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SAZETAK

TERMODINAMICKO I STRUKTURNO ISTRAZIVANJE KOMPLEKSIRANA
CIKLOPENTAFENILALANINA S ANIONIMA U OTOPINI

Ivan Petters

U okviru ovog rada istrazen je kompleksacijski afinitet ciklopentafenilala (L) s halogenidnim,
tiocjanatnim 1 oksoanionima u acetonitrilu, metanolu 1 dimetil-sulfoksidu. Konstante
stabilnosti navedenih kompleksa odredene su fluorimetrijskim, spektrofotometrijskim, 'H
NMR 1 mikrokalorimetrijskim titracijama. Za detaljan uvid u strukture nastalih kompleksa
receptor-anion te veznog mjesta liganda koriStena je racunalna metoda klasi¢ne molekulske
dinamike (MD). U acetonitrilu su provedene i titracije spektroskopijom cirkularnog dikroizma
(CD). CD spektri kompleksa odredeni su i ra¢unski iz struktura dobivenih MD simulacijama i
kvalitativno slazu s eksperimentom. Rezultati '"H NMR titracija i MD simulacija ukazuju na to
da se koordinacija aniona odvija preko amidnih protona ciklopeptida. Stehiometrija skoro svih
nastalih kompleksa je 1:1 (receptor:anion) s iznimkom dihidrogen fosfata gdje je u
acetonitrilu uoCeno vezanje dimera dihidrogen fosfata. Afinitet ciklopeptidnog receptora
koreliran je sa strukturom anionske koordinacijske sfere te sa solvatacijskim svojstvima
promatranih otapala.
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CYCLOPENTAPHENYLALANINE WITH ANIONS IN SOLUTION

Ivan Petters

For the purpose of this thesis, the complexation affinities of cyclopentaphenylalanine (L)
towards halide, thiocyanate and oxoanions in acetonitrile, methanol and dimethylsulfoxide
were investigated. The binding affinities of mentioned complexes were determined by means
of fluorimetric, spectrophotometric, 'H NMR and microcalorimetric titrations. For a detailed
structural overview of receptor-anion complexes, as well as the anion binding site of ligand L,
classical molecular dynamics (MD) simulations were performed. Circular dichroism (CD)
titrations were carried out in acetonitrile. The CD spectra were also calculated from the
structures obtained by MD simulations and were qualitatively in agreement with the
experiment. The results of 'H NMR and MD studies indicated that the bound anions were
coordinated by the amide groups of cyclopeptide. The stoichiometry of almost all complexes
was 1:1 (receptor:anion), with the exception of dihydrogen phosphate where the binding of
dihydrogen phosphate dimer was observed in acetonitrile. The affinity of the cyclopeptide
receptor was correlated with the structure of anion coordination sphere as well as with the
solvation properties of the examined solvents.

(68 pages, 49 figures, 6 tables, 78 references, original in Croatian)

Thesis deposited in Central Chemical Library, Faculty of Science, University of Zagreb,
Horvatovac 102a, Zagreb, Croatia and in Repository of the Faculty of Science, University of
Zagreb

Keywords: Cyclopeptide; Anion binding; Fluorimetry; Circular dichroism; UV-Vis
spectrometry; 'H NMR; MD simulations; Solvent effect

Mentor: Dr. sc. Gordan Horvat, Associate Proffesor

Reviewers:
1. Dr. sc. Gordan Horvat, Associate Proffesor
2. Dr. sc. Vladimir Stilinovié¢, Associate Proffesor
3. Dr. sc. Aleksandra Marsavelski, Assistant Proffesor
Substitute: Dr. sc. Tomislav Jednacak, Assistant Proffesor

Ivan Petters Diplomski rad



§ Abstract xiv

Date of exam: 14 July 2022

Ivan Petters Diplomski rad









§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Dizajn 1 sinteza anionskih receptora svrstavaju se u aktualna podru¢ja istrazivanja u
supramolekulskoj kemiji.'”® Kombinacijom termodinamitke i strukturne karakterizacije
nastalih kompleksa u otopini moguce je ste¢i detaljan uvid u energetiku kompleksiranja,
odnosno u povezanost strukture receptora i njegovog afiniteta prema pojedinom anionu.% !¢
Kako bi u otopini mogao nastati stabilan anionski kompleks, potrebno je anion koordinirati sa
Sto ve¢im brojem vodikovih veza $to podrazumijeva ureden raspored proton-donorskih
skupina na receptoru. Zbog tog svojstva, najcesc¢i receptori aniona u otopini su razli¢iti amini,
amidi, uree i tiouree.>* Jedna od klasa makrociklickih spojeva koja u svojoj okosnici sadrzi
amidnu skupinu, i stoga moZe posluziti kao receptor anionskih vrsta, su ciklopeptidi.!!%!2
Njihova dobra kompleksacijska svojstva posljedica su izvanrednih donorskih svojstava
peptidnih skupina, fleksibilnosti makrocikli¢kog prstena 1 varijabilnosti podjedinica, ¢ime je

moguce posti¢i specificnost prema odredenoj ionskoj vrsti.

.-nll\l\

O oW

i,

Slika 1. Molekulska struktura homociklopeptida L istrazivanog u ovom radu
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§ 1. Uvod 2

U ovom radu bit ¢e proucen kompleksacijski afinitet ciklopentafenilalanina (L, slika
1.) prema halogenidnim anionima (CI", Br, I') , oksoanionima (NOs~, HSO4~, H,POy4) i
tiocijanatu (SCN") u otopini pomoéu fluorimetrijskih, spektrofotometrijskih, 'H NMR i
mikrokalorimetrijskih titracija.'> Takoder, fluorimetrijskim i spektrofotometrijskim
titracijama bit ¢e ispitan utjecaj vezanja aniona na emisijske i apsorpcijske spektre liganda.
Titracijama cirkularnog dikroizma (CD) proucit ¢e se strukturne promjene u ligandu uslijed
vezanja aniona u acetonitrilu. Simulacijama molekulske dinamike (MD) s eksplicitnim
molekulama otapala istrazit ¢e se strukturne karakteristike veznog mjesta ciklopeptida te ¢e se
dobiti uvid u mikroskopsku sliku procesa vezanja aniona. Iz struktura dobivenih MD
simulacijama bit ¢e izracunani CD spektri liganda i komplekse koji ¢e biti usporedeni s

eksperimentalnim podatcima.

Ivan Petters Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Supramolekulski fluorescentni receptori

Receptori ili senzori su molekule koje pokazuju odredenu selektivnosti i afinitet prema
pojedinim spojevima. Kao takvi, mogu sluziti za uvid u stanje proucavanog sustava. Kada se
govori o receptorima u kemiji najéeS€e se misli na analiticke receptore koji omogucuju
kvantitativnu 1 kvalitativnu analizu analita u uzorku. Jedno od zanimljivih svojstava koji neki
receptori imaju je fluroescentnost. '*

Supramolekulski fluorescentni receptori svoju selektivnost 1 afinitet temelje na
nekovalentnim interkacijama s analitom. Kada je rije¢ o vezanju receptora na ion misli se
prvenstveno na elektrostatske 1 van der Waalsove nekovalentne interakcije. Strukturno,
fluorescentnu molekulu odnosno fluorofor moZe se podijeliti na veznu jedinicu koja veze ion 1
signalnu jedinicu koja kada se pobudi elektromagnetskim zracenjem daje fluorescentni signal.
Vezanje iona utjeCe na fluorescenciju, velicina promjene te veliCine ukazuje na osjetljivost

proucavanog receptora prema ionu.'*

2.1.1. Ciklopeptidi
Jedna skupina supramolekulskih fluorescentnih receptora su ciklopeptidi, ukoliko
sadrzavaju fluoroforne aminokiseline kao §to su triptofan, tirozin i fenilalanin.!®> Ciklopeptidi
se koriste kao makrociklicki receptori aniona ¢ija su dobra kompleksacijska svojstva
posljedica donorskih svojstava peptidnih skupina, fleksibilnosti makrociklickog prstena i
varijabilnosti podjedinica, ¢ime je moguce posti¢i specificnost prema odredenoj ionskoj vrsti.
Vezanje aniona na ciklopeptide odvija se preko cikli¢kog prstena koji tvore peptidi, odnosno
ulaska aniona unutar prstena. Signalna jedinica ciklopeptida najceS¢e je sadrzana u bocnim
ograncima peptida. Ciklopeptidi su pogodni za eksperimentalno i ratunalno proucavanje, jer
usporedujuci s linearnim peptidima, poprimaju mnogo manji broj konformacija te su relativno
jednostavne strukture za razliku od proteina.
Poznato je viSe ciklopeptidnih kationskih receptora'® (slika 2.) koji vezu dvovalentne
katione prijelaznih metala. Ciklopeptid prikazan na slici 2.a veze ih u sljede¢em redoslijedu

prema afinitetu: Hg>* > Pb** > Zn*" > Cu?’, Cd*".

Ivan Petters Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled
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Slika 2. Molekulske strukture ciklopeptida koji pokazuju selektivnost prema kationima

prijelaznih metala, podebljano je oznacena signalna jedinica odgovorna za fluorescenciju (ref.

Reyheller i1 suradnici proveli su istrazivanja s ciklopeptidnim receptorom koji sluzi za

detektiranje sulfata u vodenoj otopini, ¢ija je struktura prikana na slici 3.'7 Prikazani

ciklopeptid uz sulfat veze i halogenidne ione, ali jedino u prisustvu sulfata dolazi do

smanjenja intenziteta fluorescencije Sto ga €ini specifiénim receptorom za sulfat s obzirom na

metodu detekcije aniona. Navedeni ciklopeptid veZe anione u redoslijedu SO4* > 1~ > Br >

Ivan Petters
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§ 2. Literaturni pregled 5

CI', NOs™. U radu su opisane i titracije s prisutnim kompetitivnim vrstama te je utvrdeno da

prisutnost CI” ne utjede na selektivnost ciklopeptida prema SO4>".

ND
yaS e
M
H O
MNH
O
ases
(8]
HM
0 H
D/LN
M N’D
8]

N
N
HN 0
MH
s} N
1: R = N{CHs)= M -
Q

2: R=NO2

Slika 3. Struktura bis(ciklopeptida) od alternirajuc¢ih jedinica prolina 1 6-aminopikolinske

kiseline povezanih bifenilnom poveznicom (ref. 17)

Osim navedenih receptora, u literaturi su opisani ciklopeptidi odgovorni za selektivno vezanje
i transport kationa preko stani¢ne membrane!'®!°, fluorescentni ciklicki peptidi za oslikavanje
stanice vezanjem na receptore ili enzime u stanici’® te fluorimetrijsko praéenje propusnosti
stani¢ne stjenke i membrane parazita Toxoplasma gondii*' Posebno zanimljiva skupina
ciklopeptida su fluorescentni ciklopeptidi**® koji se mogu koristiti za detekciju aniona u

otopini. Pritom se vezanje aniona nerijetko odvija vodikovim vezama.

Ivan Petters Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 6

2.2. Eksperimentalno odredivanje konstanti stabilnosti

Supramolekulski sustavi’’ su sustavi povezani nekovalentim interakcijama. Za opis
procesa u supramolekulskim sustavima Cesto se koriste sljedeée termodinamicke velifine:
standardna konstanta ravnoteze (K°), standardna reakcijska Gibbsova energija (A:G°),
standardna reakcijska entalpija (A:H°) i standardna reakcijska entropija (AsS°). Ove reakcijske
veli¢ine daju informacije o energetskim promjenama i spontanosti kemijskih procesa te o
stabilnosti nastalih vrsta u sustavu pri odredenim uvjetima. Pomocu tih termodinamicikh
veli¢ina mogu se kvantificirati nekovalente interakcije koje su odgovorne za nastajanje
supramolekule.

Standardna konstanta ravnoteze (K°) mjera je jakosti vezanja supramolekula te indikator
selektivnosti vezanja liganda prema anionu.?’ Za reakciju kompleksiranja izmedu ionske vrste

M i liganda L vrijede sljedece relacije:

a a
M+LaML Kp= —& B = —= @.1)
amar, amar,
amL amL
ML+L ML, K{=—= By = . 2.2
ama, aMaf ( )
amL amL
ML, .+ L = ML K= ——2— o= ——
n—1 n n ayL._.ar Bn ana™ (2.3)

pri ¢emu su K sukcesivne, a B kumulativne konstante stabilnosti kompleksa dok su s
oznakom a dani relativni aktiviteti sudionika ravnoteze. Dvije navedene vrste konstanti

stabilnosti povezane su izrazom:

B = ﬁKF 2.4)
j=1

Ivan Petters Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 7

Konstante stabilnosti K 1 [ definirane su preko relativnih ravnoteznih aktiviteta sudionika

reakcija koji je za reakcije u otopini definiran izrazom:

ag = Vg — (2.5)

gdje je ap relativni ravntoeZni aktivitet sudionika reakcyje (B = M, L ilil ML), yg Je
koeficijent aktiviteta vrste u otopini, C® oznacava standardnu koncentraciju koja iznosi 1 mol

dm™ i [B] ravnoteznu koncentraciju vrste u otopini. Uvr§tavanjem izraza (2.5) u izraze za
konstantu stabilnosti dobije se:
] i
amL; ymr,  [MLi](c®)" v, (c®)

K? = = = K; (2.6)
‘' amy_,an Ymu, Yo [MLiqd[L] vmio v

Bo = amr;  Ywmyy [MLi](ce)i _ yMLi(Ce)iﬁ_ (2.7
Y oamatt ymylt [M][LE ymnt

1 ¢emu su K; 1 f; koncentracijske (empirijske, stehiometrijske) konstante stabilnosti. Za
razliku od standardne konstante ravnoteze, koja ovisi samo o temperaturi, koncentracijske
konstante stabilnosti ovise i o ravnoteznom sastavu otopine zbog koncentracijske ovisnosti
koeficijenta aktiviteta. Iz toga slijedi da su empirijske konstante ravnoteze usporedive samo
ako su mjerene pri stalnoj temperaturi i ionskoj jakosti.>® Ionska jakost moZe varirati tijekom
eksperimenta zbog nastajanja ili nestajanja nabijenih vrsta tijekom reakcije, no moze se
odrzati priblizno stalnom dodatkom suviska inertnog elektrolita reakcijskoj smjesi. Time su i
koeficijenti aktiviteta sudionika reakcije priblizno stalni, a empirijska konstanta ravnoteze
razlikuje se po iznosu od standardne za vrijednost kvocijenta koeficijenata aktiviteta Sto se
vidi iz jednadZzbe (2.6) 1 (2.7). Vrlo Cesto se kvocijent koeficijenata aktiviteta zanemaruje jer

Ymr;(€®)!
o MLiT 7

» i 1 pri stalnoj ionskoj jakosti te je u tom slucaju standardna konstanta ravnoteze
ML;_,YL

jednaka empirijskoj:

K? = Ki (28)

Ivan Petters Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 8

B = B; (2.9)

Odredivanje konstanti stabilnosti, s naglaskom na procese nastajanja supramolekula,
naj¢es¢e se provodi titracijskim eksperimentima. Tijekom titracije prati se koncentracija
prisutnih vrsta ili se prati promjena nekog svojstva koje ovisi o koncentraciji sudionika
reakcije. Neke od metode za odredivanje konstanti stabilnosti su izotermna titracijska
kalorimetrija, =~ NMR  spektroskopija, = UV-Vis  spektrofotometrija,  fluorimetrija,
potenciometrija, polarografske metode i kromatgrafija.

U ovom radu kao metode za odredivanje konstanti stabilnosti koriStene su fluorimetrija,
UV-Vis spektrofotometrija, 'H NMR spektroskopija i mikrokalorimetrija uz 1:1

stehiometrijski model vezanja liganda i aniona.

2.2.1. Odredivanje konstanti stabilnosti spektrofotometrijskim titracijama

Spektrofotometrija®’ je metoda odredivanja konstanti stabilnosti koja se temelji na interakciji
elektromagnetskog zraCenja sa tvarima. Pritom se najcesce koriste valne duljine koje se nalaze
u ultraljubicastom 1 vidljivom dijelu elektromagnetskog spektra. Metoda je pogodna za
odredivanje konstanti stabilnosti reda veli¢ine do 10*. Prilikom prolaska zrake kroz uzorak
dolazi do smanjenja intenziteta uslijed rasprSenja, refleksije i1 apsorpcije. Pritom se moze

definirati transmitancija, 7 prema jednadzbi:

T= — (2.10)

gdje je Io intenzitet upadne zrake, a [ intenzitet transmitirane zrake. Ako se rasprSenje i
refleksija svjetlosti svedu na minimum (stjenke kivete moraju biti ¢iste 1 otopina ne smije
sadrzavati neotopljene tvari) tada je transmitancija povezana s ravnoteznom koncentracijom

spektralno aktivne vrste, [B] preko Bouguer-Beer-Lambertovog zakona:

A = —logT = g[B]l (2.11)
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pri ¢emu je A apsorbancija, / duljina puta zrake svjetlosti kroz uzorak, a &g molarni
apsorpcijski koeficijent spektralno aktivne vrste B. Bouguer-Beer-Lambertovog zakon vrijedi
pri uvjetima strogog monokromatskog zracenja, razrijedenih otopina i opticki homogenog

(izotropnog) medija. Za smjesu u kojoj vise vrsta apsorbira vrijedi da je:

n
A= lz Ci&; (2.12)
i=1

gdje je n broj spektralno aktivnih vrsta. Spektrofotometrijska titracija pogodna je za
odredivanje ravnoteZnih konstanti u slucajevima kad se molarni apsorpcijski koeficijenti
reaktanata 1 produkata razlikuju u odredenom podrucju valnih duljina. Za slu¢aj u kojem

apsorbiraju ligand L 1 kompleks ML vrijedi sljede¢i izraz za konstantu stabilnosti K:

K= [ML] [ML] -
~ IMI[L]  (em — [ML])(er — [ML]) (2.13)

gdje su cm 1 cr analitiCke koncentracije ionske vrste M 1 liganda L. Takoder vrijedi:

= [L]e, + [ML]eyy, = crep — (e, — emn)[ML] (2.14)

A
=T

Kombinacijom jednadzbi i dobije se izraz:

1 1.2
CM"‘CL"‘K\/(CM"‘CL"‘F) —4cycy (2.15)
a=cLe, — (&L — &mL) 2

Nelinearnom regresijskom analizom ovisnosti @ o cm (V/ili cL) moguée je odrediti iznos

konstante ravnoteze, kao i molarne apsorpcijske koeficijente em 1 emr. Ukoliko se spektar
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kompleksa znacajno ne razlikuje od spektra samog liganda tada je moguée koristiti
multivarijatnu analizu spektralnih podataka. Takva analiza omogucuje koriStenje cjelokupnih
spektara, a ne samo podataka pri jednoj valnoj duljini. Racunski programi za multivarijatnu

analizu su primjericc LETAGROP-SPEFO?!, SPECFIT??i DATAN®.

2.2.2. Odredivanje konstanti stabilnosti fluorimetrijskim titracijama

Fluorescencija®* je pojava emisije zradenje svjetlosti iz tvari koje imaju moguénost apsorpcije
svjetlosti ili neke vrste ioniziraju¢eg zracenja (elektronsko, rendgensko ili ultraljubicasto).
Fluorescencijska titracija temelji se na mjerenju relativnom intenzitetu fluorescencije vrsta u
reakcijskoj smjesi. Ta metoda pokazuje veliku osjetljivost prema koncentraciji analita te je
njome moguce odrediti jako niske koncentracije vrsta koje fluoresciraju (mikromolarne ili ¢ak
nanomolarne koncentracije). Kao takva, izrazito je pogodna za odredivanje konstanti
stabilnosti slabo topljivih vrsta. Ova se metoda naj¢eS€e koristi pri jako niskim
koncentracijama jer fluorescencija pri ve¢im koncentracijama ne zadovoljava linearnu
ovisnost o koncentraciji fluorescentne vrste. Pogodna je za odredivanje konstanti vezanja reda
veli¢ine do 108 Prilikom odredivanja potrebno je paziti da ne dolazi do fotoraspada
fluorescentno aktivne vrste. Postupak odredivanja konstante ravnoteze iz podataka dobivenih
fluorescencijskom titracijom analogan je postupku za spektrofotometrijsku titraciju, jedina
razlika je u tome $to se umjesto apsorbancije mjeri intenzitet fluorescencije F. Pri niskim

koncentracijama F je dan jednadzbom:

F = kl,®e5l[B] (2.16)

gdje je k konstanta proporcionalnosti ovisna o instumentu, /, intenzitet upadne zrake, @
kvantni prinos fluorescencije (omjer broja molekula koje fluoresciraju i ukupnog broja
pobudenih molekula), eg molarni apsorpcijski koeficijent vrste B, / je duljina puta zrake

svjetlosti kroz uzorak i [B] ravntoeZzna koncentracija fluorescente vrste B.

2.2.3. Odredivanje konstanti stabilnosti 'H NMR titracijama
Tehnika NMR primjenjuje se na jezgre koje imaju magnetski moment. NMR titracije temelje
se na mjerenju relativnog kemijskog pomaka jezgara i promjena u simetriji molekule.

Najcesée se mjeri signal jezgre 'H te u tom slu¢aju govorimo o protonskoj odnosno 'H NMR
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titraciji. Osim protona, &esto mjerene jezgre su °'P, *C i ”F. Proton koji se nalazi u vanjskom
magnetskom polju B moze se orijentirati na 2/ + 1 nacina pri ¢emu je / kvanti broj nuklearnog
spina koji za proton iznosi 4. To znaci da se proton moze orijentirati na 2 nacina, u smjeru
polja B (nize energije) i suprotno smjeru B (vise energije). Energetska razlika izmedu ovih
dvaju stanja ovisi o vanjskom magnetskom polju, ali uglavnom je mala. Kada se molekula
koja sadrzi vodikove atome iznosi radiofrekventom zracenju Cija je energija jednaka razlici
izmedu ova dva spinska stanja tada dolazi do rezonancije jezgara. Jezgre apsorbiraju zracenje
te se pobude u stanje viSe energije, nakon Cega slijedi relaksacija u niZe stanje emisijom
elektromagnetskog zradenja koje se detektira kao signal u NMR spektru. U '"H NMR titraciji
mijenjaju se kemijski pomaci protona, odnosno polozaj linija u NMR spektru na kojoj se
javlja rezonancija pojedine jezgre u odredenoj magnetskoj okolini u vrstama koje tvore
kompleks. Ta se pojava naziva kemijska izmjena. Kemijska izmjena dijeli se na sporu,
srednju i brzu.?>-¢

Spora kemijska izmjena®’ dogada se kada je vrijeme odvijanja kompleksiranja manje od
vremena provodenja NMR titracije. U slucaju spore kemijske pojavljuju se odvojeni signali
za svaku od vrsta prisutnih u otopini, a omjer njihovih mnozinskih udjela jednak je omjeru
povrsina pripadajucih signala. Za sporu kemijsku izmjenu promjena kemijskog pomaka dana

je izrazom:

AS = 6L - SLA_ (217)

pri cemu je or kemijski pomak receptora, a ora— kemijski pomak kompleksa.

Kod srednje kemijske izmjene konstanta brzine reakcije kompleksiranja je usporediva
s promjenom kemijskog pomaka te kod takvih reakcija nije moguce odrediti konstantu
stabilnosti NMR spektroskopijom.?’

Kod brze kemijske izmjene®” postoji jedan signal koji je uprosje¢en na kemijskom

pomaku komponenti i 1 dLa— te je dan izrazom:

Oobs = X101, + X140,4- (2.18)

gdje je dobs promatrani kemijski pomak xr mnoZinski udio ciklopeptida i xLa— mnoZinski udio
kompleksa. UvrStavanjem izraza za bilance mase moguce je dobiti izraz za ovisnost opaZenog

kemijskog pomaka o mnozinskim koncentracijama sudionika reakcije:
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1 1
xL+xA_+E_\/(xL+xA_+?)2_4‘xLxA— (219)
2

8ops = cLOL — (6L — OLa-)

Nelinearnom regresijskom analizom ovisnosti dsbs 0 koncentraciji ili mnozinskom udjelu
titransa moguce je odrediti iznose konstanti ravnoteze, kao i1 kemijske pomake odredene vrste
protona u svim formama molekule koja sadrzi te atome vodika. Kako bi se Sto tocnije i
pouzdanije odredili parametri, potrebno je koristiti pomake signala za viSe jezgara prisutnih u
spektru, a podatke u tom slucaju obraditi multivarijatnom analizom spektralnih podataka.
Racunski program pogodan za multivarijatnu analizu takvih podataka je HYPNMR. >3

NMR titracijom se osim kvantitativnih podataka mogu dobiti informacije o prirodi
veze izmedu molekula kompleksa te stehiometrija vezanja. Metoda je pogodna za odredivanje

konstanti stabilnosti do reda veli¢ine ~10*.

2.2.4. Odredivanje konstanti stabilnosti mikrokalorimetrijskim titracijama

Izotermna titracijska kalorimetrija ili samo kalorimetrijska titracija®®

je metoda kojom se
direktno mjeri toplina nakon dodatka titransa u otopinu titranda pri konstantnoj temperaturi i
tlaku. Pogodna je za odredivanje konstanti vezanja iznosa do ~10°. Za razliku od drugih
opisanih titracija moguce je iz samo jednog eksperimenta odrediti reakcijske entalpiju i
konstantu ravnoteze, a time i reakcijsku Gibbsovu energiju i reakcijsku entropiju. Zbog svoje
velike osjetljivosti, male koli¢ine potrebnog materijala, toCnosti 1 relativnog kratkog
supramolekula.

U reakcijskoj ¢eliji nalazi se otopina titranda u koju se dodaju alikvoti titransa, a u
referentnoj Celiji nalazi se otopina rektanata. Svaki novi alikvot titransa dodaje se tek nakon
uspostave kemijske 1 termodinamicke ravnoteZe nakon prethodnog dodatka titransa. Konacni

rezultat kalorimetrijskih mjerenja je izmijenjena toplina nakon svakog dodatka titransa. Za

toplinu ¢, izmjerenu nakon jednog dodatka titransa vrijedi:

Gy = AH = AH - A¢ (2.20)
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u kojoj AH promjenu entalpije, A:H promjenu reakcijske entalpije te A ozna¢ava promjenu
dosega izmedu dva dodatka titransa. Ako se promatra reakcija kompleksiranja ciklopeptida i
aniona, te ako se promjena dosega reakcije izrazi preko promjene koncentracije nastalog

kompleksa, dobiva se izraz:

qp = A-H - A§ = A H ([LA]; — [LAT])V (2.21)

pri ¢emu je [LA™]i ravnotezna koncentracija kompleksa prije, a [LA ] ravnotezna
koncentracija kompleksa poslije dodatka titransa dok je V' volumen sustava. UvrStavanjem
izraza za koncentracije kompleksa prije 1 nakon dodatka titransa u jednadzbu (2.21) dobiva se

ovisnosti izmjerene topline prilikom dodatka o analitickim koncentracijama reaktanata:

1 1
Ca; —Capto,—a, t \/(CAE +c, +E)2 —4cpocp, t+ \/(CAE +cp, + K—C)2 - 4CA;CL2\
2

4 (2.22)

a =A0H /
\

gdje su cp;, 1 ¢y, analiticke koncentracije aniona i ciklopeptida prije, te ca;, ¢, analiticke
koncentracije poslije dodatka titransa. Iz izraza (2.22) uz koristenje nelinearne regresije moze

se do¢i do koncentracijske konstante ravnoteze, K. 1 reakcijske entalpije A:H.
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2.3. Molekulska dinamika

Molekulska dinamika (MD) je ra¢unalna metoda kojom je moguée simulirati mnostvo atoma i
molekula u odredenim uvjetima. Metoda omogucuje predvidanje svojstava i struktura
promatranih vrsta na temelju medumolekulskih interakcija. Danas se molekulskom
dinamikom mogu proucavati slozeni kemijski procesi poput kompleksiranja liganda ili
konformacijske promjene makromolekula poput smatanja proteina. Takoder, molekulska
dinamika daje mogucénost modeliranje sustava u uvjetima koji se nisu eksperimentalno
dostupni. Metoda molekulske dinamike cesto je komplementarna eksperimentalnim
mjerenjima. Za razliku od eksperimentalnih mjerenja koja daju uprosjecena svojstva sustava,
simulacije daju uvid u svojstva sustava na mnogo manjoj skali kao Sto su fleksibilnost ili
rigidnost veznog mjesta liganda, konformacijske promjene tijekom reakcije i interakcije
makromolekula s ionima 1 molekulama otapala koje su nekad kljucne za proces od interesa.
Simulacije takoder sluze za izgradnju strukturnih modela sloZzenih molekula na temelju
eksperimentalnih podataka dobivenih rendgenskom difrakcijom ili krio-elektronskom
mikroskopijom. %!

Rezultat simulacije klasicne molekulske dinamike je trajektorija atoma 1 molekula koja se

dobije iterativnim numeri¢kim rjeSavanjem klasi¢nih jednadzbi gibanja:

dzri
fi =m; d_tlz (2.23)

pri ¢emu je m; masa atoma, #; polozaj atoma 1 f; sila na pojedini atom. Sile na pojedini atom
dobiju se iz potencijalne energije sustava, U koji je funkcija poloZaja svih atoma sustava

prema jednadzbi:

9,
f;: = 5 U(Tl, Tz, ...,TN) (224)
l

Potencijalna energija sustava dobiva se iz polja sila. Polje sile je naziv za skup parametara i
jednadzbi koje se pridruzuju atomima ili njithovim kombinacijama, a mogu biti dobiveni

kvanto—mehanic¢kim izracunima, eksperimentalno ili kombinacijom navedenog. Neki od
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parametra su masa i naboj atoma, parametri za van der Waalsove interakcije, duljina veze ili

torzijski kutovi.**

Prije pocetka simulacije potrebno je dodijeliti poCetne brzine atoma. Pocetne brzine vo

dodjeljuju se u trenutku # iz Maxwell-Boltzmanove raspodjele prema jednadzbi:

m, -mv}
p(v) = meZRBT (2.25)
B

pri cemu je p funkcija raspodjele iznosa brzine, vi iznos vektor brzine, m; masa i—te jezgre, ks
Boltzmannova konstanta, a 7' je termodinamicka temperatura. Pri dodjeljivanju pocetnih
brzina pazi se da ukupna kineticka energija sustava zadovoljava ekviparticijski teorem.
Postupak simulacije molekulske dinamike zapocinje racunom sila koje djeluju na
atome na temelju jednadzbi koriStenog polja sila (2.24). Uz poznavanje sila koje djeluju na

atome u sustavu iz sila se raCunaju ubrzanja atoma prema drugom Newtonovom zakonu:

a;(t) = @ (2.26)

2

Kada su poznati pocCetni polozaji i brzine atoma moguce je izracunati polozaje i1 akceleracije
atoma nakon nekog kratkog vremenskog intervala (npr. 1 fs). Novi pocetni polozaji i
akceleracije se zapisuju, a nakon toga se ponovno racunaju sile i daljnji je postupak iterativan
te obuhvaca numericko rjeSavanje Newtonovih jednadzbi gibanja i1 dobivanje trajektorije
nekim od propagacijskih algoritama.

Najces¢i algoritam za rjeSavanje skupa Newtonovih jednadzbi je algoritam velocity
Verlet. Algoritam prvo racuna brzinu svake Cestice iz brzine u prethodnom koraku i

odgovarajuceg ubrzanja:
, 1 R 1,
U, (t + EAt> = v;(t) + Ea(t)At (2.27)

Iz brzine u i-tom koraku racunaju se novi poloZaji Cestica:
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1
7;(t + At) = 7(t) + v; (t+§At)At (2.28)

Nakon $to su odredeni novi polozaji &estica, pomoc¢u vektora 7;(t + At) dobivaju se nova
ubrzanja Cestica iz sila koje djeluju na Cestice. Dobiveno ubrzanje se koristi za izracun nove

brzine:

1 1
v;(t + At) = v; <t+§At) +§&(t+At)At (2.29)

nakon cega algoritam ponavlja sve opisane korake. Nedostatak ovog algoritma je Sto
algoritam pretpostavlja da ubrzanje ovisi samo o polozaju, a ne 1 o brzini, odnosno da su sile
konstantne unutar jednog vremenskog perioda propagacije. Simulacija molekulske dinamike
takoder moze dati i informacije o vremenskoj ovisnosti fizikalnih svojstava kao S§to su
volumen, tlak, potencijalna i kineti¢ka energija. Tijekom simulacije moze do¢i do promjene
kineticke energije sustava Cime se mijenja i temperatura sustava. U svrhu odrzavanja
konstantne temperature sustava tijekom simulacije potrebno je koristiti termostat, dodatan
algoritam za kontrolu temperature u sustavu.*** Takoder, tijekom simulacija pri

konstantnom tlaku moguce je koristiti algoritme za kontrolu tlaka.**#°
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2.4. Cirkularni dikroizam

Linearno polarizirano zracenja se sastoji od desno i lijevo polariziranog zracenja. Cirkularni
dikroizam®*>! (CD) je pojava nejednake apsorpcije lijevo i desno polariziranog zradenja pri
prolasku kroz medij s opticki aktivnim (kiralnim) spojem. Zracenje koje izlazi iz uzorka nece
biti linearno polarizirano ve¢ elipti¢no, a intenzitet te pojave i njezina ovisnost o valnoj duljini
svjetlosti sluZze za objasnjenje strukture, odnosno apsolutne konfiguracije spojeva. Nakon
svakog sukcesivnog dodatka titransa mjeri se promjena u apsorpciji lijevo 1 desno
polariziraju¢eg zraCenja. Metoda je brza 1 zahtijeva malo uzorka, mali broj mjerenja je
potreban za analizu te je obrada podataka jednostavna. Titracije CD—a najcesce se koriste za
razlu¢ivanje sekundarnih struktura proteina (slika 4.) na temelju elektronskih prijelaza u
rasponu valnih duljina od 170 nm do 240 nm. Cirkularni dikroizam pogodan je i za provjeru
pravilnog smatanja proteina, uocavanje strukturnih promjena vezanjem odredenih liganada na
protein te utvrdivanje stabilnosti proteina. Titracije cirkularnog dikorizma najcesce se koriste
kao dopuna ve¢ postoje¢im metodama jer se radi o metodi niske rezolucije, te cesto dolazi do
krivog interpretiranja dobivenih podataka, odnosno neto¢nog povezivanja promjena u CD
spektru sa strukturom proucavanog spoja.

Kombinacijom Beer—Lambertovog zakon i razlike u apsorpciji lijevo, Ar 1 desno, Ap

polariziraju¢eg zraCenja prema izrazu:

A = AL — Ap (2.30)

moze se dobiti sljedeca jednadzba:

AA = (g, — ep)cl = Aecl (2.31)

pri ¢emu je c¢ koncentracija opti¢ki aktivne vrste, / duljina optickog puta, e molarni
apsorpcijski koeficijent lijevo polariziranog i1 ep molarni apsorpcijski koeficijent desno
polariziranog zracenja. lako se mjeri A4, CD spektar se prikazuje eliptinoscu, 6 koja je mjera

elipti¢nosti zracenja koje napusta uzorak, a njen je tangens dan izrazom:
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Ey, — Ep
tang = -2 2.32
M = T B (2.32)

gdje je Ev iznos vektora elektricnog polja lijevo polariziranog zracenja, a Ep iznos desnog.
Uzimajuéi u obzir da je pojava cirkularnog dikroizma relativno mala, moze se pretpostaviti
tanf = 0, te da je kvadrat vektora Er i Ep proporcionalan intenzitetu zra¢enja pri ¢emu se

dobiva sljedeéi izraz za elipti¢nost:

0= AA(lrl%) (2.33)

koja je dana u stupnjevima kuta. Cesto se rezultati CD titracija prikazuju u jedinicama

molarne elipti¢nosti [#] koja je dana izrazom:

n10
[6] = 1004e(——) (2.34)
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Slika 4. Karakteristicni CD spektri sekundarnih struktura proteina (preuzeto i prilagodeno

prema referenci 52.)
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Postoje brojne koji metode mogu posluziti za izratun CD spektra na temelju atomskih
koordinata proteina, neke od njih su javno dostupne na online web serverima poput
DichroCalc®® i PDB2CD** server. DichroCalc koristi ab initio kvanto-mehanitke izracune za
predikciju CD spektra. Ti se serveri korisni za predvidanje spektra proteina iz poznate
strukture. Na temelju izracunatog i eksperimentalno dobivenog spektra moze se vrlo brzo
usporediti homologija izmedu proteina, ucinak vezanja liganada na protein te provjera

pravilnog smatanja proteina.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Za eksperimentalni dio rada koristen je ciklopentafenilalaninski ligand L (slika 1) kojeg su
sintetizirali dr. sc. Nikolina Vidovi¢ i mag. chem. Matija Modrusan prema ve¢ opisanom
postupku.’® Za pripremu otopina halogenidnih iona, oksoaniona i tiocijanatnog aniona
koriSteni su tetraetilamonijev klorid (Sigma-Aldrich, > 98%), tetrabutilamonijev bromid
(Sigma-Aldrich, > 99%), tetrabutilamonijev jodid (Sigma-Aldrich, > 99%), tetrabutilamonijev
dihidrgoenfosfat (Sigma-Aldrich, > 99%), tetrabutilamonijev hidrogensulfat (Sigma-Aldrich,
> 99%), tetrabutilamonijev nitrat (Sigma-Aldrich, > 97%), tetrabutilamonijev tiocijanat
(Sigma-Aldrich, > 98%) 1 tetrametilamonijev sulfat (Sigma-Aldrich, > 99%). Otapala
koriStena pri fluorimetrijskim, spektrofotometrijskim, kalorimetrijskim titracijama te za
titracije cirkularnog dikroizma su acetonitril (Fisher Chemical, > 99.9%), metanol ( J. T.
Baker, HPLC grade) 1 dimetil-sulfoksid (Acros organics, > 99.9%). Za NMR titracije
koriStena otapala su deuterirani acetonitril (MeCN-d3, Euriso-top, 99.80%), deuterirani
metanol (MeOH-dy, Euriso-top, 99.8%) 1 deuterirani dimetil-sulfoksid (DMSO-ds, Euriso-top,
99.80%).
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3.2. Priprava otopina

U svim mjerenjima otopine su pripravljene odvagama homociklopeptida L i
tetractilamonijevih i tetrabutilamonijevih soli aniona uz dodatak acetonitrila, metanola ili

dimetil-sulfoksida.

3.2.1. Fluorimetrijske titracije

U fluorimetrijskim titracijama u acetonitrilu koncentracija spoja L bila je u rasponu od
3,71 x 10° mol dm ™ do 5,94 x 10 mol dm™ dok su koncentracije otopina soli bile: TEACI
koncentracije 2,84 x 10 mol dm™, TBABr koncentracije 8,00 x 10™* mol dm™>, TBAI
koncentracije 9,15 x 107> mol dm™3, TBAHSO4 koncentracije 0,0155 mol dm >, TBAH,PO4
koncentracije 8,96 x 10~* mol dm>, TBANOs koncentracije 9,09 x 10 mol dm>i TBASCN
koncentracije 0,0302 mol dm™.

Za titracije u metanolu pripravljene su otopine liganda L raspona koncentracija od
5,09 x 107> mol dm™ do 5,10 x 10~°> mol dm te otopine soli TEACI koncentracije 0,308 mol
dm™, TBAHSO, koncentracije 0,0903 mol dm™ i TBAH>PO4 koncentracije 0,0120 mol
dm.

Za titracije u DMSO-u pripravljene su otopine liganda L koncentracija 4,57 x 10™> mol

dm™15,20 x 10 mol dm™ te otopine soli TEACI koncentracije 0,0153 mol dm >, TBABr

koncentracije 0,0150 mol dm™.

3.2.2. Spektrofotometrijske titracije
U spektrofotometrijskim titracijama u acetonitrilu koncentracija spoja L bila je u rasponu od
4,23 x 10* mol dm™ do 1,27 x 107> mol dm™. Takoder su pripravljene otopine TEACI
koncentracije 7,38 x 107 mol dm™, TBABr koncentracije 5,03 x 10~ mol dm™, TBAI
koncentracije 0,0151 mol dm >, TBAHSO4 koncentracije 2,88 x 10~ mol dm >, TBAH,PO4
koncentracije 3,45 x 10 mol dm>, TBANO; koncentracije 0,0149 mol dm> i TBASCN
koncentracije 0,0213 mol dm .

Za titracije u metanolu pripravljene su otopine liganda L u rasponu od 4,04 x 10~* mol
dm™ do 4,58 x 10* mol dm™ te otopine soli TEACI 0,301 mol dm>, TBAHSO.
koncentracije 0,0451 mol dm > i TBAH,PO4 koncentracije 6,19 x 10~ mol dm™>.

3.2.3. 'H NMR titracije
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Koncentracija spoja L u "H NMR titracijama u acetonitrilu bila je u rasponu od 4,19 x 107*
mol dm~ do 5,17 x 10*mol dm™. Pripravljene su i otopine soli: TEACI koncentracije 2,33 x
10~ mol dm, TBABr koncentracije 2,61 x 10 mol dm™>, TBAI koncentracije 0,0105 mol
dm, TBAHSO4 koncentracije 5,34 x 10~° mol dm 3, TBAH,PO4 koncentracije 2,71 x 1073
mol dm 3, TBANOs koncentracije 2,67 x 10~ mol dm > i TBASCN koncentracije 0,0178 mol
dm™.
Za titracije u metanolu pripravljene su otopine liganda L u rasponu koncentracija od 4,19
x 10~ mol dm™ do 4,80 x 10* mol dm™ te otopine soli TEACI1 0,0702 mol dm >, TBAHSO4
koncentracije 0,0809 mol dm > i TBAH,PO4 koncentracije 6,58 x 10~ mol dm™.

Za titracije u DMSO-u pripravljene su otopine liganda L raspona koncentracija 4,26 x

10* mol dm™> i 4,80 x 10* mol dm te otopine soli TEACI koncentracije 9,41 x 107> mol
dm i TBABr koncentracije 0,151 mol dm .

3.2.4. Mikrokalorimetrijske titracije
Za mikrokalorimetrijsku titraciju spoja L koncentracije 5,25 x 10™* mol dm™ u acetonitrilu

privpravljena je otopina TEACI koncentracije 5,22 x 107> mol dm™.

3.2.5. CD titracije

Za titracije cirkularnog dikroizma (CD) u acetonitrilu pripravljena je otopina spoja L
koncentracije 5,00 x 10~ mol dm™ te otopine soli TEACI koncentracije 2,00 x 10~ mol dm™,
TBABr koncentracije 2,00 x 10~ mol dm~, TABH,PO4 koncentracije 0,0100 mol dm™ i
TBAHSO4 koncentracije 5,00 x 1073 mol dm™.
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3.3. Fizikalno kemijska mjerenja

3.3.1. Fluorimetrijske titracije

Fluorimetrijske titracije izvedene su pomocu spektrofluorimetra Cary Eclipse tvrtke Agilent.
Titracije su provedene dodavanjem titransa direktno u kvarcnu kivetu duljine opti¢kog puta
od 1 cm. U kivetu je dodano 2,2 mL otopine liganda L koja je titrirana otopinama soli. Sve
titracije ponovljene su tri puta. Eksitacijska valna duljina za sve spektre iznosi 260 nm s
emisijskim 1 eksitacijskim prorezom od 10 nm. Spektri su snimani korakom od 2 nm 1
integracijskim vremenom 0,4 s pri konstantnoj temperaturi (25,0 £ 0,1)°C. Za odredivanje
konstante stabilnosti kod kompleksa s H,PO4>~ u acetonitrilu uzeta je u obzir dimerizacija
aniona.’® Dobiveni podaci obradeni su u programu HypSpec unutar programskog paketa

Hyperquad.®’

3.3.2. Spektrofotometrijske titracije

Spektrofotometrijske titracije izvedene su koriste¢i UV—Vis—NIR spektrometra Cary 5000
tvrtke Agilent. Titracije su provedene dodavanjem titransa direktno u kvarcnu kivetu duljine
optickog puta od 1 cm. U kivetu je dodano 2 mL otopine liganda L te su titrirane otopinama
soli. Spektri su snimljeni s korakom od 2 nm 1 integracijskim vremenom od 0,2 s uz korekciju
osnovne linije pri konstantnoj temperaturi (25,0 = 0,1)°C. Dobiveni podaci obradeni su u

programu HypSpec unutar programskog paketa Hyperquad.®’

3.3.3. 'H NMR titracije

"H NMR titracije izvedene su koriste¢i spektrometar Bruker Advance III HD 400 MHz pri 25
°C. Dobiveni spektri snimljeni su sa 16 pulseva. U svim titracijama kao standard koristen je
signal otapala. Za svaku titraciju prikupljen je po jedan set podataka. Iz ovisnosti kemijskog
pomaka signala o volumenu titransa regresijskom analizom dobivene su konstante stabilnosti
nastalih kompleksa liganda i aniona koriStenjem programa HypNMR iz programskog paketa
Hyperquad.®’

3.3.4. Mikrokalorimetrijske titracije
Mikrokalorimetrijske titracije izvedene su pomocu izotermnog titracijskog kalorimetra VP—
ITC tvrtke Microcal. U reakcijsku ¢eliju volumena 1,4 ml koja sadrzi otopinu liganda

dodavana je odgovarajuc¢a sol u dodatcima od 5 puL pomocu birete ukupnog volumena od 300

Ivan Petters Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 24

uL. Vremenski razmak izmedu dvaju dodataka tijekom titracije iznosio je od 400 s. Pomoc¢u
programa Origin 7.0 Microcal pracena je vremenska ovisnost toka topline pri konstantnoj
temperaturi od 25,0 °C s korakom od 2 s. Sve titracije ponovljene su tri puta. Konstante
ravnoteze dobivene su nelinearnom regresijskom analizom kalorimetrijskih podataka,
odnosno iz sukcesivnih toplina koje su korigirane za topline razrjedenja otopina soli. Za

obradu podataka koristen je program OriginPro 7.5.

3.3.5. CD titracije

CD titracije izvedene su izvedene pomocu spektrofotometra JASCO J815. Titracije su
provedene dodavanjem titransa direktno u kvarcnu kivetu duljine optickog puta 1 cm. U
kvarcnu kivetu je dodano od 2 do 2,3 mL otopine liganda L te su titrirane otopinama soli. Sve
titracije su izvedene pri sobnoj temperaturi od otprilike 25°C. Spektar je snimljen u rasponu
valnih duljina od 200 do 300 nm s vrijednosti parametra data pitch od 0.2 nm te brzinom

skeniranja od 200 nm/min.
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3.4. Molekulska dinamika

Simulacije molekulske dinamike provedene su koriste¢i programski paket GROMACS,
verzije 2019.5.9%% Intramolekulske i nevezne interakcije opisane su koristenjem polja sila
OPLS-AA (Optimized Paramaters for Liquid Simulation — All Atoms).%> Parametri za ione
HSO4 i HoPO4 odredeni su pomoéu LigParGen servera.®®%® Pocetna struktura za simulaciju
molekulske dinamike u otopini dobivena je kao rezultat simulacije kompleksa u vakuumu.
Molekule otapala dodane su eksplicitno. Kako bi se postigla elektroneutralnost sustava dodan
je tetrametilamonijev kation ¢iji je poloZaj fiksiran kako ne bi ometao vezanje aniona na
ligand. Zatim je provedena simulacija molekulske dinamike u NpT uvjetima u trajanju od 50,5
ns pri ¢emu prvih 0,5 ns nije uzeto u obzir u daljnjoj analizi. Kao numericki integrator

koriSten je Verletov algoritam®’

s vremenskim korakom od 1 fs. Tijekom simulacije
odrzavana je temperatura sustava od 298,15 K pomoéu Nose-Hoverovog’®’! termostata s
vremenskom konstantom od 0,2 ps, dok je tlak odrzavan pomoc¢u Martyna-Tuckerman-
Tobias-Klein*® barostata s vremenskom konstantom od 10 ps. Za izradun neveznih van der
Walsovih interakcija i Coulombovih interakcija kratkog dometa koristen je radijus od 16 A.
Za 1izracun Coulombovih interakcija dugog dometa koriSten je Ewaldov algoritam
implementiran u PME (Particle mesh Ewald) proceduru.”

Molekulske strukture anionskih kompleksa liganda L dobivene su PCA (Principal
Component Analysis) obradom koordinacijske matrice ¢iji su redci sadrzavali udaljenosti ion—
amidni proton i1 kutove izmedu aniona, amidnih protona i amidnih atoma dusika u pojedinim
vremenima tijekom simulacije. Nakon toga je provedena klasterska analiza koordinata
struktura iz trajektorije dobivenih iz prve tri komponente. Kao reprezentativne strukture uzete
su one koje pripadaju centroidu klastera koji sadrzi najve¢i broj molekulskih struktura.
Molekulske strukture slobodnog peptida dobivene su na isti na¢in iz koordinacijske matrice za

nastajanje intramolekulskih vodikovih veza. Molekulske strukture prikazane su pomocu

programa VMD.”

Ivan Petters Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 26

§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Kompleksi ciklopeptida L u acetonitrilu

Afinitet vezanja ciklopeptida L s halogenidnim anionima, oksoanionima i tiocijanatom
odreden je fluorimetrijskim, spektrofotometrijskim, 'H NMR i mikrokalorimetrijskim
titracijama te su rezultati prikazani u tablici 1. Napravljene su i titracije cirkularnog dikroizma
(CD) kako bi se dobio uvid u strukturne promjene koje se odvijaju prilikom reakcije

kompleksiranja, a strukture kompleksa su odredene simulacijama molekulske dinamike.

Tablica 1. Konstante ravnoteze za vezanje spoja L s halogenidnim ionima, oksoanionima 1

tiocijanatom u acetonitrilu pri 25°C.

i K
anion log(m) +SE
Cr 6,06 + 0,044
Br~ 4,97 +0,10°
I 3,39¢
HSO4 4,31+0,07°
HoPO4~ 4,18 +£0,08?
3,27 £0,03*
NO;~ 3,43°¢
2,91 +0,07¢
SCN™- 2,92°¢

“fluorimetrija, ® UV-Vis spektrofotometrija, 'H NMR titracija, ‘mikrokalorimetrija, SE —
standardna devijacija (N = 3)
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Iz tablice 1. vidljivo je da ciklopeptid L. veze halogenidne ione pri ¢emu stabilnost
kompleksa opada u redoslijedu CI" > Br > I'. Takoder se vezu oksoanioni HSO4~, H2PO4",
NOs3™ te anion SCN™. Moguénost koristenja ciklopeptida L kao fluorimetrijskog senzora
aniona ispitana je fluorimetrijskim titracijama. Dodavanje svih aniona u otopinu ciklopeptida
L dovodi do promjene relativnog intenziteta fluorescencije (slike 5-11). Za CI', HSO4 i
H>PO4™ dolazi do povecéanja relativnog intenziteta fluorescencije u podrucju oko 280 nm dok
za isti dio spektra intenzitet opada za ione Br-, I, NO3™ i SCN™. Fluorimetrijskim titracijama
odredene su konstante ravnoteze za skoro sve komplekse osim za kompleks s kloridom koja je
odredena mikrokalorimetrijskom titracijom (slika 12) 1 kompleks s jodidom koja je odredena
"H NMR titracijom (slika 22). U titraciji s kloridom opaZena je linearna ovisnost emisijskog
intenziteta do ekvimolarnog omjera (slika 5.) dok vezanje I uzrokuje jako utiSavanje
fluorescencije ciklopeptida L pa se dobiveni podaci nisu mogli pouzdano obraditi (slika 7.).

Efekt utiSavanja fluorescencije sli¢an je onom za cijanofenilalanin opisan u radu Pazos et al.”*

400i b)
rel 350 1 350 _ . ]
n
1 u
300
] 340 "
2501
4 E | |
200 # 330 .
150 h .
100 3204 "
| |
50
. 3104 w
280 300 320 340 00 04 08 12 16 20 24
A1 nm n(CI') / n(L)

Slika 5. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 5,29 x 1073 mol dm™) s TEACI (c = 2,84 x
10* mol dm ) u acetonitrilu pri 25 °C. A = 260 nm, eksitacijski prorez = 10 nm, emisijski
prorez = 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o mnoZinskom omjeru

n(Cl ) / n(L). m izmjerene vrijednosti.
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Slika 6. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 4,00 x 10 mol dm™) s TBABr (¢ = 8,00 x
10* mol dm™®) u acetonitrilu pri 25 °C. dex = 260 nm, eksitacijski prorez = 10 nm, emisijski
prorez = 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o mnozinskom omjeru

n(Br ) / n(L). m izmjerene vrijednosti; — izraGunate vrijednosti.
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Slika 7. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 4,34 x 107 mol dm™) s TBAI (¢ =9,15 x 10~
3 mol dm™) u acetonitrilu pri 25 °C. Jex = 260 nm, eksitacijski prorez = 10 nm, emisijski
prorez = 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o mnozinskom omjeru n(I )

/ n(L). m izmjerene vrijednosti.
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Slika 8. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 3,71 x 107 mol dm>) s TBAHSOs (c =

0,0155 mol dm™) u acetonitrilu pri 25 °C. Aex = 260 nm, eksitacijski prorez = 10 nm, emisijski

prorez = 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o mnozinskom omjeru

n(HSO4 ) / n(L). m izmjerene vrijednosti; — izra¢unate vrijednosti.
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Slika 9. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 5,14 x 10> mol dm*) s TBAH,POx (¢ = 8,96

x 10 mol dm ) u acetonitrilu pri 25 °C. Lex = 260 nm, eksitacijski prorez = 10 nm, emisijski

prorez = 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o mnoZinskom omjeru

n(H2PO4 ) / n(L). m izmjerene vrijednosti; — izracunate vrijednosti.
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Slika 10. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 4,57 x 10~ mol dm™) s TBANO;s (¢ = 9,09
x 107 mol dm) u acetonitrilu pri 25 °C. A = 260 nm, eksitacijski prorez = 10 nm, emisijski
prorez = 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o mnozinskom omjeru

n(NO;3 ) / n(L). m izmjerene vrijednosti; — izra¢unate vrijednosti.
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Slika 11. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 5,94 x 107> mol dm>) s TBASCN (c =
0,0302 mol dm™) u acetonitrilu pri 25 °C. Aex = 260 nm, eksitacijski prorez = 10 nm, emisijski
prorez = 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o mnoZinskom omjeru

n(SCN )/ n(L). m izmjerene vrijednosti; — izraunate vrijednosti.
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Slika 12. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L (¢ = 5,25 x 10* mol dm™) s TEACI
(c = 5,22 x 10 mol dm™) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija ¢istog
acetonitrila s TEACI (¢ = 5,22 x 107> mol dm™). ¢) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije o

mnozinskom omjeru 7#(CI ) / n(L). m izmjerene vrijednosti; — izraunate vrijednosti.

Spektrofotometrijskim titracijama pra¢ena je promjena u spektralnom podrucju u
kojem apsorbiraju fenilne podjedinice ciklopeptida L (slike 13—19). Opazene promjene u
apsorbanciji uslijed vezanja svih su male, dok su u titracijama s ionima I, NO3; 1 SCN™ te
promjene zamaskirane apsorpcijom aniona (slike 15, 18 1 19) Sto dovodi do skoro linearne
ovisnosti apsorbancije o koncentraciji aniona. Pri kraju titracija uoCeno je blago talozenje,

osobito kod titracija kod kojih su koristene vece koncentracija ciklopeptida L.
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Slika 13. a) Spektrofotometrijska titracija spoja L (¢ = 1,27 x 10 mol dm ) s TEACI (c =
7,38 x 107 mol dm™) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Ovisnost apsorbancije o mnoZzinskom

omjeru n(Cl )/ n(L). m izmjerene vrijednosti.
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Slika 14. a) Spektrofotometrijska titracija spoja L (¢ = 4,42 x 10* mol dm ) s TBABr (c =
5,03 x 1073 mol dm™) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Ovisnost apsorbancije o mnoZzinskom

omjeru n(Br ) / n(L). m izmjerene vrijednosti.
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Slika 15. a) Spektrofotometrijska titracija spoja L (¢ = 4,42 x 10 mol dm™) s TBAI (c =

0,0151 mol dm™) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Ovisnost apsorbancije o mnoZinskom omjeru

n(I )/ n(L). m izmjerene vrijednosti.
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Slika 16. a) Spektrofotometrijska titracija spoja L (¢ = 4,23 x 10 mol dm™) s TBAHSO4 (¢

= 2,88 x 102 mol dm™) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Ovisnost apsorbancije 0 mnoZinskom

omjeru n(HSO4 ) / n(L). m izmjerene vrijednosti.
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Slika 17. a) Spektrofotometrijska titracija spoja L (¢ = 4,23 x 10~ mol dm ) s TBAH>POx4 (¢
= 3,45 x 102 mol dm™®) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Ovisnost apsorbancije 0 mnoZzinskom

omjeru n(H2PO4 ) / n(L). m izmjerene vrijednosti.
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Slika 18. a) Spektrofotometrijska titracija spoja L (¢ = 4,42 x 10 mol dm™>) s TBANO; (¢ =
0,0149 mol dm™) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Ovisnost apsorbancije o mnoZinskom omjeru

n(NO3 )/ n(L). m izmjerene vrijednosti.
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Slika 19. a) Spektrofotometrijska titracija spoja L (¢ = 4,42 x 10* mol dm>) s TBASCN (c =
0,0213 mol dm™) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Ovisnost apsorbancije o mnoZinskom omjeru

n(SCN ) / n(L). m izmjerene vrijednosti.

Kompleksiranje aniona s ligandom L praceno je i pomo¢u '"H NMR titracija (slike 20—
26). Uoceni su kemijski pomaci amidnih i1 C, protona Sto ukazuje na to da se anioni veZu na
okosnicu ciklopeptida L preko amidnih grupa. Iz 'H NMR titracija dobivene su konstante
stabilnosti za I, NO3~ 1 SCN™ koje su u dobrom slaganju sa fluorimetrijskim titracijama. U
titraciji spoja L s HoPO4™ protoni amidne skupine pomaknuti su niz polje ¢emu slijedi pojava
novog signala protona pri ve¢im mnozinskim omjerima aniona i ciklopeptida (slika 24).
Analogan fenomen je opaZen u spektrofotometrijskoj titraciji L s HoPO4~ gdje dolazi do velike
promjene u spektru iznad ekvimolarnog omjera (slika 17). Ove dvije observacije ukazuju na
moguci nastanak kompleksa viSe stehiometrije, najvjerojatnije 1:2 (receptor : anion).
Nastanak 1:2 kompleksa nije potvrdeno regresijskom analizom jer je kvaliteta dobivenih
podataka nedovoljna za pouzdano odredivanje konstante stabilnosti. U prijaSnjim
istrazivanjima kompleksiranja ciklopentalucina s anionima’> opazen je kompleks s dihidrogen
fosfatom stehiometrije 1:2 $to dodatno upucuje na to da dolazi do nastanka istog kompleksa 1
u slucaju ciklopeptida L.

Vrijednosti dobivenih konstanti stabilnosti slicne su kao 1 za komplekse

> 3to ukazuje da alifatski i aromatski bo¢ni ogranci ne utjeCu puno na

ciklopentalucina,’
vezanje aniona. Reakcijske entalpije (A = —15 kJ mol™) i entropije ( AxS = 65 J mol”! K™)
za kompleks spoja L s CI su sli¢ne za vezanje CI s ciklopentalucinom (A:H = —11 kJ mol ™,

A:S = 76 J mol' K'). Prema tome, moZe se zaklju¢iti da umetanje fluorescentnih grupa u
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bo¢ne ogranke ciklopeptida poboljSava osjetljivost detekcije aniona, ali ne dovodi do

promjene afiniteta vezanja u usporedbi s ciklopentaleucinom. Jedina razlika koja je uocena

izmedu ciklopentaleucina i receptora L je u tome §to L ne stvara sendvi¢ komplekse s HSO4™,

kao $to je slucaj s ciklopentaleucinom.
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Slika 20. '"H NMR titracija spoja L (¢ = 5,17 x 10™* mol dm™) s TEACI (¢ = 2,33 x 10~ mol

dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri 25 °C.
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Slika 21. "H NMR titracija spoja L (¢ = 4,26 x 10 mol dm ) s TBABr (¢ = 2,61 x 10~* mol

dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri 25 °C.
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Slika 22. a) 'H NMR titracija spoja L (¢ = 4,80 x 10* mol dm™) s TBAI (¢ = 0,0105 mol
dm) u deuteriranom acetonitrilu pri 25 °C. b) b) Ovisnost kemijskog pomaka C, protona o

mnozinskom omjeru n(I") / n(L). m izmjerene vrijednosti, — izracunate vrijednosti.
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Slika 23. '"H NMR titracija spoja L (¢ = 4,19 x 10 mol dm™) s TBAHSO4 (c = 5,34 x 1073

mol dm ™) u deuteriranom acetonitrilu pri 25 °C.
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Slika 24. "H NMR titracija spoja L (¢ = 4,65 x 10™* mol dm ™) s TBAH,PO4 (¢ =2,71 x 107

mol dm ™) u deuteriranom acetonitrilu pri 25 °C.
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Slika 25. a) 'H NMR titracija spoja L (¢ = 4,26 x 10* mol dm) s TBANO; (¢ = 2,67 x 107°
mol dm %) u deuteriranom acetonitrilu pri 25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka C, protona o

mnozinskom omjeru 7(NO3") / n(L). m izmjerene vrijednosti, — izracunate vrijednosti.
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Slika 26. a) 'H NMR titracija spoja L (c = 4,19 x 10~ mol dm ) s TBASCN (c = 0,0178 mol
dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri 25 °C. b) b) Ovisnost kemijskog pomaka C, protona o

mnozinskom omjeru #(SCN") / n(L). m izmjerene vrijednosti, — izraCunate vrijednosti.

U acetonitrilu su napravljene titracije cirkularnog dikroizma (CD) s ionima CI-, Br~, HSO4 1
H>PO4™ u kojima su uocene promjene u CD spektru uslijed nastanka kompleksa (slike 27-30).
Strukturne promjene ocituju se u CD spektru u n-n" prijelaznoj vrpci bo¢nih ogranaka pri
~230 nm. U svim slu¢ajevima promatran je jak negativni signal koji se pojavljuje nakon
dodatka aniona u otopinu liganda. Ove titracije izvedene su samo za navedene ione i to samo
u acetonitrilu, ali je za ocekivati sliCne rezultate za ostale anione. CD spektri takoder su
izraCunati iz struktura liganda L u anionskim kompleksima dobivenim simulacijama

7677 mreznog servera. Pri izratunu CD spektara

molekulske dinamike uz koriStenje DichroCalc
iz MD simulacije uzeta je svaka pedeseta struktura ciklopeptida u kompleksu, ukupno 1000
struktura po kompleksu. Izracunat je spektar za svaku strukturu te je kao reprezentativni
spektar uzet prosjek svih spektara. Postoji dobro kvalitativno slaganje izmedu
eksperimentalnih 1 izracunatih spektara (slika 31), pogotovo u odnosu spektra slobodnog
liganda L 1 njegovih kompleksa. Treba spomenuti da su izracunati spektri u odnosu na
eksperimentalne plavo pomaknuti (eng. blue shifted) te se razlikuju u intenzitetu dok su
eksperimentalno odredeni molarni koeficijenti elipti€nosti slicni za sva cetiri kompleksa.
Razlog tomu najvjerojatnije leZi u metodi koriStenoj za izracun spektara gdje su CD spektri
izraunati samo iz strukture L, ne uzimajuéi u obzir molekule otapala i aniona te uz koriStenje

parametara optimiziranih za vodene otopine.”” Bez obzira, ova usporedba eksperimentalnih i

racunalnih podataka je zadovoljavajua, te donekle potvrduje strukturne karakteristike
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slobodnog ciklopeptida i anionskih kompleksa dobivenih MD simulacijama, to¢nije na

reorijentiranje amidnih skupina prilikom kompleksiranja aniona.
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Slika 27. a) CD titracija spoja L (¢ = 5,00 x 10 mol dm™) s TEACI (¢ = 2,00 x 10~ mol
dm?) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Ovisnost elipti¢nosti o0 mnoZinskom omjeru #(CI") / n(L). m

izmjerene vrijednosti.
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Slika 28. a) CD titracija spoja L (¢ = 5,00 x 10* mol dm>) s TBABr (c = 2,00 x 10~ mol
dm?) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Ovisnost elipti¢nosti o mnozinskom omjeru n(Br ) / n(L). m

izmjerene vrijednosti.
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Slika 29. a) CD titracija spoja L (¢ = 5,00 x 10~* mol dm™) s TBAHSO4 (¢ = 5,00 x 10> mol
dm™) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Ovisnost elipti¢nosti o mnoZzinskom omjeru n(HSO4 ) /

n(L). m izmjerene vrijednosti.
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Slika 30. a) CD titracija spoja L (¢ = 5,00 x 10 mol dm™) s TBAH2PO4 (¢ = 0,01 mol dm™)

u acetonitrilu pri 25 °C. b) Ovisnost elipticnosti o mnozinskom omjeru n(H2PO4 ) / n(L). m

izmjerene vrijednosti.
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Slika 31. Eksperimentalni i izra¢unati CD spektri slobodnog spoja L u kompleksa s CI", Br-,

HSO4 1 HPO4 u acetonitrilu pri 25 °C.

U svrhu odredivanje strukture kompleksa liganda L s proucavanim anionima u
acetonitrilu provedene su simulacije molekulske dinamike (MD). Rezultati tih simulacija su
prosjecni koordinacijski brojevi aniona (tablica 2) 1 prosjecne geometrije kompleksa u otopini

(slika 32).

Tablica 2. Prosjecni broj koordiniranih atoma amidnih vodika u anionskim kompleksima

liganda L u acetonitrilu

anion Cr Br I HoPO4 HSO4 NOs~ SCN™

N(-H) 4,98 4,97 4,85 4,93 4,33 4,90 4,93

MD simulacijama promatrani su kompleksi stehiometrije 1:1 s dvije pocetne konformacije
liganda, endo 1 egzo. Endo konformacija je ona u kojoj su anioni smjeSteni iznad centra
okosnice ciklopeptida, na istoj strani na kojoj se nalaze bocni ogranci ciklopeptida, dok je

egzo konformacija ona u kojoj su anioni na drugoj strani okosnice ciklopeptida. U MD
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simulacijama s endo konformacijom potvrdeno je da su anioni povezani intermolekulskim
vodikovim vezama sa gotovo svim amidnim protonima okosnice ciklopeptida te da tvore
strukturu sli¢nu pentagonalnoj piramidi. U simulacijama sa egzo konformacijom anioni su bili
koordinirani sa manjim brojem amidnih protona S§to je u nekim slucajevima dovelo do
disocijacije kompleksa. Rezultati ukazuju da je endo konformacija preferirana za vezanje
aniona. Oksoanioni su vezani za preko jednog ili dva atoma kisika za ciklopeptid, dok je
tiocijanat isklju¢ivo vezan preko dusikovog atoma. Pozicija fenilnih prstenova u slobodnom L
1 kompleksima je utvrdena na temelju distribucije udaljenosti izmedu centra mase fenilnih
prstenova 1 geometrijskog centra liganda koji je odreden a-C atomima okosnice ciklopeptida
(slika 33). Za komplekse s halogenidnim ionima pokazano je da su fenilni prstenovi udaljeniji
od veznog mjesta u usporedbi sa slobodnim L, dok su kod viSeatomnih aniona fenilni

prstenovi blize veznom mjestu.
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g)

Slika 32. Strukture a) slobodnog liganda L i1 anionskih kompleksa L. s b) CI', ¢) Br, d) I, e)
H>PO47, f) HSO47, g) NO3 1 h) SCN™ u acetonitrilu dobivene MD simulacijama. Vodikovi

atomi vezani na ugljikove atome izostavljeni su radi jasnijeg prikaza.
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Slika 33. Distribucija udaljenosti centra mase fenilnih prstenova i geometrijskog centra

definiranog a-C atomima kompleksa spoja L s anionima u acetonitrilu.
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4.2. Kompleksi ciklopeptida L. u metanolu
Afinitet vezanja ciklopeptida L s halogenidnim, oksoanionima i tiocijanatiom odreden je,
fluorimetrijskim, spektrofotometrijskim i '"H NMR titracijma te su rezultati prikazani u tablici

3. Konstante ravnoteze za Br , I, NOs i SCN  odredio je Matija Modrusan.'?

Tablica 3. Konstanta ravnoteZe za vezanje spoja L s halidima, oksoanionima i tiocijanatom u

metanolu, MeOH pri 25°C.

anion K
logc—=—= T 7) + SE

1,50+ 0,012
1,57°
Cl 1,64¢

1,42 + 0,04°
1,25°
Br @ 1,60°

1,72 £0,01°
1,28
@ 1,24

2,88 +£0,12%

_ 2,43°
HSO4 2’46c

3,19 +£0,04%

_ 2,95°
H2PO4 3’32c

1,58 +0,04*

1,51°
—d 5
NO3 () 1,110

1,30 +£0,01%

0,76°
o ,

“fluorimetrija, "UV-Vis spektrofotometrija, © 'H NMR titracija, SE — standardna devijacija (N
= 3), @konstante ravnoteZe odredio Matija Modrusan
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Iz tablice 5 vidljivo je da u metanolu ciklopeptid L veze sve anione koji su tvorili
komplekse i u acetonitrilu. Pritom nastaju kompleksi stehiometrije 1:1 za koje su konstante
stabilnosti odredene s tri razli¢ite metode. Jedina razlika u odnosu na acetonitril je da HoPO4~
ne tvori komplekse visih stehiometrija. Svi su kompleksi relativno niske konstante stabilnosti
(oko 1.5) osim onih s ionima HSO4 1 H,PO4 . Na slikama 34-36 prikazani su rezultati
fluorimetrijskih titracija. Svi anioni, osim HSO4 1 H2POs4 , vezanjem na ciklopeptid L

uzrokuju utiSavanje relativnog intenziteta fluorescencije u podrucju oko 285 nm.
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Slika 34. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 5,10 x 10 mol dm™>) s TEACI (c = 0,308
mol dm™) u metanolu pri 25 °C. Lex = 260 nm, eksitacijski prorez = 10 nm, emisijski prorez =
10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o mnozinskom omjeru n(CI ) / n(L).

m izmjerene vrijednosti; — izracunate vrijednosti.
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Slika 35. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 5,09 x 10> mol dm>) s TBAHSO4 (c =

0,0903 mol dm™) u metanolu pri 25 °C. Jdex = 260 nm, eksitacijski prorez = 10 nm, emisijski

prorez = 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o mnoZinskom omjeru

n(HSO4 ) / n(L). m izmjerene vrijednosti; — izra¢unate vrijednosti.
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Slika 36. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 5,09 x 10 mol dm™>) s TBAHPO4 (¢ =

0,012 mol dm*) u metanolu pri 25 °C. Aex = 260 nm, eksitacijski prorez = 10 nm, emisijski

prorez = 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o mnoZinskom omjeru

n(H2PO4 ) / n(L). m izmjerene vrijednosti; — izracunate vrijednosti.
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Za razliku od acetonitrila, u spektrofotometrijskim titracijama u metanolu opazene su
znaajne promjene u apsorpcijskom spektru reakcijske smjese (slike 37-39). Obradom
rezultata spektrofotometrijskih titracija odredene su konstante stabilnosti. U nekim
slu¢ajevima promjene u apsorpcijskom spektru bile su na granici osjetljivosti instrumenta §to
je dodatno otezalo odredivanje konstante stabilnosti. Usprkos tome, dobivene konstante
stabilnosti su u prihvatljivom slaganju s onim dobivenim iz fluorimetrijskih i 'H NMR

eksperimentu.

2.20- -
232nm g
2.15 // b)
210 1 /'
2,051 /

/l

2.00 v

1954 &

T T T T 1 1 ~90 T T T T
240 250 260 270 280 0 100 200 300

2/ nm n(CI') / n(L)

Slika 37. a) Spektrofotometrijska titracija spoja L (¢ = 4,04 x 10~ mol dm™) s TEACI (c =
0,301 mol dm™) u metanolu pri 25 °C. b) Ovisnost apsorbancije o mnoZzinskom omjeru

n(Cl )/ n(L). m izmjerene vrijednosti; — izracunate vrijednosti.
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Slika 38. a) Spektrofotometrijska titracija spoja L (¢ = 4,04 x 10* mol dm™) s TBAHSO4 (¢
= 0,0451 mol dm™) u metanolu pri 25 °C. b) Ovisnost apsorbancije 0 mnoZinskom omjeru

n(HSO4 ) / n(L). m izmjerene vrijednosti; — izra¢unate vrijednosti.
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Slika 39. a) Spektrofotometrijska titracija spoja L (¢ = 4,58 x 10~ mol dm™) s TBAH2POx4 (¢
= 6,19 x 10 mol dm™) u metanolu pri 25 °C. b) Ovisnost apsorbancije o mnoZinskom

omjeru n(H2PO4 ) / n(L). m izmjerene vrijednosti; — izracunate vrijednosti.
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Napravljene su i '"H NMR titracije (slike 40—42) u metanolu. Iz dobivenih rezultata

odredene su konstante stabilnosti nastalih kompleksa koje su u zadovoljavaju¢em slaganju s

konstantama dobivenim fluorimetrijskim eksperimentima.
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Slika 40. a) '"H NMR titracija spoja L (¢ = 4,80 x 10™* mol dm ) s TEACI (¢ = 0,0702 mol

dm™) u deuteriranom metanolu pri 25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka C, protona o

mnozinskom omjeru #(CI") / n(L). m izmjerene vrijednosti, — izraCunate vrijednosti.
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Slika 41. a) 'H NMR titracija spoja L (¢ = 4,42 x 10* mol dm ) s TBAHSO: (¢ = 0,0809

mol dm™) u deuteriranom metanolu pri 25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka C, protona o

mnozinskom omjeru n(HSO4 ) / n(L). m izmjerene vrijednosti, — izracunate vrijednosti.
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Slika 42. a) '"H NMR titracija spoja L (¢ = 4,19 x 10 mol dm®) s TBAHPO4 (¢ = 6,58 x
10 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri 25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka Cq
protona o mnozinskom omjeru n(H2PO4 ) / n(L). m izmjerene vrijednosti, — izracunate

vrijednosti.

Afinitet receptora L. prema anionima u metanolu manji je od onog u acetonitrilu. Smanjenje
konstante stabilnosti izrazene u log K jedinicama za metanol u odnosu acetonitril je 4,5 za CI,
3,5 za Br te 1 do 2 za ostale anione. Kako bi se termodinamicki objasnile ove razlike,
konstruirani su termodinamicki ciklusi za reakciju kompleksiranja u acetonitrilu i metanolu
preko transfera reaktanata i produkata iz jednog otapala u drugo (slika 43). Standardne
reakcijske Gibbsove energije izraCunate su iz titracijskih podataka, Gibbsova energija
transfera receptora L iz acetonitrila u metanol odredena je iz topljivosti receptora u tim
otapalima dok su Gibbsove energije za transfer aniona preuzete iz literature.”® Standardna
Gibbsova energija transfera kompleksa ciklopeptida L s anionima A:G° (LA™, pri ¢emu A~

predstavlja anion), odredena je iz jednadzbe:

4,G°(LA",MeCN — MeOH)
= 4,G°(A",MeCN - MeOH) + 4,G°(A",MeCN — MeOH) (4.1)
+ 4,G°(MeOH) — 4,G°(MeCN)
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gdje je A«G° standardna Gibbsova energija prijelaza, a A;G° standardna reakcijska Gibbsova
energija za reakciju kompleksiranja. Eksperimentalno odredene topljivosti slobodnog
receptora L u acetonitrilu iznose ((2,72 = 0,02) x 10~ mol dm), dok je topljivost spoja L u
metanolu ((2,81 £ 0,03) x 107> mol dm™>). Te su topljivosti sli¢ne to kao posljedicu ima
neznatnu vrijednost standardne Gibbsove energije transfera slobodnog spoja L. Transfer
kompleksa iz acetonitrila u metanol blago je povoljan za kompleks s kloridom, dok su slucaju
kompleksa s ionima Br~, I, NO3;~™ i SCN™ dobivene male apsolutne vrijednosti standardne
Gibbsove energije prijelaza. S druge strane, standardne Gibbsove energije transfera aniona iz
acetonitrila u metanol su u rasponu od —8 do —29 kJ mol™! §to ukazuje na bolju solvataciju
slobodnih aniona u metanolu. Iz svega navedenog moze se zakljuciti da je manja stabilnost
kompleksa receptora L. s anionima u metanolu u odnosu na acetonitril posljedica bolje

solvatacije slobodnih aniona u metanolu.

AG° =-35,6 kJ mol™ a)
CI(MeCN)  +  L(MeCN) > LCI(McCN)
AG° =-29 kI mol™ | AG°=-0,1 kJ mol™ AG° =-3,1 kJ mol™
CI'(MeOH) + L(MeOH) » LCI'(MeOH)

AG° =-8,6 kJ mol™!

AG° =-28.2 k] mol™! b)

Br(MeCN) + L(MeCN) » LBr (MeCN)
AG° =-20 kJ mol™! AG° =-0,1 kJ mol™! AG° =-0,1 k] mol™!

Br (MeOH) + L(MeOH) > LBr (MeOH)

A:G° =-8,2 k] mol™!
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A:G°® =-19.3 kJ mol™ c)
I'((MeCN) + L(MeCN) —> LI (MeCN)
AG°=-10kI mol™' | AG°=-0,1kJ mol AG° =-0,6 kJ mol™!
['(MeOH) + L(MeOH) » LI (MeOH)

A:G° =-9,8 k] mol™!

A:G° =—18,6 k] mol! d)
NO; (MeCN) + L(MeCN) » LNO; (MeCN)
AG° = -8 kJ mol™! AG° =-0,1 kJ mol™ AG° = 1,5 kJ mol™!
NO; (MeOH) + L(MeOH) » LNO; (MeOH)

AG° =-9,0 kJ mol™!

AG° =-16.6 kJ mol™! e)
SCN"(MeCN) + L(MeCN) » LSCN(MeCN)
AG° = -8 k] mol™! AG° =-0.1 k] mol™! AG° = 1.1 kJ mol™!
SCN(MeOH) + L(MeOH) » LSCN (MeOH)

AG° =-7.4 kI mol™

Slika 43. Termodinamicki ciklus za kompleksiranje iona a) CI', b) Br, ¢) I, d) NOs3 i e)

SCN™ sa spojem L u acetonitrilu i metanolu izrazen preko Gibbsove energije.

U svrhu odredivanje strukture kompleksa liganda L s proucavanim anionima u

metanolu provedene su simulacije molekulske dinamike (MD). Rezultati tih simulacija su
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prosjecni koordinacijski brojevi aniona (tablica 4.) i prosjecne geometrije kompleksa u otopini

(slika 44)

Tablica 4. Prosjecni broj koordiniranih atoma amidnih vodika u anionskim kompleksima

liganda L u metanolu

anion

Cr

Br

I

H,PO4

HSO4

NOs~

SCN™

N(-H)

4,94

4,91

4,80

4,95

4,25

4,76

4,98

Kao 1 kod acetonitrila, u metanolu su dobiveni sli¢ni rezultati. Pokazano je da su endo

konformacije odgovorne za vezanje aniona pri ¢emu se vezanje ostvaruje preko amidnih

protona okosnice ciklopeptida vodikovim vezama. Koordinacijska sfera aniona sli¢na je

pentagonskoj piramidi. Broj vodikovih veza manji je u usporedbi s kompleksima u

acetonitrilu $to je najvjerojatnije posljedica boljih proton- donorskih i akceptorskih svojstava

metanola.
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Slika 44. Strukture a) slobodnog liganda L i anionskih kompleksa L s ionima b) CI, ¢) Br",
d) I, e) HoPO47, f) HSO47, g) NO3™ i h) SCN™ u metanolu dobivene MD simulacijama.

Vodikovi atomi vezani na ugljikove atome izostavljeni su radi jasnijeg prikaza.
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4.3. Kompleksi ciklopeptida L u dimetil-sulfoksidu

Afinitet vezanja ciklopeptida L s odabranim ionima, kloridom i bromidom, odreden je i u

dimetil-sulfoksidu fluorimetrijskim i '"H NMR titracijama, rezultati su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Konstante ravnoteze vezanja spoja L s kloridom i bromidom u dimetil-sulfoksidu

pri 25°C.

anion K
log(————) + SE
Og(dm‘3rnol‘1) +5
3,57+0,16%
Cr
3,40°
2,17+ 0,022
Br
2.31°

“fluorimetrijska titracija, ® "THNMR titracija, SE — standardna devijacija (N = 3)

Iz rezultata titracijskih eksperimenata moze se zakljuciti da ciklopeptid L veze kloridne 1
bromidne ione u DMSO-u. Dobiveno je jako dobro slaganje konstanti stabilnosti odredenih iz
podataka prikupljenih fluorimetrijskim i 'H NMR mjerenjima. Vrijednosti dobivenih
konstanti stabilnosti nesto su veée nego za komplekse ciklopentalucina.” Relativni intenzitet
fluorescencije pada za Br™ u podrucju od oko 310 nm dok za CI” u istom podrucju ne pokazuje
jednosmjeran trend. Konstante stabilnosti su ve¢e nego u metanolu, ali manje od onih u

acetonitrilu.
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Slika 45. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 5.20 x 10~ mol dm>) s TEACI (¢ = 0,0153
mol dm*) u DMSO-u pri 25 °C. Aex = 260 nm, eksitacijski prorez = 10 nm, emisijski prorez =
10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o mnozinskom omjeru n(CI ) / n(L).

m izmjerene vrijednosti, — izraunate vrijednosti.
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Slika 46. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (c = 4,57 x 10> mol dm™) s TBABr (c = 1,50 x
102 mol dm™) u DMSO-u pri 25 °C. Jdex = 260 nm, eksitacijski prorez = 10 nm, emisijski
prorez = 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije o mnozinskom omjeru

n(Br ) / n(L). m izmjerene vrijednosti, — izracunate vrijednosti.
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Slika 47. a) "H NMR titracija spoja L (¢ = 4,26 x 10™* mol dm ) s TEACI (c = 9,41 x 1073

mol dm™) u deuteriranom DMSO-u pri 25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka aromatskog

protona o mnozinskom omjeru n(Cl" ) / n(L). m izmjerene vrijednosti, — izraunate
vrijednosti.
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Slika 48. a) 'H NMR titracija spoja L (c = 4,80 x 10* mol dm™>) s TBABr (¢ = 0,151 mol
dm?) u deuteriranom DMSO-u pri 25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka amidnog protona o

mnozinskom omjeru n(Br) / n(L). m izmjerene vrijednosti, — izraCunate vrijednosti.

U svrhu odredivanje strukture slobodnog liganda L i kompleksa s proucavanim
anionima u DMSO-u provedene su simulacije molekulske dinamike. Rezultati tih simulacija
su prosjecni koordinacijski brojevi aniona (tablica 6) i prosjeCne geometrije kompleksa u

otopini (slika 49).
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Tablica 6. Prosjecni broj koordiniranih atoma amidnih vodika u anionskim kompleksima

liganda L. u DMSO-u

anion Cr Br

N(-H) 4,99 4,92

Kao i u slucaju acetonitrila i metanola, u dimetil-sufoksidu preferirani su endo kompleksi.
Anioni su vezani preko amidnih protona vodikovim vezama te tvore strukturu sli¢nu

pentagonskoj piramidi.

Slika 49. Strukture a) slobodnog liganda L i anionskih kompleksa L s b) CI" i ¢) Br u
DMSO-u dobivene MD simulacijama. Vodikovi atomi vezani na ugljikove atome izostavljeni

su radi jasnijeg prikaza.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Afinitet ciklopeptida L prema anionima proucavan je eksperimentalno i racunalno.
Uoceno je da u acetonitrilu i metanolu ligand L veze sve testirane ione te da moze posluziti
kao osjetljiv anionski senzor zbog svojih fluorescentnih svojstava. U acetonitrilu ciklopeptid
pokazuje najveci afinitet za klorid, zatim bromid te za hidrogen sulfat 1 dihidrogen fosfat.
Afinitet vezanja prema halogenidnim ionima u acetonitrilu pada u nizu CI' > Br >1 $to je
najvjerojatnije posljedica odnosa u veli¢ini izmedu halogenidnih aniona. Receptor L gotovo
iskljucivo tvori komplekse stehiometrije 1:1, osim za vezanje dihidrogen fosfata u acetonitrilu
gdje su u rezultatima "HNMR titracije s tim ionom opaZene indikacije za nastanak kompleksa
L i dimera tog iona. U metanolu, u odnosu na acetonitril, dolazi do gubitka afiniteta 1
selektivnosti prema anionima, §to je posljedica bolje solvatacije slobodnih iona u tom otapalu.
Razlog gubitka selektivnosti u metanolu moze se zakljuciti iz termodinamickih ciklusa
prezentiranih u radu. Vidljivo je da su razlike u standardnim Gibbsovim kompleksacijskim
energijama ciklopeptida L sa anionima u acetonitrilu gotovo jednake kao razlike Gibbsove
energije prijelaza za iste anione. Ovi se efekti poniStavaju prilikom prijenosa reaktanta iz
acetonitrila u metanol ¢ine¢i kompleksacijske Gibbsove energije za halogenide, nitrat i
tiocijanat slicnim po vrijednosti. Vezanje kloridnog i bromidnog aniona slabije je u dimetil-
sulfoksidu nego u acetonitrilu, ali ipak jace nego u metanolu. Vrijednosti dobivenih konstanti
stabilnosti u acetonitrilu slicne su kao i kod kompleksa ciklopentaleucina, dok su nesto vece u
dimetil-sulfoksidu.

Vezanje aniona na receptor dovodi do konformacijskih promjena receptora Sto je opazenu
u titracijama cirkularnog dikroizma kao pojava snazne negativne vrpce pri <230 nm. CD
spektri slobodnog liganda i anionskih kompleksa odredeni su i raunski iz MD struktura,
uoceno je da su glavne spektralne karakteristike tih spektara usporedive s eksperimentalnim.
Ta sli¢nost donekle potvrduje konformacijske promjene uslijed kompleksiranja s anionima
uocene u MD simulacijama. Pokazano je da su anioni vezani na receptor preko amidnih
protona na istoj strani prstena kao i bo¢ni ogranci (endo konformacija), te da koordinacijska
sfera aniona sli¢i pentagonskoj piramidi.

Nastavak ovog istraZivanja uklju¢ivao bi proucavanje vezanja iona I, HSO4, HoPO4,

NO;™ 1 SCN™ u dimetil-sulfoksidu, te odredivanje konstanti stabilnosti nastalih kompleksa

Ivan Petters Diplomski rad



§ 5. Zakljucak 63

istim metodama koriStenim za proucavanje kompleksiranja u acetonitrilu i metanolu. Pozeljno
bi bilo i pratiti nastanak anionskih kompleksa ciklopeptida L u metanolu i dimetil-sulfoksidu
pomocu titracija cirkularnog dikroizma kako bi se potvrdile konformacijske promjene tijekom

kompleksiranja opazene u MD simulacijama u tim otapalima.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA (prema
potrebi)

DMSO dimetil-sulfoksid

MeCN acetonitril

MeOH metanol

L pentafenilalaninski homociklopeptid
TBA tetrabutilamonijev

TEA tetraetilamonijev

TMA tetrametilamonijev
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