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SISSEJUHATUS

Tuumamagnetresonants (TMR) on spektroskoopia meetod, millel on laialdased
rakendused loodusteadustes, tddstuses ja meditsiinis. [1] Spektroskoopia uurib
absortptsiooni ehk kiirgust ja selle vastastikmdju ainega ehk siis kiirgust, mis kannab
aine kohta infot. [2] TMR-i puhul kasutatakse suurt magnetit, tihti on see (lijuht
magnet, et uurida aatomituumade spinne raadiosageduslainete ehk elektromagnetilise
kiirguse abil, mis vdimaldab jalgida tuumaenergia tasemete vahelisi Gleminekuid ehk
resonantsi. [3] [4] [5] [6] Resonants tahendab kahe sarnase sageduse omavahel
sobitamist [7] ning kui asetada tuumad neile omasesse energiavalja siis resoneerimisel
need neelavad energiat. Erinevatel sagedusetel resoneerivad molekulis erinevad
aatomid ja vastavalt nende tuumad, seega saab vaga tapselt uurida molekulide
struktuuri. TMR avastati 1946. aastal ja on kasutatud paljudes erinevates uuringutes

ning sellele teadus- ja uurimisvaldkonnale on antud 6 Nobeli preemiat. [3] [4] [5] [6]

Aatomituumade spinn ja resonantsenergia soOltub nende magnetilistest omadustest.
Selle juures on tahtis, et lokaalse elektroonilise keskkonna tottu vdivad tuumad
erinevates magnetvaljades sattuda varjestusse, mis mdjutab nende energiatasemeid.
TMR-spektrid peegeldavad molekulide struktuuri ja keemilist keskkonda vastavalt
detekteeritud keemilistele nihetele. Viimased on otseses seoses molekulis paiknevate
tuumade resonantssagedustega. [3] [4] [5] [6] Vastavalt resonantssagedusele ja selle
muutumisele TMR spektris, on vdimalik maarata “vOo0rustaja-kilaline” komplekside
sidestumistugevust. Kui suuremad muutused tekivad vaikeste kontsentratsiooni

W, v

muutuste tottu, on sidestumine “vddrustaja” ja “kilalise” vahel tugev, ning ka vastupidi.

Tiitrimisel ehk erineval kontsentratsioonil mootmised voimaldavad kindlaks maéarata

W, v

vOorustaja” ja “kilalise” vahelise sidestuskonstanti suuruse. [8] [9]

Selle t06 eesmark oli uurida makrotsiikleid ja nende sidestumist “kilalismolekulidega”.
Makrotstikkel ehk “vddrustaja”, mida selles t66s kasutasime oli 4-sulfokaliks[4]areen ja
uuritavad “kulalismolekulid”, mis véimaldavad tekitada makrotsiikliga funktsionaalseid

komplekse, olid erinevate orgaaniliste asendajariihmadega ammooniumisoolad.

Kaliksareen on makrotstkkel (voi tsikliline oligomeer), ehk makrotsikliliste orgaaniliste
Uhendite klassi kuuluv Ghend, millel on tassi vdi pokaali kuju. Mdiste "calixarene" on
tuletatud kreekakeelsest sGnast "calix" vdi "chalice", mis tdhendab tassi voi pokaali ning
inglisekeelsest sdnast "arene", mis viitab aromaatsele struktuurile. Neid Uhendeid
iseloomustab tsukliline struktuur, mille moodustavad tavaliselt tassi laias servas olevad

fenoolsed Uksused ja need vdivad sisaldada ka muid funktsionaalseid rihmi. [10] [11]

Selles t66s kasutatud kaliksareenis paiknevatel fenoolsetel riihmadel olid sisse viidud
sulforihmadega asendajad, mille happelised prootonid sai asendada naatriumi

katioonidega. Tekkinud anioonsed sulfaadid lahustusid metanoolis ja t66 eesmargiks oli
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uurida selliselt asendatud kaliksareenide sidestumisomadusi, et neid arendada ravimite

vOi sensor- ja filtermaterjalidena.

Fenoolsed riihmad on Uks rohkeim uurituid fltokemikaale ning need esinevad peamiselt
taimedes. [12] Kaliksareenidel on hiidrofoobsed 80nsused, mis mahutavad vaiksemaid
molekule vdi ioone. Seega neid saab kasutada “voorustaja-kilalise” keemias, kuna nad
vOtavad vastu kilalismolekule, moodustades nendega komplekse. [10] [11] [13]
Selliste “vddrustaja-kilaline” komplekside teke vdimaldabki makrotsikleid rakendada

eelnimetatud eesmarkidel.

Toos uuriti kokku 12 “kilalise” sidestumist sulfo-asendatud kaliksareenidega ning 8
“kilalise” puhul oli voimalik maarata sidestuskonstantite tugevus vastavalt 2:1 voi 1:1
mudelile, kus (ks “kilaline” sidestub kahe voi Uhe makrotsiikliga. Vordlus teiste
“kulalismolekulidega” voimaldaks selles t60s kasutatud “kilaliste” kogumi tdiendamisel

ennustada ravimitdostuses otstarvet omavate “kiilalismolekulide” sidestumise tugevust.

Votmesdnad: makrotsikkel, kaliksareen, tuumamagnetresonantsspektroskoopia,

supramolekulaarne keemia, diplomitdd.
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Uute makrotsiiklite siintees ja kaliksareenid

Supramolekulaarse keemia ks pdhiline eesmark on kogu aeg olnud uute makrotsiiklite
siintees. [14] [15] Makrotsitklid koosnevad vahemalt (hest suurest tslklist, mis
koosneb 12 vo6i rohkemast aatomist. [16] [17] [18] Kdige tuntumate makrotsikliliste
molekulide hulka kuuluvad naiteks krooneetrid [19] ja tsiiklodekstriinid [20] ning
hidroksibenseenist saadud makrotsiklid nagu kaliksareenid [21] ja resortsiinareenid
[22]. Suurenev  huvi makrotsiklite vastu tuleneb nende vOimest olla
mudelstisteemideks mitmesuguste mittekovalentsete interaktsioonide, iseenesliku
organiseerumise ja komplekseerumise uurimisel. [23] [24] [25] Selliselt vdivad

makrotsiklid leida rakendust paljudes kasutusalades.

Funktsionaliseeritud voi derivatiseeritud makrotsiiklid, kuhu sisse on viidud asendajad,
toimivad ka platvormidena keerukamatele (supra)molekulaarsetele struktuuridele ning
leiavad rakendust nanotorude [26], sensorite [27] ja supramolekulaarsete katete [28]

koostises ning ka paljudes muudes kasulikes materjalides [29] [30].

Kaliksareenide lilevaade: siintees ja rakendused

Kaliksareenid (joonis 1.1) on metatsiklofaanid, mida tavaliselt kasutatakse
keerukamate (hendite Iloomiseks ja teiste molekulide komplekseerimiseks
"voorustajatena”. [31] [32] Nende nimetus tuleneb kreeka keelsest sdnast "calix", mis
tahendab "vaas", ning inglise keelsest sOnast "arene", mis viitab artllrihmadele
kaliksareeni struktuuris. [10] [11]

Joonis 1.1 Kaliksareeni struktuur [33]

Kaliksareenid on olnud olulise uurimisvaldkonna osaks ule sajandi. 20. sajandi alguses
alanud sinteesi ja struktuuri uurimise perioodid viisid suure huvi tekkeni, mida Gutche
olulised slinteesimeetodid veelgi hoogustasid. Nende Uhendite laialdane kattesaadavus
ja rakenduslik kasutamine tddstuslikes ja akadeemilistes valdkondades on suurendanud

huvi nende vastu. Lisaks nende lihtsale slinteesile teeb neid atraktiivseks ka omadused
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nagu selgelt maaratletud 80nsus, lihthe modifitseerimine ja peaaegu Ioputu erinevate
perekonnalikmete valik. Moiste "perekonnalikmed" hodlmab laia valikut kaliksareeni
suurusi ehk fenooltsuklite arvu ja ka teisi struktuuriliselt seotud molekulide klasside,
nagu asa-, oksa- ja tiakaliksareenid, kirjeldamist. Samuti tuleks mainida
resortsinareene ja sarnaseid (hendeid. Igas perekonnas on vdimalikud erinevad

konformatsioonid, mis lisavad veelgi keerukust ja mitmekesisust. [34]

Aastal 1941 esitlesid Zinke ja Ziegler esmakordselt kaliksareenide siinteesi kaheetapilise
meetodi abil, kus p-tert-butillfenooli ja formaldehlldi kasutati lahteainetena. [35]
Selle slinteesi produkti struktuur maarati 1944. aastal. [36] Edaspidi taiustasid erinevad
uurimisrithmad, naiteks Hayes ja Hunter, kaliksareenide slnteesi. [37] Uued
siinteesimeetodid erinevate kaliksareenide jaoks on valja téotanud Gutche [38],
Kammereri [39], Jabini [40], Hofi [41], Lampre [42], Torrent-Burguesi [43] ja
Markowitzi [44] rihmad.

Kaliksareenid nelja, kuue voi kaheksa aridlihikuga on suhteliselt lihtsasti valmistatavad
ja neid saab eraldada kdrge saagise ja puhtusega. [45] Kaliksareenid, mis sisaldavad
paaritu arvuga arudlihikuid, on keerulisemini slinteesitavad, kuid Puntoriero rihm
saavutas edu veeslahustuva p-tert-butlilkaliksareeni slnteesimisel. [46] Raskesti on
kattesaadavad kaliksareenid, millel on rohkem kui kaheksa ardilihikut. [45]
Kaliksareenid toimivad kunstlike retseptoritena, vdimaldades vaiksemate molekulide
vastuvotmist [47] ning osaledes nanoosakeste stabiliseerimises [48], ravimikandjatena

[49] ja katallusireaktsioonides. [50]

Makrotsiiklite  uurimine on populaarne uurimissuund teadlaste seas, eriti
meditsiinikeemia valdkonnas. Fookus on peamiselt olemasolevate makrotsiklite

omaduste ja rakenduste uurimisel ning uute makrotsiklite stinteesil. [51]

1.2. Supramolekulaarne sidestumine

Supramolekulaarne keemia uurib mittekovalentsete interaktsioonide pdhjal toimuvaid
molekulaarseid seondumise stindmusi. [52] Mittekovalentsed sidemed ei jaga omavahel
elektronide paare [53] ning erinevalt kovalentsetest sidemetest on mittekovalentsed
sidemed poorduvad ja ndrgemad. [54] Neid interaktsioone saab kasutada bioloogilistes
rakendustes, kus nende nork olemus peegeldab rakutasandil toimuvaid protsesse. [55]
Erinevaid mittekovalentseid protsesse on vdimalik mdjutada, kontrollides ja suunates
neid valiste tegurite abil, mis vGimaldab mittekovalentsete interaktsioonide tekitamist
vOi Umberpddramist. [56] Bioloogilistes rakenduses Iluuakse tihti biomimeetilisi
struktuure, mis on tehisstruktuurid ja tdéotavad supramolekulaarsete sidemete tottu.
Sellised struktuurid jaljendavad bioloogilisi struktuure, kuid neil on vorreldes

bioloogiliste struktuuridele tohustatud omadused. Nendeks naideteks on naiteks
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vaikeste orgaaniliste molekulide paindumine nodrkade interaktsioonide kaudu nagu seda
teevad RNA ja DNA ahelad. [57] [58]

Supramolekulaarse keemia uurimisobjektiks olevad interaktsioonid vdivad olla
solvofoobsed vdi elektrostaatilised. [59] Solvofoobne efekt tdhendab, et polaarsed
solvendimolekulid vdivad ndrgendada mittepolaarsete molekulide lahustuvust, kui nad
"tdukavad" neid endast eemale, tekitades tunnet, nagu oleksid nad omavahel tugevalt
seotud. Naiteks vees pohjustavad vdikesed ja vesiniksidemeid moodustavad
veemolekulid mittepolaarsete ainete “kokku kleepumist”, sest uute vesiniksidemete
loomine nende lahustumiseks nduab rohkem energiat kui vana struktuuri sailitamine.
Seega eelistavad mittepolaarsed ained omavahelist koostoimet, et vahendada
kokkupuudet veega. [60] VOib Oelda, et mittepolaarsed soluudi molekulid justkui

agregeeruvad lahuses, moodustades supramolekulaarseid struktuure.

Lisaks solvofoobsele efektile on supramolekulaarses keemias on oluline mdista erinevaid
norku vastastikmdjusid, mis vdimaldavad interakteeruvate Uhendite vahel sidemeid
moodustada. Need interaktsioonid tekivad elektrostaatilisel vastastikmojul. Sellised
interaktsioonid tdhendavad naiteks vesiniksidemeid, aromaatseid interaktsioone, van
der Waalsi joude ning ka hiidrofoobse efekti moju supramolekulaarsele sidumisele. [59]
Hladrofoobse efekti all voime mdista (lalkirjeldatud solvendi ja soluudi eraldumist

vastavalt tekkivate sidemete energiale vesikeskkonnas.

“Voorustaja-kdilaline” komplekside stabiilsus ja pisivus sOltuvad aga mitte ainult nende
keemilistest interaktsioonidest, vaid ka vOOrustajamolekuli komplementaarsusest ja
eelorganiseerumisest. [61] Komplementaarsus tagab, et vdorustajamolekuli
sidumissaidid on struktuurselt kattesaadavad ja ruumiliselt ligipddsetavad, vdimaldades
spetsiifilisi  interaktsioone. Eelorganiseerumine tahendab “vO0rustaja” molekuli
konformatsioonilisi muutusi  kulalismolekuli kapseldamiseks, tagades kompleksi
stabiilsuse. [62] [63]

Moisted nagu eelorganiseerumine ja komplementaarsus parinevad biokeemiast ja on

leidnud olulist rakendust supramolekulaarses keemias. [63]

Kdige tdhtsam on mdistmine ndrkadest vastastikmdjudest ja komplekside stabiilsusest
just supramolekulaarses keemias pdimuvate teadusharude valdkonnas ning see aitab
kaasa uute ja efektiivsemate supramolekulaarsete materjalide ja slisteemide

valjatéétamisele.
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1.3. Kaliksareenide mittekovalentsed interaktsioonid
1) Vesinikside
Vesinikside (joonis 1.2) on keemias oluline mittekovalentne side, mis tekib kovalentselt

seotud vesinikuaatomi ja vaba elektronpaari vahel elektronegatiivse aatomi laheduses.

e o

Joonis 1.2 Vesinikside, (vesinikside vee dimeeris (H20)2) [65]

Vesinikside laengu olemasolul on monevdrra tugevam kui vesinikside neutraalsete
molekulide vahel. [66] Kaliksareenide keemia puhul kasutatakse vesiniksidemeid
supramolekulaarsete kapslite ehitamiseks. [67] Need kapslid voivad suunata enda
struktuurist lahtuvalt erinevate vaikeste kdulalismolekulide sidestumiste, muutes
keskkonna polaarsust. Heksameersete kapslite uuringud on ndidanud, et nendes
kapseldatud kllalismolekulid, naiteks kataltsaatorid, voivad maodjutada
reaktsiooniproduktide teket. [68]

2) Halogeensidemed
Halogeensidemed (joonis 1.3) on molekulidevaheline suhtlemine elektrofiilse
piirkonnaga halogeeniaatomi ja teise nukleofiilse piirkonnaga molekulaarse U(ksuse

vahel. [69] [70] Halogeensideme tugevus suureneb, kui aktseptori ja doonori vaheline
nurk on umbes 180°. [71]

Electrophilic end

Halogen Boesd donds

R=F,C,BrI,CN,..
X =1,81,Cl,F,(At)

Joonis 1.3 Halogeenside [72]
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Kaliksareeni keemias on leitud, et sellised interaktsioonid stabiliseerivad
kaliksareenide pikki ahelaid ja osalevad tahkiskompleksi moodustumises. [73] Naiteks

tiakaliksareenisiisteemides [74] ja jodopropargultilkaliksi[4]areenides. [75]

3) Van der Waalsi joud
Van der Waalsi (vdW) joud (joonis 1.4) hdlmavad kdiki dipool-dipool, indutseeritud
dipool-dipool ja indutseeritud dipool-indutseeritud dipooli interaktsioone, mis
kirjeldavad laenguta liikide molekulidevahelisi interaktsioone. Neid joude on raske
modelleerida, kuid nad mangivad olulist rolli supramolekulaarsetes silsteemides, kus

molekulid moodustavad arvukalt vdW ({hendusi. [76]

. r .

Joonis 1.4 Van der Waalsi joud [77] [78]

Need joud mojutavad mitmesuguseid nahtusi, naiteks pindpinevust, adhesiooni, tahkete
ainete tugevust, membraanide stabiilsust ja kolloidsete suspensioonide kaitumist. Siiski
eristuvad van der Waalsi joud mitmesuguste omadustega: need voivad olla atraktiivsed
vOi repulsiivsed; nad vdivad pohjustada molekulide joondumist Uksteise suhtes; need
voOivad deformeerida suurte kehade kuju ja soodustada molekulide liikumist (le liideste.
[79] Naiteks amfifiilsete kaliksareenide nanokapslikompleksides [80] ja p-tert-
buttitlkaliks[4]areen Uksikkristallides. [81]

4) Aromaatsed interaktsioonid
Aromaatsete interaktsioonide (joonis 1.5) naited hdlmavad n-n virnastamist ja katioon-

n interaktsioone. n—-n interaktsioonid tekivad kahe konjugeeritud sisteemi vahel, millel
on erinevad geomeetrilised korraldused. [82]

Edge-to-face Face-to-face  parallel displace

e X /_;—§>
C e
. B C G
H G & o
Y : & (o
@ £ < > = ZESS

T Y
s N B

MY s

Joonis 1.5 Aromaatsed interaktsioonid [83]
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Katioon-n interaktsioonid toimuvad katiooni ja elektronirikka n-slisteemi vahel,
kusjuures nende tugevus suureneb elektrone loovutavate asendajate arvu
suurenemisega. [84] Kuna kaliksareenide monomeerlilid koosnevad aromaatsetest
struktuuridest, siis on nende makrotsiklite puhul aromaatseid interaktsioone sisaldavad

komplekside tekked vaga levinud. Naiteks kaliks[4]areenide kompleksides. [85]

5) Hiudrofoobne efekt

Hidrofoobse efekti (joonis 1.6) korral, mida pole taielikult maaratletud, on mitu
selgitust. Uks peamine teooria seletab, kuidas mittepolaarsed lahustunud ained
muudavad veemolekulide jarjestikust korraldust, pohjustades hlidrofoobse efekti
entroopiast tingituna. [86] Lisaks entroopia vdhenemisele mdjutab entroopiat kahe
lahustikihi piirpinna segunematus, mille pdhjustavad polaarsete lahustimolekulide
vahelised suured kohesioonijoud. [87] Naiteks kui koonuse kaliks[4]areenide 00nsus,
vOimaldavad “kilaliste” sidumist mittepolaarsetes lahustites, kuid mitte vees, kus

eelistatakse hiudrofoobseid interaktsioone. [88]

Hiudrofoobse efekti puhul on keskkonnaks vesi. [60] Lisaks on hidrofoobne efekt eriti
oluline suurte makromolekulide puhul, mis sisaldavad suuri hiidrofoobseid &dnsusi.
Sellistes 00Onsustes toimub sageli veemolekulide asendumine mittepolaarsete
molekulidega, vabastades seelabi 60nsuses olnud veemolekulid ja vdimaldades uute
vesiniksidemete teket Umbritsevate veemolekulidega. See protsess mojutab oluliselt
seondumise entalpia- ja entroopiafaktoreid. Uks nédide sellisest sisteemist on
tstklodekstriinide voime siduda hasti madala polaarsusega orgaanilisi molekule vees.
[89] [90] Hudrofoobne efekt esineb teatud maaral ka teiste molekulide puhul, mis

sisaldavad hiidrofoobseid osi, kuigi selle mdju vdib olla vaiksem. [91]

_Released structured water

Joonis 1.6 Hiidrofoobne efekt. (Hiidrofoobsete efektide struktuurimudel. Eeldatakse,
et lahustunud aine iimber moodustub korrastatud veestruktuur. Kui kaks lahustunud
ainet kokku saavad, voib nendevahelises piirkonnas olev "struktureeritud” vesi
suuremas osas tagasi sattuda) [92]

Need on mdned nadited mittekovalentsetest interaktsioonidest, mis mangivad olulist rolli
kaliksareenide kui makrotsiklite klassi supramolekulaarsete struktuuride

moodustamisel ja stabiilsuse tagamisel.
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1.4. Mittekovalentsete interaktsioonide tugevuse
maaramise meetodid

Supramolekulaarses keemias kasutatakse erinevaid kvantitatiivseid meetodeid
mittekovalentsete  interaktsioonide  tugevuse uurimiseks, jalgides kompleksi
kontsentratsiooni sidumist spektroskoopiliste voi kalorimeetriliste tunnuste abil. Nende
hulka kuuluvad TMR-is toimuv keemilise nihke muutus, neeldumisribade lainepikkuste
muutumine, UV-sighaali summutamine ja temperatuuri muutumine isotermilises
tiitrimise kalorimeetrias. Lahustes saab kvalitatiivseid ja struktuurseid andmeid
mittekovalentsete interaktsioonide kohta 1D ja 2D TMR spektroskoopiaga. Gaasifaasis
uuritakse supramolekulaarseid komplekse tanu pehmetele ionisatsioonitehnikatele nagu
elektronpihustusionisatsioon (ESI) [93] ja maatriksis abil laserdesorptsiooni ionisatsioon
(MALDI). [94] Tahkes olekus on informatiivne meetod monokristall-
rongtendifraktiomeetria, mis sobib slinteetiliste “v&0rustajate” ja retseptorite struktuuri

madramiseks ning voorustaja-kilalise komplekside anallilisimiseks. [95]

1) Kompleksi tasakaal
Voorustaja-kilalise kompleksi moodustumist saab kirjeldada pseudo-esimese jarku

W,

reaktsioonivorrandiga (joonisel 1.7), kus H tahistab “vodrustajat” (inglise keeles host),
G “kdlalist” (inglise keeles guest) ja HG kompleksi (inglise keeles host-guest complex).

[96]

Ka
H+G ~ HG

Joonis 1.7 Supramolekulaarne tasakaal lihtsa 1:1 sidestumise korral [96]

Selle reaktsiooni tasakaalu saab hinnata supramolekulaarse sidestumiskonstandiga,

W, o~

mida nimetatakse ka assotsiatsioonikonstandiks (Ka), mis naditab vaba “v0drustaja” ja
“kilalise” hulka vorreldes kompleksi kogusega (joonisel 1.8). Vajalikud mdotmised [H],
[G] ja [HG] maaramiseks tehakse eksperimentide kaigus, kus “voorustaja”
kontsentratsiooni hoitakse konstantsena ja “kulalise” kontsentratsiooni muudetakse

jark-jargult, [96]

_ [HG]
%= e

Joonis 1.8 Supramolekulaarne tasakaalukonstant [96]
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Tiitrimiskovera, mida tuntakse ka kui sidumisisotermi, koostamisel kantakse lisatud
kilaliste kontsentratsioon x-teljele ja taheldatud spektroskoopilise omaduse nihke y-

teljele. Naiteks, joonisel 1.9 [96]

Typical
titration
curve

' Guest adddecl! ([GiDI[H)D)
K
H + xG = HG,

Joonis 1.9 Tiitrimiskover [96]

2) TMR-Meetod

Struktuurse ja dunaamilise teabe pb6dérduvate ning pidevalt  muutuvate
supramolekulaarsete siisteemide kohta saab koguda ihe 'H TMR-tiitrimise katse kaigus.
Individuaalsete H- ja G-Uhendite keemilised nihkeresonantsid (8) erinevad. See
erinevus muutub mittekovalentselt seotud HG kompleksi korral, kus H ja G omavahel
suhtlevad. Seega tdhendab aatomite keemilise keskkonna md@jutamine tugevas
magnetvaljas isoleeritud komponendi resonantsi (Ad) muutust. [97] Selles t66s kasutati
just seda meetodit “vOoOrustaja-kilalise” komplekside sidestustugevuse kindlaks

tegemiseks.

3) Keemiline vahetus

Tuumamagnetresonantsi (TMR) kasutatakse segude puhul, kus erinevad molekulaarsed
ligid omavahel suhtlevad, et eristada nende vahelist suhtlust aeglase, modduka ja kiire
vahetuse kiirusega. Assotsiatsioonikonstandi hindamiseks on kaks meetodit, soltuvalt
molekulide vahetuskursist: [98] kiire vahetuse korral, kui vaba ja seotud vddrustajate
0 signaalid on segunenud, arvutatakse assotsiatsioonikonstant vahetuskursi kaalutud
keskmise Ad keemilise nihke pohjal, kasutades TMR-tiitrimise eksperimendist saadud
keemilise nihke andmeid. [99] Sellist meetodit kasutati siin t66s. Aeglase vahetuse
korral, kui vaba ja seotud molekulide signaalid on eristatavad, saab
assotsiatsioonikonstanti arvutada piigi pindala integratsiooni abil, mis on seotud
molekulide massibilansiga. (Vorrand 1.2) [96] [100]

4) TMR ja molekulaarne dratundmine
TMR-tiitrimine ja difusioonijarjestatud spektroskoopia (DOSY) on kaks meetodit, mida
kasutatakse uurimaks supramolekulaarseid komplekse ja, et kindlaks maarata nende
assotsiatsioonikonstanti. [101] [102]
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DOSY meetod vdimaldab analliisida segusid, eriti vOorustaja ja kdilalise proove,
eraldades nende komponente vastavalt difusioonikoefitsientidele, mis sdltuvad nende
suurusest ja kujust. [101] Oluline on markida, et DOSY meetod nduab Kiiret
komponentide vahetust slsteemis ja interakteeruvate komponentide olulist erinevust

molekulmassides. [103]

1.5. Tuumamagnetresonantsspektroskoopia

TMR on spektroskoopia haru, mis tugineb tugeva magnetvalja mdjul aatomituumade
kiirguse neelamisele kindlatel sagedustel. Saadud spektrijoonte parameetreid (nhagu
laiused, asukohad ja intensiivsused) saab mootmisel kasutada molekulaarstruktuuri,
molekulide likumise ja muude kiirusprotsesside hindamiseks. TMR on oluline t6driist
keemikutele ja bioloogidele, kuna sama elemendi tuumad erinevates keemilistes
keskkondades annavad erinevaid spektrijooni, vOimaldades konkreetsete aatomite

jalgimist keerukates struktuurides nii lahuses kui ka tahkes olekus. [3] [4] [5] [6]

Tuumade magnetmoment kutsub esile tuumade kaitumise vaikeste varrasmagnetitena.
Kui rakendatakse valiselt magnetvalja, siis tuumade magnetmomendid joonduvad
sellega vOi vastupidi. TMR-katse kaigus toimub tuumade varrasmagnetite poorlemine
kindlaksmdaratud energiatasemete vahel, kasutades selleks spetsiifilist energiakogust.

(3] [4] [5] [6]

Energia Uleminekud leiavad aset elektromagnetilise kiirguse abil, mis vastab tuumade
energiatasemete muutumisele. Energiatase ja dleminekud tuumaenergia tasemete
vahel soOltuvad magnetvalja tugevusest. TMR katsed kasutavad elektromagnetilist
kiirgust, mille sagedust mdddetakse resonantsi tekitamiseks vajalike energiatasemete
jargi. [3] [4] [5] [6]

E=-myhB,
=
)
>
g 0 Shielded Deshielded
c
w
E=-myhB,

Magnetic Field (T)

Joonis 1.10 Elektronide eest tuumavarjestuse moju, mis avaldub tuumaenergia
tasemete Iohenemises, kuna tuum on viliselt kaitstud rakendatud magnetvalja eest
elektronid poolt tehtud magnetvadlja abil [3] [4] [5] [6]

Tuumade varjestamine (joonis 1.10) mdjutab tuumade energiatasemeid, vdimaldades
seelabi molekulide struktuuri tdpsemat kindlakstegemist. TMR alus on tuumavarjestus,

mis voOimaldab struktuurilisi detaile tuvastada. Elektronide liikumine aatomi Umber
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tekitab magnetvalja, mida tunnetab tuum, muutes lokaalse elektroonilise keskkonna ja
tuuma kogemust magnetvaljas, pohjustades energiatasemetes muutusi ehk varjestust.

[3] [4] [5] [6]

See nahtus, mida tuntakse varjestusena, vOimaldab eristada erinevaid magnetvalju
kogevaid tuumasid, mida nimetatakse ebavordseteks tuumadeks. Varjestus vdimaldab
molekulide struktuuri maaramist, kuna see mdjutab TMR-spektrit, luues uusi tippe, mis
vastavad keemilistele keskkondadele. Tuumade arv selles keskkonnas on otseselt
vOrdne tipu all oleva alaga. Lodgastumine on nahtus, kus tuumad naasevad parast
ergastust oma algsele olekule ehk tagasi madalamale energiatasemele. Selle protsessi

kdigus vabanev energia on aluseks TMR spektritele. [3] [4] [5] [6]

TMR-i olulised rakendused sisaldavad meditsiinilist diagnostikat ehk MRT-d ja
struktuurianaliitisiks ka keemia valdkonda. [3] [4] [5] [6] MRT on kehavéline meetod,
et kaardistada keha sisestruktuuri ja kindlate funktsioonide aspekte. [104] Lisaks
kasutatakse seda keskkonnateaduses, naftatodstuses, protsesside juhtimises ja
magnetomeetria valdkondades. See vdimaldab vahendada kulusid ja taaskasutada
proove uuteks katseteks. [3] [4] [5] [6]

TMR-spektroskoopia on mittepurustav meetod keemiliste liikide struktuuride
madramiseks, tuginedes tuumaspinnidele. [105] [106] See pohineb ideel, et
aatomituuma spinnid tekitavad pddérlemisnurkimpulssi Gmber oma telje, moodustades
magnetvalja. TMR-aktiivsed on ainult nullist erineva spinniga tuumad, mida saab moota.
[107] [108]

Applied magnetic field B,
rh
[} ) B |
4n 8 1)
‘ m 2
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& No field h
§ Of —— AE == B,
= 2n
' 4
. a 'm t l,,
vh
i B, |
4n

Joonis 1.11 Joonisel on kujutatud tuumade energiatasemeid ja magnetmomente, mille
poorlemiskvantarv on 2. AE tdhistab spinn-olekute vahelist energiaerinevust, mis on
proportsionaalne rakendatud magnetvalja tugevusega, kus y tdahistab giiromagnetilist
suhet [109][110][111] (ehk osakese magnetmomendija nurkimpulsi suhe [112]), h on
Plancki konstant, ja Bo on rakendatud magnetvilja tugevus [109] [110] [111]

Koigi molekulaarspektroskoopia meetodite puhul on kdige huvitavam energia llekanne
footonilt molekulile. TMR-is on selleks spinn-olekute vaheline energiate erinevus. Tuuma

spinn-kvantarvuga %2 omab kaks spinn-olekut: a vaartusega +'. ja B vaartusega -2
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(joonis 1.11). Kuna nende spinn-olekute energiad on identsed, on toendosus, et tuum
on modlemas olekus vordne. Ent energia neeldumine footonilt on véimalik ainult siis, kui
spinn-olekud erinevad energia poolest (AE). See erinevus tekib tuuma
magnetmomentide orienteerimisel Ghes kahest suunast, kui neid paigutatakse vélisesse
magnetvalja Bo. [107] [108] [113]

Kui madalama energiaga olekus olevad tuumad on vaélises magnetvaljas, mis vastab
tapselt AE-le, on puutunud kokku elektromagnetkiirgusega siis need ergastatakse
kdrgema energiaga spinn-olekusse. TMR-spektrite registreerimisel salvestatakse
Iddvestumine madalama energia olekusse, kui vaba induktsiooni lagunemine (FID),

mille teisendamisel saadakse TMR-spekter. [109] [110] [114]

1.5.1 Tuumamagnetresonantsspektroskoopia
supramolekulaarsetes siisteemides

Viimase kolme aastakiimne jooksul on supramolekulaarne keemia muutunud oluliseks
uurimisvaldkonnaks, mis Uhendab mitmeid erinevaid teadusharusid. Selles valdkonnas
on tehtud markimisvaarseid edusamme, eriti molekulaarse aratundmise, selektiivse
sidumise ja kapseldamise, ning katalllsi ja ravimite manustamise strateegiate
arendamisel. Supramolekulaarsed struktuurid tekivad tavaliselt eelnevalt kavandatud
ehitusplokkide spontaanse iseseostumise tulemusel ning nende ennustamine ja
sinteesimine on vdimalik suhteliselt lihtsate prekursorite abil. Uuritakse ka 3D-
nanopuuride kavandamist, millel on potentsiaalne rakendus molekulaarsete retseptorite
ja katalUsaatoritena. Kuigi supramolekulaarne keemia on teinud suuri edusamme,
seisab see silmitsi valjakutsetega komplekside omaduste iseloomustamisel, mida on
voimalik uurida TMR-spektroskoopia abil, mis pakub mitmekiilgset informatsiooni nende

struktuuri ja kaitumise kohta. [115]

TMR (tuumamagnetresonants) on oluline tehnika mitmetes keemia, biokeemia ja
meditsiini valdkondades, kus seda kasutatakse magnetresonantstomograafiana (MRT-
na), sealhulgas supramolekulaarses keemias. See vdimaldab uurida aatomituumade
keskkonda molekulaar- ja kompleksstruktuurides ning anda teavet molekuli piirkondade
kohta, mis on seotud kompleksi moodustamisega. [116] Supramolekulaarses keemias
keskendutakse eriti “vO0rustaja” molekulide vastastikmdjule kilalismolekulidega, mille
tulemusel tekivad mittekovalentsed interaktsioonid. [52] TMR-tiitrimine on meetod
sidumiskonstandi maaramiseks, mis annab olulist teavet “vo0rustaja” molekuli afiinsuse
kohta teatud kilalise suhtes. [117] Lisaks sidumiskonstandile vdib TMR-tiitrimine anda
struktuurilist teavet “voOrustaja-kilalise” kompleksi kohta [118], samuti wuurida

eneseassotsiatsiooni, kus samad molekulid omavahel interakteeruvad. [119]
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2. EKSPERIMENTAALOSA

Selle t66 eesmargiks oli wuurida 12 “kilalise” sidestumist sulfo-asendatud
kaliksareenidega, madrata sidestuskonstantite tugevus ning vorrelda neid teiste
“kilalismolekulidega”, mis vdimaldaksid selles td66s kasutatud “kulaliste” kogumi
tdiendamisel ennustada ravimitdostuses otstarvet omavate “kdilalismolekulide”

sidestumise tugevust.

Siin on esitatud 4-sulfokaliksi[4]areeni makrotslkli sidestumisuuringu tulemused nende
Uhendite sidestumisvoimest erinevate  orgaaniliste ammooniumkatioonidega.
Aromaatiliste interaktsioonide mo&ju kompleksi moodustumisele makrotsikli ehk
“voorustaja” molekuliga 4-sulfokaliks[4]areen uuriti metanoolis-ds seondumise pdhjal
12 erineva ammooniumi ja bis-ammooniumi Kkilalisligiga. TMR-uuringutes kasutati
makrotsiklit soola kujul, et parandada selle lahustuvust metanoolis ja vahendada
konkurentsi vastasiooni ja “kilalise” vahel seondumiskoha péarast. Selles t66s uuritud
kilalismolekulide struktuurid on valja toodud allpool. Assotsiatsioonikonstandid maarati
TMR-tiitrimise  katsetega ja andmed Idhendati programmi Bindfit abil. Parimad
sobivused saadi ldhendades 2:1 sidestumisega ehk kompleksi moodustamise mudeliga,
mida hinnati ldhenduse jaakide jargi. Sellistes kompleksides seob kaks “voOoOrustajat”

thte “kdlalist”.
1) PROOVIDE VALMISTAMINE

Iga katse ja “kilalise” puhul kaaluti makrotsiklt ja “kilalist” katseplaani jargi. Lisati 1,5
ml metanooli makrotstkli proovi, millest 0,6 ml lisati TMR tuubi ja 0,4 ml “kilalise”
viaali. Proovid segati ara ja neid hakati mootma TMR spektromeetriga. Peale seda hakati
lisama “kulalist” katseplaani jargija uuesti mddtma ning nii tehti 19 korda iga “kilalise”

puhul.
2) TMR MOOTMISED JA EKSPERIMENDI TINGIMUSED

Koik too kaigus tehtud TMR katsed viidi labi kasutades Bruker Avance-III-800 MHz
spektromeetrit. Uhendid kaaluti Sartorius Microbalance'iga tdpsusega 1 pg. Lahused

asetati Hamiltoni slstaldega TMR tuubidesse ja need segati.

Koiki saadud TMR spektreid anallisiti MestReNova tarkvaraga. Keemilised nihked saadi
CD3CN jaakpiigi abil 1,940 ppm juures ja neid tdddeldi algtaseme ja faasi
korrektsioonidega. Sidestuskonstantide arvutamiseks kasutati andmete

sobitusprogrammi Bindfit.

Koik katsed viidi labi vanemlektori Jasper Adamsoni (PhD) juhendamisel.
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3) ANDMETE SOBITAMINE BINDFITIGA

Koigepealt tuli teha Exceli fail, et sobitada TMR-spektroskoopia mdotmistest saadud
keemiliste nihete andmed Bindfitiga. Fail koosnes proovide molaarsetest
kontsentratsioonidest (Hconc, Geonc) ja keemilistest nihetest (8, ppm). Signaalide
keemilised nihked saadi programmist Mestrenova. Vajalikud failid laaditi Gles Bindfiti, et

saada vastavad graafikud ja sidestumiskonstandid.

Wy

Toos kasutatud “voorustaja” ehk makrosiikkel 1 oli 4-sulfokaliks[4]areen (joonis

2.1) ja “kilalised” on alljargnevas tabelis (tabel 2.1).

Joonis 2.1 Makrotsiikkel 4-sulfokaliks[4]areen [120]
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Tabel 2.1 “Kiilaliste” nimetuste, numbrite ja struktuuride tabel

“Kiilalised” ja nende struktuurid

P-anisidiin (kiilaline 2) hidrokloriid

struktuur.

2-nitrobensitlamiin hidrokloriid

(kulaline 3) struktuur.

Aniliin hidrokloriid (kiilaline 4)

struktuur.

Cl—H

Etlidlamiin hidrokloriid (kiilaline 5)

struktuur.

Z—_1

Cl—H

(R)-(+)-1-(1-naftadl)etttlamiin

hidrokloriid (kiilaline 6) struktuur.

)

H, NH;

2-fentlllettidlamiin  hidrokloriid

(kulaline 7) struktuur.

I‘x‘\

M)
b

M

25




Bensudlamiin htdrokloriid (kiilaline 8)

struktuur.

Cl

Aminometadl tstklopentaan hidrokloriid

(kulaline 9) struktuur.

NH-

Cl—-H

Propudlamiin hidrokloriid (kiilaline 10)

struktuur.

4-nitroaniliin  htdrokloriid (kilaline 11)

struktuur.

X

o

N

(1S,2S)-1,2-Bis(4-
metoksiifenidl)etlleendiamiin
dihddrokloriid (kiillaline 12) struktuur.

o

(1S,2S)-1,2-di-1-naftidll-etlleendiamiin
dihidrokloriid (kiilaline 13) struktuur.
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3. TULEMUSED

Ammooniumioonid on olulised mitmesugustes bioloogilistes protsessides, sealhulgas
inimkehas olevates aminohapete ja neurotransmitterite struktuurides. [121] [122]
[123] [124] Nende sidestumistugevuse uurimine vdimaldab tdpsemalt mdista

"vOdrustaja-kilalise" seost, mis on oluline sihipdrase ravi arendamisel.

Neurotransmitterite kontsentratsiooni reguleerimine I3bi bioloogilise mittetoksiliste
makrotsiiklite, vdimaldaks leida ravisuundi haigustele, kus neid molekule leidub
inimorganismis liiga palju. Samuti on vodimalik makrotsiklitega viia inimorganismi
ravimimolekulid, kui need on vesikeskkonnas ja bioloogilistes vedelikes vahelahustuvad
vOi toksilised. Makrotsiklid saaksid aidata ravimimolekulidel lahustuda, kapseldades
neid oma 00nsusesse, ning samuti moduleerida ravimimolekulide toksilisust kaitstes
neid enneaegse vabanemise eest. Nuildisajal wuuritakse meetodeid kuidas
ravimimolekulide kindlatesse organitesse ja kindlatesse kudedesse, naiteks
kasvajarakkudeni, transportida nii, et ravimid vabaneksid makrotsiklist ehk kandjast

alles sellistes spetsiifilistes asukohtades. [125] [126]

Kuigi paljud uuringud keskenduvad sidumistugevuse maksimeerimisele, voib eeliseid
pakkuda ka sidumistugevuse ja kulalismolekulide sisenemis- ja valjumiskiiruste
reguleerimine. [127] [128] [129] Naiteks vOib makrotsikliliste komplekside sihipdrane
viimine rakusisesesse keskkonda olla kasulik téapse ravi lokaliseerimiseks, mille kaigus
kompleks lahjendatakse rakus ja osa ravimimolekulist vabaneb kehasse. [125] [126]
[130] Lisaks voOivad madalamad assotsiatsioonitugevused holbustada kilaliste
vabanemist makrotsiklitest, mis omakorda voib suurendada ravimi efektiivsust ja
korduvkasutatavust. [131]

Serotoniini struktuuriga sarnaneb kdige rohkem selles t66s kasutatud ainetest kilaline
6, dopamiiniga 7 ja atsetiilkoliniga 10, mis on mudelstruktuurid bioloogiliste
molekulide, nagu naiteks nende samade neurotransmitterite (joonis 3.1)
modelleerimiseks. Serotoniini ja dopamiini puhul vdivad nende asendajad kaituda nagu

“klaliste” 2 ja 3 puhul.

\O:{/ /Q/\/ NN .
\ _ )

. He” |

H CH, 8

Joonis 3.1 Neurotransmitterite serotoniin (vasakul), dopamiin (keskel) ja
atsetiiiilkoliin (paremal) struktuurid
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3.1 Tulemuste analiiiis

Tulemused on voetud tabelist 3.1. Kdige paremad tulemused andsid “kilalised” 2, 3 ja
4 2:1 sidestumise puhul teised sidestuskonstandid (K21): 3604807,12 M™%, 406600,38
M-1 ja 15256,77 M71 ning nende esimesed konstandid (Ki:1)olid: 1,51 M™%, 0,40 M1 ja
123,72 M1, Esimene konstant nditab seda kui hasti esimene makrotsikkel 1 saab
laheneda “kdilalisele” ja teine konstant nditab kui hasti teine makrotsiikkel saab
ldheneda. Paremuselt jargnevad sidestuskonstandid andsid “kulalised” 5, 6 ja 7 ka 2:1
sidestumise puhul: 2836,22 M1, 496,23 M1 ja 272,57 M1 ning nende 1:1 sidestumise
konstandid olid: 926,42 M1, 287,73 M1 ja 260,69 M1, “Kilaliste” 8 ja 9 ainsad ja 1:1
sidestuskonstandid olid: 81,26 M1 ja 32,24 M1, 10, 11 ja 12 puhul ei sobinud Ukski
Bindfit graafik, sest lahendamisel tekkinud vead olid liiga suured. Suurte vea vaartuste
pohjuseks voib olla see, et nende “kilaliste” puhul oli steeriline takistus liiga suur voi
siis vOis toimuda kdrgem sidestumine, nditeks 3:1 voi 4:1 kompleksi moodustumise
naol. 13 puhul ei olnud saadud TMR spektrid valjaloetavad, ega saanud tuvastada nihet
spektritel. Nende “kulaliste” 10, 11, 12 ja 13 katsed viidi 1abi, et saada sobivaid
sidestuskonstante, aga neid ei Oonnestunud leida. “Kulaliste” 2-9 puhul oli vdimalik
maarata tapsed sidestuskonstantid, mille spektrid ja lahendused on toodud joonistel
3.2-3.10 ja Lisades 1-29. “Kilaliste” 10-13 spektrid ja ldhendused on toodud Lisad 30-
42.

“Kilaliste” 2-7 puhul sai sobivaimad graafikud 2:1 kompleksi moodustamise mudeliga,

W,

mida hinnati sobivuse jaakide alusel. Selliste komplekside puhul seob kaks “voorustaja”
molekuli Ghe “kilalise” molekuli. 8-9 puhul sobis kdige paremini 1:1 sidestumine.
Sellistes kompleksides seob (ks “voorustaja” molekul (he “kilalise”. Koige suurema

sidestuskonstandi andis “kilaline” 2 ja kdige vadiksema “kulaline” 9.

“Kilaliste” 2, 3, 4, ja 5 puhul toimusid spektrites juba peale esimest lisamist suuremad
muutused, seega oli neist spektritest naha, et sidestumine oli tugevam. 6, 7, 8 ja 9
puhul oli ka spektrites muutusi, aga need sidestumised ei olnud nii tugevad. Enamus

katsete puhul oli lahendamise jargi kdige parem 2:1 sidestumine.

Sidestumistugevus v0Oib soltuda kdilalisstruktuuris olevast ammooniumirihma NHz*
rihma steerilisest takistusest ehk siis kui steeriliselt takistatud on ammooniumirihm
NHs* kdlalisstruktuuris ja kui ligipddsetav see on makrotsiklile. Mahukamate
tstkloalkltlrihmade puhul toimub kilalise sidestumisvdime vahenemine.
Ammooniumirihma steeriline kattesaadavus kilalismolekulis on kompleksseerumise
jaoks vaga oluline. Enamus “kulaliste” sidestustugevused kaitusid vastavalt steerilisele

takistusele.
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4 on aniliin, mis on steeriliselt vaikseim, seega sellega teine makrotsikkel liitub
paremini (joonis 3.2).

Parameter

(bounds) Optimised Error Initial

Kiu(0—=) 123.72 M +10.9782 1000.00
% M-

Ki(0—=) 15256.77 +6.5037 100.00

M- % M-

Joonis 3.2 “Kiilalise” 4 (aniliin hiidrokloriid) Bindfit graafik (2:1) sidestumine

5 on etlillamiin. Sellel on kdige vaiksem steeriline takistus ja kdige kGrgem esimene

sidestumine (joonis 3.3) vorreldes “kilalistega” 6-13 ehk siis selle puhul tekib kompleks

makrotsikliga kdige lihtsamini.

Parameter

(bounds) Optimised  Error Initial
K (0 —=) 92642 M +B2206 1000.00
% M-
Ka(0—=) 2836.22 * 7.4944 100,00 M
M- %

Joonis 3.3 “Kiilalise” 5 (etiiiilamiin hiidrokloriid) Bindfit graafik (2:1) sidestumine
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6 on naftldl, mis hdlmab sekundaarset amiini ja sellel on teine sidestuskonstant vaga

madal, seega on teise makrotsikli litumine takistatud (joonis 3.4).

Parameter

(bounds) Optimised Error Initial
Ku(0—=) 287.73M' £21279  1000.00

% M
Ko (00— =) 48623 M 08216 100.00 M

%

Joonis 3.4 “Kiilalise” 6 ((R)-(+)-1-(1-naftiiiil)etiiiilamiin hiidrokloriid) Bindfit
graafikud (2:1) sidestumine

7 on bensuidlamiin koos CHz-ga rihmaga, mis seob bensilli ja NHs* riihma. See on
steeriliselt paindlikum, kui bensildlamiin  (“kdlaline” 8), sest CH> rihm vdimaldab
bensidli ja NH3* rihma suuremat liikkumist struktuuris sidemete p6drlemise tottu ja
selleparast nende riilhmade vastastikkuse paiknemise suuremat muutust, seega sellel
on kdrgem sidestumine (joonis 3.5). See voib takistada teise makrotsikli litumist ka
likumise tottu, sest CH2-CH> side vOib olla diinaamilises likumises podrlemise tottu
Umber sidemete ja seega vOib NHz* rihmast kolme sideme kaugusel asetsev
bensillrihm selles “kilalises” kompleksi tekkimisel “kulaliselt” eest &ra liikuda ja

sidestumist voimaldada.

Parameter
{bounds) Optimised Error Initial

Ku (00— =) 27257 M +£34378 1000.00
% M-

Ku(0—=) 260.69 M +1.2744 100.00 M-
o
b

Joonis 3.5 “Kiilalise” 7 (2-fentiiiiletiiiilamiin hiidrokloriid) Bindfit graafikud (2:1)
sidestumine
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8 ehk bensildlamiini puhul on steeriline takistus nii suur, et peale esimse makrotsukli
litumist ei lasegi see endale teist makrotstiklit juurde votta, seega sellel “kiilalisel” on

ainult 1:1 sidestumine (joonis 3.6).

HI
Parameter

(bounds) Optimised Error Initial
K(0— =) 81.26 M  +7.3885 100.00
M-

Joonis 3.6 “Kiilalise” 8 (bensiiiilamiin hiidrokloriid) Bindfit graafik (1:1) sidestumine

9 ehk tsuklopentaanil on suur steeriline takistus, seega ta blokeerib teise makrotsikli

lahenemist (joonis 3.7) ehk siis mida suurem on steeriline takistus seda madalam on

sidestuskonstant.

Parameter

(bounds) Optimised Error Initial
K(0— =) 3224 M +18.7984 100.00
% M-

Joonis 3.7 “Kiilalise” 9 (aminometiiiil tsiiklopentaan hiidrokloriid) Bindfit graafik (1:1)
sidestumine
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Kdige vaiksem steeriline takistus oli anilin hidrokloriidil ja kodige suurem oli

aminometddl tsiklopentaan hidrokloriidil (joonis 3.8).

“Kilaliste” vaheline steerilise takistuse vordlus:

~ O 5 & O

< < < < <

Joonis 3.8 Steerlise takistuse vordlus: aniliin hiidrokloriid, etiiiilamiin hiidrokloriid,
(R)-(+)-1-(1-naftiiiil)etiitilamiin hiidrokloriid, 2-fentiiiiletiiiilamiin hiidrokloriid,
bensiiiilamiin hiidrokloriid, aminometiiiil tsiiklopentaan hiidrokloriid

Selles t66s on enamus “kllalised” aromaatsete asendajatega Uhendid ja annavad
esimese tasakaalukonstandi umbes 120-300, kuid ainult kaks esimest ehk siis 2 ja 3
annavad esimese konstandi vaga madala ja teise konstandi vaga kdrge. See tdhendab
seda, et esimene kompleks makrotsikli 1 ja “kilalise” vahel tekib védga vaevaliselt. Aga
kui esimene makrotsiikkel on “kilalisega” liitunud siis teine makrotsiikkel liitub véaga
lihtsasti ja kiiresti ning vaga suure sidestuskonstandiga ehk siis teise makrotsikli
litumine on vaga hea. 2 ja 3 puhul on teine sidestuskonstant (K21) vaga palju kdrgem
kui koigil Glejaanud “kdlalistel”. Arvatavasti selleparast, et nendel kahel “kilalisel” on

OMe ja NOz asendajad aromaatses tuumas erinevalt kdigist teistest “kilalistest”.

2 on OMe aniliin, mille puhul OMe asendaja on elektrondonoorne ja annab elektrone
oma vaba elektronpaari kaudu aromaatsele osale ning siis laheb edasi rohkem elektrone

ka NH3*-le, seega selle lammastikul on rohkem elektrone.

Parameter

{bounds) Optimised Error Initial

Ku (0 — =) 1.51 M +57216  1000.00
% M-

Ka (00— =) 3604807 .12 +37496 100.00
o

M M-

Joonis 3.9 “Kiilalise” 2 (p-anisidiin hiidrokloriid) Bindfit graafik (nihe ja nihkejdagid)
(2:1) sidestumine
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3 on nitrobensiill, selle puhul NO2 rihm on elektroaktseptoorne ja tombab elektrone
enda poole ning votab hapniku peale elektrone ehk siis vOtab aromaatikast elektrone
ara. Siis on aromaatikas vahem elektrone ja see tdhendab, et NH3* rihma lammastikul

on ka vahem elektrone ehk siis sellel lammastikul on veel suurem pluss laeng.

Parameter
{bounds) Optimised Error Initial

Kis (00— =) 0.40 M~ +10.5379  1000.00
% M-

Ku (00— =) 406600.38 +5.4804 100.00
M % M-

Joonis 3.10 “Kiilalise” 3 (2-nitrobensiiiilamiin hiidrokloriid) Bindfit graafik (2:1)
sidestumine

2 ja 3 ja puhul asendajad md&jutavad elektrontihedust. Ehk siis need on kaks vastastikku
madjuga rihma, aga tulemus on neil mdlemal védga hea ja sarnane, et K11 on vaga madal
ja K21 0n vaga korge (joonised 3.9 ja 3.10). Pdhjus vdib olla ka selles, et teistel ihenditel
ei ole neid asendajaid aromaatikas. Lisaks steerilisele takistusele vdivad mdélemad
hapnikud, mis on asendajate kiljes, olla vdimelised tekitama mingeid lisa

interaktsioone.

On ka voOimalik, et osad neist sulforiihmadest sisaldavad vesinikku ega ole koik
naatriumaniooni kujul, vaid hoopis happe kujul. Makrotsiklis on SO3- rihmad ja need
rihmad vdivad olla ka monel juhul happe kujul SO3H. V6ib olla hapnikud 2 ja 3 puhul
interakteeruvad nende vesinikega ja selle tottu destabiliseerivad kompleksi teket. Vdib
juhtuda, et kilalismolekulid agregeeruvad nende rihmade ldbi omavahel lahuses,
moodustades komplekse ning mitte vOimaldades samaaegset interaktsiooni

makrotsikliga.

Elektrondonoorne ja elektronaktseptoorne asendaja kaituvad antud téds Uhtemoodi,
kuigi peaksid kaituma vastupidiselt, et (iks tombab elektrone ja teine annab elektrone.
Vastavalt sellele muudab OMe aromaatika elektronirikkaks ja NO2 elektronvaeseks. Neil
on vastupidised mdjud elektrontihedusele, ehk siis need asendajad peaksid vastupidiselt

mdjuma ka sidestustugevusele. Ometi ei soovi kumbki neist Uhenditest end siduda
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makrotsikliga. Eelduste kohaselt, kui 2 puhul OMe annab aromaatikasse rohkem
elektrone, peale mida ldmmastikul on rohkem elektrone ning siis on lammastikul
partsiaalne positiivhe laeng vdiksem, seega sidestumine peaks olema ka ndrgem. Ning
3 puhul, kui nitroriihm vodtab elektrone ja siis NHs3* partsiaalne positivhe laeng on
suurem ja sidestumine peaks olema tugevam. Siin t60s kaitusid need “kilalised” nii, et
mdlemad asendajad viisid esimese kompleksi tekke sidestumistugevust alla. Teine
sidestumine juba tekkinud kompleksi ja teise makrotsiikli molekuli vahel on aga véaga
suure sidestuskonstantiga ehk vaga tugev mdlema “kulalise” puhul Seega paistab, et
see elektronefekt tdenaoliselt ei ole nii téhtis ning see pigem ei mdjuta sidestumist ja
peaks toimuma veel mingi teine protsess, mis vdimaldab just nendel Uhenditel 2 ja 3,
millel on asendaja aromaatikas seda sidestumist muuta nii, et esimene liitumine on ndrk
ja teine tugev. POhjus voib olla naiteks veel selles, et toimub interaktsioon hapnikute
kaudu. Teistes selles t6ds uuritud “kilalistel” 4-9 puudusid asendajad aromaatilistes

rihmades.

Vorreldes “kilaliste” 2-9 struktuure neurotransmitterite serotoniin, dopamiin ja
atsetlllkoliin - struktuuridega (joonis 3.1) saame O6elda, et hapnikku sisaldavad
asendajad on aromaatilises riihmas nendes molekulides serotoniini ja dopamiini puhul.
Seega voiksid need kaituda sarnaselt “kilalistele” 2 ja 3, kus esimene sidestumine
osutus vdga norgaks ja teine vaga tugevaks. Steeriliselt on enim takistatud
atsetudlkoliini ldmmastiku aatom, kuna tegemist on kvatrnaarse lammastikuga, seega
vOib eeldada, et sarnaselt “kiilalistele” 8 ja 9 toimub atsetltlkoliini puhul sidestumine
1:1 kompleksi tekkimise kaudu madala tasakaalukonstantiga. Serotoniinis ja dopamiinis
on molemal Ghendil aromaatika eraldatud lammastikust kolme sidemega ehk CH>-CH>
rihma kaudud nagu “kdlalisel” 7. Sel juhul vlivad need molekulid omada vaiksemat
steerilist takistust vorreldes molekulidega, kus aromaatika on seotud otse
lammastikuga. Seega voib serotoniini ja dopamiini puhul steeriline takistus omada

vaiksemat moju.
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Tabel 3.1 - Tulemuste tabel, sidestuskonstandid

“KULALINE"”

SIDESTUSK
ONSTANT

K11

SIDESTUSKON
STANT

K21

VIGA 1

VIGA 2

“Kilaline” 2,
(2:1)

sidestumine

1,51 M1

3604807,12 M1

+ 5,7216 %

+ 3,7496

%

“Kilaline” 3,
(2:1)

sidestumine

0,40 M

406600,38 Mt

+ 10,5379 %

+ 5,4804

%

“Kilaline” 4,
(2:1)

sidestumine

123,72 M1

15256,77 M-t

+ 10,9782 %

+ 6,5037

%

“Kilaline” 5,
(2:1)

sidestumine

926,42 M1

2836,22 M1

+ 8,2206 %

+ 7,4944

%

“Kilaline” 6,
(2:1)

sidestumine

287,73 M1

496,23 M1

+ 2,1279 %

+ 0,8216

%

“Kuilaline” 7,

(2:1)

sidestumine

272,57 M1

260,69 Mt

+ 3,4378 %

+ 1,2744

%

“Kilaline” 8,
(1:1)

sidestumine

81,26 M1

+ 7,3885 %

“Kilaline” 9,
(1:1)

sidestumine

32,24 M1

+ 18,7984 %
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KOKKUVOTE

Selle I0putdéd teema oli 4-sulfokaliks[4]areeni sidumisvdime hindamine erinevate
orgaaniliste asendajatega ammooniumkloriididega. Eesmark oli uurida makrotsuklit,
milleks oli selles t66s 4-sulfokaliks[4]areen naatriumsool, ning selle vGimet seonduda
kilalismolekulidega, kasutades TMR meetodit. Kilalismolekulid olid erinevate
orgaaniliste  asendajarihmadega ammooniumisoolad, mis  kujutasid  endast
mudelstruktuure neurotransmitteritele nagu dopamiin, serotoniin ja atsettdlkoliin

sidestumiseks.

Traditsiooniliselt on makrotsiklitena ravimites kasutatud tsiklodekstriine. Antud td6s
uuriti 4-sulfokaliks[4]areeni, eesmargiga arendada tulevikus uusi ja efektiivsemaid

ravimeid.

Kaliksareenidel on hiidrofoobsed 60nsused, mis voimaldavad neil mahutada vaiksemaid
molekule vOi ioone ning seega neid saab kasutada "voorustaja-kilalise" keemias,
moodustades nendega komplekse. Makrotsikli fenoolsetele rihmadele olid lisatud
sulforihmad, kus happeprootonid olid asendatud naatriumkatioonidega. Selle
tulemusena lahustusid tekkinud anioonsed sulfaadid metanoolis ning t66 eesmargiks oli
uurida nende asendatud kaliksareenide sidestumisomadusi, et neid arendada ravimite

vOi sensor- ja filtermaterjalidena.

Uuringu raames sidestusid makrotsiklid kdige paremini jargmiste Uhenditega: p-
anisidiin, hiddrokloriid, 2-nitrobensillamiin hidrokloriid ja aniliin  hidrokloriid. Kdige
efektiivsemad tulemused ilmnesid 2:1 sidestumisel, kus kaks makrotsikli molekuli
sidestus  Uhe  "kilalise" molekuliga. Toos  vorreldi erinevate  “kilaliste”
sidestumistugevust ning nende pdhjal hinnati potentsiaalset mdju neurotransmitterite

sidestumistugevusele.

Tulevikus saaks uuritud “kilaliste”, lisaks selles td6s uuritud 12 “kllalisele”, arvu
suurendada ja labi viia katsed naiteks molekulidega nagu nitrobenseen hidrokloriid,
tsikloheksaamiin hidrokloriid, 2-tslikloheksudl-etttlamiin htdrokloriid ja
(tstikloheksullmetadl)amiin  hadrokloriid. Selliselt saame aimu erineva struktuuriga

“klaliste” sidestumistugevusest 4-sulfokaliks[4]areeni makrotsikliga.
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SUMMARY

The topic of this thesis was "“Determining binding strengths between 4-
sulfocalix[4]arene and ammonium chlorides with varying organic substituents” by
Hanna Haramaa. The aim was to study the macrocycle, which in this work was the
sodium salt of 4-sulfocalix[4]arene, and its ability to bind to guest molecules using the
NMR method. The guest molecules were ammonium salts with various organic
substituent groups, which represented model structures for the binding of

neurotransmitters such as dopamine, serotonin and acetylcholine.

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) is a spectroscopy method widely used in natural
sciences, industry and medicine. Spectroscopy focuses on the absorption of radiation,

which carries information about material, and its interaction with material.

NMR spectra reflects the structure and chemical environment of molecules by reflecting
nuclear resonance frequencies that are directly related to chemical shifts in the
molecule. These shifts make it possible to estimate the binding strength of the "host-
guest" complexes based on the resonance frequency and its changes in the NMR

spectrum.

Traditionally, cyclodextrins have been used as macrocycles in medicines. In this work,
4-sulfocalix[4]arene was investigated, with the aim of developing new and more

effective medications in the future.

Calixarenes have hydrophobic cavities that allow them to accommodate smaller
molecules or ions and so can be used in "host-guest" chemistry by forming complexes
with them. Sulfo groups were added to the phenolic groups of the macrocycle, where
the acid protons were replaced by sodium cations. As a result, the resulting anionic
sulfates were dissolved in methanol, and the aim of the work was to study the binding
properties of these substituted calixarenes in order to develop them as drugs or sensor

and filter materials.

In this work, the binding of a total of 12 "guests" to sulfo-substituted calixarenes was
investigated, and in the case of 8 "guests" it was possible to determine the strength of
the binding constants according to the 2:1 or 1:1 model, where one "guest" binds to
two or one macrocycle. The comparison with other "guest molecules" would allow to
predict the binding strength of "guest molecules" that have a purpose in the

pharmaceutical industry, when supplementing the set of "guests" used in this work.

In the study, the macrocycle bonded best with the following compounds: p-anisidine
hydrochloride, 2-nitrobenzylamine hydrochloride and aniline hydrochloride. The most
effective results were shown in 2:1 bonding, where two molecules of the macrocycle

were bonded to one "guest" molecule. In this work, the binding strength of different
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"guests" were compared, and based on them, the potential effect on the binding

strength of neurotransmitters was evaluated.

In the future, the number of investigated "guests", in addition to the 12 "guests"
investigated in this work, could be increased and experiments could be carried out with,
for example, molecules such as nitrobenzene hydrochloride, cyclohexamine
hydrochloride, 2-cyclohexyl-ethylamine hydrochloride and (cyclohexylmethyl)amine
hydrochloride. In this way, we get an idea of the binding strength of "guests" with

different structures to the macrocycle of 4-sulfocalix[4]arene.
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LISA 2 “KULALISE” 2 BINDFIT GRAAFIK (2:1)
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LISA 22 “KULALISE” 7 BINDFIT GRAAFIK (1:2)
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LISA 31 “KULALISE” 10 BINDFIT GRAAFIK (1:1)
SIDESTUMINE

Parameter
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LISA 40 “KULALISE” 12 BINDFIT GRAAFIK (1:1)
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