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1.

Uvod

N-radikali sudjeluju u procesu razgradnje

DNA

Uloga i stabilnost N-radikala v bioloskim sustavima

» N-radikali mogu se koristiti kao reaktivni intermedijeri u reakcijama prijenosa atoma vodika (HAT)
* Aminokiseline se mogu aktivirati stvaranjem N-radikala.
* N-radikali se proizvode u nukleinskim kiselinama odcjeplienjem vodikovog atoma ili adicijom

radikala na nukleobazu.

Stabilnost se moze opisati
izodezmickim reakcijama
Tada govorimo o radikalskim
stabilizacijskim energijoma

(RSE)
RSE vrijednosti se mogu

pretvoriti u BDE vrijednosti
BDE + dostupni podaci o

energijama C-H veza

omogucuju predvidanje
reakcijskih entalpija u npr.
1,5-HAT koracima koji se

susreCcu U HLF reakciji

Stabilnost N-radikala jako ovisi 0

supstituenta
« U vecini sluCajeva stabilniji je radikal mr-tipa
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N-radikali v Hofmann-Loffler-Freytagovoj reakciji i 0 [NAJM 0
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2. Hipoteza:

Razjasnjavajuci parametre koji upravljaju termodinamikom, kinetikom i
regioselektivnoscu reakcija koje ukljuCuju N-radikale, prosiriti e se primjenjivost HLF
reakcije u sintezama analognih bioaktivnih spojeva i omogucditi predvidanje
produkata u kompetitivnim procesima.

3. Ciljrada:

1. Razjasniti parametare koji upravljaju regioselektivnoscu HLF reakcije

2. lzraCunati stabilnosti N-radikala i definirati njinovu stericku okolinu iz
visestrukin konformacija i simulacija molekularne dinamike

3. Rasvjetliti mehanizam intermolekulskin HAT reakcija u nukleobazama u
cvrstom stanju na razlicitim temperaturama.

4. |straziti inter- i intfra-molekularne HAT puteve u aminokiselinama i malim

peptidima

Zagreb, 26.02.2024.



4. Materiialii metode: Metode karakterizacije spojeva

Motode v sintezi spojeva

= Hi3C NMR spektroskopija

Sinteza N-bromiranih i N-kloriranih N-zastic¢enih alkil = FT-IR i UV-ViS spekiroskopija (v)

amina u Ciju ¢e se svrhu koristiti komercijalno dostupne NovA

Dva reakcijska koraka.
Inkorporiranje tosiline aktivacijske skupine -
metodologijom razvijenom tijekom boravka na Institutu
Rudjer Boskovic. -
N-kloriranje Ce se provesti metodologijom Shorta i
sur.(20) pri cemu Ce sredstvo za kloriranje biti o
trikloroizocijanurna kiselina a otapalo diklorometan.
N-bromiranje Ce se provesti metodologijom razvienom | I
U sklopu ovog doktorskog studija koja ce koristiti N- “
bromosukcinimid za bromiranje u diklorometanu. W i )
Pracenje reakcija vriit Ce se tankoslojnom - JT‘—JE Sy —

kromatografijom a dobiveni produkti procistiti Ce se
kolonskom kromatografijom.

e S O S P S
105 100 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 00 -05 -1.0
L (ppm)

.t U(ﬂa
el
1(\\(\0‘9‘2 @ PSA 3

N
\4\58\\ . ')_A\"'S\' O//S\\O R
ran,
Tosil klorid (1.5 ekviv.) ? oo™
HN.p O N.
pridin, 24 h, st S, R Ng
00 S(1'5€’kw
DIW \©\ Br
an, 24 N
h, N
'L\—\)\/\/\ "'\/\@ et AN
PR | o i |
L L

|
W\/\© L e e e e e s s e e s e SN B s S s B S
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0

f1 (ppm)
Zagreb, 26.02.2024.




Reakcija pra¢ena elekiron paramagnetskom rezonancijom (EPR)

Nakon sinteze, temeljne otopine ¢e se pripremiti
koristenjem vakuum linija metodom otplinjavanja
tekucim dusikom ciklusom zamrzavanje-pumpa-
odmrzavanije.

Na pripremljenim otopinama primijenit e se HLF
procedura Shorta i sur.(20) pri cemu Ce se koristiti Cetiri
Kessil lampe razlicitih valnih duljina (370nm, 427nm, 456
nm i 525 nm).

Detekcija intermedijera i reakcija pregradnje EPR
tehnikom provesti Ce se na EPR spekfrometru Bruker E500
Elexsys s ovijetljavanjem u Supljini.

Rezonatorska supljiina nema opticki prozor za osvjetlienje,
izvor svjetlosti Ce se montiran ispod Supljine, a svjetlost ce
dolaziti kroz dno EPR cijevi unutarnjeg promjera 4 mm.
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Reakcija praé¢ena nuklearnom magnetskom rezonancijom (NMR)

.o

«  NMR spektri reakcijske smjese napravit Ce s osvjetlienjem
izvan mjesta jednom od Cetiri Kessil lampe (370 nm) u
razlicitim otapalima na Varian Inova 400 NMR
spektrometru koji radi na 399,90 MHz za TH NMR, 100,6
MHz za 13C NMR a kemijski pomaci (6) prikazat ¢e se u

dijelovima na milijun (ppm).

« Spektri ¢e biti unutrasnje referencirani prema signalima
zaostalog otapala (1H: CDC13, 7,26 ppm; 13C: CDC13,
77,0 ppm;). Spekiri Ce se uvesti i obraditi u programu

MestreNova 14.2.0.
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Kvantno-kemijska metodologija N-hexylacetamide @ 378K

Proracuni ¢e se izvoditi na Advanced computing servisu (klasteri
Isabella i Supek) Sveucilisnog racunskog centra Sveudilista u Zagrebu i e
— SRCE te na klasteru sw.pharma.hr koristeci Gaussian 16 softverski T
paket te XTB softverski paket . o

Semiempirijska razina teorije za pretragu konformacijskog prostora
pomocu Conformer-Rotamer Ensemble Sampling Tool — CREST

sapuanbaly
N---H-92

programa koristeCi xtb-GFN1 | xtb-GFN2 metode. 55
DFT metode (B3LYP) za optimizaciju konformera reaktanata, ?
produkata i prijelaznih stanja 8 5
Poboljsana termodinamika metodama (G3B3, RO-B2PLYP-D3 ) 211714 —
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5. OcCekivani znanstveni doprinos

» Predlozeno istrazivanje ima za cilj unaprijediti razumijevanje reaktivnosti N-radikala u
organskoj kemiji i mehanizma reakcija pregradnje u kojima oni sudjeluju

» To podrazumijeva racunanje stabilnosti N- i C-radikala te produciranje skala stabilnosti
takvih radikala, sintezu prekursora radikala i karakterizaciju tih radikala pomocu EPR-a.

» [strazivanjem Ce se procijeniti i prikazati komplemetarna uporaba EPR i NMR
spekiroskopije za proucavanje reakcija preraspodjele, optmizirati e se racunski
modeli za tumacenje mehanizma pregradnje radikala u nukleobazama na razlicitim
temperaturama te ¢e se odrediti reakcijska mjesta u peptidnim vezama koja sudjeluju
u HAT reakcijama.

Zagreb, 26.02.2024.
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