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1. Uvod Uloga i stabilnost N-radikala u biološkim 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 odcjepljenjem vodikovog atoma ili adicijom 

radikala na nukleobazu.
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Skala stabilnosti N-radikala

Sudjeluju i u procesu razgradnje peptida I proteinaN-radikali sudjeluju u procesu razgradnje 
DNA

Svjetlom inducira razgradnja derivata diuretika amilorida

• Stabilnost se može opisati 
izodezmičkim reakcijama

• Tada govorimo o radikalskim 
stabilizacijskim energijama 
(RSE)

• RSE vrijednosti se mogu 
pretvoriti u BDE vrijednosti

• BDE + dostupni podaci o 
energijama C-H veza 
omogućuju predviđanje 
reakcijskih entalpija  u npr. 
1,5-HAT koracima koji se 
susreću u HLF reakciji

• Stabilnost N-radikala jako ovisi o vrsti N-
supstituenta 

• U većini slučajeva stabilniji je radikal π-tipa
π -radikal σ-radikal



N-radikali u Hofmann–Lo ̈ffler–Freytagovoj reakciji i 
bološkim sustavima

Zagreb, 26.02.2024.Može se iskoristiti za sintezu farmakološki aktivnih spojeva

N-Radikali sudjeluju  u selektivnoj sintezi piperidina

Aminokiseline se mogu aktivirati stvaranjem N-radikala

N-radikali kao reaktivni intermedijeri u 
selektivnoj funkcionalizaciji oligopeptida

• HLF reakcija višestupanjski je proces 
koji uključuje aktivaciju atoma 
dušika halogeniranjem, stvaranje N-
radikala fotokemijskom ili topinskom
aktivacijom, intramolekularni 1,5-HAT 
i radikalsku terminaciju s ciklizacijom 
kako bi se formirala konačna C-N 
veza 

• U nekim slučajevima 
dominantni su 1,6-
HAT procesi i 
dobivaju se 
piperidinski produkti. 

• Tada govorimo o 
regioselektivnosti HLF 
reakcije koju je 
zapravo uočio Muniz 
u svojoj selektivnoj 
sintezi piperidina.(16) 

• Jedan takav primjer korištenja N-
radikala kao reaktivnih intermedijera 
je selektivno C(sp3)-H kloriranje 
oligopeptida temeljeno na N-
kloropeptidnoj strategiji.



3. Cilj rada:

1. Razjasniti parametare koji upravljaju regioselektivnošću HLF reakcije
2. Izračunati stabilnosti N-radikala i definirati njihovu steričku okolinu iz 

višestrukih konformacija i simulacija molekularne dinamike
3. Rasvjetliti mehanizam intermolekulskih HAT reakcija u nukleobazama u 

čvrstom stanju na različitim temperaturama.  
4. Istražiti inter- i intra-molekularne HAT puteve u aminokiselinama i malim 

peptidima 

Razjašnjavajući parametre koji upravljaju termodinamikom, kinetikom i
regioselektivnošću reakcija koje uključuju N-radikale, proširiti će se primjenjivost HLF 
reakcije u sintezama analognih bioaktivnih spojeva i omogućiti predviđanje
produkata u kompetitivnim procesima. 

2. Hipoteza:
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4. Materijali i metode:
Motode u sintezi spojeva

§ 1H i 13C NMR spektroskopija
§ FT-IR i UV-ViS spektroskopija

Metode karakterizacije spojeva 

• Sinteza N-bromiranih i N-kloriranih N-zaštićenih alkil
amina u čiju će se svrhu koristiti komercijalno dostupne 
kemikalije.

• Dva reakcijska koraka.
• Inkorporiranje tosilne aktivacijske skupine  

metodologijom razvijenom tijekom boravka na Institutu 
Rudjer Bošković.

• N-kloriranje će se provesti metodologijom Shorta i 
sur.(20)  pri čemu će sredstvo za kloriranje biti  
trikloroizocijanurna kiselina a otapalo diklorometan. 

• N-bromiranje će se provesti metodologijom razvijenom 
u sklopu ovog doktorskog studija koja će koristiti N-
bromosukcinimid za bromiranje u diklorometanu.

• Praćenje reakcija vršit će se tankoslojnom 
kromatografijom a dobiveni produkti pročistiti će se 
kolonskom kromatografijom. 



Reakcija praćena elektron paramagnetskom rezonancijom (EPR) 

• Nakon sinteze, temeljne otopine će se pripremiti 
korištenjem  vakuum linija metodom otplinjavanja 
tekućim dušikom ciklusom zamrzavanje-pumpa-
odmrzavanje.

• Na pripremljenim otopinama primijenit će se HLF 
procedura Shorta i sur.(20)  pri čemu će se koristiti četiri 
Kessil lampe različitih valnih duljina (370nm, 427nm, 456 
nm i 525 nm). 

• Detekcija intermedijera i reakcija pregradnje EPR
tehnikom provesti će se na EPR spektrometru Bruker E500 
Elexsys s ovijetljavanjem u šupljini.

• Rezonatorska šupljina nema optički prozor za osvjetljenje, 
izvor svjetlosti će se montiran ispod šupljine, a svjetlost će 
dolaziti kroz dno EPR cijevi unutarnjeg promjera 4 mm.



• NMR spektri reakcijske smjese napravit će s osvjetljenjem 
izvan mjesta jednom od četiri Kessil lampe (370 nm) u 
različitim otapalima na Varian Inova 400 NMR 
spektrometru koji radi na 399,90 MHz za 1H NMR, 100,6 
MHz za 13C NMR a  kemijski pomaci (δ)  prikazat će se u 
dijelovima na milijun (ppm). 

• Spektri će biti unutrašnje referencirani prema signalima 
zaostalog otapala (1H: CDC13, 7,26 ppm; 13C: CDC13, 
77,0 ppm;). Spektri će se uvesti i obraditi u programu 
MestreNova 14.2.0.

Reakcija praćena nuklearnom magnetskom rezonancijom (NMR)
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Kvantno-kemijska metodologija
§ Proračuni će se izvoditi na Advanced computing servisu (klasteri 

Isabella i Supek) Sveučilišnog računskog centra Sveučilišta u Zagrebu 
– SRCE te na klasteru sw.pharma.hr koristeći Gaussian 16 softverski 
paket te XTB softverski paket . 

§ Semiempirijska razina teorije za pretragu konformacijskog prostora 
pomoću Conformer–Rotamer Ensemble Sampling Tool – CREST 
programa koristeći xtb-GFN1 I xtb-GFN2 metode.

§ DFT metode (B3LYP) za optimizaciju konformera reaktanata, 
produkata i prijelaznih stanja

§ Poboljšana termodinamika metodama (G3B3, RO-B2PLYP-D3 )
§ Procjena implicitnih učinaka otapala metodama COSMO, SMD I C-

PCM
§ Izračuni EPR parametara napravljeni su pomoću B3LYP funkcionalnog
§ Bazni setovi- 6-31G(d); def2-QZVP; G3MP2-large; EPR-III.
§ Frekvencijski račun za definiranje prirode stacionarne točke na plohi 
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5. Očekivani znanstveni doprinos

§ Predloženo istraživanje ima za cilj unaprijediti razumijevanje reaktivnosti N-radikala u
organskoj kemiji i mehanizma reakcija pregradnje u kojima oni sudjeluju

§ To podrazumijeva računanje stabilnosti N- i C-radikala te produciranje skala stabilnosti
takvih radikala, sintezu prekursora radikala i karakterizaciju tih radikala pomoću EPR-a.

§ Istraživanjem će se procijeniti i prikazati komplemetarna uporaba EPR i NMR
spektroskopije za proučavanje reakcija preraspodjele, optmizirati će se računski
modeli za tumačenje mehanizma pregradnje radikala u nukleobazama na različitim
temperaturama te će se odrediti reakcijska mjesta u peptidnim vezama koja sudjeluju
u HAT reakcijama.
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