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U okviru ovog rada prouceni su otopinski kompleksacijski afiniteti homociklopeptida prema
halogenidnim i oksoanionima, te prema tiocijanatnom ion, pri ¢emu je kao otapalo koristen
acetonitril. Proucavani ciklopeptidni receptori sadrze pet (L1) odnosno Sest (L2) lizinskih
podjedinica povezanih u prsten, pri ¢emu su amino skupine bo¢nih lanaca zasti¢ene tert-
butiloksikarbonilnom skupinom. Konstante stabilnosti anionskih kompleksa opisanih receptora
eksperimentalno su odredene pomoc¢u mikrokalorimetrijskih titracija te spektroskopije NMR.
Simulacijama molekulske dinamike s eksplicitnim molekulama otapala istrazene su strukturne
karakteristike veznog mjesta ciklopeptida. Anionski receptori L1 i L2 rijedak su primjer
homociklopeptidnih receptora s visokim afinitetom prema anionima u otopini.

Provedena su ispitivanja afiniteta te racunalne simulacije linearnih peptida prema kloridnom
anionu i kationima alkalijskin metala u N,N-dimetilformamidu s ciljem razumijevanja
mehanizma reakcije ciklizacije 1 nastanka ciklopeptidnih receptora. Rezultati istrazivanja
ukazuju na ¢injenicu da mehanizam reakcije ukljucuje koordinaciju aniona, a ne kationa kao
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§ 1. Uvod 1

UvOD

Proucavanje interakcija aniona s razli¢itim prirodnim i sintetskim receptorima podrucje je
supramolekulske kemije koje se intenzivno istrazuje i razvija. U tim istraZivanjima poseban je
naglasak stavljen na dizajn molekula koje prepoznaju ili reagiraju s vrstama koje nose negativan
naboj'* odnosno na medumolekulske interakcije te na strukturu, svojstva i funkcije receptora i
nastalin kompleksnih vrsta.® Zanimljivost i znacaj kemije anionskih receptora lezi u
sveprisutnosti aniona kao supstrata i kofaktora ukljuéenih u biokemijske procese,?®
potencijalnoj primjeni u Katalizi i transportnim procesima,® vaznosti aniona u okolisu
(zbrinjavanje otpada, selektivno uklanjanje anionskih vrsta) te primjenjivosti anionskog
raspoznavanja u biomedicini.%” Detaljnim razumijevanjem sintetskih anionskih receptora
omogucava se razumijevanje svojstava velikog broja prirodnih anionskih receptora, ali 1 daljnji
ciljani razvoj sintetskih anionskih receptora.

Prvi anionski receptor opisan je 1968. godine u radu Parka i Simmonsa® a u samim se
pocetcima 0vO podrucje razvijalo sporije od srodnog podruéja kationskog raspoznavanja.
Sporiji razvoj anionske koordinacijske kemije pripisuje se intrinzi¢nim svojstvima aniona zbog
kojih je teze ostvariti uéinkovito vezanje aniona od koordinacije kationa u otopini. Osnovna
razlika izmedu kationa i aniona je u veli¢ini, pa tako primjerice jednostavni halogenidni ioni
imaju  znatno veé¢i ionski radijus od  pripadnih izoelektronskih  kationa
(r(CI")=181 pm, r(Na")=102 pm).® Posljedica veceg radijusa aniona jest potreba za veéim
veznim mjestom na molekuli receptora. Uz to, elektrostatske interakcije koje se ostvaruju
izmedu aniona i molekule receptora slabije su od onih koje ostvaruju kationi zbog manjeg
omjera naboja i velicine iona. Osim navedenih razlika, dok su metalni kationi uglavnom
sferi¢ni, anioni su u otopini prisutni u razli¢itim geometrijskim oblicima (sferi¢ni, linearni,
trigonski planarni, tetraedarski)®®® §to je uz &estu ovisnost svojstava aniona o pH otopine
potrebno uzeti u obzir prilikom dizajna receptora.>® Na reakciju kompleksiranja u otopini
znatno utjece i solvatacija sudionika. Anioni su u otopini snaznije solvatirani od kationa pa je
nuzno da interakcije koje se ostvaruju prilikom nastanka kompleksa anion-receptor trebaju biti

znatno povoljnije od energijski zahtjevnog procesa desolvatacije aniona.®*°
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§ 1. Uvod 2

U sklopu istrazivanja anionskih receptora pronadeni su nacini kako savladati navedene
probleme, a danas razvoj anionske koordinacijske kemije tezi dizajnu specificnih i selektivnih
receptora.® Selektivnost prilikom vezanja aniona postiZe se pazljivim dizajnom veznog mjesta,
pri cemu je vazna strukturna i kemijska komplementarnost receptora i liganda (aniona) koje
omogucéuju nastanak veéeg broja medumolekulskih interakcija koje pospjesuju vezanje.® Cilj je
dizajnom 1 sintezom pribliziti se karakteristikama anionskog prepoznavanja opaZenim u
prirodnim sustavima. Prema tome, sintetski anionski receptori mogu biti: pozitivno nabijeni
(vezanje aniona se temelji uglavnom na elektrostatskim interakcijama protoniranih amina ili
pirola) ili neutralne molekule kod kojih se vezanje aniona temelji na ion-dipol interakcijama
aniona i receptora.?® Takve interakcije ¢esto ukljuéuju ostvarivanje vodikovih veza izmedu
aniona i NH skupina amida, tioamida, urea ili tiourea prisutnih u strukturi receptora. Ukoliko
strukture receptora sadrze metalne ione, koordinacija aniona posljedica je kiselinsko-bazne
interakcije prema Lewisu.?®

Cest pristup dobivanju visoko selektivnih anionskih receptora temelji se na kelatnom i
makrocikliCkom efektu. Takav pristup sintezi podrazumijeva dizajniranje uredenog i rigidnog
veznog mjesta, geometrije komplementarne vrsti koju receptor veze, ¢ime se omogucuje
ostvarenje §to veéeg broja povoljnih interakcija, a minimizira nepovoljni entropijski utjecaj.'
Jedna od klasa spojeva koja u svojoj okosnici sadrzi amidnu skupinu i koja zbog
makrociklickog efekta moze posluziti kao selektivan receptor anionskih wvrsta su
ciklopeptidi.*!12 Njihova dobra kompleksacijska svojstva posljedica su izvanrednih
donorskih svojstava amidnih skupina peptidne veze, fleksibilnosti makrociklickog prstena 1
varijabilnosti podjedinica ¢ime je moguce postici specifi¢nost prema odredenoj ionskoj vrsti. S
obzirom na to da su aminokiseline sastavni dio proteina, ciklopeptidi mogu posluziti kao
modelni spojevi veznog mjesta aniona unutar proteina, pritom daju¢i informaciju o
termodinamickim karakteristikama vezanja, a takoder i o promjenama konformacije

induciranim vezanjem iona.
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§ 1. Uvod 3

1.1. Cilj i opseg rada
U ovom radu proucen je kompleksacijski afiniteti dva homociklopeptida prema halogenidnim
I oksoanionima u acetonitrilu s ciljem stjecanja detaljnog uvida u energetiku kompleksiranja.
Cilj je povezivanje strukturnih znacajka receptora i njihovih afiniteta prema pojedinim
anionima kombinacijom termodinamicke i strukturne karakterizacije nastalih kompleksa u
otopini. Istrazivani ciklopeptidni receptori sastoje se od pet (L1) i Sest (L2) lizinskih
podjedinica povezanih u prsten pri ¢emu su amino skupine bo¢nih ogranaka zasti¢ene tert-
butiloksikarbonilnom (Boc) skupinom. Afiniteti opisanih liganada prema halogenidnim,
tiocijanatnom te oksoanionima (NOs™, ClO4~, HSO4~, H2PO4") u acetonitrilu istrazen je pomocu
mikrokalorimetrijskih i NMR titracija. Kompleksiranje aniona provedeno je u acetonitrilu kao
otapalu u kojem su anioni slabo solvatirani $to olakSava nastajanje ciklopeptidnog anionskog
kompleksa. Naime, da bi doslo do reakcije kompleksiranja i nastanka kompleksa u otopini
najprije mora do¢i do desolvatacije aniona i veznog mjesta na molekuli receptora, a tek nakon
toga do interakcija iona i ciklopeptida. Ukoliko otapalo snazno solvatira sudionike reakcije,
desolvatacija ¢e biti entalpijski nepovoljan proces §to moze biti dovoljna barijera za nastanak
kompleksne vrste. Za razliku od nekih proti¢nih otapala kao Sto su primjerice alkoholi,
acetonitril nema moguénost stvaranja vodikovih veza te zbog toga slabije solvatira anione i
vezno mjesto ciklopeptida ¢ime je olak$ano nastajanje ciklopeptidnog anionskog kompleksa.'°
Simulacijama molekulske dinamike s eksplicitnim molekulama otapala istrazene su strukturne
karakteristike veznog mjesta ciklopeptida te je dobiven uvid u mikroskopsku sliku procesa
vezanja aniona. Ti rezultati usporedeni su s eksperimentalnim rezultatima *H NMR i 3P NMR
titracija.

Ciklopeptidni receptori nastaju ciklizacijom iz linearnih prekursora, a kako bi se stekao uvid
u molekulsku strukturu reakcije ciklizacije i dobila informacija 0 mehanizmu kojim do nje
dolazi ispitan je afinitet linearnih prekursora prema kloridnom anionu i kationima alkalijskih
metala (Li*, Na*, K*) u N,N-dimetilformamidu pomoéu mikrokalorimetrijskih i *H NMR
titracija. Ispitivanja su provedena za linearne prekursore penta- i heksalizinskih receptora
H2N-(LysBoc)s-OMe i HoN-(LysBoc)s-OMe, ali i za prekursor za ciklopeptidni receptor s Cetiri
lizinske podjedinice H2N-(LysBoc)s-OMe te jos dva linearna peptida HoN-(Leu)s-OMe i
H2N-(PheLeuLeu)2-OMe.

Tamara Rinkovec Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Vezanje aniona u prirodnim sustavima

Moderna istrazivanja anionskih receptora preuzela su temeljne principe koordinacije i
raspoznavanja aniona iz karakteristika receptora opazenih u prirodnim sustavima. Jedan od
najelegantnijih primjera vezanja aniona i njihovog transporta u bioloSkim sustavima je sulfat-
vezujuci protein (SBP). Znacajnost tog proteina je §to su njegova Selektivnost i visoki afinitet
vezanja sulfata postignuti isklju¢ivo polozajem neutralnih donorskih skupina vodikovih veza u
strukturi proteina.?® Vezanje sulfata i njegova diskriminacija u odnosu na druge ione temelji se
na mrezi od ukupno sedam vodikovih veza ostvarenih izmedu kisikovih atoma sulfatnog aniona
i NH skupina proteinske okosnice. Pokazano je da se sulfat veze u Supljinu koje stvaraju dvije
globularne proteinske domene, u podrucje nedostupno otapalu (slika 1). Buduci da vezni dzep
proteina ne sadrzi aminokiseline s pozitivno nabijenim bo¢nim ograncima koje bi omogucile
elektrostatske interakcije pokazano je da je vezanje iskljucivo posljedica ostvarenja vodikovih
veza.l?

Protein koji je znaCajan za razvoj hidrofilnih sintetskih anionskih receptora zbog svog
mehanizma vezanja aniona je fosfat-vezujuci protein (PBP). PBP je bakterijski protein
izvanstani¢nog prostora koji veze hidrogenfosfatni anion nakon $to prode bakterijsku stani¢nu
membranu.? Vezanje aniona ostvaruje se putem elektrostatskih interakcija aniona i pozitivno
nabijenih gvanidinijevih skupina arginina te putem vodikovih veza izmedu kisikovih atoma
hidrogenfosfata i donorskih skupina proteina. Selektivnost prema anionu posljedica je
ostvarenja dodatne vodikove veze protona hidrogenfosfatnog aniona i karboksilne skupine
proteina koja djeluje kao akceptor vodikove veze (slika 1).° Precizan raspored vodikovih veza
u kompleksu proteina i hidrogenfosfata pokazao se kao mnogo vazniji faktor jakosti veznog

afiniteta proteina od elektrostatskih interakcija koje se ostvaruju prilikom vezanja. 4%
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§ 2. Literaturni pregled 5
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Slika 1. Shematski prikaz vezanja hidrogenfosfatnog iona u veznom mjestu fosfat-vezujuceg
proteina (lijevo) i sulfatnog iona u veznom mjestu sulfat-vezujuceg proteina (desno). (preuzeto
i prilagodeno prema ref. 2)

Vezanje aniona kljucno je i za djelovanje nekih antibiotika poput vankomicina koji svojim
vezanjem na C-terminalni (karboksilni) kraj peptidoglikanskih prekursora onemoguéava
biosintezu stanine stijenke bakterija. Takoder, funkcionalnost brojnih enzima kao $to su
karboksipeptidaze ili metaloenzimi ovisna je o interakcijama enzima s anionskim supstratima

ili koenzimima (npr. uglji¢na anhidraza).?
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§ 2. Literaturni pregled 6

2.2. Sintetski aminokiselinski anionski receptori

Elegancija kojom se u prirodi ostvaruju komplementarne vodikove veze i njihova
reorganizacija prilikom vezanja liganada na proteinske receptore posluzila je kao ideja razvoja
sintetskih receptora za razli¢ite ligande koriStenjem aminokiselina kao gradevnih jedinica, uz
kombinaciju prirodnih i neprirodnih veznih motiva.'®” Na temelju ispitivanja prirodnih
anionskih receptora utvrdeno je da za selektivho vezanje treba obratiti pozornost na
termodinamiku procesa (elektrostatske interakcije, hidrofobni efekt, vodikove veze) ali i
orijentaciju aniona unutar veznog mjesta receptora. Kako su aminokiseline gradevne jedinice
koje omogucuju veliku varijabilnost strukturnih i kemijskih svojstava receptora, ne cudi interes
za dizajnom aminokiselinskih anionskih receptora.

Ciklopeptidi su makrociklicki receptori s peptidnim gradevnim jedinicama koji zbog svoje
moguénosti reorganizacije strukture prilikom vezanja liganda tvore komplekse s raznim
anionima.>?®8 Nastaju ciklizacijom polipeptidnog lanca, a u prirodi imaju funkciju hormona
(oksitocin, vazopresin), antibiotka (vankomicin) ili toksina.>!*%° Ciklopeptidi pokazuju bolju
metabolicku aktivnost i veci afinitet za vezanje molekula liganada od njihovih linearnih
prekursora s obzirom na to da su vezne skupine u tim receptorima preorganizirane u prsten.?%2?2
Pokazuju i velik potencijal kao lijekovi zbog otpornosti na enzimsku hidrolizu (peptidaze)?, a
takoder su selektivni i biodostupni pa stoga ne ¢udi Sarolikost metoda sinteze ciklopeptida i
primjene tih spojeva u kemiji, farmaceutskoj industriji te biomedicini.

Uredena, a opet dovoljno fleksibilna struktura ciklopeptida te prisutnost viSestrukih
funkcionalnih skupina orijentiranih u istome smjeru, uz dodatnu mogucnost modificiranja
peptidne okosnice ili bo¢nih ogranaka podjedinica, doprinose visokoj ucinkovitosti i
selektivnom vezanju aniona od strane tih receptora.?® Moguénost sintetskih modifikacija i
uvodenje prirodnih 1 sintetskih aminokiselina u strukture otvara moguénost preciznog
podesavanja selektivnosti receptora i izolaciju aniona iz kompetitivnog okruzenja. Vezanje
aniona moguce je ostvariti direktnom interakcijom peptidne okosnice i aniona ili koriStenjem
funkcionalnih skupina bo¢nih ogranaka za povecanje veznog afiniteta i selektivnosti prema

anionu.
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Istrazivanja ciklopeptida kao receptora zapocela su teorijskim razmatranjima jednostavnijih
ciklopeptida koji su sadrzavali Sest molekula glicina (1) ili alanina (2) (slika 2), a pokazano je
da takvi receptori mogu vezati katione preko karbonilnih skupina, dok je vezanje aniona
ostvareno pomocéu amidnih skupina peptidne okosnice.?>?* Prvi eksperimentalni rezultati
dobiveni su za ciklopeptide koji su u svojim strukturama sadrzavali neprirodne aminokiseline
koje su uvedene kako bi se smanjila fleksibilnost receptora i omoguéio nastanak povoljne

konformacije za vezanje aniona.®

o)

Y o o
O=(N_HNH HN;§ O%;NH HN:|§<
e e

1 2
Slika 2. Molekulske strukture cikloheksaglicila (1) i cikloheksaalanila (2).

Znacajan napredak u anionskoj koordinacijskoj kemiji donijela su istrazivanja S. Kubika na
cikli¢kim peptidima modificirane peptidne okosnice.?® Istrazivani receptori bili su ciklicki
heksapeptidi ¢ije podjedinice ¢ine alternirajuc¢e molekule L-prolina i 6-aminopikolinske kiseline
(3) (slika 3. pod a)).2® Sintetizirani peptidi u polarnom mediju prisutni su u konformaciji
simetrije Cs, a ispitivanja vezanja aniona provedena *H NMR spektroskopijom u polarnim
proticnim otapalima (D2O/metanol) pokazala su vezanje kloridnih, bromidnih, jodidnih,
sulfatnih, nitratnih, acetatnih, fosfatnih i karbonatnih iona. Daljnja istrazivanja provedena su uz
uporabu nebazi¢nih aniona kako bi se izbjegao utjecaj protonacije tih vrsta. U tim istraZivanjima
osim kompleksa jednostavnih stehiometrija 1:1, opazeni su i kompleksni spojevi stehiometrije
2:1 za jodidni kompleks kod kojeg se jodidni anion nalazi u sendvi¢u izmedu dva ciklopeptidna
prstena (slika 3. pod b)).2
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a) AR /N b

Slika 3. a) Molekulska struktura pseudopeptida 3, b) jodidni kompleks pseudopeptida 3

(preuzeto i prilagodeno prema ref. 2°).

Daljnja istrazivanja iste znanstvene grupe bavila su se ispitivanjima receptorskih svojstava
receptora s dva kovalentno vezana cikloheksapeptidna prstena kako bi se umjesto
,,sendvicastih® kompleksa (engl. sandwich-type complex) s dva liganda u otopini nalazio
kompleks stehiometrije 1:1 (slika 4). Provedena su ispitivanja nekoliko takvih
bis(ciklopeptidnih) receptora s razli¢itom duljinom i fleksibilnosti poveznice izmedu prstena.
Pokazalo se da su spojevi takvih struktura slabije topljivi u polarnim otapalima, a opazen je
nastanak ocekivanih 1:1 ,,sendvicastih® kompleksa ¢ije su strukture vrlo sli¢ne kompleksima
2:1 prethodno istrazivanog ciklopeptida.’® Usporedbom konstanti stabilnosti ciklopetidnih i
bis(ciklopeptidnih) kompleksa zakljuéeno je da je jakost vezanja aniona posljedica
komplementarnosti veli¢ine aniona S veznim mjestom receptora, a vezanje aniona i
bis(ciklopeptidnih) receptora znatno je efikasnije od vezanja s monociklopeptidnim
receptorima.?’?

S obzirom na to da se pojavila potreba za razvojem anionskih receptora sposobnih za
vezanje aniona u vodi, smjer istrazivanja krenuo je prema razumijevanju utjecaja otapala na
vezanje aniona. RjeSavanje kristalnih struktura kompleksa bis(ciklopeptidnih) receptora i
rezultati izotermne titracijske kalorimetrije omogucili su termodinamicko razmatranje vezanja
u vodi te mijeSanim vodenim otapalima. Pokazali su da je visok afinitet vezanja aniona u vodi
omogucen interakcijama aniona s pravilno rasporedenim NH skupinama okosnice peptida
unutar Supljne koju tvore hidrofobne podjedinice istrazivanih spojeva. Dok hidrofobne
podjedinice smanjuju utjecaj otapala, NH skupine omogucuju koordinaciju aniona, ¢ak i onih

izrazito solvatiranih aniona poput sulfatnog aniona u vodi.?%%
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Novija istrazivanja iste znanstvene grupe bave se proucavanjem afiniteta ciklickih
pseudopeptida s 1,2,3-triazolnim motivima prema oksoanionima. Takvi spojevi skloni su jakom
vezanju protoniranih aniona poput dihidrogenpirofosfatnog te dihidrogenfosfatnog pri ¢emu
dolazi do nastanka ,,sendvicastih* kompleksa: vezanja dimera u prvom, a tetramera izmedu dva
pseudopeptidna prstena u drugom slucaju. Takvi receptori predstavljaju obecavajuéi put sinteze
fosfatnih receptora Cija se selektivnost za vezanje iona temelji na sklonosti protoniranih

oksoaniona medusobnom povezivanju.**3!

/ S
o S P p

T Y TS
U

o) ;
Slika 4. Opcenita molekulska struktura bis(ciklopeptidnih) receptora, X — poveznica.

Ciklopeptidni anionski receptori istrazuju se i na nacin da se Zele sintetizirati spojevi kavezastih
struktura koji bi efikasno vezali anione iz otopine. Nastali anionski kavezasti kompleksi
pokazuju preferentno vezanje klorida i sposobnost transporta kloridnih iona preko lipidnog
dvosloja.32*° Aktivno se istrazuju cikli¢ki trimerni i tetramerni ciklopeptidni receptori koji
pokazuju zanimljiva svojstva poput preferentnosti u vezanju aniona®®38, dok je ciklicki
tetramer prikazan na slici 5 fluorescentni kemijski senzor za fluoridne ione.*

Istrazivanja ciklopeptida kao receptora razmatraju 1 vezanje aniona preko funkcionalnih
skupina bo¢nih ogranaka aminokiselina. Pokazalo se da uvodenje dodatnih proton-donorskih
skupina u boc¢ne ogranke aminokiselina, poput tioureidnih motiva, dovodi do povecanja
afiniteta receptora prema anionima. Takoder, udaljenost uvedene skupine od peptidne okosnice

klju¢na je za postizanje selektivnosti.*04?
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Slika 5. Molekulska struktura ciklopeptidnog fluorescentnog kemosenzora.

Zanimljivo je da je vecina do danas proucavanih ciklopeptidnih receptora sastavljena od
razli¢itih aminokiselinskih podjedinica, dok eksperimentalna istrazivanja receptorskih
svojstava homociklopeptidnih derivata gotovo nisu literaturno poznata. Zanimljivost
homociklopeptidnih receptora jest u mogucénosti stvaranja simetricne koordinacijske sfere

aniona ¢ime bi se postigla dodatna efikasnost vezanja.
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2.3. Sinteza ciklopeptidnih receptora

Ciklopeptidi nastaju reakcijom ciklizacije linearnih prekursora, a strukturno se razlikuju prema
nadinu povezivanja aminokiselina u prsten. Prvu skupinu ¢ine takozvani homodeti¢ni
ciklopeptidi kod kojih se aminokiselinske podjedinice povezuju iskljucivo stvaranjem peptidnih
veza. Ukoliko se aminokiseline povezuju preko bo¢nih ogranaka, disulfidnih mostova, esterskih
ili tioesterskih skupina pripadaju heterodeti¢nim ciklopeptidima.

Postoje cetiri nacina na koja mogu nastati homodeti¢ni spojevi, a shematski su prikazani na
slici 6. Moguc¢a je ciklizacija glava-rep kod koje do reakcije kondenzacije dolazi izmedu C- i
N-kraja linearnog peptida ili povezivanje izmedu glave i bo¢nog ogranka. Moguca je jos§ i
kondenzacija bo¢ni ogranak-rep ili bo¢ni ogranak-bo¢ni ogranak gdje nastanak peptidne veze
ukljucuje reakciju funkcionalnih skupina bo¢nih ogranka s C- ili N-krajem linearnog prekursora

odnosno interakciju funkcionalih skupina bo¢nih ogranaka medusobno.

H-H COH o s,
4 =
Ri-R g hH

R B
|

7 N
Bocni ogranak—bocni L

1
ogranak | | | |
-~ p— i '\1 bt _,."I
’ é . \2_' R o
o ".r-u.___ T—
W —— _—1

Glava — bocni ogranak Glava — rep

Slika 6. Moguc¢nosti ciklizacije linearnih peptida (preuzeto i prilagodeno prema ref. 43)

Sinteza ciklickih peptida kondenzacijom izmedu C- i N-krajeva linearnog peptida (glava-rep)
predstavlja sintetski izazov. Reakcije ciklizacije zahtijevaju odredene uvjete poput velikog
razrjedenja ili koriStenja kondenzacijskih reagenasa za sintezu peptidne veze kako bi se postiglo
bolje iskoristenje. Velikim razrjedenjem potice se intramolekulska reakcija, a smanjuje
vjerojatnost nezeljenih intermolekulskih procesa poput polimerizacije. Unato¢ tome, uspjesnost
ciklizacije ponajvise ovisi o veli¢ini prstena koji nastaje.

Sinteza peptida koji sadrze viSe od deset aminokiselina u prstenu prili¢no je uspjesna uz
dobra iskoriStenja jer reakciju olakSava nastanak intramolekulskih vodikovih veza §to smanjuje
energetsku barijeru zatvaranja prstena.** Sinteza peptida koji sadrze tri, &etiri ili pet

aminokiselina u prstenu znatno je zahtjevnija zbog kompetitivnih reakcija dimerizacije,
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trimerizacije ili C—terminalne epimerizacije.*® Uspjesnost ciklizacije temelji se na sposobnosti
linearnog peptida da se u otopini konformacijski preorganizira na nacin da se reaktivni krajevi
nadu prostorno blizu §to omoguéuje zatvaranje prstena i smanjuje broj nusprodukata.*®->° Dva
su pristupa poboljSanju sinteze. Prvi ukljucuje kovalentne modifikacije unutar peptidnog lanca
kako bi se olaksalo spajanje krajeva peptida dok drugi podrazumijeva koristenje vanjskih
konformacijskih elemenata. Navedeni elementi, poput polimernih mreza ne ostvaruju
interakcije s peptidom, a uloga im je izolacija pojedinih molekula peptida i smanjenje
vjerojatnosti njegove oligomerizacije.

Razvijeno je nekoliko metoda ciklizacije peptida, neke od kojih su: ciklizacija
potpomognuta metalnim ionom,*°2 sinteza peptida na &vrstom nosa¢u, migracija acilne
skupine s atoma kisika na atom dusika,* cikloadicija azida i alkina> te ciklizacija uz pomo¢
sumpora.>® Jedna od najvaznijih metoda je metalnim ionom potpomognuta ciklizacija razvijena
na ¢injenici da makrocikli¢ki peptidi tvore stabilne komplekse s metalnim ionima. Ideja te
metode je da linearni peptidi interakcijom s metalnim ionima u otopini mogli zauzimaju
povoljnu konformaciju za stvaranje prstena. Pretpostavljeni mehanizam takve reakcije dan je

na shemi 1.56:57

R
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Shema 1. Pretpostavljeni mehanizam metalnim ionom potpomognute ciklizacije glava-rep

peptida.
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2.4. Eksperimentalne metode proucavanja afiniteta anionskih receptora
Jedan od osnovnih ciljeva u podruc¢ju supramolekulske kemije je kvantificiranje proucavanih
medumolekulskih interakcija. NajceS¢i pristup rjeSavanja tog problema je provodenje
titracijskih eksperimenata u kojima se jedan sudionik reakcije (titrans) postupno dodaje u sustav
otopine makromolekule (titrand) pri ¢emu se prati neko od fizikalnih svojstava sustava koje na
poznati nain ovisi o ravnoteznim koncentracijama kemijskih vrsta prisutnih u reakcijskoj
smjesi.® Iz prikupljenih eksperimentalih podataka moguée je odgovarajuéom obradom
podataka odrediti veli¢ine koje karakteriziraju reakciju poput konstante ravnoteze reakcije (
K°, B°), stehiometrije ili termodinamickih reakcijskih veli¢ina (A,G,A H,A S"). Neke od
analitickih metoda koje su osjetljive na promjenu koncentracija vrsta u otopini te samim time
omogucuju odredivanje reakcijskih  veli¢ina su spektrofotometrija, fluorimetrija,
konduktometrija i potenciometrija, kalorimetrija i nuklearna magnetska rezonancija (NMR).
Takoder, s istim ciljem mogu se koristiti i kineticka mjerenja te polarografske metode.>*%°

Za kvantifikaciju i usporedbu jakosti i selektivnosti medumolekulskih interakcija definirana
je veli¢ina koja se naziva konstanta ravnoteze, a u slu¢aju nastanka kompleksnog spoja,

konstanta stabilnosti kompleksa.®® U sustavu u kojem reakcijom makromolekule M i liganda L

nastaje kompleksni spoj ML, konstante stabilnosti®® definirane su na sljede¢i nain:

a, a,
M+L = ML K, =ML B =M (2.1)
a'Ma‘L a'Ma‘L
a a
ML +L = ML, K, = fy =—% (2.2)
a'MLaL a'Ma'L
a a,
ML, ,+L=ML, Ko = B =" (2.3)
aMLn_laL ava,

U danim jednadzbama K, stoji za sukcesivnu konstantu stabilnosti, dok je B kumulativna

konstanta stabilnosti kompleksa. Te termodinamicke veli¢ine povezane su sljede¢om relacijom:

B =11k (24)
j=1
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K.'i B definirane su pomodu relativnih ravnoteznih aktiviteta danih vrsta, a relativni aktiviteti

za ravnotezZe u otopini povezani su s ravnoteznom koncentracijom nekog sudionika reakcije

(B =M, L ili ML) prema:
B
aB:?/B[C_O] (2.5)

Velicina ,_, predstavlja koeficijent aktiviteta kemijske vrste u otopini, dok ¢ oznacava
standardnu koncentraciju koja iznosi 1 mol dm=3. Uvritavanjem izraza za koeficijent aktiviteta
u izraze za konstante stabilnosti nastanka kompleksa, slijedi:

K = e [MLi]CO 7w c
;= =
A [MLH][L] v, 7L

K, (2.6)

_ 7wy [MLi]CQ _ 7MLi(CO)i
7M7Li [M][L]i 7/M7Li

i i 2.7)
gdje su K. i p. koncentracijske konstante ravnoteze (empirijske, stehiometrijske). Dok

standardna konstanta ravnoteZe ovisi isklju¢ivo o temperaturi, koncentracijska konstanta
ravnoteZe ovisi 1 0 sastavu otopine u ravnoteZi zbog koncentracijske ovisnosti koeficijenata

aktiviteta.
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2.4.1. Stehiometrija vezanja 1:1
Matematicki model kojim se iz opazene promjene svojstva sustava odreduje konstanta

ravnoteze reakcije pretpostavlja ovisnost opazene fizikalne promjene o ravnoteZznim

koncentracijama nastalog kompleksa [ML] , slobodnog Iiganda['—] i makromolekule[M].

Ukoliko se pretpostavi stehiometrija vezanja 1:1, reakcija nastanka kompleksa i pripadna
standardna konstanta ravnoteze dane su jednadzbom (2.1). U tom slucaju za sudionike reakcija

vrijedi bilanca masa, odnosno koncentracija:

¢, = [L] +[ML] (2.8)
Cy = [M] + [ML] (2.9)

Ukoliko molekule liganda L s molekulama titransa reagiraju u stehiometrijskom omjeru 1:1,

izraz za konstantu stabilnosti poprima sljedec¢i oblik:

DY L L VL (2.10)

Ty ML e

Ligand je u otopini elektricki neutralna vrsta te je prisutan u niskim koncentracijama pa
stoga vrijedi aproksimacija 7, =1. Takoder, buduc¢i da ligand, koji je u ovom slucaju anion, i
nastali kompleks imaju isti naboj, moze se pretpostaviti da su koeficijenti aktiviteta tih vrsta
priblizno jednaki, ¥, = ¥,, pauvrStavanjem u gornju jednadZbu proizlazi:

. [ML]e |

“ Mgt

Uvrstavanjem izraza (2.8) i (2.9) u izraz za konstantu stabilnosti kompleksa (jednadzba (2.11))

(2.11)

slijedi:
[ML]

(6 TML]) (e (ML)

K = (2.12)

Rjesavanjem kvadratne jednadzbe (2.12) dobiva se izraz za ravnoteznu koncentraciju nastalog

kompleksa ML.:

1 1, 1 1
[ML]:E(CL+CM+E)—§\/(CL+CM+E)2+4CMCL. (2.13)
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2.4.2. Slozeniji modeli vezanja
Kada najjednostavniji model vezanja ne opisuje ravnotezni proces dovoljno dobro, potrebno je
pretpostaviti neSto slozenije modele koji ukljucuju visSe stehiometrije kompleksa izmedu
makromolekule i liganda poput onih s omjerom makromolekula:ligand vrijednosti 1:2, 1:3 i
2:1.

U slucaju stehiometrije vezanja 1:2 reakcija nastanka kompleksne vrste dana je

jednadzbama (2.1) i (2.2), a za proces se mogu definirati dvije konstante ravnoteze:

K =ML (2.14)
" [M][L]
©[ML][L]

Uvrstavanjem izraza za bilancu masa svih vrsta prisutnih u otopini moze se dobiti izraz sa

koncentraciju slobodnog liganda u otopini:

KK, [L] + K, (2K,e,, — Koo +D[L] = (K, (cy —c ) +D[L]-c, =0. (2.16)

Kubna jednadzba (2.16) ima tri rjesenja koja mogu ukljucivati kompleksne brojeve, a
fizikalno prihvatljivo rjeSenje za koncentraciju slobodnog liganda u otopini najmanji je
pozitivni realni broj. Jednom kad je poznata koncentracija slobodnog liganda mozZe se odrediti

i koncentracija slobodne makromolekule prema sljedecoj jednadzbi:

C
[M]= . 7 (2.17)
1+ Kl[L]+ KK, [L]
U slucaju nastanka kompleksa stehiometrije 1:3, te drugih kompliciranijih stehiometrija izraze
za koncentraciju slobodne makromolekule 1 liganda moguce je odrediti na analogan nacin

prikazanom, koriStenjem konstanti ravnoteZe i bilance masa, odnosno koncentracija.
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Za model vezanja 2:1 reakcija kompleksiranja jednadzbama (2.18) i (2.19), a za proces se mogu

definirati dvije konstante ravnoteze:

M+ L= ML K,= [ML] (2.18)
- [M][L] |
ML + M = M. L K:M (2.19)
o © [M][ML] |
Za sudionike reakcija tada vrijedi bilanca masa, odnosno koncentracija:
c.=[L] +[ML]+[M,L] (2.20)
¢,=[M] +[ML]+2[M,L] (2.21)

Uvrstavanjem jednadzbi (2.20) i (2.21) u izraze za konstante stabilnosti kompleksnih vrsta
(2.18) i (2.19) dobiva se izraz (2.22) za koncentraciju slobodne makromolekule u otopini koji
je analogan kubnoj jednadzbi (2.16). Rjesavanjem jednadzbe (2.22) dolazi se do koncentracije
slobodne makromolekule u otopini temeljem ¢ega se mogu odrediti i koncentracije ostalih

sudionika reakcije.

KK, [M] +K, (2K, ¢, —K,c\ +D[M]* + (K, (cyy —¢ ) +D)[M]-c,, =0.  (2.22)

Na opisani bi se na¢in moglo do¢i do ekvivalentnih izraza za koncentracije sudionika reakcija
sustava znatno kompliciranijih ravnoteZa. Takve jednadZbe sadrZze veci broj parametara
(konstanti ravnoteze) te analiticki nisu rjeSive (polinomi viSeg stupnja). Pristup odredivanja
konstanti ravnotezi za slozenije stehiometrije reakcija zbog navedenih razloga ukljucuje

rjeSavanje sustava nelinearnih jednadzbi.>®%2
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2.4.3. Odredivanje konstante ravnoteze spektroskopijom NMR®3

Fizikalno svojstvo sustava koje se promatra tijekom NMR titracija je relativni kemijski pomak
NMR aktivnih jezgri te promjene u simetriji signala u spektrima. Najinformativnija tehnika je
'H NMR koja prati jezgre vodika, no praéenje signala jezgara 13C, °F ili 3P moze biti jednako
informativno. Uslijed interakcije makromolekule i molekule liganda najceS¢e dolazi do
promjene kemijskog pomaka jedne ili viSe jezgara, posebice onih kojih su blizu skupina koje
ostvaruju interakcije.

Tijekom NMR titracija potrebno je pratiti odnos izmedu konstante nastanka kompleksne
vrste te brzine nastajanja i disocijacije kompleksa ( K=k, /k_; ). Sve ovdje navedene jednadzbe

vrijede kada su brzine nastajanja i disocijacije kompleksa velike u odnosu na NMR vremensku
skalu, odnosno kad je konstanta brzine izmjene (k) veca od razlike rezonantnih frekvencija

makromolekule M i kompleksa ML.
k> |vy — | (2.23)
U slucaju kada je izmjena spora, pojavljuju se odvojeni signali za svaku od vrsta prisutnih
u otopini, a omjer njihovih mnozinskih udjela tada je dan omjerom povrSina pripadajucih
signala. Ukoliko su poznate analiticke koncentracije makromolekule i liganda C,, i C, te da

nastaje kompleks stehiometrije 1:1, izraz za konstantu ravnoteZe postaje:

K=f— (2.24)

Pri ¢emu je f omjer integrala signala kompleksa i slobodnog receptora (omjer njihovih

ravnoteznih mnoZinskih udjela):
X
f =M (2.25)
Ukoliko je razlika u frekvencijama pri kojima dolazi do rezonancije za odredenu vrstu

usporediva s konstantnom brzinom izmjene, ravnotezu takve reakcije nije moguce kvantitativno

okarakterizirati NMR spektroskopijom.®*
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Opazeni kemijski pomak neke jezgre protona makromolekule M je za reakciju vezanja u
omjeru 1:1 mnozinskim udjelom uteZeni prosjek kemijskih pomaka protona prisutnih na svim
oblicima tog liganda u otopini:

1)

obs

=Xy Om + XuL OmL (2.26)

pri cemu je J, opaZeni kemijski pomak, d,,,0,, pomaci spektroskopski aktivnih vrsta, a X,,

I X, njihovi mnozinskim udjeli. UvrStavanjem bilance masa (jednadzbe (2.8) i (2.9)) u

jednadzbu (2.26) moguce je dobiti izraz za ovisnost opazenog kemijskog pomaka o mnozinskim

koncentracijama (udjelima) makromolekule i liganda:

1 1
Xy, +xL+K—\/(xM +xL+K)2—4xMxL
2

0,

obs = OmCu — (O — ) (2.27)

Opazeni kemijski pomak u NMR spektrima za modele vezanja koji ukljuuju kompliciranije

stehiometrije dan je izrazom (2.28) za model 1:2 te izrazom (2.29) za model 2:1.

(5ML _5M)K1[L]+ (5ML2 _5M)K1K2 [L]2

Opps =0 +
oM 1+ K, [L]+ KK, [L]

(2.28)

(§ML - 5M )CL K1 [M] + 2(5M2L - 25M )CL K1K2 [M]2

5obs:5M+ 2
Cu(+ K, [M]+ KK, [M])

(2.29)

Nelinearnom regresijskom analizom ovisnosti Jd,; 0 C,, i C, moguée je odrediti iznose

konstanti ravnoteze, kao 1 kemijske pomake svih spektralno aktivnih vrsta u otopini. Kako bi
se Sto to¢nije 1 pouzdanije odredili parametri potrebno je koristiti pomake signala za viSe jezgara
prisutnih u spektru, a podatke u tom slu€aju obraditi multivarijatnom analizom spektralnih
podataka. Racunski programi za multivarijatnu analizu su primjerice SPECFIT ili

HYPERQUAD.
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Ako su tijekom NMR titracije odredeni kemijski pomaci vise jezgara, moguce je regresijsku
analizu provesti matri¢no u postupku u kojem se iterativno odreduju vrijednosti konstante

ravnoteze reakcije 1 pomaci protona u vrstama M i ML.

3, =IX. (2.30)

Za 'H NMR titraciju, skup kemijskih pomaka protona za jedno mjerenje nalazi se u stupcu
matrice Jobs, dOk se u matrici J nalaze pomaci protona makromolekule i kompleksa za pojedinu
vrstu protona unutar retka. U stupcima matrice X nalaze se ravnotezni mnozinski udjeli
makromolekule i kompleksa za svako pojedino mjerenje. Postupak odredivanja konstante
ravnoteZe obuhvada pretpostavljanje neke podetne vrijednosti konstante ravnoteze ( K ) iz koje
se, uz poznate analiticke koncentracije reaktanata, za zadani model reakcije (stehiometriju)
izraCuna matrica mnozinskih udjela. Zatim se matrica pomaka mnoZzi s desnom
pseudoinverzom matrice mnozinskih udjela ¢ime se dobiva matrica novih kemijskih pomaka.
Kako bi se odredila konstanta ravnoteze proucavane reakcije potrebno je prona¢i minimum
sume kvadrata odstupanja SS $to znaci da se mora zadovoljiti kriterij konvergencije. Postupak
uto¢njavanja konstante ravnoteze svodi se na variranje pocetne vrijednosti konstante sve dok

suma kvadrata odstupanja SS ne postigne minimalnu vrijednost.>®

=X (2.31)

SSZZZ(‘]obslij _'Jobs,ij )2' (2'32)
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2.4.4. Kalorimetrijsko odredivanje konstante ravnoteze
Proucavanje kemijskih reakcija i raznih fizikalnih procesa dovelo je do zapazanja kako su oni
gotovo uvijek popraceni toplinskim efektom. Toplinske efekte eksperimentalno je moguce
mjeriti metodom kalorimetrije koja omogucuje pradenje napretka kemijskih reakcija ili
fizikalnih procesa na temelju mjerenja topline izmijenjene izmedu sustava i okoline.>%®
Prema prvom zakonu termodinamike unutrasnja energija izoliranog sustava je konstantna,
a promjena u unutraS$njoj energiji sustava moze biti posljedica izmijenjene topline izvrSenog
rada okoline nad sustavom. Ukoliko se mjerenja topline izvode pri konstantnom tlaku te

pretpostavi li se da je jedini moguci oblik rada pri tim uvjetima volumni rad, moze se pokazati

da je promjena entalpije jednaka izmijenjenoj toplini pri konstantom tlaku.*
AH =q. (2.33)

Entalpija zatvorenog sustava je funkcija tri varijable: tlaka, temperature i dosega kemijske
reakcije, pa njen totalni diferencijal glasi:

oH oH oH
dH = (8_ij § dT J{gjm dch{El 5 dp. (2.34)

dok pri izobarnim i izotermnim uvjetima ( p, T = konst.) vrijedi:

g, =AH = (%) AE= AHAE (2.35)
p, T

pri ¢emu je A H reakcijska entalpija, a A promjena dosega reakcije. Reakcijska entalpija je
reakcijska veli¢ina. Reakcijske veli¢ine odgovaraju parcijalnoj derivaciji neke veli€ine (npr.
entalpije, entropije, Gibbsove slobodne energije) po dosegu reakcije pri konstantnim
vrijednostima ostalih varijabli u totalnom diferencijalu. 1z toga slijedi da je parcijalna derivacija

entalpije po dosegu reakcije pri konstantnom tlaku i temperaturi jednaka reakcijskoj entalpiji.
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2.4.5. lzotermna titracijska kalorimetrija
Izotermna titracijska kalorimetrija®®®’ je kalorimetrijska metoda kod koje se direktno mijeri
promjena entalpije prilikom dodatka titransa u titrand tijekom titracije. Na temelju izmjerenih
toplina u titraciji moguce je odrediti termodinamicke reakcijske veli¢ine kao $to su reakcijska
entalpija, entropija i konstanta ravnoteze. Reakcijsku entalpiju i entropiju moguce je odrediti 1
drugim analitickim metodama, na temelju temperaturne ovisnosti konstante ravnoteze Sto
podrazumijeva izvedbu veceg broja eksperimenata. Za provedbu kalorimetrijskih titracija
naj¢eS¢e se koristi kompenzacijski ili kondukcijski kalorimetar dvojne izvedbe koji uz
reakcijsku sadrzi i referentnu celiju. Kod takvih se kalorimetara u reakcijskoj Celiji nalazi
otopina titranda u koju se u odredenim vremenskim razmacima dodaju alikvoti titransa, a mjeri
se toplina oslobodena ili vezana nakon svakog dodatka. U referentnoj ¢eliji najceSce se nalazi
otapalo.

Ukoliko se promjena dosega iz jednadzbe (2.35) za reakciju nastajanja kompleksnog spoja
ML danom jednadzbom (2.1) izrazi pomoc¢u promjene koncentracije nastalog kompleksa ML

dobiva se jednadzba:

0, = AHAE= AH ([ML,]-[ML,])V (2.36)

u kojoj je [ML:1] ravnotezna koncentracija kompleksa prije, a [ML2] koncentracija kompleksa
nakon dodatka titransa, dok je V volumen sustava. UvrStavanjem izraza za koncentracije
kompleksa prije i nakon dodatka titransa ranije izvedenog prema jednadzbi (2.13) u jednadzbu
(2.36) dobiva se izraz ovisnosti izmjerene topline prilikom dodatka o analitickim

koncentracijama reaktanata:

K (CMZ +C, —Cy, — C,_l)—\/( Key, +Kc, +1)2 -4, ¢ K* +\/( Key, +Ke,, +l)2 -4c,,. ¢ K*
2K

q,=AHV (2.37)

Pomoc¢u jednadzbe (2.37) te koriStenjem metode nelinearne regresije moguce je doci do

konstante ravnoteze reakcije kompleksiranja K i reakcijske entalpije kompleksiranja A H . Iz

dobivenih termodinamickih veli¢ina moguce je izracunati standardnu reakcijsku Gibbsovu

energiju prema izrazu (2.38) te pripadnu reakcijsku entropiju iz izraza (2.39).
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AG = —RT InK’ (2.38)

AG =AH -TAS (2.39)

Ukoliko se za eksperimentalna mjerenja koristi titracijski kalorimetar perfuzijskog tipa,
prilikom dodatka titransa dolazi do izlijevanja reakcijske smjese iz kalorimetrijske Celije Sto za
posljedicu ima promjenu analitickih koncentracija reaktanata i nastalog kompleksa. Tu
promjenu koja je posljedica izlijevanja reakcijske smjese potrebno je obraCunati prilikom

mjerenja topline kako bi se analizirali pouzdani podaci.

Za promjenu koncentracije titranda dc,, tijekom dodatka titransa volumena dV u

reakcijsku ¢eliju volumena V, vrijedi:

dc,, = (2.40)

Analiticka koncentracija titranda na kraju n-tog dodatka Cy,, (2.42) dobiva se kao rjeSenje

sljedece jednadZbe, pri ¢emu je V, ukupni volumen titransa dodan do tog trenutka u titraciji:

cn Vn
OIﬂ=—ijdv (2.41)
Co CM VO 0
Vn
Cyn =Cpo € . (2.42)

Koncentracija titransa u reakcijskoj ¢eliji mijenja se prema jednadzbi:

¢ dV —c dV
do, =—2& "+ (2.43)
VO
odnosno:
Va
CL,=Co-(1—€") (2.44)

gdje je c,_, analiticka koncentracija poCetne otopine titransa, a C_, analiticka koncentracija

titransa u reakcijskoj ¢eliji nakon n-tog dodatka. 1zrazi (2.42) i (2.44) vrijede u slucaju kada su
otopine u svakom trenutku homogene §to se postize konstantnim brzim mijeSanjem titransa

tijekom dodatka.
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Prilikom mjerenja topline kalorimetrom perfuzijskog tipa izraz za toplinu (2.37) potrebno

je korigirati na naCin da se s desne strane jednadzbe dodaje ¢lan (m;ﬂ A H .U tom ¢lanu

N, oznacava ravnoteznu mnozinu kompleksa prije dodatka titransa, N, ravnoteznu mnoZinu

kompleksa nakon dodatka, a AV je volumen dodatka. Takav korekcijski ¢lan odgovara toplini

koja se oslobodila izvan reakcijske ¢elije, u prostoru u kojem nema toplinskih senzora

instrumenta.®®
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2.5. Molekulska dinamika

Metoda klasi¢ne molekulske dinamike (MD) je rac¢unalna metoda koja nastoji opisati ponasanje
nekog sustava na molekulskoj razini u odredenom vremenskom periodu nizom uzastopnih
konfiguracija kroz koje taj sustav prolazi. Metoda se primjenjuje za proucavanje kemijskih
sustava s ve¢im brojem atoma kao $to su to makromolekule, medupovrsine ili kristali u svrhu
razumijevanja svojstava sustava na temelju njegovih strukturnih znacajki i interakcija koje se
ostvaruju izmedu molekula u sustavu.®®"° Simulacije molekulske dinamike komplementarne su
eksperimentalnim mjerenjima obzirom da pruzaju mikroskopsku sliku na maloj vremenskoj
skali, dok se eksperimentalnim mjerenjima opazaju uprosjecena svojstva sustava.

Osnovni princip simulacija molekulske dinamike?’ 2 je uzastopno numericko rjesavanje
klasi¢nih jednadzbi gibanja (jednadzba (2.45)). Kako bi to bilo moguce potrebno je izracunati
sile koje djeluju na pojedine atome, a to se najcesc¢e odreduje iz potencijalne energije sustava
prema jednadzbi (2.46).

d’r
m—=f 245
el (2.45)
f—QU(r folely) (2.46)
e vl ly) :

Interakcije medu Cesticama najceSce se racunaju metodom molekulske mehanike, a parametri

za izradun tih interakcija sadrzani su u polju sila. Cesto koristeno polje sila je OPLS-AA™ kojim

se potencijalna energija sustava U (rN) rac¢una kao suma veznih i neveznih doprinosa (jednadzbe

.....

.....

1izmedu parcijalnih naboja na atomima te van der Waalsove interakcije koje se najesce opisuju

Lennard-Jonesovim potencijalom.

U (rN) = Z Kr (r| - I’eq)z + Z K(p (9| ) + Etorzue

veze kutevi

_ZZN: g9 +1iZN:4g (”T [%T (2.47)

'—1 j=1,j#i 47[80 2 i=1l j=1,j=i ij

Etorzue (¢) Z 1 [1+ COS(¢ + fl)] [1+ COS(2¢ +f 2)] V2 [l+ COS(3¢I + fi 3)] (248)
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U jednadzbama (2.47) i (2.48) indeksi i ijsu numeratori, I' duljina kovalentne veze, @

vrijednost meduveznog kuta, ¢ vrijednosti torzijskog kuta, [ i ¢9eq ravnotezne vrijednosti
duljine kovalentne veze i vrijednosti meduveznog kuta, { parcijalni naboj atoma, dij

udaljenost i-tog i j tog atoma, I vektor geometrije molekule , €, permitivnost vakuuma, dok
ostale veli¢ine predstavljaju ostale parametre polja sila.”

Za provedbu simulacija molekulske dinamike takoder je potrebno odrediti poCetne polozaje

atoma, mase atoma i dodijeliti im pocetne brzine. PoCetne brzine atomima se pri temperaturi

T utrenutku t, dodjeljuju nasumiéno prema Maxwell-Boltzmannovoj raspodieli:

m, _2nll<vi'|'
V)= e e 2.49
p(v) */27rkBT (2.49)

pri cemu je o funkcija raspodjele iznosa brzina, V; iznos vektora brzine i—te jezgre, M, masa

i—te jezgre, Kz Boltzmannova konstanta,a T je termodinamicka temperatura. Pri dodjeljivanju

pocetnih brzina pazi se da ukupna kineti¢ka energija sustava zadovoljava ekviparticijski teorem

(E)=SkT

Postupak simulacije molekulske dinamike zapoc€inje ra¢unom sila koje djeluju na atome na
temelju potencijalne energije odredenom poljem sila prema jednadzbi (2.46). Uz poznavanje
sila koje djeluju na atome u sustavu, prema drugom Newtonovom zakonu iz sila se raCunaju
ubrzanja atoma:

a(t)= o (2.50)

fi (©)

Kada su poznati pocetni polozaji 1 brzine atoma moguce je izracunati polozaje i 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 i dobivanje trajektorije nekim

od propagacijskih algoritama.
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Najéesce koristen algoritam je velocity Verlet,”? u sklopu kojeg se polozaj i—te jezgre f u
trenutku t+At racuna iz poloZaja, brzine i akceleracije te jezgre u trenutku {:

r(t+At) =r(t)+o, (t)At+%ai (t)At. (2.51)

Brzina svakog od atoma u sustavu racuna se kao:

o.(t+ %At) () +%ai (DAL, (2.52)

Rezultat provedene simulacije je trajektorija, odnosno koordinate atoma kao funkcija vremena,
anjenom je analizom moguce odrediti pripadaju¢e makroskopske fizikalne veli¢ine. Simulacije
molekulske dinamike kao rezultat daju i vremenske ovisnosti drugih fizikalnih svojstava
sustava poput potencijalne i1 kineticke energije, volumena ili tlaka. Budu¢i da se tijekom
simulacije sustavu mijenja energija te dolazi do promjene kineticke energije u potencijalnu,
mijenja se i temperature sustava. Stoga, da bi se osigurala priblizno konstantna temperatura
kroz simulaciju potrebno je koristiti termostat, dodatan algoritam za regulaciju kineti¢ke
energije Cestica u sustavu. Takoder, za kontrolu tlaka koji se mijenja zbog promjena sila koje

djeluju na atome koristi se dodatan algoritam, odnosno barostat.”>"

Tamara Rinkovec Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 28

§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

U eksperimentalnom dijelu ovog rada koristeni su ciklicki homopeptidi L1 i L2 (slika 7) te
linearni peptidi H2N-(LysBoc)s-OMe, H2N-(LysBoc)s-OMe, HaN-(LysBoc)s-OMe, HoN-
(Leu)s-OMe i H2N-(PheLeuLeu),-OMe (slika 8) koje je sintetizirala dr. sc. Nikolina Vidovi¢
na Kemijskom odsjeku Sveuéilista u Milanu prema drugdje objavljenom postupku.”® Za
pripremu otopina soli halogenidnih i molekulskih aniona upotrijebljeni su tetraetilamonijev
klorid (Sigma, >98%), tetrabutilamonijev bromid (Sigma-Aldrich, >99%), tetrabutilamonijev
jodid (Aldrich, >99%), tetrabutilamonijev nitrat (Aldrich, 97%), tetrabutilamonijev nitrit
(Aldrich,  >97%), tetrabutilamonijev  hidrogensulfat  (Sigma-Aldrich,  >99%),
tetrabutilamonijev dihidrogenfosfat (Sigma-Aldrich, >99%), tetrabutilamonijev tiocijanat
(Aldrich, 98%) te tetrabutilamonijev perklorat (Acros Organics, 98%). Za pripremu otopina soli
alkalijskih metala upotrijebljeni su litijev perklorat (Aldrich, 99,99%), natrijev perklorat
(Sigma-Aldrich, 98,0%), kalijev perklorat (Fluka Chemika, p.a), a kao otapala koristeni su
acetonitril (J. T. Baker, HPLC grade) i N,N-dimetilformamid (Sigma-Aldrich, 99,9%). Za
NMR titracije koristeni su deuterirani N,N-dimetilformamid (DMF-d7, Euriso-top, 99,5%) i
deuterirani acetonitril (CDsCN-ds, Euriso-top, 99,80%).

Ly ETE

AT TR

o)

Slika 7. Molekulske strukture ciklickih homopeptida L1 i L2 istrazivanih u ovom radu.

Tamara Rinkovec Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 29

A
Saitaases

oy %( % A %m
Slika 8. Molekulske strukture linearnih peptida istrazivanih u ovom radu:

a)  HoN-(LysBoc)s-OMe, b)  HoN-(LysBoc)s-OMe, ¢)  HaN-(LysBoc)s-OMe,
d) H2N-(Leu)s-OMe, e) H2N-(PheLeuLeu)2-OMe.

Nt g

Tamara Rinkovec Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 30

3.2. Priprava otopina
Odvagama navedenih soli alkalijskih perklorata, tetrabutilamonijevih soli aniona te linearnih i
ciklickih peptida pripremljene su otopine u acetonitrilu te N,N-dimetilformamidu.

Prilikom kalorimetrijskih i *H NMR titracija linearnih peptida s Li*, Na* i K* te Cl"u
N,N—dimetilformamidu kori$tene su: otopina litijeva perklorata koncentracije 0,100 mol dm~,
natrijeva perklorata koncentracije od 0,099 do 0,278 mol dm™, kalijeva perklorata
koncentracije 0,099 mol dm te tetrabutilamonijeva klorida koncentracije od 8,01 x 1072 mol
dm~do 0,384 mol dm™ i tetrabutilamonijeva perklorata koncentracije od 5,03 x 1072 mol dm
do 0,250 mol dm™3. Pripravljene su otopine linearnog lizinskog tetrapeptida u koncentracijskom
podrucju od 4,60 x 10~ mol dm~ do 6,25 x 103 mol dm~3, linearnog lizinskog pentapeptida u
koncentracijskom podruéju od 1,16 x 107 mol dm™ do 4,95 x 102 mol dm=3, linearnog
lizinskog heksapeptida u koncentracijskom podru&ju od 1,20 x 10~ mol dm™ do 4,98 x 107
mol dm=. Za mjerenja su pripravljene otopine linearnog pentaleucinskog peptida u
koncentracijskom podruéju od 1,01 x 10~ mol dm= do 5,12 x 10~ mol dm™ te za linearni
peptid H2N—(PheLeulLeu),-OMe u koncentracijskom podruéju od 1,13 x 1073 mol dm™ do
4,45 x 107 mol dm=. Otopine peptida pripremljene su otapanjem odredene mase spoja u
otopini tetrabutilamonijevog perklorata koncentracije od 5,00 x 1072 mol dm3do 5,02 x 1072
mol dm™3.

Za mikrokalorimetrijske i NMR titracije ciklickih homopeptida L1 i L2 s CI-, Br, I,
NOs~, SCN-, HSO4 i H2PO4™ u acetonitrilu kori$tene su: otopina tetrabutilamonijeva klorida
koncentracije od 4,87 x 1072 mol dm™ do 0,01 mol dm™, tetrabutilamonijeva bromida
koncentracije od 4,92 x 107 mol dm™ do 0,020 mol dm™, tetrabutilamonijeva jodida
koncentracije od 4,44 x 102 mol dm™ do 0,304 mol dm™, tetrabutilamonijeva nitrata
koncentracije od 3,50 x 1072 mol dm™ do 0,047 mol dm™3, tetrabutilamonijeva tiocijanata
koncentracije od 7,90 x 10~ mol dm~ do 0,325 mol dm™, tetrabutilamonijeva hidrogensulfata
koncentracije od 5,07 x 102 mol dm™ do 0,011 mol dm™ i tetrabutilamonijeva
dihidrogenfosfata koncentracije od 9,50 x 107> mol dm™ do 0,278 mol dm™. Za provedena
mjerenja pripravljene su otopine ciklopeptida L1 u koncentracijskom podrucju od 3,75 x 10~
mol dm~ do 3 x 10~ mol dm te ciklopeptida L2 u koncentracijskom podruéju od 3,61 x 10~

mol dm™ do 9,90 x 10~* mol dm3.
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3.3. Fizikalno-kemijska mjerenja

3.3.1. Mikrokalorimetrijske titracije

Kalorimetrijske titracije provedene su pomocu izotermnih titracijskih kalorimetara, VP-ITC,
tvrtke Microcal, volumena reakcijskih celija 1,4182 cm?®, 1,4265 cm®, 1,425 cms. U otopinu
peptida dodavana je otopina soli odgovarajuceg alkalijskog metala odnosno aniona pomocu
birete volumena 300 pL. Tijekom titracija pracena je vremenska ovisnost toka topline s
korakom od 2 s pomocu programa Origin 7.0 Microcal. Vremenski razmak izmedu dvaju
dodataka tijekom titracije iznosio je od 300 s do 500 s.

Mjerenja su izvrSena pri konstantnoj temperaturi od (25,0 + 0,1) °C. Integriranjem ovisnosti
toplinske snage u vremenu dobivene su vrijednosti topline koje su nakon toga korigirane za
topline razrjedenja otopina soli. Termodinamicki parametri reakcije nastanka kompleksa
odredeni su direktnim i kompeticijskim mikrokalorimetrijskim titracijama kod kojih je
postupnim dodatkom otopine soli u otopinu peptida opazena negativna ili pozitivha promjena
entalpije. Reakcijske entalpije i konstante ravnoteze dobivene su nelinearnom regresijskom
analizom kalorimetrijskih podataka (tablica 3 i 4), dok su standardne reakcijske Gibbsove
energije te entropije racunate prema jednadzbama (2.38) i (2.39). Titracije za svaki od sustava
ponavljane su tri puta, a za kvantitativnu obradu podataka koriSteni su programi Microsoft

Excel i OriginPro 7.5.

3.3.2. NMR titracije

'H i 3P NMR titracije provedene su pomoc¢u spektrometra Bruker Avance I1I HD 400 MHz pri
25 °C. Kod titracija u DMF-d7 i CD3sCN kao standardi koristeni su signali otapala. *H NMR
spektri snimljeni su sa 16 pulseva dok su 3P NMR spektri snimljeni sa 64 pulsa. 1z kemijskih
pomaka signala prilikom NMR titracija regresijskom analizom odredene Su konstante ravnoteza
za nastajanje kompleksnih vrsta u svakom od otapala koristenjem programa HypNMR unutar
programskog paketa Hyperquad’’.
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3.4. Molekulska dinamika

Simulacije molekulske dinamike provedene su pomoéu programskog paketa GROMACS 884,
verzije 2016.5. Intramolekulske i nevezne intermolekulske interakcije opisane su koristenjem
polja sila OPLS-AA (Optimized paramaters for Liquid Simulations—-All Atoms). Pocetna
molekulska struktura linearnih i ciklickih peptida njihovih kompleksa u svim simulacijama
dobivena je prethodnom provedbom simulacija molekulske dinamike u vakuumu. U
simulacijama anionskih kompleksa proucavanih ciklopeptidnih receptora L1 i L2 uz rub kutije
otapala dodan je tetrametilamonijev ion kako bi se oCuvala elektroneutralnost sustava, a
njegova je pozicija tijekom simulacija fiksirana kako bi se sprijeCila inerakcija kationa s
proucavanim peptidom.

Prije pocetka svih simulacija provedena je minimizacija energije sustava kako bi se uklonile
stericki nepovoljne interakcije u pocetnoj konfiguraciji sustava, a nakon minimizacije
provedene su simulacije molekulske dinamike u NpT uvjetima u trajanju od 50 ns do 50,5 ns
pri ¢emu prvih 0,5 ns u daljnjoj analizi nije uzeto u obzir. Kao numericki integrator koristen je
Verletov’? algoritam s vremenskim korakom od 1 fs. Radijus u kojem su ra¢unane nevezne van
der Waalsove i Coulombove interakcije kratkog dometa bio je 16 A. Coulombove interakcije
dugog dometa ra¢unane su s pomoc¢u Ewaldove metode implementirane u PME (Particle Mesh
Ewald) proceduru.>8 Temperatura sustava tijekom simulacije odrzavana je na 298,15 K
pomoc¢u Nose-Hoverovog’™ algoritma s vremenskom konstantom od 1 ps. Tlak je tijekom
simulacija odrZavan stalnim koristenjem Martyna—Tuckerman-Tobias—Kleinovog™ algoritma
uz vremensku konstantu od 1 ps.

Molekulske strukture anionskih kompleksa liganada L1 i L2 u acetonitrilu dobivene su PCA
(Principal Component Analysis) obradom koordinacijske matrice ¢iji su redci sadrzavali
udaljenosti ion—karbonilni kisik i kutove izmedu karbonilne skupine i aniona 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 najveéi broj molekulskih struktura. Molekulske
strukture slobodnog peptida dobivene su kao strukture ¢ija energija interakcija peptida s
otapalom odgovara prosje¢noj energiji u danom otapalu. Molekulske strukture dobivene

simulacijama molekulske dinamike prikazane su uz pomo¢ programa VMD.®
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Ispitivanje afiniteta linearnih peptida u N,N-dimetilformamidu

Ciklicki peptidi nastaju ciklizacijom glava-rep linearnih prekursora prema mehanizmu
predlozenom na shemi 1.*¢ Postupak ciklizacije obuhvaéa koristenje 3-(dietoksifosforiloksi)-
1,2,3-benzotriazin-4(3H)-ona (DEPBT) kao kondenzacijskog reagensa, trietilamina kao baze te
alkalijske soli. Uloga alkalijskih soli je da posluze kao izvor metalnih kationa, a najcesce se
koriste litijev ili natrijev klorid koji bi trebali olaksati korak ciklizacije u N,N-dimetilformamidu
kao otapalu. Prema predlozenom mehanizmu (shema 1), metalni kation koordinira aktiviranu
C-terminalnu karboksilnu skupinu linearnog peptida i priblizava taj kraj peptida N-terminalnoj
amino skupini olakSavajuéi zatvaranje prstena. Vodeci se mehanizmom, za oc¢ekivati je da ¢e
linearni peptidi vezati katione dovoljnim afinitetom za odredivanje konstante ravnoteze. S
ciljem odredivanja termodinamickih veli¢ina kompleksiranja linearnih peptida s natrijevim
kationom provedene su mikrokalorimetrijske i *H NMR titracije metilnih estera linearnih
lizinskih tetra-, penta- i heksapeptida te jos dva heteropeptida (slika 8) uz natrijev perklorat kao
titrans.

Mikrokalorimetrijske titracije provedene su pri 25 °C dodatkom otopine soli u otopinu
svakog od peptida. Otopina peptida pripremljena je otapanjem peptida u otopini
tetrabutilamonijevog perklorata koji je koriSten kao inertni elektrolit kako bi se umanjio
toplinski efekt razrjedenja otopine titransa. Utjecaj i vezanje tetrabutilamonijevog perklorata
dodatno je ispitan za svaki od liganada te je pokazano da ne dolazi do vezanja §to je vidljivo iz
slika prikazanih u dodatku (D1, D4, D5, D8, D11).

Analizom mikrokalorimetrijskih podataka vidljivo je da ne dolazi do kompleksiranja
natrijevih kationa linearnim peptidima budu¢i da nema promjene u opazenoj toplini reakcije u
sukcesivnim dodacima titransa (nakon korekcije topline reakcije za razrjedenje) (Slike 9-13).
Takvi rezultati takoder mogu ukazivati na to da je vezanje kationa izoentalpijski proces zbog
¢ega mikrokalorimetrijskom titracijom nije moguce donijeti jednoznac¢ni zakljucak 0 vezanju

kationa.
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Slika 9. a) Mikrokalorimetrijska titracija H2N-(LysBoc)s-OMe (c = 4,60 x 10~ mol dm™) s
NaClO4 (c = 0,0987 mol dm=) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIO; (¢ = 5,01 x 1072
mol dm~); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO4 (c = 5,01 x 1072 mol dm~) s NaClOx
(c=0,0987 mol dm=%) u N,N-dimetilformamidu pri 3= 25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o mnozinskom omjeru n(NaClO4) / n(H2N-(LysBoc)s-OMe). m izmjerene vrijednosti,
— izracunane vrijednosti.
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Slika 10. a) Mikrokalorimetrijska titracija H2N-(LysBoc)s-OMe (¢ = 4,95 x 102 mol dm™) s
NaClOs (¢ = 0,102 mol dm=) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIO4 (¢ = 5,00 x 1072
mol dm=3); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO4 (¢ = 5,00 x 102 mol dm~3) s NaClOx
(c = 0,102 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu pri 9 = 25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o mnozinskom omjeru N(NaClO4) / n(H2N-(LysBoc)s-OMe). m izmjerene vrijednosti,
— izracunane vrijednosti.
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Slika 11. a) Mikrokalorimetrijska titracija H2N-(LysBoc)s-OMe (c = 4,979 x 102 mol dm=) s
NaClO4 (¢ = 0,102 mol dm=) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIOs (¢ = 5,00 x 1072
mol dm~); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO4 (c = 5,00 x 102 mol dm~) s NaClOx
(c = 0,102 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu pri 9 = 25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o mnozinskom omjeru n(NaClO4) / n(H2N-(LysBoc)s-OMe). m izmjerene vrijednosti.
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Slika 12. a) Mikrokalorimetrijska titracija H.N-(Leu)s-OMe (¢ = 5,12 x 10~ mol dm=) s
NaClO4 (c = 0,0952 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIO4 (c = 5,020 x 102 mol
dm=); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO4 (c = 5,020 x102 mol dm=®) s NaClO4
(c=0,0952 mol dm=3) u N,N-dimetilformamidu pri 3= 25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o0 mnozinskom omjeru N(NaClOs) / n(H2N-(Leu)s-OMe). m izmjerene vrijednosti.
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Slika 13. a) Mikrokalorimetrijska titracija HoN-(PheLeuz)2-OMe (¢ = 4,45 x 1073 mol dm=) s
NaClO4 (c = 0,0952 mol dm=) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIOs (¢ = 5,02 x 1072
mol dm~); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO4 (c = 5,02 x 1072 mol dm~) s NaClOx
(c=0,0952 mol dm=%) u N,N-dimetilformamidu pri 3= 25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o mnozinskom omjeru N(NaClOas) / n(H2N-(PheLeuz)2-OMe). m izmjerene Vrijednosti.

Komplementarna metoda koja prati promjene u strukturi tijekom dodatka titransa u titrand jest
'H NMR titracija kod koje bi bila opaZena promjena poloZaja i multipleta signala protona
prisutnih u makromolekuli uslijed vezanja kationa. S tim ciljem provedene su *H NMR titracije
svih promatranih linearnih peptidnih liganada s natrijevim perkloratom u deuteriranom
DMF-u. Rezultati titracija prikazani su na slikama 14 i 15. Vidljivo je da povecavanjem
koncentracije natrijevog perklorata (od najdonjeg prema gornjim spektrima) ne dolazi do
pomaka signala NH protona $to nije o¢ekivano ukoliko oni sudjeluju u koordinaciji metalnog
kationa. Kombinacija rezultata NMR titracija i kalorimetrijskih mjerenja omogucuje zakljucak
da ne dolazi do vezanja natrijevih kationa na linearne peptide ¢ime prethodno opisani
mehanizam natrijem inducirane ciklizacije najvjerojatnije nije valjan.

Mikrokalorimetrijske titracije navedenih liganada provedene su i s litijevim i kalijevim
perkloratom kao titransom S§to je prikazano na slikama D2-3, D6-7, D9-10. Budu¢i da
sukcesivnim dodatcima otopine titransa u otopinu peptida nije opazen toplinski efekt za
pretpostaviti je da ne dolazi niti do vezanja litijevih i kalijevih kationa na linearne peptidne

prekursore.
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Slika 14. a) *H NMR titracija spoja H2N—(LysBoc)s—OMe (¢ = 6,25 x 10~ mol dm™) s
natrijevim perkloratom (¢ = 0,278 mol dm=3) u DMF—d7 pri 3 = 25 °C. b) *H NMR titracija
spoja HaN—(LysBoc)s—=OMe (¢ = 1,16 x 102 mol dm™) s natrijevim perkloratom
(c = 0,209 mol dm~3) u DMF—d7 pri 9 =25 °C. ¢) *H NMR titracija spoja Ho2N—(LysBoc)s—OMe
(c = 1,20 x 102 mol dm=®) s natrijevim perkloratom (c = 0,209 mol dm=) u DMF-d7 pri
$=25°C.
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Slika 15. a) *H NMR titracija spoja HoN—(Leu)s—OMe (¢ = 1,01 x 1073 mol dm~3) s natrijevim
perkloratom (¢ = 0,209 mol dm=3) u DMF-d7 pri $ =25 °C. b) *H NMR titracija spoja HoN—
(PheLeuz)>—OMe (c = 1,13 x 1073 mol dm~3) s natrijevim perkloratom (c = 0,209 mol dm~=) u

DMF-d7 pri $ =25 °C.
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S obzirom na to da je pojava koordinacije aniona peptidnim ligandima literaturno poznata®3%8
postoji mogucnost da je za poticanje ciklizacije peptida zasluzno vezanje i koordinacija aniona.
Kako su prilikom sinteze koristene kloridne soli provedena su fizikalno kemijska mjerenja istih
linearnih peptida (slika 8) uz koristenje tetraetilamonijevog klorida kao titransa prilikom
titracija.

Izotermne mikrokalorimetrijske titracije provedene su na ranije opisani nacin. Prilikom
mikrokalorimetrijskih titracija svih linearnih liganada opaZene su pozitivne sukcesivne
promjene entalpije (slike 16-20) iz kojih je nelinearnom regresijom odredena konstanta
ravnoteze kompleksiranja i reakcijska entalpija, a zatim i pripadna reakcijska entropija (tablica
1). Takvi rezultati jasno pokazuju da postoji afinitet linearnih peptida za vezanjem aniona.

Radi dodatne potvrde vezanja kloridnog aniona provedene su *H NMR titracije u
deuteriranom DMF-u. Za titracije linearnih peptida otopinom soli tetraetilamonijeva klorida
opazen je pomak signala protona peptida prema nizem polju §to upucuje na to da ti protoni
sudjeluju u koordinaciji kloridnog aniona (slike 21-25). Promjene kemijskog pomaka prilikom
titracija bile su dovoljne za pouzdano odredivanje konstanti stabilnosti nastalih kompleksa
nelinearnom regresijom uz pretpostavku nastanka molekulske vrste stehiometrije 1:1 (slike 21—
25 pod b)), a dobivene vrijednosti dane su u tablici 1. Valja napomenuti kako su konstante
stabilnosti kompleksa odredene kalorimetrijski 1 spektroskopijom NMR u vrlo dobrom

slaganju.
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Tablica 1. Termodinamicke veli¢ine kompleksiranja linearnih peptida s kloridnim anionima u

N,N-dimetilformamidu pri 25°C dobivene mikrokalorimetrijskim i *H NMR titracijama.

i o £s AG°+ SE  AH°tSE AS°tSE
bept . mol dm™ ) kJ mol™ kimol*  JK™*mol™
1,51 £0,01 -8,61+0,05 2,50+0,09 37,3+0,2
H2N-(LysBoc)s-OMe
1,05+0,012 -5,99 + 0,06
1,47 £ 0,07 -84+0,4 44+0,9 43 +2
H2N-(LysBoc)s-OMe
1,26 +£ 0,052 -7,2+0,3
1,68 = 0,03 -9,6 £0,2 2,8+0,3 41,7+ 04
H2N-(LysBoc)s-OMe
1,74 £ 0,06? -9,9+0,3
1,459 + 0,008 -8,33+0,05 6,2+0,1 48,7+0,3
H2N-(Leu)s-OMe
2,12 +£ 0,042 -12,1+0,2
2,06 £ 0,03 -11,8+£0,2 1,9+0,2 46,0 £ 0,1
H2N-(PheLeuLeu)2>-OMe
1,89 + 0,022 -10,8 £ 0,1

% odredeno *H NMR titracijama
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Slika 16. a) Mikrokalorimetrijska titracija HoN-(LysBoc)s-OMe (¢ = 4,5971 x 1073 mol dm3)
s TEACI (c = 0,0945 mol dm=) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIO4 (¢ = 5,01 x 1072
mol dm~); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO4 (c = 5,01 x 102 mol dm~) s TEACI
(c =0,0945 mol dm=%) u N,N-dimetilformamidu pri 3= 25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije 0 mnozinskom omjeru n(CI") / n(H2N-(LysBoc)s-OMe). m izmjerene vrijednosti,
— izracunane vrijednosti.
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Slika 17. a) Mikrokalorimetrijska titracija H2N-(LysBoc)s-OMe (c = 4,9024 x 10 mol dm™)
s TEACI (c = 0,1027 mol dm™) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIOx (c = 4,9801 x 1072 mol
dm=3); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO4 (c = 4,9801 x 102 mol dm=) s TEACI
(c=0,1027 mol dm3) u N,N-dimetilformamidu pri = 25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o mnozinskom omjeru nN(CI") / n(H2N-(LysBoc)s-OMe). m izmjerene vrijednosti,
— izra¢unane vrijednosti.
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Slika 18. a) Mikrokalorimetrijska titracija H2N-(LysBoc)s-OMe (c = 4,979 x 102 mol dm=) s
TEACI (c = 0,0991 mol dm=) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIO4 (c = 5,002 x 107
mol dm=); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO4 (c = 5,002 x 1072 mol dm=3) s TEACI
(c=0,0991 mol dm=3) u N,N-dimetilformamidu pri =25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije 0 mnozinskom omjeru n(CI) / n(H2N-(LysBoc)s-OMe). m izmjerene Vrijednosti,
— izracunane vrijednosti.
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Slika 19. A) Mikrokalorimetrijska titracija H.N-(Leu)s-OMe (¢ = 5,117 x 107 mol dm™) s
TEACI (c = 0,0955 mol dm=) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIO4 (c = 5,020 x 107
mol dm=); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO4 (c = 5,020 x 1072 mol dm™3) s TEACI
(c =0,0955 mol dm=%) u N,N-dimetilformamidu pri 3= 25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o mnozinskom omjeru n(ClY) / n(H2N-(Leu)s-OMe). m izmjerene vrijednosti,
— izracunane vrijednosti.
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Slika 20. a) Mikrokalorimetrijska titracija HoN-(PheLeu,).-OMe (¢ = 4,445 x 10~ mol dm™3) s
TEACI (c = 0,0973 mol dm=) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIO4 (c = 5,020 x 107
mol dm=); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO4 (c = 5,020 x 1072 mol dm™3) s TEACI
(c=0,0973 mol dm=3) u N,N-dimetilformamidu pri =25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o mnozinskom omjeru n(CIl") / n(H2N-(PheLeuz).-OMe). m izmjerene vrijednosti,
— izracunane vrijednosti.
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Slika 21. a) *H NMR titracija spoja H2N—(LysBoc)——OMe (¢ = 6,25 x 10~ mol dm™) s
tetraetilamonijevim kloridom (¢ = 0,384 mol dm=) u DMF—-d7 pri 4 = 25 °C. ¢) Ovisnost
kemijskog pomaka protona o mnozinskom omjeru n(ClI~ ) / n(H2N—(LysBoc)s—OMe).
m izmjerene vrijednosti, — izraCunane vrijednosti.
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Slika 22. a) *H NMR titracija spoja H2N—(LysBoc)s—OMe (¢ = 1,16 x 10~ mol dm™) s
tetraetilamonijevim kloridom (¢ = 0,287 mol dm=) u DMF-d; pri ¢ = 25 °C. b) Ovisnost
kemijskog pomaka protona o mnozinskom omjeru n(ClI~ ) / n(H2N—(LysBoc)s—OMe).
m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane vrijednosti.
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Slika 23. a) 'H NMR titracija spoja HoN—(LysBoc)s—OMe (¢ = 6,5 x 10 mol dm™) s
tetraetilamonijevim kloridom (c = 8,01 x 102 mol dm=%) u DMF—d- pri $ = 25 °C. b) Ovisnost
kemijskog pomaka protona o mnozinskom omjeru n(ClI~ ) / n(H2N—(LysBoc)s—OMe).
m izmjerene vrijednosti, — izracunane vrijednosti.
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Slika 24. a) 'H NMR titracija spoja H2N—(Leu)s—OMe (¢ = 1,01 x 10 mol dm™) s
tetraetilamonijevim kloridom (c = 8,01 x 102 mol dm=%) u DMF—d- pri $ = 25 °C. b) Ovisnost
kemijskog pomaka protona o mnozinskom omjeru n(CIl~) / n(H2N—(Leu)s—OMe). m izmjerene
vrijednosti, — izra¢unane vrijednosti.
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Slika 25. a) 'H NMR titracija spoja HoN—(PheLeuz)>—OMe (c = 1,13 x 103 mol dm™) s
tetraetilamonijevim kloridom (c = 8,01 x 102 mol dm=%) u DMF—d- pri $ = 25 °C. b) Ovisnost
kemijskog pomaka protona o mnozinskom omjeru n(ClI~ ) / n(H2N—(PhelLeuz).—OMe).

m izmjerene vrijednosti, — izracunane vrijednosti.
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Struktura nastalih kompleksa linearnih peptida s kloridnim ionom odredena je simulacijama
molekulske dinamike (slika 26). U svim kompleksima linearni peptid okosnicom koordinira
kloridni ion ¢ime nastaje struktura sli¢na cikliziranom peptidu. Takvo uredenje linearnog
peptida u kompleksu ukazuju na to da vezanje aniona omogucuje linearnom prekursoru
reorganizaciju u strukturi u otopini i ostvarenje povoljne konformacije za nastanak prstena. Za
razliku od MD simulacija s kloridnim ionom, u simulacijama provedenim s natrijevim kationom
u sva tri sluaja opazena je disocijacija kompleksa kationa i peptida. Na taj nacin simulacije
molekulske dinamike pruzaju uvid u afinitet i strukturne karakteristike kompleksiranja
linearnih peptida s kloridnim ionom c¢ime pridonose razumijevanju mehanizma templatne
ciklizacije peptida i omogucuju pronalazak optimalnih sintetskih uvjeta za postizanje boljih

iskoris$tenja i manji udio nusprodukata.

Slika 26. Strukture kompleksa H2N-Lys(Boc)4-OMe, H2N-Lys(Boc)s-OMe i H2N-Lys(Boc)e-
OMe s kloridnim anionom u N,N-dimetilformamidu dobivene simulacijama molekulske
dinamike.
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Na temelju svih dobivenih rezultata moze se zakljuciti da mehanizam reakcije ciklizacije
linearnih peptida ukljucuje koordinaciju aniona. Za pretpostaviti je da koordinacijom aniona
dolazi do strukturne reorganizaciju linearnog peptida prema povoljnoj konformaciji za
povezivanje terminalnih krajeva peptida i nastanak ciklickog produkta, kao $to je prikazano na

shemi 2.
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Shema 2. Mehanizam kloridnim anionom potpomognute ciklizacije glava-rep peptida.

Koristenjem pretpostavke o mehanizmu provedene su sinteze ciklickih peptida reakcijom
odgovaraju¢eg linearnog prekursora uz dodatak kondenzacijskog reagensa DEPBT-a te
tetractilamonijevog klorida ili natrijevog tetrafenilborata u uvjetima velikog razrjedenja u
trajanju od 3-5 dana na sobnoj temperaturi.”® Dobiveni rezultati sinteza dani su u tablici 2, a
primjecen je porast u iskoriStenju s 26% uz natrijev tetrafenilborat na 43% uz tetraetilamonijev
klorid za sintezu ciklopeptida L1 te s 10% uz natrijev tetrafenilborat na 17% uz
tetraetilamonijev klorid za sintezu ciklopeptida L2. Sinteza je provedena i za tetralizinski
derivat Cije je iskoriStenje uz natrijev tetrafenilborat iznosilo 8%, a uz kloridne anione 47%.
Rezultati iskoriStenja sinteza s natrijevim i litijevim kloridom nalaze se izmedu iskoriStenja uz
prisutnost tetraetilamonijevog klorida i natrijevog tetrafenilborata $to je vjerojatno posljedica
kompeticije aniona i kationa za vezno mjesto.

Osim povecanja iskoriStenja tijekom reakcija s tetractilamonijevim kloridom, prilikom
proc¢is¢avanja reakcijskih smjesa kromatografskim metodama primjecen je i nastanak manjeg
udjela nusprodukata nakon reakcije ciklzacije. Taj rezultat dodatno ukazuje na uéinkovitiji
utjecaj kloridnog aniona na preorganizaciju reaktivnih krajeva linearnih prekursora prilikom
procesa ciklizacije od kationa alkalijskih metala. Svi dobiveni rezultati ukazuju na sudjelovanje
koordinacije aniona u reakcijama ciklizacije, a od velike su vaznosti u sintetskoj kemiji jer

reakcije ciklizacije peptida uobi¢ajeno imaju niska iskoristenja.’
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Tablica 2. Rezultati reakcija ciklizacije provedenih uz prisutnost razli¢itih soli u

N,N-dimetilformamidu pri sobnoj temperaturi uz DEPBT kao kondenzacijski reagens. Preuzeto
iz ref 76.

IskoriStenje reakcije ciklizacije / %
linearni prekursor

NaTPB TEACI LiCl  NaCl

H2N-(LysBoc)s-OMe 8 47 21 -
H2N-(LysBoc)s-OMe 26 43 - 35
H2N-(LysBoc)s-OMe 10 17 - 15
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4.2. Ispitivanje afiniteta liganada L1 i L2 prema anionima u acetonitrilu
Afiniteti liganada L1 i L2 prema halogenidnim (CI-, Br-, I"), tiocijanatnim i oksoanionima
(CIO47, NO37, SCN7, HSO4~, H2PO4") u acetonitrilu odredeni su mikrokalorimetrijskim i

'H NMR titracijama dok su strukture kompleksa odredene simulacijama molekulske dinamike.

4.2.1. Kompleksiranje homociklopeptida L1 anionima u otopini

Homociklopeptid L1 dobro veZze anione u acetonitrilu S§to je vidljivo iz rezultata
kalorimetrijskih mjerenja i *H NMR titracija. Prilikom kalorimetrijskih titracija ciklopeptida
L1 s otopinama aniona opazene su negativne sukcesivne promjene entalpije (slike 27-28,
30-33), osim kod titracija s jodidnim ionom (slika 29). Iz opazenih toplina nelineanom
regresijom odredene su konstantne ravnoteze kompleksiranja i standardne reakcijske entalpije,
a zatim i standardne reakcijske entropije (tablica 3).

Kompleksiranje je na temelju kalorimetrijskih podataka uspjesno opisano primjenom
najjednostavnijeg modela pri ¢emu nastaju kompleksi stehiometrije 1:1 (receptor : anion) za
procese vezanja kloridnog aniona te nitratnog i tiocijanatnog iona. Takav model nije bio
dovoljan za opis kompleksiranja bromidnog iona te hidrogensulfatnog i dihidrogenfosfatnog
iona. Kako bi se okarakterizirali ti procesi u razmatranje su ukljucene vise stehiometrije nastalih
kompleksnih vrsta. Vezanje bromidnog aniona (slika 28) okarakterizirano je dvjema
ravnoteZama pri ¢emu nastaju kompleksi stehiometrija 1:1 te 2:1 (receptor : anion) $to se o€ituje
kao dobro slaganje opazenih i izraCunanih podataka, a pripadne termodinamicke veli¢ine dane
su u tablici 3. Budu¢i da su literaturno poznati tzv. ,,sendvicasti kompleksi u kojima dva
receptora zatvaraju anion u Supljinu, kao $to je to prikazano u radu Kubika i sur.!8, ovakva
stehiometrija nije toliko neobicna.

Procesi vezanja hidrogensulfatnog i dihidrogenfosfatnog aniona (slike 32 i 33)
okarakterizirani su takoder kao procesi s dvije ravnotezne, no u ovom slucaju opazen je
nastanak kompleksa stehiometrije 1:1 i 1:2 (receptor : anion).

Prilikom titracije otopine ciklopeptida L1 s jodidnim anionima nisu opazene razlike u
sukcesivnim promjenama entalpije (slika 29). Takvi rezultati mogu se objasniti ¢injenicom da
je proces vezanja priblizno izoentalpijski ¢ime kalorimetrija nije pogodna metoda za
odredivanje konstante ravnoteZe ili da do vezanja jodidnih iona ne dolazi.

Ciklopeptid L1 u acetonitrilu veze halogenidne anione pri ¢emu stabilnost kompleksa pada

porastom radijusa aniona. Dodatno, pogledaju li se pojedina¢ni doprinosi Gibbsovoj slobodnoj
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energiji kompleksiranja vidljivo je da je smanjenje afiniteta uglavnom posljedica sve manje

povoljnog entalpijskog doprinosa koji se mijenja od egzotermnog za kloridne do

izoentalpijskog za jodidne anione. Smanjenje reakcijske entalpije moze se pripisati strukturnim

karakteristikama receptora i aniona. Entropijski doprinos Gibbsovoj energiji kompleksiranja

povoljan je u svim slu¢ajevima.

Tablica 3. Termodinamicke veli¢ine kompleksiranja pentalizinskog ciklopeptida L1 s

tiocijanatnim, halogenidnim i oksoanionima u acetonitrilu pri 25°C.

nion Iog( K jiSE AG+SE AH+SE AS+SE
mol”~'dm’ kJ mol™! kimol™  JK™ mol”
) 5,72 + 0,022 -32,7+0,1 -8,6+0,1 80,6+0.,3
Cl o b
4,95 +0,052¢ -283+0,3 —42+0,1 80,8+0.,3
Br 9,05 + 0,07 2¢ 51,6 +04 -3,98+0,06 159,7+0,4
> 4P
I- 2,90 £ 0,02° -16,55+ 0,04 ~ 02 55,5+0,1
2,79+0,012 -15,86 £ 0,08 —6,0+0,2 33+1
NOs~
3,05 £ 0,03° ~17,4+0,2
) 2,61 + 0,022 -149+0,1 -39+0,1 36,7+0,1
SCN 2,709 + 0,007° -15,31+ 0,04
4,04 +0,022¢ —23.03+£0,00 —49,7+0,9 89,5+0,9
H2PO4~ 8,607 £ 0,005 —49,13+£0,03 —759+0,2 89.8+0,2
> 4P
54+0,18¢ -30.8+0,6 -152+0,1 52,3+0.6
HSO4 9,4 £ 0,224 —53+1 -20,5+0,7 109 + 1
> 4P

2 kalorimetrijska mjerenja, ® *H NMR, ¢ stehiometrija 1:1 , ¢ stehiometrija 2:1 (receptor : anion),

®izoentalpijski proces, f stehiometrija 1:2.
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Slika 27. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L1 (c = 5,14 x 10 mol dm=) s TEACI
(c = 4,93 x 102 mol dm=) u acetonitrilu pri = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrilas TEACI (c = 4,925 x 102 mol dm~3) pri 9 =25 °C ¢) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije o mnozinskom omjeru n(CI") / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izracunane
vrijednosti.
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Slika 28. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L1 (c = 5,14 x 10 mol dm=) s TBABr
(c = 4,92 x 102 mol dm=3) u acetonitrilu pri $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TBABr (¢ =4,92 x 10> mol dm~3) pri $ =25 °C ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o mnozinskom omjeru n(Br) / n(L1l). m izmjerene vrijednosti, — izracunane
vrijednosti.
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Slika 29. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L1 (¢ = 5,36 x 10 mol dm=S) s TBAI
(c = 4,44 x 102 mol dm=) uz TBACIO: (c = 4,99 x 102 mol dm=3) u acetonitrilu pri
4 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO4 (¢ = 4,99 x 102 mol dm=) s TBAI
(c = 4,92 x 102 mol dm=3) pri & = 25 °C c) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije o

mnozinskom omjeru n(I”) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izraGunane vrijednosti.

484 0.04
3) -0.1- e c)
2 424
N -0.2
[N - 9/
36 E 0.3 w
20 a0 6 80 100 120 T 041 /
t/ min > /
50 - -0.5 1 '
b) /
2 45 -0.6 .,"‘
=
* 40 -0.71
i T T T
0 5 10 15
20 40 60 80 100 120 -
t/ min n(NO,) / n(L1)

Slika 30. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L1 (¢ = 5,36 x 10~ mol dm=) s TBANO3
(c = 3,50 x 102 mol dm=) u acetonitrilu pri $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TBANOs (c = 3,50 x 1072 mol dm™) pri 9 = 25 °C c) Ovisnost sukcesivne
promjene entalpije o mnozinskom omjeru N(NO3") / n(L1). m izmjerene vrijednosti, —
izracunane vrijednosti.
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Slika 31. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L1 (¢ = 9,52 x 10% mol dm~) s TBASCN
(c = 7,90 x 102 mol dm3) u acetonitrilu pri ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TBASCN (¢ = 7,90 x 102 mol dm=3) pri $ = 25 °C c) Ovisnost sukcesivne
promjene entalpije o mnozinskom omjeru n(SCN”) / n(L1l). m izmjerene vrijednosti,
— izracunane vrijednosti.

0.0
50 g ==
,//
404 a) -0.24 » C)
] '
o /
0 2 061 /
10 - .
; ; ; ; ; T -0.8- /
20 40 60 80 100 <]
50 - t/ min = -1.04
NN N N NG N N N O N N N N N N N N N N N A
b) 1.2
3
=404 -1.4
E 7
-1.6 T T T T 1
I 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
20 40 60 80 100 -
S n(HSO,) / n(L1)

Slika 32. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L1 (c = 5,11 x 10* mol dm=3) s TBAHSO.
(c = 5,07 x 102 mol dm™3) u acetonitrilu pri $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TBAHSO4 (¢ = 5,07 x 10 mol dm=3) pri 9 = 25 °C c) Ovisnost sukcesivne
promjene entalpije o mnozinskom omjeru N(HSOs7) / n(L1l). m izmjerene vrijednosti,
— izracunane vrijednosti.
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Slika 33. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L1 (c = 4,83 x 10 mol dm™=) s TBAH2PO4
(c = 9,50 x 102 mol dm=) u acetonitrilu pri = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TBAH2PO4 (¢ = 9,50 x 102 mol dm™3) pri 3 = 25 °C ¢) Ovisnost sukcesivne
promjene entalpije o mnozinskom omjeru n(H2POs7) / n(L1l). m izmjerene vrijednosti,
— izracunane vrijednosti.

Kako bi se dodatno potvrdilo vezanje aniona te pretpostavljene stehiometrije kompleksa koji
nastaju prilikom interakcija aniona s molekulom ciklopeptida L1 provedene su *H NMR
titracije u deuteriranom acetonitrilu (slike 34-40). Vezanje aniona u spektrima NMR opaZeno
je kao promjena kemijskog pomaka svih protona od kojih su najznacajniji signali bili oni koji
pripadaju protonima iz amidnih NH skupina i o—CH skupina okosnice ciklopeptida te
protonima vezanim na duSike karbamatnih skupina lizinskih bo¢nih ogranaka (NH-Boc).
Opazene su promjene kemijskog pomaka prema nizem polju (downfield) $to je u skladu s
pretpostavkom o sudjelovanju amidnih, a ponekad i karbamatnih skupina u vodikovoj vezi s
anionima.?® Valja napomenuti da je ovo prvi opisan primjer koordinacije aniona protonima
karbamatne skupine u otopini te da do sada ta pojava nije bila poznata u literaturi.

Iz promjena kemijskih pomaka protona ciklopeptida u spektrima tijekom titracije uspjesno
su odredene konstante stabilnosti pomoc¢u modela za stehiometriju kompleksa 1:1 (receptor :
anion) za L11" te LINOz™ i L1SCN™ (slike 34-39, 41). Rezultati su prikazani u tablici 3 te su u
dobrom slaganju s kalorimetrijskim vrijednostima. U slucaju nastanka ostalih kompleksa
vezanje aniona je suviSe jako za regresijsko odredivanje konstante ravnoteze. Medutim, kod
titracije s kloridnim anionom opazena je promjena polozaja signala za svaki pomak protona do
mnozinskog omjera =1 (slika 34), nakon ¢ega nema daljnje promjene u *H NMR spektru §to

dodatno potvrduje stehiometriju vezanja 1:1. Prilikom 'H NMR titracije receptora L1 s
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bromidnim anionom (slika 35) u spektrima nije vidljivo nastajanje dvaju kompleksa razli¢itih
stehiometrija.

U sluéaju nastanka kompleksa L1I~ iz *H NMR titracija otopine L1 s jodidnim anionima u
deuteriranom acetonitrilu uspje$no je odredena konstanta ravnoteZe za proces nastanka
kompleksa stehiometrije 1:1. Kao $to je ve¢ re¢eno, kalorimetrijskim mjerenjima opazeno je da
nema razlike u entalpijama prilikom sukcesivnih dodataka titransa pri ¢emu valja napomenuti
da su kalorimetrijska mjerenja za ovaj anion provedena uz upotrebu inertnog elektrolita
(tetrabutilamonijev perklorat). Na taj se nacin utjecaj topline razrjedenja titransa na topline
reakcije kompleksiranja smanjio na najmanju moguéu mjeru, a opazena toplina u potpunosti je
posljedica reakcije. Obzirom da je proces uspjesno termodinamicki okarakteriziran

spektroskopijom NMR mozZe se pretpostaviti da je proces vezanja jodidnog aniona i
ciklopeptida L1 izoentalpijski (A,H = 0). Uzimajuéi to u obzir moguce je izracunati reakcijsku

entropiju za promatranu reakciju prema jednadzbi (2.39) te je njena vrijednost dana u tablici 3.

a-CH

n(CI") / n(L1)
1.20 lamidni NH JJLNH—Boc J\
w | ok
0,47 “ H
: B i

8.2 76 7.0 6.4 5.8 5.2 46 4.0
8/ ppm

Slika 34. 'H NMR titracija spoja L1 (¢ = 3,00 x 1073 mol dm) s tetraetilamonijevim kloridom
(c = 0,01 mol dm=) u CDsCN pri 9=25 °C.
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Slika 35. 'H NMR titracija spoja L1 (c = 3,00 x 10~ mol dm) s tetrabutilamonijevim
bromidom (c = 8,79 x 103 mol dm~3) u CDsCN pri $ =25 °C.
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Slika 36. a) *H NMR titracija spoja L1 (¢ = 3,00 x 10~ mol dm™) s tetrabutilamonijevim
jodidom (c = 0,021 mol dm=3) u CDsCN pri 9 = 25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka protona
o mnozinskom omjeru N(I7) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izraCunane vrijednosti.
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Slika 37. a) 'H NMR titracija spoja L1 (c = 3,00 x 10 mol dm) s tetrabutilamonijevim
nitratom (¢ = 0,047 mol dm=3) u CD3CN pri $ =25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka protona
o mnozinskom omjeru N(NOs~) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane vrijednosti.
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Slika 38. a) 'H NMR titracija spoja L1 (¢ = 3,25 x 10 mol dm) s tetrabutilamonijevim
tiocijanatom (¢ = 0,058 mol dm=3) u CD3sCN pri 9 = 25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka
protona o mnozinskom omjeru N(SCN~) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane
vrijednosti.
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U slucaju vezanja hidrogensulfatnog iona proces je okarakteriziran dvjema ravnoteZama
(tablica 3) pri ¢emu nastaju kompleksni spojevi stehiometrija 1:1 i 2:1 (receptor : anion).
Afinitet vezanja drugog liganda u kompleks nizi je od vezanja prve molekule. Kompleksiranje
hidrogensulfatnih aniona praéeno je i spektroskopijom *H NMR (slika 39). Iz titracije je vidljiv
nastanak dvije kompleksne vrste, kompleksa 2:1 do omjera ~ 0,37 nakon Cega nastaje
kompleks stehiometrije 1:1 (receptor : anion). Na temelju ovisnosti promjene kemijskog
pomaka signala amidnih NH protona o mnozinskom omjeru titransa i titranda regresijskom
analizom nije bilo mogucée odrediti konstante ravnoteza za nastanak pripadnih kompleksa.
Medutim, ukoliko se na isti prikaz unesu izracunane vrijednosti kemijskih pomaka na temelju
kalorimetrijskih vrijednosti konstanta ravnoteze vidljivo je da su podaci u vrlo dobrom slaganju
(slika 39 b)). Na temelju prikupljenih podataka izracunana je distribucija kompleksnih vrsta
receptora L1 s hidrogensulfatnim ionima (slika 40.). Prema distribucijskom dijagramu vidljivo
je da najprije nastaje kompleks stehimetrije 2:1 koji pove¢anjem koncentracije aniona nestaje.
Paralelno s tim procesom nastaje kompleks stehiometrije 1:1 koji je dominantan u viSem

koncentracijskom podrucju.
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Slika 39. a) 'H NMR titracija spoja L1 (¢ = 3,00 x 10~ mol dm™) s tetrabutilamonijevim
hidrogensulfatom (¢ = 0,011 mol dm=) u CDsCN pri $ =25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka
protona o mnozinskom omjeru N(HSO4 ) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izracunane
vrijednosti na temelju rezultata kalorimetrijskih titracija.
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Slika 40. Distribucijski dijagram hidrogensulfatnih kompleksnih vrsta receptora L1 u
acetonitrilu pri $ = 25 °C. -- koncentracija HSO4~ u pripadnom *H NMR spektru.

Za razliku od prethodno navedenih iona, za odredivanje afiniteta vezanja dihidrogenfosfatnih
iona u model je bilo potrebno wukljuciti 1 dodatne ravnoteZe prisutne u otopini.
Dihidrogenfosfatni anion moze djelovati kao akceptor i donor vodikove veze obzirom na svoju
molekulsku strukturu. U literaturi su opisani brojni kompleksi visih stehiometrija ovog aniona
u ¢vrstom stanju, ali i u otopini, pri ¢emu je primijec¢eno da dolazi do medusobnog povezivanja
dihidrogenfosfatnih aniona u lance, dimere ili trimere. Provedena su i termodinamicka
istrazivanja dimerizacije dihidrogenfosfatnih iona u nekoliko otapala te su odredene pripadne
konstante dimerizacije.®® Spomenuta ravnoteza uzeta je u obzir i za potpun opis ravnoteznih
procesa prilikom odredivanja termodinamickih veli¢ina za reakciju vezanja dihidrogenfosfatnih
iona na ciklopeptid L1 u acetonitrilu. Na temelju kalorimetrijskih podataka uz uvrstavanje
ravnoteze dimerizacije aniona uspjesno je okarakteriziran proces vezanja dihidrogenfosfatnih
iona i ciklopeptida L1 (tablica 3). Proces se dogada u dva koraka te nastaju kompleksi
stehiometrije 1:1 1 1:2 (receptor : anion). Obzirom da je konstanta ravnoteze procesa
stehiometrije 1:2 viSe od dvostruko veca od procesa stehiometrije 1:1 moze se zakljuciti da se
radi o kooperativnom vezanju aniona. Povecanje afiniteta za drugi anion vjerojatno je

posljedica ostvarivanja entalpijski dovoljno povoljnih interakcija (vodikovih veza) izmedu
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dihidrogenfosfatnih iona unutar kompleksa da se nadvlada nepovoljan entropijski doprinos te
odbijanje dvaju negativnih naboja.

'H NMR titracije u slu¢aju nastanka dihidrogenfosfatnog kompleksa ukazuju na sloZenost
procesa vezanja jer tijekom titracije dolazi do razdvajanja signala protona i gubitka
multipliciteta kao posljedica naruSavanja simetrije strukture receptora L1 u otopini. S ciljem
boljeg razumijevanja procesa vezanja napravljene su 3'P NMR titracije (slika 41 pod b)).

Tijekom titracije opazen je nastanak kompleksa stehiometrije 1:1 do omjera ~1,82 nakon ¢ega
nastaje kompleks stehiometrije 1:2 (receptor : anion). Iznad omjera ~ 3,39 dolazi do slobodne

izmjene molekula receptora u kompleksu s molekulama prisutnim u otopini. Rezultati *'P NMR
titracija u ovom su slu¢aju iznimno vazni jer potvrduju kalorimetrijski postavljeni model.

Na temelju prikupljenih podataka izra¢unana je distribucija kompleksnih vrsta receptora L1
s dihidrogenfosfatnim ionima (slika 42.). Prema distribucijskom dijagramu vidljivo je da
najprije nastaje kompleks stehiometrije 1:1 koji poveéanjem koncentracije aniona nestaje.
Paralelno s tim procesom nastaje kompleks stehiometrije 1:2 koji je dominantan u viSem
koncentracijskom podrucju. Distribucijski dijagram izvrsno prati procese opazene u NMR

titracijama.
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Slika 41. a) *H NMR titracija spoja L1 (c = 3,02 x 10~ mol dm™) s tetrabutilamonijevim
hidrogenfosfatom (¢ = 0,020 mol dm~3) u CD3CN pri 3 =25 °C. b) *'P NMR titracija spoja L1
(c = 4,33 x 103 mol dm™3) s tetrabutilamonijevim hidrogenfosfatom (¢ = 0,053 mol dm=3) u
CDsCN pri 9= 25 °C.
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dijagram dihidrogenfosfatnih kompleksnih vrsta receptora L1 u

. -- koncentracija H2PO4~ u pripadnom *H NMR spektru.
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L1CI-

Slika 43. Strukture kompleksa receptora L1 s halogenidnim anionima u acetonitriu dobivene
simulacijama molekulske dinamike.

Strukture kompleksa receptora L1 s halogenidnim anionima u acetonitrilu dobivene MD
simulacijama prikazane su na slici 43, dok su rezultati prikazani strukturne analize dani u tablici
4. Halogenidni anion u sve tri strukture smjesta se izmedu ciklicke peptidne okosnice pri ¢emu
je koordinacija postignuta ostvarenjem interakcija vodikovih atoma amidne skupine. Kloridni i
bromidni anion u prosjeku koordinira pet NH skupina molekule receptora, od kojih su sve NH
skupine amidne veze peptidne okosnice. Jodidni anion koordiniran je u prosjeku s priblizno pet
NH skupina amidne veze, ali je u ovom slucaju tijekom simulacija opazen i doprinos NH
skupine bo¢nog ogranka na koordinaciju (tablica 4).

Strukture kompleksa receptora L1 s tiocijanatnim ionom i oksoanionima u otopini prikazane
su na slici 44. Za razliku od halogenidnih kompleksa, kod ovih je aniona koordinacijski broj

veci od pet. Nitratni anion koordiniran je s pet NH skupina amidne veze te s priblizno jednom
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karbamatnom skupinom bo¢nog ogranka. Hidrogensulfatni i tiocijanatni anioni koordinirani su
s priblizno pet NH skupina peptidne okosnice, a doprinos NH skupina bo¢nih ogranaka je
izrazeniji nego kod kod kompleksa s halogenidnim ionima, koordinacija je ostvarena s njih
priblizno 1,5. U tiocijanatnom kompleksu opazeno je da do koordinacije aniona moze do¢i na
dva nacina — sa dusikovim ili sumporovim atomom u sredi$tu veznog mjesta. Ipak, dominantan
oblik je onaj u kojem je atom dusika koordiniran amidnim skupinama okosnice ciklopeptida
(slika 44). Doprinos NH skupina bo¢nog ogranka aminokiselinskih podjedinica najizrazeniji je
u slucaju dihidrogenfosfatnog kompleksa gdje je anion osim s pet NH skupina peptidne
okosnice, koordiniran i s dvije NH skupine bo¢nog ogranka. Temeljem rezultata MD simulacija
vidljivo je da je vezno mjesto receptora L1 komplementarnije halogenidnim anionima manjih

radijusa $to za posljedicu ima njihovu entalpijski povoljniju koordinaciju.

Tablica 4. Koordinacija aniona u kompleksu s receptorom L1 tijekom MD simulacije u

acetonitrilu pri 25 °C i tsim = 50 ns.

N (koordinirano)

ion NH ukupno NH amid NH bo¢ni ogranak
ClI- 50+0,2 5,00 + 0,06 0,0+0,2
Br- 51+0,3 5,00+ 0,02 0,1+0,3
I~ 54+0,6 5,00+ 0,05 0,4+0,6
NOs™ 56+0,9 50+0,7 0,6 +0,6
SCN- 6,4+0,9 5,00 + 0,07 14+09
HSO4~ 61 45+0,8 15+0,8
H2PO4~ 7,3+0,9 55+0,6 1,7+0,5
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Slika 44. Strukture kompleksa receptora L1 s tiocijanatnim ionom i oksoanionima u acetonitrilu
dobivene simulacijama molekulske dinamike.
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4.2.3. Kompleksiranje homociklopeptida L2 anionima

Provedena su mjerenja afiniteta heksalizinskog homociklopeptida L2 prema anionima u
acetonitrilu. Ciklopeptid L2 veZe anione u promatranom otapalu, ali znatno slabijim afinitetom
nego pentalizinski ciklopeptid L1. Rezultati kalorimetrijskih mjerenja i *H NMR titracija dani
su u tablici 5.

Tablica 5. Termodinamicke veli¢ine kompleksiranja heksalizinskog ciklopeptida L2 s

tiocijanatnim, halogenidnim i oksoanionima u acetonitrilu pri 25 °C.

. oy y
anion Iog( K 3j s AG+SE AH+SE AS+SE
mol~dm kJ mol™ kKImol'  JK mol™
o 3,43 + 0,08%¢ ~19,6+0,5 -3,8+04 53+3
3,41 £ 0,04° ~19,3+0,2
Br 2,79 +0,03° ~15,8+0,2 ~ 02 53+1
I- 1,06 + 0,02° 6,0+ 0,1 ~ (2 20,1+ 0,4
SCN- 1,21 £0,07° 6,8 + 0,4 ~0d 23+ 1
4,64 + 0,04C ~262+02 13,0+02 44 + 1
9,08 + 0,04%¢ -513+02 -31,3+02 67+ 1
H.PO4
12,36 + 0,052 -69,9+03 -52,7+0,3 58 + 1
> 4b
2,63 + 0,043¢ ~150+02 -9,1+0,7 20 +3
HSO4
2,41 +0,05° ~13,6 0,3

2 kalorimetrijska mjerenja, ° *H NMR, ¢ stehiometrija 1:1, ¢izoentalpijski proces, ¢ stehiometrija 1:2
(receptor : anion), " stehiometrija 1:3.
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Prilikom kalorimetrijskih titracija ciklopeptida L2 s istrazenim anionima opazene su
negativne sukcesivne promjene entalpije za titracije s kloridnim, hidrogensulfatnim,
dihidrogenfosfatnim ionom (slike 45, 50, 51) dok su titracije bromidnim, jodidnim, nitritnim i
tiocijanatnim izoentalpijski procesi (slike 46-49). Nakon korekcije toplina reakcije za
razrjedenje, nelinearnom regresijom uspjesno su odredene termodinamicke veliCine za nastanak
kloridnog, hidrogensulfatnog i dihidrogenfosfatnog kompleksa. Vezanje kloridnog i
hidrogensulfatnog iona uspjesno je opisano primjenom najjednostavnijeg modela, ravnotezom
nastanka kompleksa stehiometrije 1:1 (receptor : anion). Tim modelom nisu se mogli opisati
eksperimentalni rezultati u sluc¢aju dihidrogenfosfatnog iona ve¢ su za njegovu karakterizaciju
u razmatranje uklju¢ene ravnoteze nastanka kompleksa visih stehiometrija. Proces vezanja
dihidrogenfosfatnog aniona (slika 51) okarakteriziran je kao proces s tri kemijske ravnoteze, a
opazen je nastanak kompleksa stehiometrije 1:1, 1:2 i 1:3 (receptor : anion). Stabilnost
kompleksa i za ovaj receptor pada s porastom radijusa halogenidnog aniona (tablica 5). S
povecanjem radijusa aniona smanjuju se entalpijski i entropijski doprinosi Gibbsovoj energiji
kompleksiranja.

Nakon korekcije za razrjedenje toplina dobivenih prilikom titracije otopine ciklopeptida L2
s bromidnim, jodidnim i tiocijanatnim anionima nisu opaZene razlike u sukcesivnim
promjenama entalpije. Kao $to je ve¢ receno, takvi rezultati mogu se objasniti ¢injenicom da je
proces vezanja priblizno izoentalpijski ¢cime kalorimetrija nije pogodna metoda za odredivanje
konstante ravnoteze ili da do vezanja iona ne dolazi. Navedene procese Zeljelo se dodatno
okarakterizirati kompeticijskim kalorimetrijskim titracijama. Medutim, s obzirom na to da su
topline razrjedenja titransa imale prevelik udio u toplinama reakcija, dobiveni podaci nisu bili
dovoljni za pouzdanu obradu podataka. Svaki pokus$aj dobivanja veéeg toplinskog signala pri

kalorimetrijskom mjerenju bio je onemogucen zbog lose topljivosti lignda L2 u acetonitrilu.
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Slika 45. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L2 (c = 4,87 x 10 mol dm=) s TEACI

(c = 6,37 x 102 mol dm=) u acetonitrilu pri = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrilas TEACI (c = 6,37 x 103 mol dm=) pri $ =25 °C. c) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije 0o mnozinskom omjeru n(ClI") / n(L2). m izmjerene vrijednosti, — izracunane
vrijednosti.
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Slika 46. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L2 (c = 3,61 x 107 mol dm3) s TBABr
(c =293 x 102 mol dm=) u acetonitrilu pri $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrilas TBABr (c=2,93 x 102 mol dm~3) pri 9 =25 °C. c) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije 0 mnozinskom omjeru n(Br) / n(L2). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane
vrijednosti.
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Slika 47. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L2 (c = 3,61 x 10™* mol dm=3) s TBAI

(c = 5,03 x 1072 mol dm=3) u acetonitrilu pri $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TBAI (¢ = 5,03 x 102 mol dm~3) pri $ = 25 °C. c) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije o mnozinskom omjeru n(I") / n(L2). m izmjerene vrijednosti, — izracunane
vrijednosti.
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Slika 48. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L2 (¢ = 3,61 x 10~ mol dm=) s TBANO3
(c = 5,04 x 1072 mol dm=) u acetonitrilu pri = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TBANO; (¢ = 5,04 x 102 mol dm™) pri $ = 25 °C. c¢) Ovisnost sukcesivne
promjene entalpije o mnozinskom omjeru N(NOsz) / n(L2). m izmjerene vrijednosti,

— izracunane vrijednosti.
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Slika 49. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L2 (¢ = 4,23 x 10% mol dm=) s TBASCN
(c = 4,05 x 102 mol dm=3) u acetonitrilu pri = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TBASCN (c = 4,05 x 102 mol dm™) pri 3 = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne
promjene entalpije o mnozinskom omjeru N(SCN”) / n(L2). m izmjerene vrijednosti,
— izracunane vrijednosti.

0.0+

80 a) / C)

- L3
3 0 0.2+
ES e
~ 40
a /
w
20
/

-
5]
0 T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 E 0.4 7/
1004 t/min = ’,"'
80 b) J,/
;1 60 -0.6
o 40
7 5 10 15 20 25 30 35
0 T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 -
& min n(HSO,) / n(L2)

Slika 50. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L2 (c = 4,23 x 10* mol dm=) s TBAHSO,
(c = 5,72 x 102 mol dm=) u acetonitrilu pri ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TBAHSO: (¢ = 5,72 x 1072 mol dm™) pri $ = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne
promjene entalpije o mnozinskom omjeru N(HSOs) / n(L2). m izmjerene vrijednosti,
— izracunane vrijednosti.
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Slika 51. a) Mikrokalorimetrijska titracija spoja L2 (c = 5,13 x 10 mol dm=) s TBAH2PO4
(c = 0,010 mol dm~2) u acetonitrilu pri ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija acetonitrila
s TBAH2PO;4 (¢ = 0,010 mol dm=) pri $ = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije o
mnozinskom omjeru N(H2PO47) / n(L2). m izmjerene vrijednosti, — izraGunane vrijednosti.
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Provedene su i *H NMR titracije otopine ciklopeptida L2 otopinama aniona u deuteriranom
acetonitrilu (slike 52-57). I u ovom sluc¢aju, vezanje aniona u spektrima NMR opazeno je kao
promjena kemijskog pomaka protona od kojih su najznacajniji signali bili oni koji pripadaju
protonima iz amidnih NH skupina i o—CH skupina okosnice ciklopeptida te protonima NH
skupina lizinskih bo¢nih ogranaka (NH-Boc). OpaZene su promjene kemijskog pomaka prema
nizem polju (downfield) sto je u skladu s pretpostavkom o sudjelovanju amidne NH skupine u
vodikovoj vezi s anionima.?®

Iz promjena kemijskih pomaka protona ciklopeptida L2 u spektrima tijekom titracije
uspje$no su odredene konstante stabilnosti (tablica 5) uz koriStenje modela u kojem je
stehiometrija kompleksa 1:1 (receptor : anion) za sve anione osim za dihidrogenfosfatni (slika
57). Konstante ravnoteZe odredene *H NMR spektroskopijom za L2CI~ i L2HSO4™ u odli¢nom
su slaganju s kalorimetrijskim vrijednostima.

Nakon korekcije toplina reakcija za razrjedenje kompleksiranja s ostalim anionima nije
opazena promjena u entalpijama prilikom sukcesivnih dodataka titransa. Ve¢ je spomenuto
kako to moze biti posljedica izoentalpijskog vezanje iona ili da do vezanja ne dolazi. Ipak,
vezanje navedenih aniona i ciklopeptida L2 opazeno je kao promjena kemijskih pomaka signala
protona prilikom NMR titracija. Obradom podataka uspjesno su odredene pripadne konstante
ravnoteze nastanka kompleksa stehiometrije 1:1, te je uz pretpostavku izoentalpijskih procesa
za kompleksiranje Br-, I” i SCN™ izra¢unata reakcijska entropija navedenih reakcija (tablica 5).
Takoder, provedene su kalorimetrijske i *H NMR titracije vezanja perkloratnog te nitratnog

iona za koje je utvrdeno da ne dolazi do kompleksiranja s ciklopeptidom L2.
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Slika 52. a) *H NMR titracija spoja L2 (c = 9,90 x 10 mol dm=) s tetraetilamonijevim
kloridom (c = 0,01 mol dm~3) u CD3sCN pri 9 = 25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka protona
o mnozinskom omjeru N(CI~) / n(L2). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane vrijednosti.
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Slika 53. a) *H NMR titracija spoja L2 (¢ = 9,90 x 10 mol dm) s tetrabutilamonijevim
bromidom (¢ = 0,020 mol dm=2) u CDsCN pri 9 =25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka protona
o mnozinskom omjeru N(Br~) / n(L2). m izmjerene vrijednosti, — izracunane vrijednosti.
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Slika 54. a) *H NMR titracija spoja L2 (c = 3,67 x 10 mol dm™) s tetrabutilamonijevim
jodidom (c = 0,304 mol dm=3) u CDsCN pri 9 =25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka protona
o mnozinskom omjeru n(I”~) / n(L2). m izmjerene vrijednosti, — izraunane vrijednosti.
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Slika 55. a) *H NMR titracija spoja L2 (c = 3,67 x 10 mol dm™) s tetrabutilamonijevim
tiocijanatom (¢ = 0,325 mol dm=3) u CD3CN pri $ = 25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka
protona o mnozinskom omjeru N(SCN~) / n(L2). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane
vrijednosti.
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Slika 56. a) *H NMR titracija spoja L2 (¢ = 9,90 x 10 mol dm) s tetrabutilamonijevim
hidrogensulfatom (c = 0,0102 mol dm~3) u CDsCN pri $ =25 °C. b) Ovisnost kemijskog pomaka
protona o mnozinskom omjeru N(HSO4") / n(L2). m izmjerene vrijednosti, — izraCunane
vrijednosti.
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Za opis procesa vezanja dihidrogenfosfatnih iona u slucaju ciklopeptida L2 bilo je potrebno
prosirenje modela i ukljuenje visih stehiometrija kompleksa u razmatranje. Vezanje je
uspjesno opisano modelom koji ukljucuje tri ravnotezne reakcije nastanka kompleksnih vrsta
stehiometrija 1:1, 1:2 i 1:3 (receptor : anion) te proces dimerizacije dihidrogenfosfatnih aniona
u otopini (slika 51.). Ravnoteze kompleksiranja su entropijski povoljni procesi u slu¢aju svih
stehiometrija, dok su entalpijski povoljne reakcije nastanka kompleksa stehiometrija 1:2 i 1:3.
Razlog nepovoljnom entalpijskom doprinosu slobodnoj Gibbsovoj energiji kompleksiranja
jednog dihidrogenfosfatnog iona vjerojatno je zbog procesa desolvatacije u otopini.'® Afinitet
za vezanje drugog i tre¢eg dihidrogenfosfatnog iona manji je od afiniteta za vezanje prvog iona.
Nastanak svih navedenih kompleksnih vrsta prilikom vezanja potvrden je i u ovom slu¢aju 3P
NMR titracijom (slika 57. pod b)).

Na temelju prikupljenih podataka izra¢unana je distribucija dihidrogenfosfatnih
kompleksnih vrsta receptora L2 te je prikazana na slici 58. Prema distribucijskom dijagramu
vidljivo je postupno nastajanje kompleksa od vrste stehiometrije 1:1 do 1:3 pri viSim
analitickim koncentracijama dihidrogenfosfatnih aniona. Usporede li se ovi rezultati s
rezultatima kompleksiranja ciklopeptida L1 moze se primjetiti da je afinitet prema
dihidrogenfosfatima priblizno nepromijenjen. Dodatno, za ciklopeptid L2 opazen je i nastanak
kompleksa stehiometrije 1:3 Sto se moze objasniti pove¢anjem veznog mjesta ¢ime je molekuli

omogucena dovoljna konformacijska sloboda za vezanje tri anionska gosta.
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Slika 57. a) *H NMR titracija spoja L2 (¢ = 9,90 x 10 mol dm) s tetrabutilamonijevim
dihidrogenfosfatom (¢ = 9,96 x 10~ mol dm=3) u CDsCN pri $ = 25 °C. b) 3!P NMR titracija
spoja L2 (c = 5,0 x 10~ mol dm~) s tetrabutilamonijevim dihidrogenfosfatom (¢ = 0,06 mol
dm=) u CD3CN pri ¢ =25 °C.
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Slika 58. Distribucijski dijagram dihidrogenfosfatnih kompleksnih vrsta receptora L2 u
acetonitrilu pri $ =25 °C. -- koncentracija H.PO4~ u pripadnom *H NMR spektru.

Provedene su simulacije molekulske dinamike za anionske komplekse receptora L2. Strukture
kompleksa receptora L2 s halogenidnim anionima u acetonitrilu prikazane su na slici 59, dok
su strukture kompleksa s oksoanionima i tiocijanatnim ionom dane na slici 60. Rezultati MD
simulacija prikazani u tablici 6. Kao i u slu¢aju kompleksa liganda L1 s halogenidnim aniona,
i kod liganda L2 dolazi do smjestanja iona izmedu ciklicke peptidne okosnice pri cemu je
koordinacija postignuta ostvarenjem interakcija vodikovih atoma NH skupina i aniona.

Ciklopeptid L2 graden je od Sest lizinskih podjedinica te u veznom mjestu ima jednu amidnu
skupinu viSe od ciklopeptida L1. Rezultati simulacija molekulske dinamike upucuju na to da
dodatna podjedinica ¢ini prsten ciklopeptida L2 fleksibilnijim uslijed ¢ega nastaje kompleks
manje uredene strukture nego kod liganda L1. Fleksibilnija struktura i povecéanje
konformacijske slobode receptora L2 idu u prilog opazenim nizim konstantama stabilnosti za
nastanak anionskih kompleksa od receptora L1.

Na temelju rezultata simulacija molekulske dinamike (tablica 6), vidljivo je da pove¢anjem
radijusa halogenidnog iona raste koordinacijski broj, te da su jodidni i bromidni anioni
koordinirani sa svih Sest NH skupina peptidne okosnice receptora. Opazeno je i1 da

kompleksiranje oksoaniona zahtjeva koordinaciju 1 NH skupinama boc¢nih ogranaka
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aminokiselina u strukturi receptora. Takvi rezultati u skladu su i s opazenim promjenama
kemijskih pomaka prilikom NMR titracija.

Kloridni anion u prosjeku koordinira pet NH skupina molekule receptora, od kojih su sve
NH skupine amidne veze peptidne okosnice. Bromidni i jodidni anion koordiniran je u prosjeku
s priblizno Sest NH skupina peptidne okosice heksapeptidnog receptora, ali je tijekom
simulacija opazen i doprinos NH skupine bo¢nih ogranaka na koordinaciju (tablica 6).
Koordinacijski broj tiocijanatnog kompleksa je sedam, od ¢ega anion prosjecno koordinira Sest
NH skupina peptidne okosnice ciklopeptida L2 te jedna NH skupina bo¢nog ogranka. I u
sluc¢aju ovog tiocijanatnog kompleksa, najzastupljenija struktura je ona u kojoj je dusikov atom
tiocijanatnog aniona koordiniran peptidnom okosnicom receptora.

Kod oksoanionskih kompleksa receptora L2 prosjec¢ni je koordinacijski broj priblizno Sest.
Koordinacija je u slu¢aju hidrogensulfatnog iona ostvarena s pet NH skupina amidne veze te s
priblizno jednom NH skupinom bo¢nog ogranka. Koordinacija dihidrogenfosfatnog iona
ostvarena je s u prosjeku pet NH skupina pri ¢emu anion koordiniraju priblizno tri NH skupine
amidne veze te dvije NH skupine bo¢nih ogranaka. Doprinos karbamatne NH skupine na
koordinaciju aniona u kompleksima receptora L2 najizrazeniji je u slucaju kompleksa
L2H2PO4 .

Tablica 6. Koordinacija aniona u kompleksu s receptorom L2 tijekom MD simulacije u

acetonitrilu pri 25 °C i tsim = 50 ns.

N (koordinirano)

ion NH ukupno NH amid NH bocni ogranak
cl- 52408 51408 0,1+02
Br 6,0+ 0,6 58+04 03+0,5
- 6,1 0,8 56+0.5 0,5+0,7
SCN~ 7+1 56+0,6 1,4+0,8
HSO4~ 6 +£1 5+1 0,9+0,7
HoPO4~ 4,6 £0,6 2,7+0,7 2,0+0,3
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L2Br-

Slika 59. Strukture kompleksa receptora L2 s halogenidnim anionima u acetonitrilu dobivene
simulacijama molekulske dinamike.
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Slika 60. Strukture kompleksa receptora L2 s tiocijanatnim ionom i oksoanionima u acetonitrilu
dobivene simulacijama molekulske dinamike.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Afinitet homociklopeptida L1 prema halogenidnim, tiocijanatnim i oksoanionima ispitan je
kalorimetrijskim i NMR titracijama. Eksperimentalnim je metodama pokazano da ciklopeptid
L1 veze sve ispitivane anione osim perkloratnog $to je najvjerojatnije posljedica manjeg
parcijalnog naboja na atomima kisika u usporedbi s drugim oksoanionima.”® Na temelju
kalorimetrijskih mjerenja nelinearnom regresijom Kkoristenjem modela vezanja stehiometrije
1:1 (receptor : anion) uspjesno su odredene samo neke konstante stabilnosti kompleksa i to one
za nastanak kompleksa L1CI-, LINOs te LISCN". Provedenim *H NMR titracijama potvrden
je nastanak kompleksa pretpostavljene stehiometrije, a iz promjena kemijskih pomaka uspjesno
odredene konstante ravnoteze za nastanak kompleksa L1117, LINO3z te L1SCN™. Dobivene
vrijednosti termodinamickih veli¢ina za posljednja tri aniona u dobrom su slaganju s
kalorimetrijskim podacima.

Eksperimentalni podaci za ostale anione (Br-, HSO4~, H.PO4") nisu se mogli dovoljno dobro
opisati primjenom modela najjednostavnije stehiometrije zbog ¢ega se pristupilo postupnom
proSirenju modela. Kompleksiranje bromidnog iona opisano je modelom koji ukljucuje
nastanak dvije kompleksne vrste stehiometrija 1:1 te 2:1 (receptor : anion). U slucaju vezanja
hidrogensulfatnog iona proces je takoder okarakteriziran dvijema ravnotezama pri ¢emu nastaju
kompleksni spojevi stehiometrija 1:1 i 2:1 (receptor : anion). Afinitet vezanja drugog liganda u
kompleks nizi je od vezanja prvog molekule, a model vezanja potvrden je spektroskopijom
NMR. Kompleksni spojevi stehiometrije 2:1 u slu¢aju vezanja bromidnog i1 hidrogensulfatnog
iona s receptorom L1 novi su primjeri ,,sendvic¢astih* kompleksa.

Za razliku od prethodno navedenih iona, za odredivanje afiniteta Vvezanja
dihidrogenfosfatnih iona u model je bilo potrebno ukljuditi i dimerizaciju aniona u otopini.
Proces vezanja dihidrogenfosfatnih iona uspjesno je okarakteriziran proces vezanja kao proces
koji se dogada u dva koraka pri Cemu nastaju kompleksi stehiometrije 1:1 i 1:2
(receptor : anion). Obzirom na to da je konstanta ravnoteze procesa stehiometrije 1:2 vise od
dvostruko veca od procesa stehiometrije 1:1 moze se zakljuciti da se radi o kooperativnom
vezanju aniona. Povecanje afiniteta za drugi anion vjerojatno je posljedica ostvarivanja

entalpijski dovoljno povoljnih interakcija (vodikovih veza) izmedu dihidrogenfosfatnih iona
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unutar kompleksa da se nadvlada nepovoljan entropijski doprinos te odbijanje dvaju negativnih
naboja.

Termodinamicko istrazivanje receptora L1 pokazalo je da su entalpijski doprinosi
Gibbsovoj slobodnoj energiji kompleksiranja povoljni su svim slucajevima (reakcije su
egzotermne), ali su reakcije u svim slucajevima pracene i povecanjem entropije. Entropijski
doprinos Gibbsovoj slobodnoj energiji kompleksiranja je dominantan za nastanak halogenidnih
kompleksa te kompleksa molekulskih aniona osim za dihidrogenfosfatni anion, za koji je
reakcija entalpijski kontrolirana. Povoljni entropijski doprinosi vjerojatno su posljedica
oslobodenja molekula otapala prilikom desolvatacije sudionika reakcije, dok su povoljni
entalpijski doprinosti posljedica ostvarenja vodikovih veza izmedu iona i ciklopeptidnog
receptora. Najstabilniji kompleks ciklopeptida L1 u acetonitrilu je onaj s kloridnim anionima,
a zatim po stabilnosti slijede hidrogensulfatni, bromidni te dihidrogenfosfatni kompleksi.
Jodidni, nitratni, nitritni te tiocijanatni kompleksi vrlo su sli¢ni po stabilnosti te su manje
stabilni od prije navedenih.

Rezultati MD simulacija u skladu su s opazanjima na temelju NMR titracija za Sve anionske
komplekse receptora L1. U slu¢aju nastanka halogenidnih, nitritnog te tiocijanatnog kompleksa
opazen pomak signala samo amidne NH skupine prilikom NMR titracije, a opaZena je i
koordinacija samo NH skupinama peptidne okosnice tijekom MD simulacija. Ukoliko u
kompleksiranju sudjeluju i bo¢ni ogranci aminokiselina (veci koordinacijski broj), dolazi i do
promjena u kemijskom pomaku pripadnih signala u NMR spektru kao S§to je slucaj
hidrogensulfatnog i dihidrogenfosfatnog iona.

Heksalizinski peptidni receptor L2 tvori komplekse sa svim ispitivanim anionima, osim s
perkloratom i nitratom. Na temelju kalorimetrijskih mjerenja uspjesno su termodinamicki
okarakterizirani procesi nastanka kompleksa L2CI- i L2HSOs te procesi vezanja
dihidrogenfosfatnih iona. Reakcije kompleksiranja kloridnih i hidrogensulfatnih iona s
ligandom L2 opisane su modelom najjednostavnije stehiometrije 1:1 (receptor : anion), a
rezultati su dodatno potvrdeni i spektroskopijom NMR pri ¢emu su rezultati tih dviju metoda u
odli¢nom slaganju.

U slucaju nastanaka kompleksa ostalih aniona (Br-, I-, SCN") kalorimetrijski nije bilo
moguce odrediti konstante stabilnosti, ali su one uspjesno odredene NMR titracijama
primjenjuju¢i model stehiometrije vezanja 1:1 (receptor : anion). Afinitet liganda L2 prema

navedenim anionima nije jako izrazen, a procesi su entropijski povoljni. Povoljan entropijski
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doprinos Gibbsovoj energiji kompleksiranja vjerojatno je posljedica oslobodenja molekula
otapala prilikom procesa desolvatacije.l®®! Usporede li se termodinamicke veli¢ine
kompleksiranja ciklickog pentalizina L1 i heksalizina L2 procesi vezanja navedenih aniona
znatno su povoljniji za peptid L1. Za razliku od ciklopeptida L2, afinitetu vezanja ciklopeptida
L1 znatno doprinosi i povoljan entalpijski doprinos.

Ciklopeptid L2 pokazuje afinitet prema kloridnom anionu koji je dva reda veli¢ine manji
od afiniteta ciklopeptida L1. Slabiji afinitet oCituje se kao manji entalpijski i entropijski
doprinos Gibbsovoj energiji kompleksiranja Sto sugerira da su veli¢ina i oblik veznog mjesta
ciklopeptida L1 sli¢nije strukturnim karakteristikama kloridnog aniona od ciklopeptida L2. Na
temelju rezultata simulacija molekulske dinamike vidljivo je da kloridni anion svojom
veli¢inom ne odgovara veznom mjestu receptora L2 §to se ocituje koordinacijom sa svega pet
amidnih NH skupina. Takva strukturna nekompatibilnost vjerojatno je razlog velikom
smanjenju afiniteta za kloridnim ionima receptora L2.

Afinitet vezanja za hidrogensulfatne ione ciklopeptida L2 takoder je manji nego
ciklopeptida L1 te je u ovom slu¢aju opazen nastanak samo jedne kompleksne vrste. Proces
vezanja hidrogensulfatnog iona entalpijski je i entropijski povoljan, a smanjenje Gibbsove
energije kompleksiranja u usporedbi s ciklopeptidom L1 posljedica je manjeg povoljnog
entropijskog doprinosa. U slucaju receptora L2 opazen je nastanak kompleksa samo jedne
stehiometrije (1:1) kalorimetrijskim i NMR titracijama. Na temelju rezultata provedenih MD
simulacija, vidljivo je daiu slu¢aju ovog aniona ne sudjeluju sve NH skupine peptidne okosnice
u koordinaciji. Takvi rezultati ukazuju na to da hidrogensulfatni anion svojom veli¢inom nije
potpuno komplementaran veznom mjestu receptora L2 §to se o€ituje i kao smanjenje afiniteta
vezanja.

Vezanje dihidrogenfosfatnih iona u slu¢aju ciklopeptida L2 uspje$no je opisano modelom
koji ukljucuje tri ravnotezne reakcije nastanka kompleksnih vrsta stehiometrija 1:1, 1:2 1 1:3
(receptor : anion) te proces dimerizacije dihidrogenfosfatnih aniona u otopini. Ravnoteze
kompleksiranja su entropijski povoljni procesi u slucaju svih ravnoteza, dok su entalpijski
povoljne reakcije nastanka kompleksa stehiometrija 1:2 i 1:3.

Ispitivanja homociklopeptida L1 i L2 kao anionskih receptora napravljena u ovom radu
pokazala su da na kompleksiranje aniona znatan utjecaj imaju procesi desolvatacije $to se opaza
kao povoljan entropijski doprinos u standardnoj Gibbsovoj energiji kompleksiranja. Taj je

doprinos dominatnan kod izoentalpijskih i endotermnih kompleksiranja, a ta su opazanja u
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skladu s literaturno poznatim rezultatima.’®®? Takoder, eksperimentalno opaZeni procesi
nastanka anionskih kompleksa razli¢itih stehiometrija poput ,,sendvicastih® kompleksa u
kojima dva receptora vezu jedan anion ili onih kod kojih dolazi do vezanja dva ili viSe aniona
opazeni su u sluéaju prije pozatih pseudociklopeptidnih receptora.'8:88

Rezultatima simulacija molekulske dinamike pokazan je doprinos karbamatnih NH skupina
na kompleksiranje aniona $to je u skladu s promjenama prilikom NMR titracija. Nastavak
strukturnog istrazivanja kompleksiranja aniona ukljucuje simulacije molekulske dinamike
kompleksa viSih stehiometrija.

U sklopu ovog rada provedeno je i termodinamicko i strukturno istrazivanje afiniteta
linearnih  peptida prema kloridnom anionu i kationima alkalijskih metala u
N,N-dimetilformamidu. Istrazivanje je provedeno kako bi se dobila informacija o mehanizmu
reakcije ciklizacije kojom nastaju ciklicki peptidi.

S ciljem boljeg razumijevanja reakcije ciklizacije provedena su ispitivanja afiniteta
linearnih peptida prema kloridnim anionima. Kalorimetrijskim mjerenjima i spektroskopijom
NMR uspjesno su odredene konstante stabilnosti za nastanak kloridnih kompleksa svih pet
proucavanih linearnih peptida. Pritom valja naglasiti da su rezultati metoda u izvrsnom
slaganju. Da do vezanja aniona i linearnih peptida dolazi dodatno je potvrdeno simulacijama
molekulske dinamike gdje je opaZen nastanak kompleksa. Na temelju rezultata moze se
zakljuciti da mehanizam reakcije ciklizacije ukljucuje koordinaciju aniona, §to je potvrdeno
promjenom sintetskih uvjeta koja je rezultirala povecanjem iskoristenja reakcije i S manjim
brojem nusprodukata.

Eksperimentalnim je metodama pokazano da linearni peptidni prekursori imaju slabo
izrazen afinitet prema kationima alkalijskih metala. Takvo opaZanje uvideno je i prilikom
simulacija molekulske dinamike tijekom kojih je doslo do disocijacije kationskih kompleksa
linearnih peptida. Takvi rezultati ukazuju na ¢injenicu da mehanizam reakcije ciklizacije ne

ukljucuje koordinaciju kationa alkalijskih metala kao $to se to do sada smatralo.
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§7. DODATAK

7.1. Ispitivanje afiniteta linearnih peptida u N,N-dimetilformamidu
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Slika D1. a) Mikrokalorimetrijska titracija HoN-(LysBoc)s-OMe (¢ = 4,60 x 10~ mol dm=) s
TBACIO4(c = 0,2504 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu; b) Mikrokalorimetrijska titracija
N,N-dimetilformamidu s TBACIO4 (c = 0,2504 mol dm=) u pri ¢ = 25 °C; c) Ovisnost
sukcesivne promjene entalpije o0 mnozinskom omjeru N(TBACIO4) / n(H2N-(LysBoc)s-OMe).
m izmjerene vrijednosti.
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Slika D2. a) Mikrokalorimetrijska titracija HoN-(LysBoc)s-OMe (¢ = 5,184 x 10~ mol dm™) s
LiCIO4 (c = 0,100 mol dm=) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIOs (c = 5,03 x 107
mol dm=); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO4 (¢ = 5,03 - 102 mol dm=) s LiClOs4
(c = 0,100 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu pri 9 = 25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o mnozinskom omjeru n(LiClO4) / n(H2N-(LysBoc)s-OMe). m izmjerene vrijednosti.
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Slika D3. a) Mikrokalorimetrijska titracija HoN-(LysBoc)s-OMe (¢ = 5,184 x 103 mol dm=) s
KCIOs (¢ = 0,099 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIO; (¢ = 5,03 x 1072 mol dm™
%); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO. (¢ = 5,03 x 1072 mol dm3) s KCIO4 (c = 0,099
mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu pri 9 = 25 °C; c¢) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije o
mnozinskom omjeru N(KCIOs) / n(H2N-(LysBoc)s-OMe). m izmjerene vrijednosti.
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Slika D4. a) Mikrokalorimetrijska titracija HoN-(LysBoc)s-OMe (¢ = 4,944 - 103 mol dm~) s
TBACIO4(c = 0,2492 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu; b) Mikrokalorimetrijska titracija
N,N-dimetilformamida s TBACIO4 (c = 0,2492 mol dm™) u pri $ = 25 °C; ¢) Ovisnost
sukcesivne promjene entalpije 0 mnozinskom omjeru N(TBACIO4) / n(H2N-(LysBoc)s-OMe).
m izmjerene vrijednosti.
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Slika D5. a) Mikrokalorimetrijska titracija HoN-(LysBoc)s-OMe (¢ = 5,155 x 102 mol dm=3) s
TBACIO4(c = 0,2492 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu; b) Mikrokalorimetrijska titracija
N,N-dimetilformamida s TBACIOs (¢ = 0,2492 mol dm™) u pri 9 = 25 °C; c) Ovisnost
sukcesivne promjene entalpije o0 mnozinskom omjeru N(TBACIO4) / n(H2N-(LysBoc)s-OMe).
m izmjerene vrijednosti.
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Slika D6. a) Mikrokalorimetrijska titracija H2N-(Leu)s-OMe (¢ = 5,075 x 103 mol dm™) s
LiCIO4 (c = 0,100 mol dm=) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIOs (c = 5,03 x 107
mol dm~); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO;4 (c = 5,03 x 102 mol dm~) s LiClOx4
(c = 0,100 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu pri 9 = 25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o mnozinskom omjeru n(LiClOs) / n(H2N-(Leu)s-OMe). m izmjerene vrijednosti.
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Slika D7. a) Mikrokalorimetrijska titracija H2N-(Leu)s-OMe (¢ = 5,075 x 103 mol dm™) s
KCIOs (¢ = 0,099 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIO; (¢ = 5,03 x 1072 mol dm™
%); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO. (¢ = 5,03 x 102 mol dm3) s KCIO4 (c = 0,099
mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu pri ¢ = 25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije o
mnozinskom omjeru N(KCIO4) / n(H2N-(Leu)s-OMe). m izmjerene vrijednosti.
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Slika D8. a) Mikrokalorimetrijska titracija H2N-(Leu)s-OMe (¢ = 4,824 - 10~ mol dm™) s
TBACIO4(c = 0,2500 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu; b) Mikrokalorimetrijska titracija
N,N-dimetilformamida s TBACIOs (¢ = 0,2500 mol dm™) u pri 9 = 25 °C; c) Ovisnost
sukcesivne promjene entalpije o mnozinskom omjeru N(TBACIO4) / n(H2N-(Leu)s-OMe). =
izmjerene vrijednosti.
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Slika D9. a) Mikrokalorimetrijska titracija HoN-(PheLeuz).-OMe (¢ = 5,235 x 10~ mol dm™3)
s LiClO4 (c = 0,100 mol dm=3) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIO; (c = 5,03 x 107
mol dm~); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIOx4 (c = 5,03 x 102 mol dm=) s LiCIOx4
(c = 0,100 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu pri 9 = 25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o0 mnozinskom omjeru N(LiClO4) / n(H2N-(PheLeuz)2-OMe). m izmjerene vrijednosti.
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Slika D10. a) Mikrokalorimetrijska titracija HoN-(PheLeuz).-OMe (c = 5,235 x 10~° mol dm~
%) s KCIO4 (c = 0,099 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu uz TBACIO4 (¢ = 5,03 x 1072
mol dm~3); b) Mikrokalorimetrijska titracija TBACIO4 (¢ = 5,03 x 1072 mol dm=) s KCIO,4
(c = 0,099 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu pri 9 = 25 °C; ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o0 mnozinskom omjeru N(KCIO4) / n(H2N-(PheLeuz)2-OMe). m izmjerene Vvrijednosti.

Tamara Rinkovec Diplomski rad



§ 8. Dodatak Xix
0.50+
200 4
a)
160 - c)
2 120 0.25 1
S
o 804
-
40 £ "
T T T T T T T T T T oy OOO T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 f
240 t/ min \Zl
200 b)
160 -
2
~ 120 4
o
7 -0.50 . . . . . .
40 2 4 6 8 10 12
o0 % 0 B T B s 100 n(TBACIO,) / n(H,N-(PheLeu,) -OMe)

Slika D11. a) Mikrokalorimetrijska titracija HoN-(PheLeuz).-OMe (¢ = 5,009 x 103 mol dm~
%) s TBACIO4(c = 0,2500 mol dm~3) u N,N-dimetilformamidu; b) Mikrokalorimetrijska titracija
N,N-dimetilformamida s TBACIOs (¢ = 0,2500 mol dm™) u pri 9 = 25 °C; c) Ovisnost
sukcesivne promjene entalpije o mnozinskom omjeru N(TBACIOa) / n(H2N-(PheLeuz)2-OMe).

m izmjerene vrijednosti.
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