kompenseerib solvendist pdhjustatud neelduvuse ning A* vdtab arvesse, et optiline
teepikkus | on koigi iihendite jaoks sama. Retseptoritele arvutatakse AlogKss vaértus

igas tiitrimispunktis.

Lambert-Beer’i reegli jargi on iihikulise optilise teepikkuse korral lainepikkusel 4

ithendi X neelduvus véljendatav valemiga:
Ay = &[X] (15)

, kus &} on ithendi X molaarne neeldumistegur lainepikkusel 4 ja [X] on iihendi X
kontsentratsioon lahuses. Olukorras, kus lahuses on kaks osaliselt dissotsieerunud
retseptor-anioon kompleksi RiHA™ ja R,HA™ ning kui anioon lainepikkusel 1 valgust
ei neela, on neelduvus avaldatav jargmiselt:

A* = ¢2(R;HA)[R,HA™] + ¢*(R;H)[R,H] +

+&* (R,HA™) [RoHA™| + e2 (R, H)[RH] (16)

Teades, et retseptori summaarne kontsentratsioon lahuses on vaba retseptori ja
retseptor-anioon kompleksi kontsentratsioonide summa ning vottes selle iihikuliseks
suuruseks, saab retseptor-anioon komplekside tasakaalulisi kontsentratsioone
avaldada valemitega:

[RiHAT] =1 -[RiH]

[R:HATT =1 - [RoH] a7

40



Seejarel saab avaldada varrandi (16) muudetud kujul:

a* = e (RyHA") + &% (R,HA") + [* (R H)- e* (RyHA™)| [RyH] +
+ [e*(R,H)- % (R,HA")| [R,H] (18)

Kui lahuses on ainult vaba retseptor, siis valem (18) lihtsustub:
A* = [RiH]e*(R;H) + [R,H]e*(RoH) (19)

Selle vorrandi paremat poolt saab avaldada vaba retseptorina esinevate puhaste
tihendite neelduvuste korrutamisel koefitsientidega c; ja Cp, mis on vastavalt segus
olevate R;H ja R;H kontsentratsioonide ja puhaste iihendite lahuste
kontsentratsioonide suhted. Olukorras, kus kumbki retseptor pole trimetiiiilatsetaadiga

seotud, on [RyH] = 1 ja [RoH] = 1 ning & viirtuseid saab arvutada jirgmiselt:
SA(RlH) = ClAl(Raluh) (20)
SA(RZH) = CZAA(RZHpuh) (21)
Eeldusel, et & # 0, on koefitsiendid c; ja c, kogu lainepikkuste vahemikus
konstantsed. Kombineerides valemid (19), (20) ja (21), saab c; ja ¢, arvutada tihendite
segu vaba retseptorvormi spektrist ja molema retseptori puhta {ihendi vaba

retseptorvormi spektrist, minimeerides valitud lainepikkuste vahemikus vdhimruutude

summat:

2
S, = XA~ c; AM(RyHpyn)- c2A* (RyHpun) | (22)

Kui mdlemad retseptorid on trimetiiiilatsetaadiga tdielikult komplekseerunud, siis

sarnaselt valemile (19), saab segu neeldumise avaldada valemiga:

4* = [RyHA"| e (RyHA) + [RoHA"| €% (R,HA") (23)
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Sarnaselt eelnevale, kui retseptormolekulid on lahuses ainult retseptor-anioon

kompleksi kujul, saab vorrandi (23) parema poole avaldada selliselt:

e (R1HA-) = ¢, AM(RyHA pup) (24)

e* (RHAT) = A% (RpHA pup) (25)

Kasutades valemeid (9), (20), (21), (24) ja (25) saab jargnevalt valemisse (18) sisse
tuua  retseptor-anioon kompleksidele = R;HA™ ja RHA  vastavad
dissotsiatsioonimédrad a; ja op, kontsentratsioonide suhted c; ja ¢, ning ihendite

puhaste vormide neelduvused:

A = ¢, A (RyHA b ) + A% (RGHA b ) +a 0y [Al(Raluh)—Aﬂ (RlHA‘puh)]+
+a,c, [Al(Rszuh)- A% (RZHA‘puh)] (26)

o1 ja op arvutamiseks saab vorrandi (26) kirjutada kahe-parameetrilise lineaarse

regressiooni mudeli kujul jargmiselt:

At~ c; A*(R{HA pun ) - 24 (RyHA pun) = aq61[A*(RyHpun)- A*(RyHA pun )| +
+ayc, [Al(Rszuh)-Aﬂ (RZHA‘puh)] 27)

o1 Ja op arvutamiseks valitud lainepikkuste vahemikus aniooni erinevate
kontsentratsioonide korral kasutatakse neelduvuste vahede ruutude summa

minimeerimist vastavalt jargmisele vorrandile:

Ss = Z{Aﬂ- ¢ A*(RyHA pyn ) - c2A*(RyHA pun )-
A

— a6, [A*(RyHpun )- A*(RyHA pun) |- @262 [A* (R Hpun ) - AA(RZHA‘puh)]}Z
(28)
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Lisades eelnevale valemile vabaliikme bo, saadakse kolme-parameetrilise lineaarse

regressiooni mudel:

At c; A*(RyHA pun ) - c2A* (RyHA pun) = aq64[A*(RyHpun )- A*(RyHA pun )| +

ta,c; [AA(RZHpuhas) - Al (RZHA_puhas)] + bo (29)

Arvutused vorranditega (27) ja (29) annavad iildjuhul sarnaseid tulemusi. Vorrand
(29) voimaldab arvesse votta ka puhta ithendi ja segu spektri mdotmiste vahel
tekkivat baasijoone nihkumist. Leitud dissotsiatsiooniméérasid a; ja a, kasutades saab

AlogKgss vadrtuse arvutada valemiga (10).
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Lisa 2. Uhendite UV-Vis tiitrimise spektrid.
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1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

2,9-(BuOCO),-indolokarbasool

e OJ\/

260

310

360 410 460 510 560

Lainepikkus (nm)

Neelduvus

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

4-NO,-indolokarbasool

260

310

360 410 460 510 560 610
Lainepikkus (nm)

45



2,7-(BuOCO),-indolokarbasool
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2-BuOCO-indolokarbasool
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2-CzH;-CH,-OCO-indolokarbasool
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Lisa 3a. Trimetiiiilatsetaadi TMR tiitrimise spektrid.
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CH;-CO-CH,-OCO-indolokarbasool; Indolokarbasool; RM-18
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2-BuOCO-indolokarbasool; 1,3- biskarbasoh'iiiluurea 1,3-difentitiluurea
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Lisa 3b. Bensoaadi TMR tiitrimise spektrid.
2-CgHs-CH,-OCO-indolokarbasool; Indolokarbasool; 1,3-difentiiiluurea
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2,7-Cl,-indolokarbasool; 3,4,4'-Cls-difeniiiiluurea; 1,3-biskarbasoliiiiluurea
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2-BuOCO-indolokarbasool; 2 9-(OCH3)2-indolokarbasool' 3.4 4'-CI3-difenii1‘iluurea
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2-(4-NO,-C¢H4-CH,-OCO)-indolokarbasool; 1-Cl-indolokarbasool; 1,3-difeniiiiluurea
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Lisa 3c. Laktaadi TMR tiitrimise spektrid.
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2-(4-NO,-C¢H4-CH,-OCO)-indolokarbasool; 1-Cl-indolokarbasool; 1,3-difeniiiiluurea
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2-C¢Hs-CH,-OCO-indolokarbasool; 2,9-(OCHjs),-indolokarbasool; 1,3-biskarbasoliiiiluurea
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2,9-(BuOCO),-indolokarbasool; Indolokarbasool; 3-(CsHsN-(CH,)s-OCO)-indolokarbasool
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2-BuOCO-indolokarbasool; Indolokarbasool; RM-19
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