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Promocijas darbs “1,4-Dihidropiridina atvasinajumu fizikali-ktmiska un in silico izp&te” ir
veltits 1,4-dihidropiridina atvasingjumu pé&tijumiem ar kodolu magnétiskas rezonanses
spektroskopijas, Furjé transformacijas infrasarkanas spektroskopijas, izotermalo titréSanas
kalorimetrijas un citam fizikali-kimiskajam metodém, ka arT kvantu kimiskajiem aprekiniem.
Promocijas darba ir ievads, literatliras apskats, rezultatu izvert€jums, eksperimentala dala,
secinajumi, izmantotas literatliras saraksts un pielikumi.

Bromgjot 2,6-dimetil-1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumus ar N-bromsukcinimidu
(NBS), identificeti I1dz §im neaprakstiti reakcijas starpprodukti, kas pastav tikai reakcijas
$kidumd un kuru eksistenci var pieradit tikai ar daudzkodolu ('H, '*C un 'N) KMR
spektroskopijas palidzibu.

Ar dinamisko 'H KMR spektroskopijas metodi atklata 1,4-DHP cikla 2. un 6. metilengrupu
AB sistémas neparasta protonu diastereotopijas atkariba no temperatiiras.

Pirmo reizi ar daudzkodolu KMR un IS spektroskopijas eksperimentiem daziem 1,4-DHP
atvasinajumiem noteikta anomala |[N-H] saites salsinasanas ick§molekularai |[N-H|---O fidenraza
saitei.

Ar izotermalas titreSanas kalorimetrijas, ka arT KMR spektroskopijas metodém raksturota
5'-mononukleotidu monofosfatu (ka prozalu modelis) saistiba ar lipidveida 1,4-DHP
atvasinajumiem, kas satur garas alkilkeédes cikla esteru grup&jumos (ka potencialas génu
transfekcijas sisttmu kandidatu molekulas).
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21 tabula, 328 izmantotie literatiiras avoti.
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PROMOCIJAS DARBA VISPAREJS RAKSTUROJUMS

Ievads

1,4-Dihidropiridina (1,4-DHP) cikls tiek uzskatits par vienu no privilegétam kimiskam
struktiram medicinas kimija (1,4-DHP atvasindjumiem piemit dazadas farmakologiskas
ipasibas) [1, 2], un 1,4-DHP atvasinajumi ir loti svarigi farmacija. Pieméram, nifedipins un
amlodipins ir Pasaules Veselibas organizacijas (PVO) nozimigo zalu saraksta [3]. 1,4-
Dihidropiridina atvasinajumiem piemit ne tikai kalcija kanalu antagonistu un antihipertensivas
[4] Tpasibas, tiem ir arT antiaritmiska [5], neirotransmiteru [6], pretkrampju [7], antioksidantu
[8], antiradikala [9], pretvéza [10], antidiab&tiska [11], antibakteriala [12], SGinu augSanas
modulatoru [13], antikoagulantu [14], adenozina receptoru antagonistu [15], zalu
multirezistences (multidrug resistance) modulgjosa [16] un daudzas citas aktivitates [1, 2].

Latvijas Organiskas sintezes institiita Membranaktivo savienojumu un [-diketonu
laboratorija sintezéti 1,4-DHP atvasinajumi (katjoni amfifili lipidiem I1dzigi savienojumi) ar
garam alkilkédem. Pieradits, ka Siem atvasinajumiem piemit paSagregacijas ipaSibas, Gidens
Skidumos tie veido dazada veida vezikulas un tos var lietot ka neviralos gé€nu transfekcijas
lidzeklus [17]. Tomer joprojam ir nezinams RNS/DNS un katjonus aizvietotajus saturo$u
lipidveida 1,4-DHP atvasinagjumu kompleksu veido$anas mehanisms, un to 1,4-DHP
atvasinajumu pasagregacijas Tpasibas nav pietiekami labi izpétitas.

Turklat 1,4-DHP atvasinajumi, kas satur katjonus (piridinija) aizvietotajus 2. un 6. pozicijas
un karboksigrupas 3. un 5. pozicijas, nav pilniba raksturoti ar fizikalas kimijas un
spektroskopisko metozu palidzibu. Ka paradits literattira, daziem 1,4-DHP atvasinajumiem ar
ketonu grupam 3. un 5. vietas eksisté ickSmolekularas adenraza saites, un 1,4-DHP biologiska
aktivitate ir saistita ar konform&ru veidu un savstarp&jo aizvietotaju orientaciju tajos [18].

Promocijas darba mérkis un galvenie uzdevumi

Promocijas darba merkis ir raksturot 1,4-dihidropiridina atvasinajumu 2., 6. poziciju
aizvietotdju struktiiras geometriskas ipatnibas, veicot eksperimentalos un teorétiskos p&tijumus
ar fizikali-ktmiskajam un in silico metodém.

Merka sasniegSanai noteikti §adi uzdevumi:

1) noskaidrot 1,4-DHP atvasinajumu 2. un 6. pozicijas esoSo metilgrupu bromé&Sanas

reakcijas mehanismu, bromgjot ar N-bromsukcinimidu (NBS) metanola;

2) izpétit strukturalas ipasibas, kas izraisa 2,6-bisbrommetil-1,4-DHP atvasingjumu 2. un
6. pozicijas CH2 grupas protonu diastereotopiju;

3) ar KMR spektroskopijas metodeém un kvantu kimiskajiem aprekiniem veikt
iekSmolekularo UGdenraza saiSu T1paSibu raksturojumu dazadiem 1,4-DHP
atvasinajumiem;

4) noteikt paSagregacijas termodinamiskos parametrus vezikulam, kas iegitas no lipidiem
lidzigiem 1,4-DHP atvasinajumiem ar garam alkilesteru grupam, un raksturot
savienojumu mijiedarbibu ar mononukleotidiem ka prozalu (prodrug) modeliem.



Promocijas darba zinatniska nozime un novitate

Identificéti un aprakstiti 1idz §im nezinami 2,6-dimetil-1,4-dihidropiridina atvasinajumu
broméSanas ar N-bromsukcinimidu reakcijas starpprodukti, ka ari ieglita izpratne par
bromé&sanas reakcijas mehanismu.

Atklata 1,4-DHP cikla 2. un 6. metiléngrupu AB sistémas neparasta protonu diastereotopijas
atkariba no temperatiiras, un pieradita iekSmolekularo Gdenraza saiSu eksistence Sajas
molekulas un konforméru maina atkariba no temperatiras.

Pirmo reizi noteikta anomala 1,4-DHP atvasinajumiem |[N-H| saites saisinasanas, ja veidojas
fidenraza saite.

Ar kodolu magnétiskas rezonanses spektroskopijas un izotermalas titré€Sanas kalorimetrijas
palidzibu aprakstita lipidiem lidzigo 1,4-DHP atvasingjumu ar garam alkilesteru grupam
mijiedarbiba ar 5'-mononukleotidu monofosfatiem.

Promocijas darba praktiska nozime

Petot 1,4-dihidropiridina atvasinajumu 2. un 6. metilgrupu bromesanas reakciju metanola,
varigjot N-bromsukcinimida daudzumu, iegiita izpratne par bromésanas reakcijas mehanismu,
identific€ti 11dz Sim neaprakstiti reakcijas starpprodukti, to eksistence ir pieradita ar KMR
spektroskopijas palidzibu. Veikti kvantu kimiskie aprekini, kas apraksta §is reakcijas
mehanismu, nemot vera iegtitos KMR spektroskopijas rezultatus. Veiktie petijumi dod iesp&ju
prognozet reakcijas galaproduktus un uzlabot sinté€zes iznakumu.

Lipidiem Iidzigajiem 1,4-DHP atvasinagjumiem ir noteikti gan saistibas ar
5'-mononukleotidu monofosfatiem, gan kritiskas vezikulu veidosanas koncentracijas, gan
termodinamiskie parametri, kas lauj prognozet saistibas sp&ju un iesp&ju veidot vezikulas
zemas koncentracijas.

Aizstavamas tézes

1.  Bromgjot 1,4-DHP 2. un 6. pozicijas esosdas metilgrupas ar N-bromsukcinimidu
metanola, ar KMR spektroskopijas palidzibu var identificét un kvantu kimiskajiem
aprékiniem apstiprinat [1dz $im neaprakstitus produktus.

2. Dazadiem 1,4-DHP atvasinajumiem magnétiski anizotropo aizvietotaju un |C-HJ|---O
tipa iekSmolekularo tGdenraza saiSu kopgja ietekme atseviskos konforméros rada
ieveérojamu atskiribu diasterotopo metiléngrupas protonu ekrang$ana, ietekmgjot 2. un
6. pozicijas diastereotopo metiléngrupu protonu magnétisko neekvivalenci.

3. Ar KMR spektroskopijas metodem, IS spektru datiem un kvantu kimiskajiem
aprékiniem var veikt iekSmolekularo Gdenraza saiSu raksturojumu dazadiem 2- vai
2,6-aizvietotiem 1,4-DHP atvasinajumiem.

4.  KMR un izotermalas titréSanas kalorimetrijas metodes lauj pétit lipidiem lidzigo
1,4-DHP atvasinajumu spg&ju veidot kompleksus ar 5'-mononukleotidu monofosfatiem
un raksturot veidoto vezikulu kompleksu stabilitati un saistiSanas mijiedarbibu.
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PROMOCIJAS DARBA GALVENIE REZULTATI

1. 1,4-DHP atvasinajumu 2. un 6. poziciju metilgrupu bromesana ar NBS

Metilgrupu bromésana 1,4-DHP cikla 2. un 6. pozicija ir viens no svarigakajiem soliem
katjonu amfiftlo 1,4-DHP atvasinajumu ka potencialo génu transfekcijas sisttmu kandidatu
izstrade, talak attiecigajiem 2,6-bisbrommetil-1,4-DHP atvasinajumiem veicot broma
nukleofilu aizvietoSanu ar piridinu, ta atvasindjumiem vai citiem aminiem. Loti biezi
2,6-bisbrommetil-1,4-DHP atvasinajumi netiek izdaliti no reakcijas vides, bet uzreiz in situ
lietoti nukleofilas aizvietoSanas reakcija [19].

Bromesanas reakcijas 1,4-DHP atvasinajumam la ar N-bromsukcinimidu veiktas tieSi
KMR stobrinos (@ 5 mm) metanola $kiduma ar KMR spektru registré$anu reakcijas laika.
Konstatgts, ka reakcijas norit vairakos posmos (1. un 2. att.).

(o]
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N J "~
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T T T
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1. att. 1,4-DHP atvasinajuma 1a 2. poziciju metilgrupu bromé&Sanas reakcijas shéma,
izmantojot vienu ekvivalentu NBS metanola Skiduma.

S w
MeOH
N
H
1a

-—
o \N fe)
Br 2a Br // sp2 O

2. att. 1,4-DHP atvasinajuma 1a 2. un 6. poziciju metilgrupu bromésanas reakcijas sheéma,
izmantojot divus ekvivalentus NBS metanola §kiduma.

No reakcijas maisijuma neizdevas izolet starpproduktus SP1, SP2 un SP2', tomer tie bija
pietickami stabili, lai biitu identificgjami ar daudzkodolu (‘H, '*C un 'SN) KMR spektroskopijas
palidzibu, kas lauj veikt starpproduktu SP1, SP2, SP2' un galaproduktu 2a' un 2a protonu,
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oglekla un slapekla signalu analizi. Starpproduktu veido$anas procesu var noverot, izmantojot
KMR spektroskopiju, dati par to 'H, *C un N signalu nobidém ir apkopoti 1. tabula (paraditi
tikai dal&ji, pilna tabula — promocijas daba 1. pielikuma).

1. tabula

'H, 3C un "N KMR dati 1,4-DHP atvasinajuma 1a brom&sanas starpproduktiem metanola

Sav 8'H, milj. d. 313C, milj. d. 35N, milj. d.
‘| _C-R CsR |CH| G G Cy Cs Cs Ni
la 2,23 2,23 [3,77]146,18]102,96|28,09]|102,96|146,18| 135,21
SP1 2,38 2,48 13,35]165,29| 59,44 [38,44|116,75|150,56| 311,35
SP2' 1,84 2,26 3,54 86,63 | 65,22 |39,66| 97,78 | 149,21 112,82
SP2 2,17 1,63 [3,03[157,01| 66,85 [43,69] 73,38 | 91,38 325,15
2a'* [4,44,4,71| 226 |3,81]144,71|105,10|28,34|102,40|146,49| 130,12
2a* [4,88,4,51|4,88,4,51(3,89]142,12]|106,77|29,37|106,77|142,12| 126,20

* Spektri tika registréti deiteréta hloroforma.

1.1. 1,4-DHP atvasinajuma 1a bromeSanas reakcija ar vienu NBS ekvivalentu

Talit pec ekvimolara 1,4-DHP atvasinajuma 1a daudzuma sajauksanas ar NBS, vienigais ar

KMR spektroskopijas metodi noverotais savienojums Skiduma bija starpprodukts SP1.
Piedavatais mehanisms 1,4-DHP atvasinajuma la bromé&Sanas reakcijai ar vienu ekvivalentu
NBS metanola redzams 3. attéla.

L O, LO (o]
0 0
o
° | Br o | Br
N =
N —NHS N
1a H
SP1
SPO o
L J \> +MeOH‘>
L) S
0
L e ° o
| Br | —MeOH | o
N > N AN
H N H
22 Br H
a L SP3’ —J SP2

3. att. Piedavatais reakcijas mehanisms 2,4,6-trimetil-1,4-dihidropiridina 1a brom&Sanai ar
vienu ekvivalentu NBS.

Pirmais solis ir 1a savienojuma reakcija ar NBS, kur veidojas iesp&jamais starpprodukts
SPO0, kas Iidzigs broma un sukcinimida (NHS) adduktam, to ir aprakstijusi Massone (Masson)
un lidzstradnieki [20]. Tad atra NHS elimingSana izraisa starpprodukta SP1 veidosanos. Talak
notiek metanola piesaistiSanas pie SP1 molekulas N1=C; saiteis, veidojot starpproduktu SP2'.
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Lidzigi noveérojumi aprakstiti hloréSanas reakcijam [21]. Var pienemt, ka starpprodukta SP2'
parveidosanas par 2a' notiek ar metanola molekulas atdali$anos no savienojuma SP2', veidojot
atbilstoSo iesp&amo starpproduktu SP3', kam seko [1,3]-sigmatropa pargrup€Sanas lidz
monobromé&tam produktam 2a'.

Sada reakcijas mehanisma apstiprina$anai ir veikti kvantu kimiskie aprékini (Jaguar 8.0
programmatiiras pakotne [22]; aprekini veikti teor&tiskaja ITmeni HF/LACV3IP**++), lai
noteiktu optimalo starpproduktu struktiru un noveértétu iek$gjas energijas visiem
starpproduktiem, kas piedalas reakcija, ka arT to relativas energijas izmainas reakcijas gaita.
Iespgjamas reakcijas shematisks attélojums, izmantojot reagentu relativas energijas, paradits
4. att€la diagramma. Grafiks ir mérogots, pamatojoties uz relativajam energijam, ka paradits uz

Y ass.
02 SPO
-1,2 \
_5 \
— -10
o
E \
w 15
Q
:. ~20 \ SP1 SP2 SP3
"
< -20,5 .4 -1,4
-25 \
-30
2a’
-35 -12,9
1) 1a+ NBS —SP0 AE =-1,2 kcal/mol 4) SP2' — SP3' + MeOH AE = -1,4 kcal/mol
2) SP0 — SP1 + NHS AE =-20,5 kcal/mol 5) SP3'—2a’ AE =-12,9 kcal/mol

3) SP1+ MeOH — SP2' AE = +1,4 kcal/mol

4. att. Energijas diagramma 1,4-DHP atvasinajuma 1a bromé&$anas reakcijai ar vienu
ekvivalentu NBS, iegiita pamatojoties uz kvantu kimiskajiem aprékiniem.

Aprekinatas solu iek$&jas energijas atSkiribas parada NBS pievienoSanu pie 1a, kas sekmé
starpprodukta SP0 veidosanas. Sis process ir labvéligs (AE = —1,2 kcal/mol). NHS fragmentu
elimingSana no starpprodukta SP0 un starpprodukta SP1 veidoSanas p&c kvantu kimiskiem
aprékiniem ar energijas starpibu —20,5 kcal/mol ir termodinamiski loti labvéliga. Sekojosa
metanola pievienosanas pie starpprodukta SP1 un starpprodukta SP2' veidosanas ir nedaudz
termodinamiski nelabvéligakas un prasa energiju 1,4 kcal/mol. Tas rezult&jas ar relativi ilgu
starpproduktu SP1 un SP2' stabilitati. P&c piedavata bromésanas mehanisma starpprodukta
SP2' parveidoSana par produktu 2a' notiek, veidojoties starpproduktam SP3'
(AE =—1,4 kcal/mol), kam seko [1,3]-sigmatropa pargrupéSanas. Tika konstatéts, ka pedgjais
solis SP3' — 2a' ir energgtiski loti labvéligs (AE = —12,9 kcal/mol).

1.2. 1,4-DHP atvasinajuma 1a bromeéSanas reakcija ar diviem ekvivalentiem NBS

Piedavatais savienojuma 1a bromeSanas reakcijas mehanisms ar diviem ekvivalentiem NBS
metanola redzams 5. att€la. Savienojuma 1a reakcija ar diviem ekvivalentiem NBS pirmais un
otrais posms ir tads pats ka monobromé&Sanas gadijuma — SP1 starpprodukta veidoS$anas.
Nakamais solis ietver NBS molekulas pievienoSanu starpproduktam SP1, izveidojot iespgjamo
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starpproduktu SP1'. Talak notiek metanola molekulas pievienosana pie SP1' ar sekojosu NHS
atbrivoSanos — SP2 veidoSanas, tad metanola molekulas atdaliSana no starpprodukta SP2, ka
rezultata veidojas starpprodukts SP3. Talak seko [1,3]-sigmatropa pargrup&Sanas
starpproduktam SP3 — SP4. Nakamais solis ir eksocikliskas dubultsaites veido$anas, péc
tam — pargrupésanas SP4 — SP5 un SP5 — 2a.

Lo oJ L0 o] L o
o o
° B ° o Br o Br
+NBS | |
/
N N 0 | -NHs N
H N.
SP1
1a
o - +NBS l o
SPO
f\\ ' o q \>
o 0 o) o]
j o o // X o \/
o o Br: Br
Br Br
Br Br +MeOH N/
0
> —MeOH N/ _NHS N
N 0 o
SP3 - SP2

5. att. Piedavatais reakcijas mehanisms 2,4,6-trimetil-1,4-dihidropiridina 1a brom&sanai
ar diviem ekvivalentiem NBS.

Tapat ka iepriek$€ja bromésanas gadijuma ar vienu ekvivalentu NBS, ar KMR noteiktie
transformaciju soli tika salidzinati ar kvantu kimisko aprékinu rezultatiem. 6. att€la apkopotie
dati parada iesaistito starpproduktu relativas energijas dazados brom&Sanas procesa posmos.
Pirmie divi posmi (starpprodukta SP1 veidoSanas caur starpproduktu SP0) notiek tapat ka
monobromésanas reakcijas gadijuma (3. un 4. att.). Nakamais solis ir NBS molekulas
pievienoana pie starpprodukta SP1, kur izveidojas starpprodukts SP1'. Sis process ir
energétiski mazlabvéligs (AE =-2,2 kcal/mol). Nakamais solis ir termodinamiski labvéligs
(AE =—16,9 kcal/mol) un ietver metanola molekulas pievienoSanu pie SP1' ar sekojoSu NHS
atbrivoSanos, ka rezultata veidojas starpprodukts SP2. Turpmaka metanola molekulas
atdali$ana no starpprodukta SP2 ir nedaudz energétiski nelabvéligaka (AE = +0,1 kcal/mol), ka
rezultata veidojas starpprodukts SP3. Nakamie posmi ir sigmatropas pargrup&sanas, kur broma
atoms migreé uz eksociklisko dubultsaiti, kas izraisa atbilstosa starpprodukta SP4 veidoSanos.
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Aprekinu rezultati parada, ka konversija SP3 — SP4 ir energétiski labvéliga
(AE =-16,1 kcal/mol). Pareja no starpprodukta SP4 uz produktu 2a notiek, veidojot atbilstoSo
starpproduktu SP5 (AE = +1,3 kcal/mol), kam seko otra [1,3]-sigmatropa pargrup&Sanas.
Pédgjais posms, bisbromprodukta 2a  veidoSanas, ir energétiski  labvéligs
(AE =—12,9 kcal/mol).

1
0 4——SP0
-1,2
-10 \
5 20 SP1 SP1"
E -20,5
S 3 ’ -2,2
£
m SP2 SP3
< -40
-50
-60
-70
1) 1a+ NBS — SP0 AE = -1,2 kcal/mol 5) SP2 — SP3 + MeOH AE = +0,1 kcal/mol
2) SP0 — SP1 + NHS AE = -20,5 kcal/mol 6) SP3 — SP4 AE = -16,1 kcal/mol
3) SP1 + NBS — SP1' AE = -2,2 kcal/mol 7) SP4 — SP5 AE = +1,3 kcal/mol
4) SP1'+ MeOH — SP2 + NHS AE = -16,9 kcal/mol 8) SP5 — 2a AE = -12,9 kcal/mol

6. att. Energijas diagramma 2,4,6-trimetil-1,4-dihidropiridina 1a bromé&Sanas reakcijai ar
diviem ekvivalentiem NBS, ieglita pamatojoties uz kvantu kimiskajiem aprekiniem.

1.3. 1,4-DHP atvasinajumu 1a broméSanas ar NBS reakcijas kinétika

Nemot vera starpproduktu koncentraciju izmainas 1,4-dihidropiridina atvasinajuma 1la
bromésanas reakcija ar vienu vai diviem NBS ekvivalentiem (7. att.), ir svarigi atzimét, ka
starpprodukta SP2 (vai SP2' viena NBS ekvivalenta gadijuma) veidoSanas atrums pilniba
atbilst starpprodukta SP1 koncentracijas samazinasanas atrumam (koncentraciju izmainas ir
pilnigi simetriskas). Sads novérojums liecina, ka reakcija ir loti atra un, visticamak, NBS ir tiesi
iesaistits Saja reakcija ka promotors nevis tikai ka broma avots.

C, mM C, mM

60 \ [ | 60 | 1
50 \ // 50 \ I

40 +SP1 40 *SP1
30 o SP2’ 30 i *Sp2

2a
20 20
10 = AN 10 3
0 S— / L‘_
0
0 100 200 300 laiks, min 0 100 200 300 laiks, min

7. att. Ar '"H KMR spektroskopijas metodi novérotas vielu koncentracijas izmainas laika
1,4-DHP atvasinajuma 1a brome&Sanas reakcija ar vienu (pa kreisi) un diviem (pa labi)
ekvivalentiem NBS metanola pie 25 °C.
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Bromgjot dihidropiridina 1a atvasinajumu ar diviem ekvivalentiem NBS, tiek novérota
asimetriska starpprodukta SP2 koncentracijas samazinasanas attieciba pret galaprodukta 2a
veidoSanos (koncentracijas palielinasanos). Ir svarigi atzimet, ka starpprodukta SP2
koncentracijas samazinasanas notiek daudz atrak neka galaprodukta 2a veidosanas. Pareja no
SP2 sakas tikai péc tam, kad SP1 ir pilniba izreaggjis ar NBS. Reakcijas laika tick novérots ari
moments/situacija, kad starpprodukts SP2 skiduma vairs netiek konstatets, bet galaprodukts 2a
vel nav izveidojies pilniba. Nemot vera aprekinu rezultatus, Sis galaprodukta veidoSanas
palénindjums ir saistits ar energétiski nelabvéligu pareju esamibu starp starpproduktiem
(SP2 — SP3 un SP4 — SP5), kas izraisa galaprodukta 2a veidoSanas aizkavéSanos (7. att.).

Nemot véra starpprodukta SP1 veidosanas energétisko izdevibu, rodas jautajums, kapéc
bisbroméSanas gadijuma nav nove@rots attiecigais starpprodukts SP2', ka tika noveérots
monobromésanas reakcija. Iemesls varétu biit tads, ka metanola molekulas pievienoSanas
Ni=C, divkarSajai saitei starpprodukta SP1, lai izveidotu starpproduktu SP2' (AE =
+1,4 kcal/mol), tika pieradita ka termodinamiski nedaudz nelabveliga (4. att.). NBS parakuma
klatbiitng ir lielaka varbiitiba, ka starpprodukts SP1 piesaistitu NBS molekulu 1,4-DHP cikla
Cs=Cs divkar$ajai saitei un pec tam aizstatu to ar metanolu. P&c aprékiniem Sie divi posmi
SP1 — SP1' — SP2 (AE =-19,1 kcal/mol) (6. att.) ir energétiski izdevigaki neka SP1 — SP2'
(AE =+1,4 kcal/mol) (4. att.), kas nodroSina ne tikai starpprodukta SP2 veidosSanos, bet ar
paatrina reakciju, ja tiek izmantoti divi vai vairak ekvivalenti NBS (8. att.)

C, mM

60 e ©2NBS

50

40
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20
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0 ; :
0 30 60 90 120 laiks, min. 150

8. att. Ar '"H KMR spektroskopijas metodi novérotas starpprodukta SP1 koncentracijas
izmainas laika 1,4-DHP atvasinajuma 1a bromé&Sanas reakcijas ar dazadu NBS ekvivalentu
daudzumu metanola pie 25 °C.

Eksperimentu rezultata secinats, ka NBS koncentracijas palielinaSana, sakot no diviem
ekvivalentiem, nemaina sakuma starpproduktus bromé&Sanas reakcija, bet palielina
starpproduktu SP1 uz SP2 transformacijas atrumu. 1,4-DHP atvasingjuma la bromé&Sanas
reakcijas maisljumos ar diviem un vairakiem ekvivalentiem NBS netika novérota
starpsavienojuma SP2' klatblitne un reakcija ar vienu ekvivalentu NBS — tikai starpprodukta
SP2 pédas.
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2. 2. un 6. pozicijas aizvietoto 1,4-DHP atvasinajumu strukturalas ipasSibas

P&dgjos 30 gados veikts liels skaits pétijumu, kuros méginats modificét 1,4-DHP cikla 2.
un 6. pozicijas esosas metilgrupas ar dazadiem aizvietotajiem [12, 17, 23-27]. Nozimi ieguvusi
ar1 katjonie amfifilie 1,4-DHP atvasinajumi ka perspektivas transportmolekulas nukleotidu
ievadiSanai mérka Stunas [19].

Jau magistra darba [28] izstrades laika sakam pétijumus, kas turpindjas promocijas darba
izstrades laika. Visi pétamie savienojumi (2.tab.) sintez&ti Latvijas Organiskas sintézes
institiita Membranaktivo un B-diketonu laboratorija.

1,4-Dihidropiridina gredzena 2. un 6. pozicijas aizvietotu metiléngrupu CH>X protoniem
piemit interesanta Tpasiba (savienojumi 2-6 (2.tab.)) — tie ir diastereotopi, un attiecigaja
"H KMR spektra $ie protoni novérojami ka AB spinu sistémas. So neekvivalenci var ietekmat
gan molekulas aizvietotaju konformacija, gan aizvietotaju anizotropija.

2. tabula
3 3
R . _R \
0 R o
0 o} /\o
| p
N Me N
H
R R R
16 7 8

1,4-DHP atvasinajumu 1-8 kimiskas struktiiras

IN. p. k| Sav. | R! R? R} R* 1§
1. la | H H CH>CH3 CH3 H
2. 1b | H H CH,CH3 Ph H
3. 1c H H (CH2)20C3H7—}1 PhOCHFz—O H
4. 2a** | H Br CH2CH3 CH3 Br
5. 2b* |CH3 Br CH,CH3 Ph Br
6. |2¢**| H Br CH>CH3 PhCFs-0 Br
7. |2d**| H Br (CH2):0C3H7-n | PhOCHF»-0 Br
8. [2e**| H Cl CH>CH3 COOCH3 Cl
9. 2f* | H Br CH>CH3 Ph Br
10. |2g**| H Br CH; PhOCHF;-0 Br
11. |2h**| H Br Ci2Hys Ph Br
12. | 2i** |CH3 Br CH; PhOCHF;-0 Br
13. | 3a* | H Py Br~ CH>CH3s CH3s Py"Br~
14. | 3b* |CH3 Py* Br~ CH>CH3 Ph Py'Br~
15. |3e** | H Py" Br~ CH,CH3 PhCF;-0 Py'Br_
16. |3d**| H Py" Br~ (CH»):0C3H7-n | PhOCHF;-0 Py'Br~
17. [3e**| H Py" CI- CH,CH3 COOCH3 Py"CI
18. |3f** | H Py" Br- CH>CH3 Ph Py"Br~
19. | 3g* | H Py" Br~ CH3 PhOCHF;-0 Py'Br~
20. |3h**|CH; Py" Br_ CH3 PhOCHF;-0 Py'Br~
21. |4a**| H Py" Br~ CioHa1 Ph Py"Br~
22. | 4b* | H Py" Br~ CioHas Ph Py'Br_
23. |4c** | H Py* Br~ Ci4Hpo Ph Py"Br~
24. 4d* | H PyJr Br Ci6H33 Ph Py+BI‘7
25. 4e* |CH; PyJr Br- CioHas Ph Py+Bl‘7
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2. tabulas turpinajums

IN. p. k| Sav. | R! R? R} R* R’
26. 4f* | H Py'CH3-4 Br~ Ci2Hys Ph Py'CH3-4 Br~
27. | 4g* | H | Py*(CHs)-3,5 Br- CioHos Ph Py*(CH;),-3,5 Br-
28. | 4h* | H |Py"(N-(CH3),)-4 Br~ CioHas Ph Py*(N-(CH3)»)-4 Br~
29. 4i* | H PyJr Br~ C2H4-CF; Ph PyJr Br~
30. | 4" | H Py Br CioHas Ph-CFsp Py Br
31. S5a H OOCCH3 CHzCH3 CH3 H
32. 5b | H OOCCH;3 CH3 CH3 H
33. 5¢c | H OOCCH3 CH,CH3 Ph H
34. 5d H OOCCH3 (CH2)20C3H7-FI PhOCHFz-O H
35. S5¢e | H OOCCH3 CH,CH3 Ph-F-o H
36. 5 | H OOCCH3 CH,CH3 Ph-NOz-m H
37. 6a | H OOCCH3 CH,CH3 CH3 OOCCH3
38. 6b | H OOCCH3 CH,CH3 Ph OOCCH3
39. 6¢c H OOCCH3 (CH2)20C3H7-FI PhOCHFz-O OOCCH3
40. | 7a** Ph
41. |Tb** PhOCHF;-o
42. | 8a* Ph
43. | 8b* PhOCHF;-0

* — savienojums ieprieks bija aprakstits magistra darba [28].

** _ savienojums ieprieks bija aprakstits publikacija [29], kas izveidota, nemot véra magistra darba izstrades gaita
iegitos datus, un nebija aprakstits magistra darba.

Tabula savienojumiem ir izmantota specifiska numeracija, jo tie ir iedaliti dazadas grupas.

Aizvietotajs 1,4-DHP cikla 4. pozicija molekula atrodas ievérojama attaluma no 2. un
6. metiléngrupas. Tapéc eksperimentali novérota CH, grupas protonu '"H KMR kimisko nobtzu
atSkiriba cikliskajos laktonos 7 un 8 neparsniedz 0,08 milj. d. Par lidzigu atskiribu 1,4-DHP
atvasinajumiem zinots literatlira, un ir skaidrs, ka CH» grupai piemit diastereotopas pasibas
tikai tad, ja 1,4-DHP cikls nav oksid&ts, jo piridina atvasinajumu 'H KMR spektros CH> grupas
protonu signali noverojami ka singleti [30].

Vel svarigs anizotropijas faktors monocikliskajos atvasinajumos 2—6 varétu but 3,5-
etoksikarbonilgrupu konformacija; Sajos savienojumos kimisko nobizu atskiriba CHX
protoniem kliist ievérojama. Var pienemt, ka $adu atSkiribu savienojumos 2—6, ko izraisfjusi
4. pozicija esoSu aizvietotaju anizotropija, papildus ietekmé arT atskiribas protonu novietojuma
attieciba pret 3,5-alkoksikarbonilaizvietotaju.

2.1. 1,4-DHP atvasinajumi ar |C-H|---O=C tipa iek§molekularam tidenraZa saitém

Savienojumu 2-6 2. un 6. metiléngrupu AB protonu signali 'H KMR spektros viegli
identificgjami péc to 11-15 Hz lielajam geminalajam (%/) spinu mijiedarbibas konstantem.
Savienojumam 2 konstante ir mazaka neka savienojumiem 3 un 4. Blakus esosas piridina
T-saites atvasindjumos 3 un 4 parasti izraisa konstantes %/ absoliitas vértibas pieaugumu.

Kodolu Overhauzera efekta (KOE) analize savienojumu 2-4 'H-'H NOESY spektros lauj
noteikt metiléngrupas AB protonu relativo poziciju — korelacijas signals KOE parnesei no N
protona uz stiprak ekrangto protonu Ha ir divreiz intensivaks neka parnesei uz Hg [29]. Tas
nozimé, ka Ha protons, kas rezong zemakas frekvences lauka, atrodas tuvak NiH protonam.

Sads CH, protonu izkartojums veido labvéligus apstaklus iekmolekularam kontaktam starp
fidenraza atomu Hp un C; ogleklim piesaistito karboksilgrupu, un ta rezultata veidojas
|C-Hg|---O=C udenraza saite. Papildu apstiprinajums par |C-H|---O Gdenraza saites eksistenci
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savienojumos 2—4 izriet no 2,6-CH> protonu deiteréSanas atruma (9. att.). Savienojuma 4b D>O
Skiduma stiprak ekrangta protonu Ha rezonanses signala intensitate samazinas atrak neka
dezekrangta protona Hs intensitate. Tas ir tap&c, ka tdenraza saite iesaistitos protonus parasti
mazak ietekmé starpmolekulara H/D apmaina. Sis fakts apstiprina to, ka starp Hs metiléngrupas
protonu un karboksilgrupu veidojas tidenraza saite.

2
Hz5Cq2 CazHzs
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& 1 A Sty 0¥ H o
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9. att. "H KMR spektru dati 1,4-DHP atvasindjuma 4b 2,6-CH, protonu deiteréSanas atrumam
pie 25 °C [29].

Ka konstatgts ieprieks, daziem 1,4-DHP atvasinajumiem |C-H|---O=C tipa iekSmolekulara
fidenraza saite ir c€lonis neekvivalento protonu lielai atSkiribai kmiskajas nobidés. Jaatzime,
ka gandriz visiem pétitajiem savienojumiem (2-6) KMR spektros metiléngrupu protonu 'H
rezonanses signaliem raksturiga neparasta temperatiiras atkariba (10. att.). Pétito savienojumu
AB-tipa signalu atgriezeniska attistiba, mainoties $kiduma temperatiirai, izslédz iesp&ju procesu
aplikot ka parastu apmainu, jo Siem savienojumiem nav noveérojama rezonanses signalu
paplaSinasanas, kas raksturiga apmainai pirms to koalescences, turklat mainas Ha un Hs
protonu kimiskas nobides.
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10. att. Savienojuma 2d metiléngrupas protonu C2,6-CH> 'H KMR spektru signalu atkariba no
temperattiras CDCl; $kiduma.

Saskana ar literatuiras datiem [31], pétamajiem savienojumiem ir Joti kustigs 1,4-DHP cikls,
kura norisinas strauja konformaciju vanna-krésls maina, ko praktiski nav iesp&jams apstadinat
pat zemas temperatiiras. Lidz ar to 1,4-DHP cikla inversija nevar€tu biit metiléngrupu protonu
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galvenais neekvivalences c€lonis. Monocikliskajiem savienojumiem 2, nosakot iespgjamakas
telpiskas struktiiras, ir jaapsver kavetas rotacijas ap saiteém C,-CHz un C3 5-COO iespgja. Viens
no panémieniem, ka identificét iesp&jamos konform&rus molekulas ar vairakam brivibas
pakapém, ir aprékinat iesp&jamo konforméru potencialas energijas virsmas (PEV).
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11. att. Potencialas energijas virsma un tas projekcija savienojumam 2f. X ass — lenki rotacijai
ap C3-COxz saiti, Y ass — rotacijai ap C2-CHa saiti, energijas mérvieniba — kcal/mol. Ar
bultinam noraditas parejas barjeras starp konformacijam.

N TR
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12. att. Potencialas energijas virsma un tas projekcija savienojumam 2b. X ass — lenki
rotacijai ap C3-CO; saiti, Y ass — rotacijai ap C2-CH> saiti, energijas mérvieniba — kcal/mol.
Ar bultinam noradttas parejas barjeras starp konformacijam.

Savienojumiem 2f un 2b skengSana veikta, rotgjot ap saittm C3;-CO2 un C»-CH: (mainot
divplaknu kakta lenkus C>-C3-C=0 un C3-C2-CH»-X ar soli 10 lenkiskie gradi), optimizgjot
visu atlikuSo molekulas dalu. PEV aprékini, izmantojot blivuma-funkcionala teorijas metodi
(Jaguar 8.0 programmatiiras pakotne [22], aprekini veikti teorétiskaja ltmeni DF'T B3LYP/6-
31G¥), veikti struktiram, kas ir modelsavienojumi atvasinajumiem 2b un 2f (lai paatrinatu
aprékinus, broma atomi aizstati ar hlora atomiem). Aprékinos iegtitas trisdimensionalas PEV
un to projekcijas redzamas 11. un 12. att€los, ka atskaites punkts pienemta optimalas
konformacijas energija. Savienojumam 2f, kam nav aizvietots Ni, rotacijai ap Cz,6-CH: saiti
PEV identificgjami tikai divi plati minimumi A un B. Savienojumam 2b lokaliz&ti Cetri
energijas minimumi (A, B, C un D).
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Energétiskas barjeras karboksilgrupas icks¢jai rotacijai ap Cs3 s-COOR; saiti (ja divplaknu
lenkis C2-C3-C=0 ir 80—110° un 260-290°) savienojumiem 2f un 2b ir aptuveni vienadas, 8—
10 kcal/mol. Savienojuma 2f rotacijai ap C2,-CH> saiti ir divas loti atSkirigas barjeras (viena
~ 0,4-2,2 kcal/mol, otra ~ 16—18 kcal/mol). Konformaciju A otra barjera ir 0,4 kcal/mol, bet B
konformacijam ir ~ 2,2 kcal/mol. Sada neliela barjera rada savienojuma 2f metiléngrupu
protonu C26-CHz brivu svarstiSanos divu platu, izstieptu energijas minimumu divdimensijas
lenka C3-C2-CH2-X 70-300° diapazona. Samazinot temperatiiru, nav iesp&jams paléninat So
procesu tiktal, lai rastos iesp&a registrét atsevisku konforméru signalus. Tapéc pétamo
savienojumu 2f un 2b metiléngrupas AB-protonu absorbciju parstav konforméru vidgjoti
rezonanses signali, kuru populacija, ka arT pati potencialas energijas virsma atkariga no
temperaturas.

Tatad to ekranéSanas var sasniegt punktu, kura tie klGist izohroni ar vienadam kimiskam
nobidém. Savienojuma 2b papildus noveérotajai rotacijas barjerai ap Cz,6-CH> saiti, kas kopgja
ar savienojumu 2f un atbilst 16—18 kcal/mol (divplaknu kakta lenkis C3-C»-CHz-X 100-120°),
ir v&l viena 8-12 kcal/mol liela barjera; divplaknu kakta lenkis C3-C2-CH2-X 300-320°.
Ievérojama barjera rotacijai ap Cz,6-CH> saiti 1,4-DHP atvasinajuma 2b lauj registrét atsevisku
konforméru metiléngrupu protonu rezonanses signalus zemas temperatiiras KMR eksperimenta
(13. att.).
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13. att. Savienojuma 2b C;-CH> metiléngrupas protonu rezonanses signalu atkariba no
temperatiiras KMR spektroskopijas eksperimentos tetrahidrofurana-Dg $kiduma (m, A, ® —
AB spinu sistému apzimé&jumi, * — labilo protonu piemaistjums $kidinataja) [28].

Izvértgjot savienojuma 2b 'H KMR spektru atkaribu no temperatiiras, var aptuveni novertet
metiléngrupas protonu rezonanses signalu koalescences temperattru (7c) CDCIz (—25 °C) un
THF (=15 °C) skidumos. Izmantojot Eiringa (Eyring) vienadojumu [32], vargja aptuveni
novertét brivo aktivacijas energiju konformaciju parejam (A <> B, A <> C,C - Dun B < D)
pie attiecigajam 7c THF (~ 11,3 kcal/mol) un CDCIl3 (~ 10,7 kcal/mol) vertibam. Iegttas
energétisko barjeru vértibas ir tikai nedaudz augstakas par to aprékinatajiem lielumiem. So
pareju norises laika mainas tikai vienas mobilas molekulas dalas konformacija: halogéna vai
karboksilgrupas. Vismaz tiTs konform@ru pastavésana, iespgjams, liecina par ievérojamu Cae
poziciju aizvietotaju asimetrisko konforméru populaciju zema temperatiira. Aizvietotaju pie
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Cs;s un Cap oglekla atomiem orientaciju vienlaiciga maina (parejas A <> D un B & C) ir
mazvarbiitiga, jo $adu pareju energétiskas barjeras ir ar kartu 16—18 kcal/mol.

2.2. 1,4-DHP atvasinajumi ar |[N-H|---O=C tipa iekSmolekularam uidenraZa saitem

1,4-DHP atvasinajumu 3,5-mono- un 3,5-dikarboksilatu strukttiras rentgenografiska
analize, ka arT kvantu kimiskie aprekini [33] liecina, ka karbonilgrupa ir s-cis, s-cis
konformacija relativi pret C3=C, vai C¢=Cs dubultsaiti. Tas ir neparasti, jo labi zinams, ka
labakai konjugacijai priekSroka dodama s-trans orientacijai, ka arl s-frans orientacija ir
stabilaka [34]. Fragmenta C=C-C=0 savdabigas s-cis uzbuives iemesls nav skaidrs. Tomer
1,4-DHP atvasinajumu gadijuma izvirzita hipotéze, ka s-cis orientaciju atbalsta vaja
iek§molekulara tidenraza saites |C-H|---O=C mijiedarbiba. Sada mijiedarbiba iespgjama ari
savienojumos 1, 5 un 6 (3. tab.)

3. tabula

1,4-DHP atvasinajumu 1, S un 6 kimiskas struktiiras

"o R o
o) | | o]
N
1
N. p. k.| Sav.
1. la CH,CH3 CH;
2. 1b CH,CH3 Ph
3. 1c (CH»),0C3H7-n | PhOCHF»-0
4. 5a CH,CHj3 CH3
S. 5b CH; CH;
6. 5S¢ CH,CH3; Ph
7. 5d (CH2)20C3H7-}1 PhOCHFz-()
8. Se CH,CH3 Ph-F-o
9. 5f CH,CH3 Ph-NO»-m
10. 6a CH,CH3; CH;
11. | 6b CH>CH3 Ph
12. 6¢ (CH2)20C3H7-}1 PhOCHFz-()

Alkoksikarbonilkézu metiléngrupu signali 1,4-DHP 3. un 5. pozicijas savienojumu 5 un 6
"H KMR spektros uzrada $kelSanos, jo C4 oglekla atoms ir hiralais (vai prohiralais) centrs.
Pargjie signali '"H KMR spektros atbilst aromitisko vai alifatisko idenraza atomu dabai.
Savienojumu 5 un 6 'H KMR spektros divi metiléngrupu protoni aizvietotajos Cz un Ce ari ir
diastereotopi, un to signali aprakstami ka AB sistémas diapazona 5,24-5,44 milj. d. So protonu
neekvivalenci raksturo 'H kimisko nobizu atskiriba (5(Ha)-8(Hg)), ko var iespaidot tadi faktori
ka 1,4-DHP gredzena konformacija, aizvietotaju anizotropa ietekme, Cz un Ce oglekla atomiem
pievienoto aizvietotaju kavéta rotacija un |C-H|---O tipa iekSmolekulara tdenraza saite.
Geminalas spin-spinu mijiedarbibas konstantes 2J(Ha, Hg) protoniem nedaudz palielinas no
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14,8 Hz (5) Iidz 15,2 Hz (6). Savienojumiem 5 atkariba no aizvietotajiem pie C4 oglekla AB
metiléngrupas protonu noverojama kimisko nobizu starpiba ir robezas 0,04-0,13 milj. d.

Mainoties temperatiirai, protona Ha kimiska nobide savienojumiem 5 un 6 mainas lineari
ar tadu pasu koeficientu ka metilgrupas protonu kimiska nobide savienojumiem 1 pie Cz un Cs.
Tatad, protonam Ha jabit tikpat pieejamam $kidinatajam (hloroformam) ka savienojumos 1.
Taja pat laika protona Hp signals mainas nelineari un Itknes forma ir tuva negativai parabolai
(14. att.). Vertibas 3(Hg)/T nelineara atkariba liecina par to, ka protons Hg iesaistits vaja
iek§molekularas tidenraza saites |C-H|---O=C veidosana.
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14. att. Savienojumu 5¢ un 6b Cz-CH; metiléngrupas protonu kimisko nobizu atkariba no
temperatiiras CDCl3 skidumos. Nepartrauktas un partrauktas Iinijas att€lo vertibas, attiecigi
protonu Hp un Ha atkaribu. Katra protona kimisko nobidi pie —50 °C pienem ka nulles
punktu. 5¢ Ha (@), 5¢ Hg (A), 6b Ha (m) un 6b Hg (#).

"H KMR spektros novérojami plati NH protona signali intervalos 5,54-5,73 milj. d. (sav. 1),
6,48-6,67 milj. d. (sav. 5) un 7,55-7,77 milj. d. (sav. 6). N1H protona signala nobide vajakos
laukos attiecigi savienojumiem 1 — 5 — 6 var atspogulot ickSmolekularas [Ni-H|---O fidenraza
saites veidoSanos starp N1H protonu un COOCHj3 skabekla atomiem aizvietotajos pie Co un Cs
oglekla savienojumiem S un 6 [35].

Protonu NiH KMR signala temperatiiras koeficientu (AS/AT) parasti izmanto
iekSmolekularas tidenraza saites klatbuitnes noteikSanai [35]. Udenraza sai$u parrausana, ko
izraisa temperatiiras paaugstinasana, ekrané NiH protona rezonanses signalu. Temperatiiras
koeficienti, kuru vertiba lielaka par —4,5 mljrd. d./K, ir loti indikativi attieciba uz
iekSmolekularam tdenraza saiteém. Savienojumu 1, 5§ un 6 N;H protonu rezonanses
temperatiiras koeficienti izmériti, registrgjot 'H KMR spektrus vielu CDCl; $kiduma
temperatiiras diapazona —50...+50 °C. legitas vértibas ir starp —2,5 un —10,4 mljrd. d./K.
Savienojuma 6 NH protona AS/AT vertiba ir lielaka neka —4,5 mljrd. d./K (aptuveni
—3 mljrd. d./K), kas liecina par $T protona iesaistiSanos iekSmolekularaja tidenraza saites
veidoSana. Savienojumos 6, kam ir divi acetoksimetilaizvietotaji un Iidz ar to var veidoties
divas udenraza saites, AJ/AT vertibas ir zemakas neka savienojumiem 5 (aptuveni
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—3,6 mljrd. d./K). Ta sekas var€tu but vajaka [N-H|---O=C udenraza saite savienojumiem 6,
salidzinot ar savienojumiem 5.

Izmérito spin-spinu mijiedarbibas konstansu absolitas vértibas 'J('°N,'H) 92-96 Hz
nedaudz pieaug savienojumiem rinda 1 — 5 — 6 un liecina, ka Gidenradis ir stabili saistits ar
slapekla atomu un parstav neliela starpmolekulara apmaina, kas ir pretruna ar literatiiras datiem
[36], jo NiH protonu pozitiva ladina pieaugumam vai deekrangSanai vajadzEtu samazinat
1J(*>N,'H) absoliito vértibu. Talu, ja protona donora slapeklis ir sp* hibridizéts, 'J(**N,'H)
izmainas ir saistitas ar attiecigo N slapekla bazes attalumu kvadrata: Tsaka Ni-H saite atbilst
lielakai 'J(**'N,'H) vértibai [37]. Tas varétu liecinat par nelielu N-H attaluma samazina$anos
savienojumiem rinda 1 — 5 — 6.

Saskana ar literatiras datiem [38], ja NH piedalas [N-H|---X Gdenraza saites veidoSana,
spin-spinu sadarbibas konstanti 'J(**N,'H) galvenokart ietekmé divi faktori — elektrostatiska
iedarbiba un (X)—(N-H) ladina parnese. Zinams, ka pirmais faktors izraisa 'J('°N,'H)
absoliitas vértibas pieaugumu, savukart otrais — samazina 'J('°N,'H) absoliitas vértibas. So pasu
faktoru ietekme uz Ni-H saites IS valences svarstibu frekvenci arT ir pret§ja, tapec ladinu
parnese atbilst sarkanai nobidei, savukart elektrostatiskais efekts izraisa zilo nobidi. Parasti
fidenraza saites izraisa X-H kovalentas saites pagarinasanos, un tas valences svarstibas vXH ir
ar mazaku vilnu skaitli (sarkana nobide) [35, 39]. v(NH) pareja uz lielakiem vilnu skaitliem
fidenraza saisu gadijuma, iesp&jams, saistita ar N-H attaluma samazinasanos (zila nobide). Sada
veida efektus agrak reglstreja C-H un N-H saitém [40].
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15. att. Savienojumu 1b, 5S¢ un 6b N-H un C-H valences svarstibu frekvences IS spektros.

Savienojumu la-c (bez fidenraza sait€ém) IS spektros novero raksturigo valences svarstibu
v(NH) joslu diapazond 3344-3336 cm'. NH grupas, kas iesaistitas vienas fidenraza saites
veidoSana, savienojumiem Sa-d uzrada N-H valences svarstibu joslu intervala 3347-
3348 cm™!, NH grupas, kas iesaistitas divas fidenraZa sait8s savienojumiem 6a-c, v(N-H) joslas
ir intervala 3363-3437 cm™' (15. att.). Novérota joslas w(N-H) nobide ir 11 cm™, parejot no

savienojuma 1b uz savienojumu 5S¢, un pieaug 1idz 67 cm ™', parejot no 1b uz 6b. IS valences
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svarstibu joslas v(N-H) frekvence un konstansu 'J(*°N,'H) vértibas savienojumiem 1, 5 un 6
liecina, ka abu $o parametru mainu (v(NH) un 'J('*N,'H)) dalgji var izraisit viens un tas pats
iemesls — atSkiribas N-H saites garuma [41].

Lai izméritu slapekla kodola kimisko nobidi, tika izmantoti 'H-'>N HMQC spektri ar N-H
tiesas saites konstansu vertibu (\J(°N,'H) = 95 Hz) [33,42]. '*N rezonanses signali novérojami
tris skaidri izteiktos regionos: 134,53-134,01 milj. d. (1), 123,31-124,42 milj. d. (5) un 114,18—
115,58 milj. d. (6).

N;H protonu signala nobidi vajakos laukos (‘H deekran&sanu) pavada '>N signalu nobide
stiprakos laukos (N; ekrangSana) secigi savienojumiem 1— 5— 6 (16.att.). Tas ir
parsteidzosi, jo parasti ar NjH protona ekrangSanu notiek arT slapekla atoma ekrangSana [43].
N-H saite pagarinas, kad izveidojas fidenraza saite [44]. Saskana ar literatliras datiem [45],
novérotas amidu slapekla kodolu !N kimiskas nobides palielinas, saisinoties N-H saitei
veidotaja [N-H|---O=C | idenraza saité. Tad&jadi apgriezta §('*’N)/5('H) atkariba savienojumu
rinda 1 — 5 — 6, iespgjams, liecina par N-H saites saisinasanos, tatu nevar kvantitativi
izskaidrot '’N rezonanses signila ievérojamo nobidi stipros laukos, secigi parejot rinda no 1 uz
S5un 6.
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16. att. Sakariba starp '*N un 'H kimiskajam nobideém savienojumos 1(e), 5(m) un 6( A ).

Tatad §('H) nobidi vajos un 8(**N) nobidi stipros laukos savienojumiem rindi 1 — 5 — 6
dalgji var izraisit N-H saites saisina$anas. To apstiprina 'J(!°N,'H) absoliitds vértibas
pieaugums rinda 1 — 5 — 6. Iespgjamais skaidrojums smago kodolu diamagngtiskajai nobidei
ir stériskas perturbacijas tuva elektronu makona dél. Saja gadfjuma tas var bt saistits ar telpisko
afinitati starp acetoksiaizvietotdju un "N kodolu. Saskana ar literatiiras datiem [46], §ada
ietekme novirza >N rezonanses signilu pat Iidz 10 milj. d. uz stiprakiem laukiem.

Sekundara "ABC(H/D) deitérija-protonu izotopu efekta (IE) mérfjumi ir loti labs
instruments iek§molekularas idenraza saites izp&tei [47]. Visus efektus no protonu aizvietoSanu
ar deitériju var atri detektét ar 13C KMR spektroskopijas palidzibu, jo IE ir novérojams ne tikai
caur kTmiskajam saitém, bet arT caur telpu. Savienojumos 1, 5, 6 pie slapekla atoma piesaistita
protona aizstasana ar deitériju rada tikai raksturigo izotopu iedarbibu, jo J(*N,'H) vértibas
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(~92-96 Hz) lauj ignorét lidzsvara procesus. Raksturigajam izotopu efektam ir vibracijas
izcelsme, un tas saistits ar [N-H|---X saites potencialas Iknes anharmoniskumu. UdenraZza saite
palielina $o anharmoniskumu. Izmainas KMR '3C nobides vértibas rada N-H/D saites
saisinasanas diteréSanas rezultata [48].

IE vértibas ("APC(H/D) = §(3C(N1H)) — 8(**C(NiD))) tika izméritas dalgji deitergtu
paraugu *C spektros, jo abu izoméru signalus vargja viegli identifict, nemot véra to relativo
intensitati (4. tab.). Visi izméritie izotopu efekti savienojumiem 1, 5 un 6 ir pozitivi.
Aizvietotaju ietekmi uz IE vértibam galvenokart raksturo divi faktori: Gidenraza saite un
aizvietotaju elektronisko efektu parnese [49]. Registréta H/D izotopu ietekme uz
acetoksimetilkarbonilgrupas '3C atomiem (4. tab.). Savienojumiem 5, kam N;H protons
iesaistits viena fidenraza saitg, SA'3Ccoo H/D vértibas ir diapazona 3—5 mljrd. d. Taja pat laika
SA3Ccoo H/D IE vértibas karboksilagrupas oglekliem savienojumiem 6 ir 35 reizes lielakas
(~ 15-18 mljrd. d.) neka savienojumiem 5.

4. tabula
Kimiskas struktiiras un H/D IE uz '3C kodoliem (mljrd. d.) savienojumos 1, 5 un 6

1 1 1 1 ! R'

R\o R o~ ® l:(\o R? o~ RPN R’ -
o | | 0 © | | (0] o | | o
¥ ¥ N
(o] (o] I} o0 0
1 5Y \f 6 Y
N.p. k.| sav. R! R? COO*H | Cs| Ca| Cs | Cs3 | C-CHs | C-CH,
L. 1a CH,CH3 CH; - 85/85(50|50| 81 -
2. | 1b CH,CH; Ph - 8484 (51|51 82 -
3. 1c (CH2)20C3H7-n | PhOCHF»-0 - 90 90|47 (47| 84 -
4. | 5a CH,CH; CH; - 86|78 (59 |44 | 84 37
5. ] 5b CH; CH; - 88 (79|59 |45| 84 37
6. | sc CH,CH; Ph 3 87180 (59|42 | 84 36
7. | 5d (CH),0CsH7-n | PhOCHF»-0 5 96 | 88 | 58 | 41 84 36
8. | se CH,CH; Ph-F-o 5 94 |87 (58|41 | 84 35
9. 5f CH,CHj; Ph-NO,-m 4 91 85|57 (43| 84 37
10. | 6a CH,CH3 CH; 15 82 | 82|56 |56 - 32
1L | 6b CH,CH; Ph 18 85| 85| 55|55 - 33
12. 1 6c (CH),0C3H7-n | PhOCHF;-0 18 9191|5353 - 34

Apliikojot H/D aizvietosanas ietekmi uz '*C oglekla atomu KMR spektriem 1,4-DHP
ciklam, noveérojams, ka izmainas savienojumu rinda 1 — 5 — 6 ir nelielas. Tas atbilst tikpat
nelielam izmaindm '*C spektru signdlu kimiskajas nobides. Interesanti, ka H/D IE ietekme uz
C2,6-'*CH;3 atomu metilgrupa, kas atdalita no NiH protonu ar trim saitém (~ 81-84 mljrd. d.), ir
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lidziga IE ietekmei uz 1*C ¢ oglekli, kas atdalitas tikai ar divam saitém (~ 80—96 mljrd. d.). Taja
pasa laika IE vértibas '*Cs s atomiem ir daudz mazakas (~ 4159 mljrd. d.). '3C izotopa nobide
metilgrupam pie 1,4-DHP cikla 2. un 6. pozicija savienojumiem 1 un 5 ir ievérojami lielaka
neka metilénagrupam pie tiem paSiem oglekla atomiem savienojumiem 5 un 6.

Veiktie kvantu kimiskie aprékini (Gaussian 09 (D.01.) programmatiiras pakotne [50];
aprékini veikti teorétiskaja limeni DFT B3LYP/6-311G++(d,p)) rada, ka savienojumos S N1H
protons ar alkoksigrupas skabekli vislabak varétu veidot piecloceklu H-helata tipa ciklu.
Savienojumu 6 divi septinloceklu H-helata cikli veidojas ar C=0 skabekli aizvietotdjos 2. un
6. pozicija. Dazada tipa [N-H|---O saites savienojumos 5 un 6 var bt iemesls 2. un 6. pozicijas
aizvietotaju karboksilgrupas oglekla sekundaras "A'*C(NH/D) izotopu nobides pieaugumam
13C KMR spektra, parejot no savienojumiem 5 uz 6. Tas, ka NH/D aizsta$anas izotopais efekts
seSu kimisko sai$u attaluma uz 2. un 6. pozicija esoSo karboksilgrupu oglekla *C kimisko
nobidi 6 (PA*C(NH/D)) ir lielaks par efektu ¢etru kimisko saisu attaluma (*A'*C(NH/D)) 5,
pierada, ka [N-H|---O @idenraza saite septinloceklu H-helata cikla, ko veido C=O grupa, ir
specigaka par saiti alkoksigrupas izveidotaja piecloceklu H-helata cikla.

3. Katjonu lipidi uz 1,4-DHP atvasinajumu bazes un to saistiSanas
ar mononukleotidiem

Petijums veikts, lai noteiktu mononukleotidu (ka prozalu modelu) saistiSanas sp&ju ar
katjonu amfifiliem lipidiem lidzigiem 1,4-DHP atvasinjumiem 4 (5. tab. un 17. att.). Sadi
savienojumi tidens Skidumos uzrada sp€ju asocigties un veidot vezikulas [17, 51, 52]. Starp
divus katjonus aizvietotajus saturosiem katjonu amfifiliem 1,4-DHP atvasinajums 4b ar divam
C12 alkilkgdeém esteru grup&jumos uzradija augstako transfekcijas aktivitati. Metilaizvietotaja
ievadiSana pie 1,4-DHP cikla N1 atoma, ka arT C12 alkilkézu (3. un 5. pozicija) saisinasana vai
pagarinasana samazinaja transfekcijas aktivitati pat 1idz pilnigam tas zudumam [19].

17. att. P&tamo savienojumu 4 vispariga formula.
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5. tabula
Pétitie katjonie amfifilie 1,4-DHP atvasinajumi 4

N.p.k | Sav. | R! R2 R’ R
1. 4 | H H CioHos H
2. 4d | H H CicHss H
3. 4e | CHs H CioHos H
4. 4 | H p-CH; Ci2Hos H
5. 4g H 3,5-CH; CioHas H
6. 4h | H | p-N(CHj), Ci2Has H
7. 4i° | H H CioHpe-CF; | H
8. 4 | H H CioHas | CF3

a perhlorati, visi pargjie — bromidi.

DNS vai RNS un 1,4-DHP 4 komplekse$anas mehanisms nav pilniba skaidrs, bet asociacija
ir atkariga no nukleinskabes veidojoSiem mononukleotidiem [53]. Tapéc ir sapratigi salidzinat
5'-mononukleotidu (18. att.) sp&ju piesaistit katjonu 1,4-DHP tipa amfifilus 4. Tas biitu svarigi,
lai racionali prognozetu, mekl&tu un sintezétu jaunus katjonus amfifilus ar optimalu strukttru
efektivai zalu piegadei un génu transfekcijai. Lai noteiktu saistiSanas energiju, tika pétita
kompleksu struktiira cetriem RNS 5'-mononukleotidiem ar 1,4-DHP atvasindjumiem 4,
izmantojot izotermalo titr€Sanas kalorimetriju (ITK) un KMR spektroskopiju. Pirmais solis bija
novertet aktivako 4b saistiSanos ar 5'-mononukleotidiem, tad analizét, ka aizvietotaju variacija
4 struktiira ietekme to kompleks€Sanas spgju.

NH,
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— P [o]
T ) N
9 NJ
//\o/\Q’
HO OH
AMF CMF
o
+ 0 . o H
- N. Na
—_— NH
I CIJuy o \\04
0 >’ "o N
Na® O N N NH2 ‘\//P\O/\Q/ —
o -/
& ", HO\‘ ’IOH
H
GMF UMF

18. att. RNS 5'-mononukleotidi.
3.1. Katjonu amfifilio lipidiem Ilidzigo 1,4-DHP atvasinajumu pasagregacijas pétijumi

ITK metode ir loti nozimiga dazadu saistibas termodinamisko parametru noteik$anai, un to
biezi izmanto kritisko vezikulu koncentracijas (KVK) noteikSanai [54]. ITK datus (19. att.) labi
apraksta Bolcmana (Boltzmann) sigmoida vienadojums:
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Qiever = L + Ay, (1)
1+e A

kur cget — savienojuma (detergenta) koncentracija ITC200 titréSanas $tnina; A — parejas regiona

platums. 0%, devezikulacijas siltums (vezikulu atikaidisana) tika nemts ka starpiba starp 41 —

sakuma un A4, — beigu vértibu bazes Itnijam. Izmantojot koncentraciju $lircé un KVK, Q¢

tika normaliz&ts.
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19. att. ITK dati savienojumu 4b un 4i KVK noteikSanai (katjonu lipidu 4b koncentracija
injekcijas/titréSanas §lircé — 270 uM, 4i — 130 uM). Roza liknes — datu pielagojums saskana ar
1. vienadojumu. Uz x-ass — savienojumu koncentracija KVK iekartas titréSanas Stininas
nodalijuma.

TitréSanas sakuma 1,4-DHP atvasinajumu 4 koncentracija $tinas nodalfjuma bija zemaka
par KVK. Titrésanas Iikne (19. att.) liecina, ka vezikulu disociacija ir endotermisks process.
Péc KVK sasniegsanas disociacijas energija samazinajas gandriz Iidz nullei, jo vezikulas vairs
nedisocigja un noveroja tikai atSkaidiSanas termisko iedarbibu. KVK vértibas un
termodinamiskie dati savienojumiem 4 apkopoti 6. tabula. PaSagreg@Sanas virzitajspeks ir
hidrofobais efekts, kas atkarigs no molekulu lipofilitates. Labi zinams, ka KVK samazinas,
palielinoties virsmas aktivas vielas lipofilitatei [55]. KVK vértibas 1,4-DHP atvasingjumiem 4,
kas iegiitas ar ITK, ir sam&ra zemas. Savienojumi 4g, 4h, 4i un 4j raksturojas ar mazakam KVK
vertibam, jo tiem ir lielaka lipofilitate [56]. Lai novertetu lipofilitati atvasinajumiem 4, tika
aprékinatas oktanola/idens sadalijuma koeficienta (logP) veértibas (6. tab.). KVK un logP
vertibas 1,4-DHP atvasinajumiem 4 korel€, uzradot lipofilitates palielinasanos.

6. tabula
LogP vértibas, KVK un termodinamiskie parametri 1,4-DHP atvasinajumiem 4

Sav. | logp | KVEKS | AG, | AHOY, | —TAS,

uM | kcal/mol | kcal/mol | kcal/mol
4b 152 | 16+4 —8,9 —6,6 —2,3
4e 15,0 | 17+2 —8,9 —7,6 -1,3
4f 159 | 17+3 —8,9 —6,7 —2,2
4g 16,5 | 10+2 —9,2 —5.3 -39
4h 16,0 | 11+2 -9,1 -7,2 -1,9
4i 17,7 | 71 —9,4 —2,2 —7,2
4 [ 162 [10+2] -92 -3,1 -6,1
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Vezikulacijas laika tidens izdalas no vezikulu ieks$gjas dalas (jo amfifilajiem molekulam ir
hidrofoba dala), idens struktiira kliist nesakartota, un ta rezultata palielinas entropija [57].
Nemot veéra 6. tabula dotos rezultatus, var visparinat, ka savienojumiem 4 vezikulacija 25 °C
temperattra ir eksotermisks process. Gibsa briva energija (AG*"**) ka ar1 entalpija (AH®"%) ir
ar negativu vertibu, entropija (S*V%) — ar pozitivu vertibu.

3.2. RNS 5'-mononukleotidu saistiba ar 1,4-DHP atvasinajumiem, '"H KMR titréSana

Kompleksu veidosanas notiek sastavdalu asociacijas un disociacijas procesa. Kompleksa
stabilitati nosaka ta dzives laiks. 1,4-DHP 4 un 5'-mononukleotidu kompleksu raksturoSanai
veikti 'H KMR titréSanas eksperimenti. 'H KMR titréSanas eksperimenti ir informativi
noderigi, jo dod iesp&ju noteikt sistémas termodinamiskos datus. Mononukleotidu CMF un
UMTF gadijuma apmainas process ar savienojumiem 4 (‘H KMR laika skala) bija atrs un tika
registréti gan brivo, gan saistito molekulu vid&jotie KMR protonu signali (2. vienadojums):

8novérots = Ybrivs X 8brivs + Ysaisﬁts X Ssaisﬁts (2)

Kompleksu disociacijas konstantes (Kp) savienojumiem 4 ar CMF un UMF aprékinaja,
izmantojot 3. vienadojumu, registr&jot inducéto 'H protonu signalu mainu pie dazadam 4 un
mononukleotidu koncentracijas attiecibam [58]. Divi nezinamie — disociacijas konstante (Kp)
un saistito RNS 5'-mononukleotides un 1,4-DHP 4 kimiska nobide (8saist) — tika noverteti,
izmantojot nelinearo pielagosanu:

Kp+Cs+Cy—+/ (Kp+Cs+Cy)2—4XCyxCg
2 + 6brIvs: (3)

8novér0ts = (Sbﬁvs - Ssaistits)

kur Cs un Cy attiecigi — “saimnieka” (host) un “viesa” (guest) koncentracija.

Disociacijas konstantes “saimnieka” (mononukleotidu) un “viesa” (1,4-DHP) mijiedarbibai
aprékinaja no 5'-mononukleotidu H1' protonu signala titré$anas likném, pievienojot picaugosu
4 daudzumu $kidumam. Visu “saimnieks”/*“viesis” sistemu disociacijas konstantes (Kp) ir ar
vienadu kartu (7. tab.). KonstanSu mazakas vertibas nozimé spécigaku saistiSanos. Dati liecina,
ka energgtiski visizdevigakos kompleksus veido 4i ar CMF un UMF.

7. tabula

Disociacijas konstantes Kp (nM) savienojumu 4 un mononukleotidu kompleksiem

5'-mononukleotids 4b | 4d | 4e | 4f | 4g | 4h | 4i | 4j | 4b/DPPC
CMF 23 | 98 | 33 | 16 | 26 | 16 | 4 | 32 31
UMF 26 | 92 | 28 | 24 | 22 | 21 | 10 | 56 60

Aizvietotaji piridinija gredzena (4f, 4¢ un 4h) nedaudz izmainija attiecigo savienojumu
kompleksu ar mononukleotidiem stabilitati. Savukart N-CHj3 aizvietota 1,4-DHP atvasinajuma
4e, ka arT savienojuma 4j ar trifluormetilaizvietotaju benzola griedzena para- pozicija 1,4-DHP
4. vieta un savienojuma 4b maisTjuma ar dipalmitoilfosfatidilholinu (DPPC) (1:3) vezikulas
uzradija lielaku disociacijas konstantes vertibu neka tirs savienojums 4b. 1,4-DHP
atvasinajums 4d ar Ci¢ estera grupu alkilkeéd@s uzrada vajaku saistiSanas sp&ju.
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AMF un GMF gadijuma apmainas atrums 25 °C temperatiira bija KMR laika skalas vidgja
diapazona, tapec nebija iespgjams novertét Kp vertibas ieverojami paplasinato signalu dg] (pie
koncentracijas attiecibas no 0,3 Iidz 1,2). AMF uzradija mazak paplaSinatus signalus, bet
konkrétaja temperatiira izmérita kimiska nobide nav piemérota Kp noteik$anai.

Tatad, 1,4-DHP atvasinajumu vezikulu sp&ja veidot kompleksus ir atkariga no alkilkézu
garuma aizvietotajiem 1,4-DHP cikla 3. un 5. pozicijas. Atvasinajums 4i ar garam alkilkeédeém,
kur gala metilgrupas ir nomainitas pret trifluormetilgrupam, parada sp&cigaku saistiSanas sp&ju
ar RNS 5'-mononukleotidem. Sadu uzlabotu saisti§anos varétu izskaidrot ar atskirigu kézu
dinamiku fluora atomu hidrofobas mijiedarbibas dgl. Tas atspogulojas mazakas KVK vértibas
savienojumam 4i, salidzinot ar pargjiem pétitajiem 1,4-DHP atvasinajumiem 4. Dazadi
aizvietotaji 1,4-DHP cikla 2. un 6. pozicijas tikai nedaudz ietekme saistiSanas sp&ju. 1,4-DHP
cikla 4. pozicija esosa fenilgredzena para- vietas modifikacija ar CF3 grupu samazina attiecigo
1,4-DHP atvasinajumu saisttbu ar mononukleotidiem. Kompozicija, kas veidota no
savienojuma 4b kopa ar DPPC (lai izveidotu kopigas vezikulas), samazina iegtto vezikulu
speju saistities ar 5'-mononukleotidiem, salidzinot ar vezikulam, ko veido tikai tirs 1,4-DHP
atvasinajums 4b.

3.3. RNS 5'-mononukleotidu saistiba ar 1,4-DHP atvasinajumiem, '"H KMR un ITK
pétijumu salidzinajums

Papildus '"H KMR titréanai disociacijas konstanti noteica arT ar ITK metodi. ST metode art
ir loti populara afinitates/saistiSanas noteikSanai in vitro, jo ta ir operativa, vienkarSa un tieSa
[59]. Ta ar lielaku precizitati sniedz lielisku ieskatu saistiSanas procesos, salidzinot ar citam
metodém [60]. Savukart metode ir jutiga ne tikai pret molekularo saisti$anos. Ta reagé arl uz
citiem dazadiem procesiem titréSanas Stnina (bufera neatbilstibu, atSkaidfjumu,
piemaistjumiem utt.), kas iev@rojami apgriitina ieglito rezultatu interpretaciju.

Visos saistiSanas ITK titréSanas eksperimentos savienojumu 4 koncentracija (ITK titrésanas
§tnina) péc otras injekcijas bija augstaka neka ta KVK vertiba (4 koncentracija titréSanas $lirce
bija ~ 3,5 mM). Lai no saisti§anas energijas atdalitu vezikulu reorganizacijas energiju, tika
veikti titréSanas references eksperimenti (4 vezikulas tika injicetas §tinina, kas piepildita ar tiru
tdeni) [61]. Parasti ITK titrésanas eksperimenti uzrada likni ar S-veida formu (20. att.), no
kuras izrekina termodinamiskos parametrus.
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20. att. ITK eksperimentalie dati CMF (Stnina) titr€Sanai ar 4b (Slirce), (aprékinatos lielumus
apraksta Iikne).
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Disociacijas konstantes Kp vertibas un termodinamiskie parametri apkopoti 8. tabula.
Papildus 'H KMR spektroskopijas metodem kompleksu termodinamiskos parametrus noteica
ar ITK. Ar ITK metodi noteiktas Kp vértibas ir mazikas neka tas, kas iegfitas ar 'H KMR
titrésanu. Tas nav parsteigums, jo kimisko nobTzu izmainas, ko novéro 'H KMR titr&sanas
eksperimentos, rodas tikai tad, ja attiecigais protons ir iesaistits kompleksa veidojosas
mijiedarbibas (un kimiska nobide ne vienmer atbilst kompleksa veidosanai) at$kirtba no ITK
mérijumiem, kas registré jebkadu saistiSanos (siltuma izmainu) neatkarigi no mijiedarbibas
veida [62]. SaistiSanas raksturojumu kompleksiem rada entalpijas (AH) un entropijas (—TAS)
ieguldijums saistibas Gibsa brivaja energija (AG). Pret&jie entalpijas un entropijas ieguldijumi
rezultjoties dod pieticigas Gibsa brivas energijas izmainas (AG = —7 kcal/mol). Labvéligo
brivo energiju veido nelabvéliga pozitiva entalpijas un labvéliga entropijas vertibas. Negativus
entropijas faktorus galvenokart izraisa nespecifiska hidrofoba mijiedarbiba un desolvacija.

8. tabula

Ar ITK un '"H KMR metodém noteiktie Kp lielumi un termodinamiskie parametri
5'-mononukleotidu titréSanai ar 4b

KMR | ITK | KMR | ITK
Mononukleotids AH, AS,
Ko, "M AG, keal/mol kcal/mol | cal/(molxK)
AMF - |10x6 - -7,0£04 [ 2,1£03 301
CMF 23+7[15+6|63+08]-66+03] 51+1,0 39+1
UMF 26£9]6+2|-63+09]-72+02] 4605 39+3

AG, AHun AS vértibas liecina, ka saistiSanas procesos doming entropiska mijiedarbiba [63],
kas atbilst publicetajiem datiem par amonija lipidu vezikulam [64]. Hidrofobas mijiedarbibas
entropija padara labvéligu 1,4-DHP atvasinajumu 4 un 5'-mononukleotidu saistiSanos.

GMF titréSanas rezultati atSkiras. Pirms likne sasniedz plato (pie attiecibas (3:2)), tika
registréti divi papildu parliekuma punkti (ar izlieckuma un ielickuma starpibu ap 1 kcal/mol).
Eksperiments atkartots vairakkart, un katru reizi tika iegiits viens un tas pats rezultats — pirms
plato sasnieg8anas ir novérots energijas palielindjums. Iesp&jams, ka §Ts anomalijas iemesls bija
GMF 1pasiba — tendence uz paSagregaciju, kas minéts literattira [65]. Var pienemt, ka GMF
mijiedarbiba ar 1,4-DHP atvasinajumiem 4 norisingjas divos posmos: vispirms brivas GMF
molekulas saistas ar 4; p&c tam GMF klasteri izkliedgjas — palielinas siltuma daudzums [66].
Tapec GMF mononukleotidam ar $o metodi neizdevas novertét Kp veértibu asociatiem ar
lipidveida 1,4-DHP atvasinajumiem.

3.4. RNS 5'-mononukleotidu kompleksu un dazu 1,4-DHP atvasinajumu kompleksu
veidoSanas salidzinajums

KMR Tip relaksacijas metode lauj detektét ligandu asociaciju, pateicoties mazo un lielo
molekulu relaksacijas atskirTbam [67]. 1,4-DHP vezikulas var uzskatit par lielajam molekulam,
savukart mononukleotidus — par mazajam. Tip eksperimentd protonu signalu intensitates
samazingjums mononukleotidiem saistits ar relaksacijas laika saisinaSanos un ir proporcionals
“lielo molekulu” un “mazo molekulu” saistiSanas spgjai. Paradita integralo intensitaSu izmaina,
kas noverota RNS 5'-mononukleotidu spektros, tiem saistoties ar 1,4-DHP atvasinajumu 4b
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veidotajam vezikulam (9. tab.). Mononukleotidu saistiSanas sp&ja samazinas rinda CMF —
UMF — AMF — GMF.

9. tabula

RNS 5'-mononukleotidu signalu integralo vertibu samazinaSanas (%) Tip eksperimentos

Sav. H8 | H6, H1' | H6 | H5 | H1' |H2', H3'| H2' | H3' | H4' | HS'
4b | 23 48 23 22 | 25
AMF | 4e | 23 64 26 26 | 34
4i | 50 80 58 53 57

4b 97 194 | 89 96 94 | 98
CMF | 4e 49 | 32 | 38 56 56 | 69
4i 86 | 75 | 65 84 80 | 97

4b | 23 40 18 19 19
GMF | 4e | 14 20 13 11 10
4i | 19 24 16 14 16

4b 36 32 43 | 41 42 | 40
UMF | 4e 8 9 21 14 15 18
4i 76 73 93 | 91 85 | 95

Salidzinot nukleotidu saistiSanos ar 1,4-DHP atvasinagjumu 4b, 4e un 4i vezikulam,
integralo intensitaSu vid&jas vertibas 'H uzrdda samazindSanos rinda 4b — d4i — dJe
mononukleotidu CMF un GMF gadijumos un rinda 4i — 4b — 4e mononukleotidu AMF un
UMF gadijumos. 1,4-DHP molekula N1H protona aizstasana ar metilgrupu samazina 1,4-DHP
atvasinajuma 4e saistianas sp&ju ar mononukleotidiem, kas apstiprina N1H grupas nozimigumu
§1s saistibas mehanisma. Iesp&jams, N1H grupa piedalas starpmolekularas tidenraza saites
veido$ana starp 1,4-DHP atvasinajumiem un mononukleotidem.

10. tabula

Normalizétas PPDS integralas intensitates mononukleotidu saistibai ar sav 4

Sav. H8 | H6 | H5 |H2 | H6, HI' | H5, H1' | HI' | H2',H3' | H2' | H3' | H4' | HS'
4b | 9 15 10 9 36 | 21
AMF | 4e | 2 6 9 12 41 | 30
4i | 7 15 10 9 31 | 28

4b 12 9 35 24 | 21
CMF | 4e 9 3 28 25 | 34
4i 11 7 32 26 | 25

4b | 18 5 63 | 14
GMF | 4e | 18 11 | 56 | 15
4i | 22 15 1 44 | 19

4b 8 0 12 | 26 | 26 | 28
UMF | 4e 0 6 2 |25 | 32 | 36
4i 8 4 12 | 24 | 29 | 23

Vislielaka mononukleotidu KMR signalu integralo intensitaSu pazeminasanas noverojama
cukura dalai. Tas nozimé, ka saistiSanas vieta, visticamak, ir fosfatu grupa. Purinu un pirimidinu
protonu signaliem integralas intensitates nedaudz samazinatas, un tas liecina, ka eksisté
hidrofobas mijiedarbibas starp 1,4-DHP atvasinajumiem (ar garam alkilkédem 1,4-DHP cikla
3. un 5. pozicija) un RNS 5'-mononukleotidu slapekla bazem.
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Lai butu parlieciba par saistiS8anas procesa ieklauto mononukleotidu atomu pareizu
identifikaciju, tika izmantoti 'H piesatinajuma parneses dubultstarpibas (PPDS) (saturation
transfer double difference, STDD) KMR eksperimenti. PPDS pamata ir magnetizacijas
starpmolekulara parnese no receptoriem uz piesaistitajiem mazajiem ligandiem [68].

'"H PPDS dati liecina par dazam atskiribam mononukleotidu un 4 saistiba (10. tab.).
Mononukleotida GMF augstaka intensitate ir H4' protonu signalam. Mononukleotidam AMF
visintensivakie signali ir registréti H4' un H5' protoniem. CMF un UMF mononukleotidiem
maksimala intensitate novérota H3', H4' un HS' protoniem, liecinot par spécigaku saistiSanos ar
1,4-DHP atvasinajumiem. Neskatoties uz mingétajam atskiritbam, mononukleotidu saistiSanas
speja ar 4b samazinas tada pat rinda (CMF — UMF — AMF — GMF) un atbilst Tip KMR
eksperimentu rezultatiem.

Kompleksu veidosanas procesam ir divas dalas — negativo ladinu saturo$as fosfata grupu
elektrostatiskas piesaistes pozitivu ladinu saturosajiem piridinija gredzeniem 1,4-DHP cikla
2.un 6. vietas (par to liecina fakts, ka cukura cikla protoni, novérojami PPDS spektra) un
hidrofobas mijiedarbibas starp garajam alkilk&dém un mononukleotidu heterocikliem.

Neskatoties uz to, ka mononukleotidu un katjonu amfifilo lipidiem lidzigo 1,4-DHP
atvasinajumu 4 saistiSana domin€ hidrofobas mijiedarbibas, NH fragments ir svarigs, jo,
slapekla atoma protonu aizstajot ar metilgrupu, novero saistiSanas aktivitates samazinasanos.
Taja pasa laika savienojumam 4d ar garakam alkilkédeém (C16) tika noverots saistiSanas
samazinajums, kas lidzigs 1,4-DHP atvasinajuma 4b maisijumam ar cviterjonisko DPPC. Tika
konstatgts, ka pirimidina mononukleotida atvasinajumiem CMF un UMF ir lielaka saisti$anas
aktivitate ar 1,4-DHP atvasinajumu 4 neka purina mononukleotida atvasinajumiem AMF un
GMF.
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SECINAJUMI

. P&tot 1,4-dihidropiridina atvasinajumu 2. un 6. metilgrupu bromé$anas reakciju metanola,
varigjot N-bromsukcinimida daudzumu, ir identificéti Iidz Sim neaprakstiti reakcijas
starpprodukti, un to eksistenci var pieradit ar KMR spektroskopijas palidzibu. Kvantu
kimiskie aprekini, kas apraksta §is reakcijas mehanismu, balstas uz iegutajiem KMR
spektroskopijas rezultatiem.

. Analizgjot 1,4-dihidropiridina atvasinajumu strukturalas Tpatnibas, kas ietekm&
2.un 6. pozicijas diastereotopo metiléngrupas protonu magnétisko neekvivalenci,
pieradits, ka magnétiski anizotropo aizvietotaju un C-H---O tipa ickSmolekularo tidenraza
saiSu kopgja ietekme atseviskos konforméros rada ievérojamu atskiribu diasterotopo
metiléngrupas protonu ekranésana.

Br R’ Br

. Pieradits, ka diastereotopo 1,4-DHP cikla 2. un 6. pozicijas metiléngrupas protonu KMR
signalu netipisko temperatiras atkaribu 1,4-dihidropiridina spektra izraisa divi
konformacionali procesi — aizvietotaju rotacija ap Ca,6-CHz un C35-CO> saitem.

. Analizgjot 'H, *C, >N KMR un IS spektralos datus un kvantu kimisko aprékinu
rezultatus, apstiprinats, ka 2- un 2,6-acetoksimetil-1,4-dihidropiridin-3,5-dikarboksilati
veido NH---O un CH---O tipa iekSmolekularas fidenraza saites, ta defingjot optimalo
molekulu strukttru.

1 1 1 1
R 2 AROR 2 -

N N

L :o = AP
5 —
‘0— 0 [0}
1 5 o 6 "<

. Pamatojoties uz kvantu kimisko aprékinu un KMR spektroskopijas rezultatiem, pieradits,

=

ka acetoksimetil-1,4-DHP atvasinajumos veidojas iekSmolekulara tdenraza saite.
Monoaizvietotajos  2-acetoksimetil-1,4-DHP  atvasinajumos NiH protons ar
alkoksigrupas skabekli veido piecloceklu H-helata ciklu, bet diaizvietotajos
2,6-diacetoksimetil-1,4-DHP atvasinajumos izdevigaka ir divu septinloceklu H-helata
ciklu veidosanas, ko N1H veido ar 2. un 6. aizvietotaju karboksilgrupu karbonilgrupas
skabekli. Turklat @idenraza saite septinloceklu H-helata cikla ir stipraka par saiti
attiecigaja piecloceklu H-helata cikla.
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6. Paradits, ka KMR spektros NiH protonu signalu nobide uz vajakiem laukiem, ko pavada
5N signalu nobide uz stiprakiem laukiem un 'J('*N,'H) vértibu pieaugums pétito
1,4-dihidropiridinu rinda 1—5—6 liecina par N-H saiSu garuma samazinaSanos, ja
veidojas idenraza saite. To apstiprina arf N-H valences svarstibu zila nobide uz lielakiem
vilnu skaitliem savienojumu 1, 5 un 6 FTIS spektros.

7. Izmantojot KMR un izotermalas titréSanas kalorimetrijas (ITK) metodes, iesp&ams pétit
lipidiem Iidzigo 1,4-DHP atvasinajumu sp&ju veidot kompleksus ar 5'-mononukleotidu
monofosfatiem un noteikt to veidoto vezikulu kompleksu disociacijas konstantes Kp.

8. Analizgjot iegltos ITK un KMR spektroskopijas datus, secinats, ka mononukleotidu un
katjono 1,4-DHP atvasinajumu saistiSanas procesos doming entropiska mijiedarbiba.
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versitaté ieguvis bakalaura gradu kimija (2010) un inZenierzindtnu ma-
gistra gradu nanotehnologijas (2012). Kops 2007. gada strada Latvijas
Organiskds sintézes institotd Fizikali organiskas kimijas laboratorija,
galvenokart pievérsoties kodolmagnétiskds rezonanses un skait|osanas
kimijas jomam. Ir 16 originalu publikaciju, kas indeksétas Scopus un Web
of Science datubazé, lidzautors. Patlaban ir Latvijas Organiskas sinté-
zes institUta zindtniskais asistents.
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