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SAZETAK

TERMODINAMICKO I STRUKTURNO ISTRAZIVANJE KOMPLEKSIRANJA
HOMOCIKLOPEPTIDA S HALOGENIDNIM | OKSOANIONIMA U ACETONITRILU |
DIMETILSULFOKSIDU

SiniSa Tarana

U okviru ovog rada istrazen je kompleksacijski afinitet tri derivata ciklickih peptida
prema halogenim, tiocijanatnim i oksoanionima u acetonitrilu i dimetilsulfoksidu (DMSO).
Ligand L1 je pentaleucinski derivat ciklopeptida. Druga dva liganda su izgradena od lizinskih
podjedinica povezanih u prsten pri ¢emu su amino skupine bo¢nih lanaca zaSti¢ene tert-
butilkarbonilnom (BOC) skupinom pri ¢emu receptor L2 sadrzava Cetiri takve podjedinice dok
je ligand L3 sastavljen od pet podjedinica. Konstante stabilnosti liganada L1, L2 i L3 s
prou¢avanim anionima odredene su mikrokalorimetrijskim i 'H NMR titracijama. Odredene su
konstante stabilnosti odgovarajuc¢ih kompleksa, kao i pripadajuée termodinamicke reakcijske
veli¢ine. Da bi se stekao detaljniji uvid u procese vezanja kationa i molekula otapala s
istrazivanim spojevima provedene su odgovaraju¢e raCunalne simulacije primjenom metode
klasi¢ne molekulske dinamike.

Prouceni ciklopeptidni ligandi bolje vezu anione u acetonitrilu u usporedbi s
dimetilsulfoksidom. Uoceno je da je stabilnost anionskih kompleksa pentamernih derivata L2
i L3 u DMSO-u veéa od pripadaju¢ih kompleksa s tetramernim derivatom L1. Rezulutati ‘H
NMR titracija i simulacija molekulske dinamike upucuju na to da su ioni vezani pomoc¢u
amidnih skupina ciklopeptida. Takoder, u slu¢aju kompleksa liganada L1 i L2 s ionom H,PO42
opazeno je da u koordinaciji iona uz amidne protone sudjeluju i karbamatni protoni.

(64 stranice, 42 slika, 8 tablica, 30 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)
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THERMODYNAMIC AND STRUCTURAL STUDIES OF THE COMPLEXATION OF
HOMOCYCLOPEPTIDES WITH HALIDE AND OXOANIONS IN ACETONITRILE AND
DIMETHYLSULFOXIDE

SiniSa Tarana

Complexation affinities of the three cyclopeptide derivatives for halogen, thiocyanate
and oxoanions were studied in acetonitrile and dimethylsulfoxide (DMSQO). Ligand L1 was a
pentaleucine cyclopeptide derivative. Other two cyclopeptidic ligands were comprised of lysine
subunits protected by tert-butylcarbonyl (BOC) group. Ligand L2 was built out of four such
subunits while ligand L3 contained five of them. Stability constants of L1, L2 and L3
complexes with studied anions were determined by means of microcalorimetric and *H NMR
titrations. To get more detailed insight into the binding of anions by the investigated
cyclopeptide derivatives, classical molecular dynamics simulations were carried out.

Investigated cyclopeptide ligands showed larger affinity for all anions in acetonitrile
than in dimethylsulfoxide. It was found that the stability of the anion complexes of pentameric
ligands L2 and L3 was higher than that corresponding to the tetrameric ligand L1. The results
of 'H NMR titrations and of molecular dynamics simulations indicate that the bound anions
were coordinated by the amide groups of cyclopeptide ligands. In the case of L1 and L2
complexes with H2PO4~ anion the participation of carbamate protons in the anion coordination

was observed.

(64 pages, 42 figures, 8 tables, 30 references, original in Croatian language)
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Radi vazne uloge koje anionske vrste imaju u podrucjima biologije i medicine sve vise se
provode istrazivanja procesa vezanja i transporta tih vrsta od strane sintetskih supramolekulskih
receptora.! U zadnjih par godina posveéuje se velika paznja sintezi umjetnih anionskih
receptora koji oponasaju sposobnost prirodnih sustava da selektivno vezu anione.!? Kako bi u
otopini mogao nastati stabilan anionski kompleks potrebno je omoguciti koordinaciju aniona
§to ve¢im brojem vodikovih veza $to podrazumijeva ureden raspored proton-donorskih skupina
na receptoru. Zbog tog svojstva, naj¢es¢i receptori aniona u otopini su razliciti amini, amidi,
uree i tiouree. Jedna od klasa makrocikli¢kih spojeva koja u svojoj okosnici sadrzi amidnu

skupinu, i stoga moze posluziti kao receptor anionskih vrsta, su ciklopeptidi.?™°

t-Bu T-BU

& 5
—O0 —O0

a) b) N c) HN

H,C
CH,
o i o
[ [ s [
o) H H

Slika 1. Strukture ciklopeptidnih liganada a) L1, b) L2 i c) L3.

U ovom radu bit ¢e istraZzeni kompleksacijski afiniteti homociklopeptida prema
halogenim i oksoanionima u acetonitrilu i dimetilsulfoksidu (DMSO). Proucavat ¢e se tri
homociklopeptida: lizinski ciklopeptidni receptori izgradeni od Cetiri (L1) i pet (L2) lizinskih
podjedinica povezanih u prsten pri ¢emu su amino skupine bo¢nih lanaca zaStiene tert-
butoksikarboksilnom (BOC) skupinom. Takoder ¢e biti proucen afinitet pentaleucinskog

derivata ciklopeptida (L3). Afiniteti opisanih liganda prema halogenim i oksoanionima bit ¢e

Sini$a Tarana Diplomski rad



§ 1. Uvod 2

istrazeni mikrokalorimetrijskim i *H NMR titracijama. Simulacijama molekulske dinamike
istrazit ¢e se struktura veznog mjesta ciklopeptida, te ¢e se dobiti uvid u mikroskopsku sliku

procesa vezanja aniona.

Sini$a Tarana Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ciklopeptidi

Ciklopeptidi su umjetni makrociklicki receptori aniona ¢ija su dobra kompleksacijska svojstva
posljedica izvanrednih donorskih svojstava peptidnih skupina, fleksibilnosti makrociklickog
prstena 1 varijabilnosti podjedinica, ¢ime je moguce posti¢i specificnost prema odredenoj

ionskoj vrsti.}?

2.1.1. Svojstva vezivanja aniona s ciklopeptidima i pseudociklopeptidima

U najranijim fazama istrazivanja ciklopeptida, ab initio racunima pokazano je da bi
homoheksaciklicki peptidi s glicinskim i alaninskim podjedinicama trebali imati velike afinitete
1 prema anionima i prema kationima. Takoder, DFT racuni su pokazali da bi hibridni ciklopeptid
s ugradenom 3-aminobenzojevom kiselinom u prsten ciklopeptida trebao vezati flouridne,
kloridne i bromidne anione s padom energije vezanja u nizu F >Cl” >Br .!

U eksperimentalnim istrazivanjima danim u radu Kubika i suradnika® primije¢eno je da
cikloheksapeptid izgraden naizmjeni¢no od prolinskih i 6-aminopikolinskih jedinica (slika 2)
pokazuje afinitet za vezanje sa halogenim i oksoanionima, posebno sulfatnim anionom, u smjesi
otapala vode i metanola. *H NMR titracijom i analizom masenom spektrometrijom otkriveno
je da cikloheksapeptid sa halogenim elementima tvori stabilan kompleks stehiometrijskog
omjera 2:1 (dva ciklopeptida se vezu na jedan anion) s porastom relativne stabilnosti u nizu C1
< Br < T, dok u reakciji sa sulfatnim anionom nastaje stabilan kompleks omjera 1:1.
Molekulsko modeliranje pokazalo je da je mogu¢ ulazak halogenih aniona u Supljinu koja je
nastala agregacijom dva cikloheksapeptida. U kalorimetrijskom istrazivanju kompleksiranja
jodidnih aniona s ciklopeptidom odredeno je da je kompleksiranje popra¢eno endotermnim
toplinskim efektom koji ukazuje da stvaranje vodikovih veza izmedu amidne skupine i aniona
ne moze kompenzirati energiju potrebnu za desolvataciju ciklopeptida 1 jodidnih aniona.
Daljnjim istraZzivanjem pokazano je da je moguce stvaranje vodikovih veza izmedu amidne
skupine i kisikovih atoma sulfatnog aniona. Kod parcijalno protoniranih oksoaniona afinitet za

vezivanje s ciklopeptidima je manji zbog smanjenja broja moguc¢ih vodikovih veza.

Sini$a Tarana Diplomski rad
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Slika 2. a) Cikloheksapeptid s prolinskim i 6-aminopikolinskim jedinicama®; b)
Bis(ciklopeptid) s adipinskom kiselinom kao mostom® c) Cikloheksapeptid s

hidroksiprolinskim i 6-aminopikolinskim jedinicama®

Da bi se povecala topljivost spomenutog ciklopetida s prolinskim i aminopikolinskim
podjedinicama® u vodi, prolinske podjedinice supstituirane su sa hidroksiprolinskim
podjedinicama* (slika 2). Strukturne varijacije u makrociklickim receptorima dovode do
promjena u konformaciji, a samim time i u svojstvima vezanja. lako spomenuti ciklopeptidi
imaju sli¢ne afinitete®* za vezanje s oksoanionima, njihovo vezanje s halogenim ionima se
razlikuje. Zbog steriCkih razloga i bolje solvatiziranosti nije moguca agregacija ciklopeptida s
hidroksiprolinskim jedinicama, Sto uzrokuje vezanje halogenih aniona u stehiometrijskom
omjeru 1:1 s jednakim porastom relativne stabilnost* u nizu CI” <Br <1 .

U radu Kubika i suradnika® opisana je sinteza umjetnog anionskog receptora,
bis(ciklopeptida), kod kojega su dva cikloheksapeptida s prolinskim i amininopikolinskim
podjedinicama povezana adipinskom kiselinom (slika 2.) s namjerom da se stvori stabilniji
kompleks s dva liganda i1 jednim anionom u odnosu na slu¢aj kad cikloheksapeptidi nisu
kovalentno vezani®. Masenom spektrometrijom i NMR spektroskopijom pokazano je da

sintetizirani bis(ciklopeptid) tvori sendvi¢-komplekse s halogenim, sulfatnim i nitratnim

Sini$a Tarana Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 5

anionima u smjesi otapala vode i etanola. Kalorimetrijskim i NMR titracijama utvrdeno je da
konstante stabilnosti za pojedine anione padaju u nizu SOs >1 >Br >Cl >NO3z S$to je
posljedica toga da veci anioni tvore stabilnije komplekse jer se bolje uklapaju u Supljine
bis(ciklopeptida). Istrazivanja su takoder pokazala da variranje udjela vode u smjesi otapala
vode i metanola nema utjecaja na afinitet prema jodidnim ionima, dok afinitet i selektivnosti
prema sulfatnim ionima raste s smanjenjem polarnosti otapala, odnosno s padom volumnog
udjela vode u otapalu®. Bis(ciklopeptid) koji na aromtaskim prstenima ima supstituiranu
polarnu grupu, iako bolje topljiv u vodi, ima gotovo ista svojstva vezanja aniona®.
Bis(ciklopeptidi) koje imaju supstituirane grupe derivata trietilenglikola i na aromatskim
prstenima i na mostu koji povezuje dva ciklopeptida, u vodi ima ve¢éi afinitet prema jodidnim
ionima od sulfatnih, dok vezanje slabo koordinirajuéih aniona nije opazeno’.
Pseudociklopeptidi, iako strukturno sli¢ni ciklopeptidima, razlikuju se po svojstvima
vezanja aniona: imaju vecée afinitete prema anionima, odgovara im veci raspon otapala, te imaju
manju vjerojatnost formiranja kompleksa viSih stehiometrija. Pseudociklopeptidi s 1,5—
disupstituiranim® i 1,4-disupstituiranim®® 1,2 3—triazolnim funkcionalnim skupinama
sintetizirani su s namjerom da oponasaju konformacijska i receptorska svojstva spomenutih

heksaciklopeptida®*.

e

H
|N W=
I.f
- NH
. M
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Slika 3. Pseudociklopeptidi s 1,4—disupstituiranim 1,2,3-triazolom: a) heksaciklopeptid i b)

"?/ Ky
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—

oktaciklopeptid
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§ 2. Literaturni pregled 6

Pseudociklopeptid s 1,5-disupstituiranim 1,2,3—triazolom podvrgnut je *H NMR analizi
i analizi masenom spektrometrijom pri ¢emu je primijeeno da pseudociklopeptid tvori
komplekse stehiometrije 1:1 s halogenim anionima u smjesi otapala vode i metanola, kao i u
DMSO-u, s padom afiniteta u nizu Br >1 > Cl . Zbog male topline nastajanja kompleksa u
smjesi otapala vode i etanola, utjecaj otapala nije mogao biti istrazen u kompleksiranju s
halogenim, ve¢ samo sa sulfatnim anionima. Utvrdeno je da se porastom udjela vode u smjesi
otapala vode i metanola, relativna stabilnost kompleksa s sulfatnim anionom smanjiva. Takoder
je zamijeéeno da pseudociklopeptid slabo veZe nitratne anione®.

Pseudociklopeptidi s 1,4—disupstituiranim 1,2,3-triazolom u organskim otapalima, kao
Sto je smjesa DMSO-a i acetona, veze niz aniona kao $to su kloridi, nitrati, sulfati i
dihidrogenfosfati. U neSto kompetitivnijim smjesama otapala, kao §to su DMSO i voda, vezu
se samo jako Koordiniraju¢i oksoanioni. Kalorimetrijskim i H NMR istrazivanjima
kompleksiranja dihidrogenfosfata u smjesi otapala DMSO 1 vode utvrdeno je da u reakciji
sudjeluje dimer spomenutog aniona. Nasuprot tome, kompleksiranje sulfatnih i
dihidrogenpirofosfatnih aniona ukljucuje proces nastanka kompleksa 1:1, nakon kojega dolazi
do nastanka 2:1 kompleksa. Sulfatni kompleks stehiometrije 2:1 ima znatno manju konstantu
stabilnosti od kompleksa stehiometrije 1:1, dok su te dvije vrijednosti slicnog reda veli¢ine kod
dihidrogenpirofosfata®. Prosirivanje prstena spomenutog pseudociklopeptida s $est na osam
triazolnih podjedinica ima veliki u€inak na afinitet prema anionima. Dok je afinitet proSirenog
pseudopeptida prema sulfatnim ionima manji, afinitet prema protoniranim oksoanionima je
ve¢i. Vezanje dihidrogenfosfata i dihidrogenpirofosfata ukljucuje njihove dimere, odnosno

ciklicke tetramere za dihidrogenpirofosfat, smjestene izmedu dva pseudopeptidna prstena®.

2.2. Eksperimentalno odredivanje konstanti stabilnosti

Konstanta stabilnosti je ravnoteZzna konstanta nastajanja kompleksa u otopini te je mjera jakosti
interakcije i selektivnosti vrsta koje sudjeluju u reakciji.** Za sustav u kojemu kompleks ML
nastaje reakcijom izmedu liganda L i kemijske vrste M konstante stabilnosti definirane su na

sljedeci nacin:

Sini$a Tarana Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled

a a
M+Lz=ML Ke =1 B =4 2.1)
aMa‘L aMaL
a a
ML+Le=ML, K,® =M B,% =L (2.2)
ay a aya,
o aMLn © aMLn
ML, ,+L=ML, K. = B, = - (2.3)
Ay Loy a ay Loy a

gdje su Ki% sukcesivne, a B, kumulativne standardne ravnoteZne konstante. Spomenute

termodinamicke veli¢ine povezane su izrazom:

B :ﬂKje (2.4)

Standardne ravnotezne konstante K| i ,Bi definirane su pomoc¢u ravnoteznih relativnih

aktivnosti kemijskih vrsta koje sudjeluju u reakciji, dok su relativne aktivnosti povezane s

koncentracijom preko izraza:

Vs [B] (2.5)

gdje je Yg aktivnosni koeficijent bilo koje vrste (B = M, L, ML) koja se nalazi u otopini, dok
je ¢~ standardna koncentracija i iznosi 1 mol dm=. Uvritavanjem izraza za koeficijente
aktiviteta, izrazi (2.1.-2.3) postaju:

_ Ty, [M Li]Ce _ YMLiCe K (2.6)
Tme, VL [M Li—l][L] Tme YL

K_'e'
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§ 2. Literaturni pregled 8

Bie_ Ymi, [MLi](Ce)i:yMLi(ce)i

- ' i b 2.7
YMLHY:_ [M LH][L]I yMLHY:_ B (2.7)

Konstante K; i 8. zovu se empirijske (koncentracijske) konstante stabilnosti i funkcija su

aktivnosnih koeficijenata te zbog toga ovise o sastavu otopine, za razliku od standardnih
konstanti ravnoteze koje ovise samo o temperaturi. 1z toga su razloga empirijske konstante
ravnoteze usporedive samo ako su mjerene u istim uvjetima, odnosno pri istoj temperaturi i
ionskoj jakosti. Ionska se jakost tijekom eksperimenta moze odrzavati dodatkom inertnog
elektrolita.**4

Konstante stabilnosti najceS¢e se odreduju titracijama pri ¢emu se mjere koncentracije
prisutnih vrsta ili svojstva otopine koja su ovisna o koncentraciji prisutnih vrsta. Najcesce
koriStene eksperimentalne metode su spektrofotometrija, potenciometrija, flourimetrija i
konduktometrija, dok se jos koriste i NMR spektrometrija, kalorimetrija, polarografija, ionska
izmjena, kineticka mjerenja, radiometrija, mjerenje parcijalnog tlaka, kromatografija, mjerenje
topljivosti.'?

U ovome radu, za odredivanje konstanti stabilnosti, koristene su kalorimetrijske i *H
NMR titracije. Za spomenute metode bit ¢e opisan postupak obrade eksperimentalnih podataka

na modelu u kojem reaktanti reagiraju u stehiometrijskom omjeru 1:1.

2.2.1. Odredivanje konstanti ravnoteze kalorimetrijskom titracijom

Kalorimetrija je metoda kojom se mogu odrediti termodinamicki parametri interakcija u
otopini, kao Sto su reakcijska entalpija, entropija i konstanta ravnoteze. NajceSce se
upotrebljava za istrazivanje vezivanja malih molekula na ve¢e makromolekule. Zbog velike
osjetljivosti 1 mogucénosti direktnog odredivanja termodinamickih veli¢ina, kalorimetrijska
titracija je Cesto koriStena metoda u kemiji i biologiji.

Izotermna titracijska kalorimetrija je metoda kojom se direktno moze odrediti promjena
entalpije sustava. Titracija se provodi pri konstantnoj temperaturi u reakcijskoj ¢eliji. Nakon
svakog dodatka titransa kalorimetar mjeri direktno oslobodenu ili apsorbiranu toplinu u
reakcijskoj ¢eliji u odnosu na referentnu celiju, u kojoj se najce$¢e nalazi otapalo. Toplina
izmjerena uslijed jednog dodatka titransa odgovara promjeni entalpije sustava i povezana je s

promjenom dosega reakcije i reakcijskom entalpijom izrazom
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g, =AH=A¢-AH (2.8)
Za reakciju kada reaktanti reagiraju u stehiometrijskom omjeru 1 : 1 izraz (2.6) postaje

K® = v [M L]Ce ZYMLCG K 2.9)

_YMYL [M][L] Tm¥L i

Gornji izraz moze se joS pojednostaviti ukoliko se pretpostavi da je ligand L nenabijena
kemijska vrsta 1 da mu je koeficijent aktiviteta priblizno jednak jedan. U tome slu¢aju M 1 ML
su jednako nabijene kemijske vrste i njihovi koeficijenti aktiviteta se tada mog izjednaciti. Na

taj nacin se dolazi do izraza

ke MEIC o (2.10)

Ukoliko se doseg reakcije izrazi preko promjene koncentracije nastalog kompleksa ML,

jednadzba (2.8) postaje

d, =([ML],—[ML])-V-AH (2.12)

gdje je [ML]2 ravnotezna koncentracija kompleksa nakon dodatka titransa, [M L]1 ravnotezna
koncentracija kompleksa prije dodatka titransa, dok je V volumen sustava. Ako u izraz za

koncentracijsku konstantu ravnoteze uvrstimo [L]=c_—[ML] i [M]=¢,, —[ML], on postaje

K, = [ML] 2.12)

(cw —[ML])(c.—[ML])
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Pomocu gornje relacije, moze se do¢i do ravnoteznih koncentracija kompleksa prije i poslije

dodatka titransa na nacin da se u izraz uvrste analiticke koncentracije reaktanata prije ( Cy;,Cj;

) i poslije (Cy5,C,,) dodatka titransa. 1zraz (2.11) tada postaje

2
1
Co = CLitCyp —Cy — \/(CLZ +Cy + K] - 4CM2CL2

= +
% 2K

1 2
\/(Cu +Cyy T Kj - 4CM1CL1 (2-13)

+ V-AH
2K '

Metodom nelinearne regresije, pomocu gornjeg izraza, moguce je do¢i do reakcijske entalpije
1 konstante ravnoteze.

Kada prilikom dodatka titransa dolazi do izlijevanja reakcijske smjese iz kalorimetrijske
¢elije (perfuzijski tip kalorimetra), mora se napraviti korekcija za promijenjene analiticke
koncentracije reaktanata i nastalog kompleksa. Koncentracije titranda L i titransa M se

mijenjaju prema sljede¢im izrazima:

c dVv
de, =—= (2.14)
- Vcelija
¢, dV —c,,dV
dc,, =WV—M (2.15)

celija

gdje je V volumen dodatka, a Vcelija volumen kalorimetrijske Celije. Ti izrazi integriranjem daju

jednadzbe za analiticke koncentracije titranda 1 titransa u kalorimetru perfuzijskog tipa:

Vi

C|_ — CL’O . e Vcelija (216)
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Vi
Cumin =Cmyo '[1—9 Vot J (2.17)

Ukoliko se reakcijske termodinamicke veli¢ine zele odrediti iz titracija dobivenih
perfuzijskim kalorimetrom, koristi se izmijenjeni oblik jednadzbe (2.13) na nacin da se
jednadzbi pribroji Clan

% A, H gdje je N ravnotezna mnozina kompleksa prije

dodatka titransa, N,ravnotezna mnozina kompleksa nakon dodatka titransa, dok je AV

volumen dodatka. Preostali ¢lan odgovara toplina koja se oslobodila izvan reakcijske éelije.*??

Kada je poznata ravnotezna reakcijska konstanta i reakcijska entalpija kompleksiranja,

moze se izracunati reakcijska Gibbsova energija i pripadajuca reakcijska entropija.

A G® =—RT InK® (2.18)

r

AG® =AH®-TAS® (2.19)

2.2.2. Odredivanje konstanti ravnoteze *H NMR titracijom

Interakcije izmedu molekula najces¢e uzrokuje promjene kemijskog pomaka jedne ili
viSe jezgara, posebno onih koje se nalaze blizu centru interakcije. Kad je konstanta brzine
izmjene veca od razlike rezonantnih frekvencija, kemijski pomak nekog protona liganda L je
mnozinskim udjelom uteZeni prosjek kemijskih pomaka protona prisutnih na tom ligandu u

otopini
Ops = OL XL + O AmL (2.20)

Uvrstavanjem bilance mase moguce je dobiti izraz za ovisnost opazenog kemijskog pomaka o

mnozinskim koncentracijama sudionika reakcije
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M:%LL[[ML ]tlj. @2)

Ukoliko je razlika u frekvencijama pri kojima dolazi do rezonancije za odredenu vrstu
usporediva s konstantnom brzinom izmjene tada za takve sustave nije moguce odrediti
konstantu ravnoteze pomoc¢u NMR titracija.

Regresijsku analizu je moguce provesti matri¢no ukoliko su tijekom titracije odredeni
kemijski pomaci vise protona. Tada se konstanta ravnoteze i kemijski pomaci odredenih vrsta
odreduju iterativnim putem. Osim kvantitativnih informacija, NMR titracija moze pruziti uvid

u nacin interakcije liganda i aniona te ukazati na moguéu stehiometriju kompleksa.'*

2.3. Molekulska dinamika

Molekulska dinamika je racunalna metoda koja pruza izravan uvid u vremensku evoluciju
kompleksnih  kemijskih sustava S§to omogucuje predvidanje struktura, svojstava,
medumolekulskih interakcija, te modeliranje sustava koji se ne mogu proucavati
eksperimentalno. Kod klasi¢éne molekulske dinamike, trajektorije atoma ili molekula dobivaju
se numeri¢kim rjeSavanjem Newtonovih jednadZbi gibanja, a sile koje djeluje na njih se mogu
odrediti pomocu polja sila metodom molekulske mehanike. Polje sila je zajednicki naziv za
skup parametara, dobiveni eksperimentalno ili kvantno-mehani¢kim rac¢unima, koji se
pridruzuju svakom atomu 1 za funkciju koja uz pomo¢ tih parametara omogucuje racunanje
potencijalne energije sustava.

Prvi korak u simulaciji molekulske dinamike je izbor pocetne geometrije promatranog
sustava. NajceS¢e se za pocetak simulacije odabire prethodno optimizirana struktura sustava.
Pri simulaciji otopina, otapalo se moZe promatrati kao polarizabilni kontinuum s odredenom
dielektricnom konstantom (implicitne metode) ili se u sustav unose eksplicitne molekule
otapala (eksplicitne metode).

Nakon postavljanja geometrije sustava i optimizacije geometrije, atomima se pripisuju
pocetne brzine pri nekoj temperaturi T, najce$¢e uzete iz Maxwell-Boltzmannove
raspodjele.*'® U molekulskoj dinamici ¢esée se koriste funkcije gustoée vjerojatnosti za

pojedine komponente brzine vq
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F(vy)=| = [ e 2 (2.22)
@ 27k T

Sile Fi koje djeluju na Cestice u sustavu ra¢unaju se kao negativne parcijalne derivacije
potencijalne energije sustava V(ry, rz, ..., 73n):

F Sk (2.23)
aq;

dok se potencijalna energija sustava najéeS¢e racuna metodom molekularne mehanike iz

odabranog polja sila. Polje sila je zapravo skup ¢lanova koji opisuju kovalentne interakcije

(istezanje veze, savijanje meduveznih i dieadarskih kuteva) te nekovalentne Columbske i van

der Waalsove interakcije, odnosno njihove doprinose ukupnoj energiji. Ubrzanja Cestica

racunaju Se, uz poznavanje sila koje djeluju na njih, pomocu drugog Newtonova zakona

F_dp _d(mv) (2.24)

i — . =EMmg
dt dt

Koristenjem jednadzbi 2.23 i1 2.24 dolazi se do skupa Newtonovih jednadzbi gibanja.
Sila koja djeluje na jednu ¢esticu ovisna je o poloZaju te Cestice i polozaju svih Cestica s kojima
je u interakciji. Iz tog razloga skup Newtonovih jednadzbi nije analiticki rjeSiv, veé se rjeSava
numeri¢ki uz pomo¢ propagacijskih algoritama. Kao rjeSenje dobiva se vremenska ovisnost
polozZaja Cestica u sustavu. Stanje sustava je potpuno odredeno poloZajima i koli¢inama gibanja
svih Cestica, odnosno tockom X u 6N-dimenzionalnom prostoru (fazni prostor), koji se sastoji

od svih koordinata polozaja svih Cestica i komponenti pripadajuce koli¢ine gibanja p:
X =(q17 pql,l’q27 pql,l""qSN’ pq3N,N) (2-25)

Numerickim simulacijama molekulske dinamike moZe se istovremeno pratiti poloZaj 1 koli¢ina
gibanja. Tijekom vremena sustav slijedi trajektoriju u faznom prostoru, to jest krivulju
izgradenu od niza todaka X.1>7

Najcesc¢i algoritam za rjeSavanje skupa Newtonovih jednadzbi je algoritam velocity
Verlet. Algoritam prvo rac¢una brzinu svake ¢estice iz brzine prethodnog koraka i odgovarajuceg

ubrzanja:

\Z(t+%Atj:\7i(t)+

N |-~

a(t)At (2.26)

Iz brzine se racunaju novi polozaji Cestica:
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F(t+At)=TF(t)+V, (t+%AtjAt (2.27)

Nakon §to je odredeni novi polozaji Cestica, pomoc¢u vektora ﬁ(t+A'[) dobivaju se nova

ubrzanja Cestica iz sila koje djeluju na cestice u tom novom polozaju. Dobiveno ubrzanje se

koristi za izra¢un nove brzine
_ . 1 1.
V,(t+At) =Y, t+oat +Eai(t+At)At (2.28)

nakon ¢ega algoritam ponavlja sve opisane korake. Nedostatak ovog algoritma je $to algoritam
pretpostavlja da ubrzanje ovisi samo o polozaju, a ne i o brzini.*>%’

Simulacija molekulske dinamike, takoder moze dati i informacije 0 vremenskoj
ovisnosti fizikalnih svojstava kao §to su volumen, tlak, potencijalna i kineticka energija.
Tijekom simulacije moze do¢i do promjene kineticke energije sustava ¢ime se mijenja i
temperatura sustava. Da bi tijekom simulacije temperatura sustava bila konstantna potrebno je
koristiti termostat, dodatan algoritam za kontrolu temperature u sustavu. Takoder, u slu¢aju

provedbe simulacija pri konstantnom tlaku moguce je koristiti algoritme za kontrolu tlaka.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

U eksperimentalnom dijelu rada koristeni su ligandi L1, L2 i L3 koje sintetizirala dr. sc.
Nikolina Vidovi¢ iz Dipartimento di Chimica, Universita degli Studi di Milano. Za pripremu
otopina aniona koriSteni su tetractilamonijev (TEA) klorid (Sigma-Aldrich, > 98%),
tetrabutilamonijev TBA bromid (Sigma-Aldrich, > 99%), TBA jodid (Sigma-Aldrich, > 99%),
TBA tiocijanat (Sigma-Aldrich, 98%), TBA nitrat (Sigma-Aldrich, 98%), TBA hidrogensulfat
(Sigma-Aldrich, > 99%) i TBA dihidrogenfosfat (Sigma-Aldrich, > 99%). Kao otapala za
mikrokalorimetrijske tittracije koriSteni su acetonitril (Sigma-Aldrich, > 99.9%) i DMSO
(Acros Organics, > 99.9%). Za NMR titracije koriSteni su deuterirani acetonitril (Euriso-top,
99.8%) i deuterirani DMSO (Euriso-top, 99.8%).

3.2. Priprema otopina
Odvagama navedenih liganada i TEA i TBA soli pripremljene su otopine u acetonitrilu i
DMSO-u.

3.2.1. Mikrokalorimetrijske titracije

Za mikrokalorimetrijske titracije spoja L1, raspona koncentracija od 3,43 x 10~* mol dm= do
1,44 x 103 mol dm~, u acetonitrilu pripravljene su otopine TEACI koncentracije 3,21 x 1073
mol dm=3, TBABr koncentracije 9,54 x 10~ mol dm=, TBAI koncentracije 1,55 x 1072 mol
dm=3, TBASCN koncentracije 5,02 x 1072 mol dm=3, TBANO; 3,07 x 1072 mol dm= te
TBAH2PO4 koncentracije 1,01 x 1072 mol dm=3.

Spoj L1, raspona koncentracija od 9,13 x 10 mol dm= do 1,84 x 1072 mol dm=3, je
titriran u DMSO-u s otopinama TEACI koncentracije 3,39 x 102 mol dm= i TBABr
koncentracije 0,21 mol dm=. Za titracije spoja L2 u DMSO-u, raspona koncentracija od
9,82 x 107* mol dm= do 9,93 x 10 mol dm=3, pripremljene su otopine TEACI koncentracije
4,84 x 102 mol dm= i TBABr koncentracije 6,60 x 102 mol dm=3. Otopine TEACI

koncentracije 3,04 x 1072 mol dm= i TBABr koncentracije 0,15 mol dm= koristene su za
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titraciju spoja L3 raspona koncentracija od 9,23 x 10 mol dm= do 1,63 x 103 mol dm™ u
DMSO-u.

Otopina TBAH,PO, koncentracije 9,90 x 1072 mol dm= je pripravljene za titracije
spojeva L1 koncentracije 1,16 x 102 mol dm, L2 koncentracije 1,02 x 10~ mol dm=3i L3

koncentracije 1,10 x 10~3 mol dm™3,

3.2.2. 'H NMR titracije

Za H NMR titracije u deuteriranom acetonitrilu napravljena je otopina liganda L1
koncentracije 6,08 x 10~* mol dm™ i otopine soli TEACI koncentracije 9,48 x 102 mol dm3,
TBABr koncentracije 7,65 x 10 mol dm~, TBAI koncentracije 6,50 x 1073 mol dm,
TBASCN koncentracije 1,92 x 1072 mol dm~, TBANO3 koncentracije 6,40x 10~ mol dm™,
TBAHSO, koncentracije 9,28 x 103 mol dm™ te TBAH,PO koncentracije 1,08 x 1072 mol
dm3.

U deuteriranom DMSO-u za titracije liganda L1 koncentracije 1,13 x 103 mol dm™
priredene su otopine TEACI koncentracije 1,26 x 1072 mol dm™ i TBABr koncentracije
6,73 x 1072 mol dm. Za titracije liganda L2 koncentracije 1,11 x 10> mol dm™ koristeni su
otopine soli TEACI koncentracije 8.45 x 10~ mol dm~ i TBABr koncentracije 6,68 x 1072 mol
dm, te za titraciju liganda L2 koncentracije 1,05 x 10~ mol dm™ otopine soli TEACI
koncentracije 1,26 x 1072 mol dm™ i TBABr koncentracije 6,25 x 1072 mol dm™. Otopina
TBAH,PO; koncentracije 2,52 x 1072 mol dm™ pripravljena je za titracije liganada L1
koncentracije 1,02 x 1073 mol dm~3, L2 koncentracije 1,08 x 1073 mol dm~3 i L3 koncentracije
9,29 x 10~* mol dm~ u deuteriranom DMSO-u.

3.3. Fizikalno-kemijska mjerenja

3.3.1. Mikrokalorimetrijske titracije

Mikrokalorimetrijske titracije provedene su s izotermnim titracijskim kalorimetrom VP-ITC
tvrtke Microcal. U reakcijsku ¢eliju volumena 1,42 ml koja sadrzi otopinu liganda dodavana je
odgovarajuca sol s biretom volumena 300 puL u dodatcima od 15 pL za sve titracije osim za
titracije s TBAH2PO4 i TBAHSO4, kod koje je dodatak iznosio 10 pL. Vremenski razmak
izmedu dvaju dodataka tijekom titracije iznosio je od 300 s za sve titracije, dok je za titraciju s
TBAH2PO4 iznosio izmedu 600 1 1000 s. Pracena je vremenska ovisnost toka topline s korakom

od 2 s pomoc¢u programa Origin 7.0 Microcal pri konstantnoj temperaturi od (25,0 + 0,1) °C.
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Mjerenja za sve titracije su ponavljanja tri puta, osim za titraciju s TBAH2PO4 i TBAHSO4za
koju je izvrSeno samo jedno mjerenje.

Reakcijske entalpije 1 konstante ravnoteze dobivene su nelinearnom regresijskom
analizom kalorimetrijskih podataka, odnosno vrijednosti toplina dobivenih integriranjem
ovisnosti toplinske snage u vremenu, koje su nakon toga korigirane za topline razrjedenja
otopina soli. Reakcijske entalpije i konstante stabilnosti dobivene su nelinearnom regresijom
prema jednadzbi (2.13) koja je korigirana zbog izlijevanja reakcijske smjese iz reakcijske ¢elije
kalorimetra, dok su standardne reakcijske Gibbsove energije i pripadajuce entropije izraGunate
prema jednadzbama (2.18) 1 (2.19). Za obradu podataka koristeni su programi Microsoft Excel
i OriginPro 7.5.

3.3.2. H NMR titracije

'H NMR titracije provedene su pomocu spektrometra Bruker Avance 11l HD 400 MHz pri
25 °C. Kod titracija svi spektri snimljeni su sa 16 pulseva, dok je kao standard koriSten je signal
otapala. Za svaku titraciju prikupljen je po jedan set podataka. Regresijskom analizom su
odredene konstante ravnoteze za nastajanje kompleksa koristenjem programa HypNMR unutar

programskog paketa Hyperquad.3®

3.4. Molekulska dinamika

Simulacije molekulske dinamike provedene su pomocu programskog paketa
GROMACS, 24 verzije 2016.5. Intramolekulske i nevezne intermolekulske interakcije opisane
su koristenjem polja sila OPLS-AA (Optimized paramaters for Liquid Simulations—All
Atoms). Kao pocetna struktura za simulaciju odabrana je minimizirana struktura, a molekule
otapala su dodane eksplicitno. Simulacije molekulske dinamike provedene su u trajanju od 50
ns, dok je kao numericki integrator koriSten Verletov algoritam s vremenskim korakom od 1 fs.
Temperatura sustava tijekom simulacije odrzavana je na 298,15 K koristenjem Nose—
Hoverovog?®2?® termostata s vremenskom konstantom od 1 ps, dok je tlak tijekom simulacija
odrzavan pomo¢u Martyna—Tuckerman—Tobias—Klein?” barostata uz vremensku konstantu od
1 ps.

Prosje¢ne molekulske strukture kompleksa ciklopeptida s halogenim i oksoanionima u
acetonitrilu i DMSO-u prikazane na slikama u ovom radu dobivene su PCA (Principal

Component Analysis) obradom koordinacijske matrice aniona koja je sadrzavala sve udaljenosti
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I kuteve izmedu donorskih i akceptorskih skupina uz klastersku analizu PCA koordinata
struktura za prve dvije, odnosno tri PCA komponente. Kao reprezentativne strukture uzete su
one koje pripadaju centroidu klastera koji sadrzi najveci broj molekulskih struktura. Slike
molekulskih struktura dobivene simulacijama molekulske dinamike izradene su uz pomo¢

programa VMD?,
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Kompleksi ciklopeptida L1 u acetonitrilu
Afinitet ciklopeptida L1 prema halogenim, tiocijanatnim i nitratnim anionima u acetonitrilu

odreden je kalorimetrijskim i *H NMR titracijama, a rezultati su prikazani u tablici 1.

Tablica 1. Termodinamicke veli¢ine kompleksiranja spoja L1 s halogenim, nitratnim i

tiocijanatnim ionom u acetonitrilu pri 25°C.

. © © ©
anion Iog[ K _JiSE (A,G irSE) (A,H iSE) (ArS J_rSE)
dm“mol kJ mol™ kJ mol™ JK™ mol™
Cr 5,84 + 0,0342 33334011 ~10,68 + 0,081 75,94 + 0,59
Br 4,70 £ 0,011° 26,82 + 0,062 4,84+ 0,024 73.70 + 0,22
} 320+ 0,0272 ~1827+0.15 1.91+0,075 67.68 + 0,26
I
3,12°
2.90 = 0,020° 16,54+ 0,11 —472+ 0,095 39,66 + 0,70
SCN™
2,77°
3,18 £ 0,0067 ~18.16 + 0,038 26,08 + 0,042 40,52 + 0,26
NOs-
3,29P

2 kalorimetrijski,’ *H NMR
SE — standardna pogreska aritmeticke sredine (N = 3).

Ciklopeptid L1 u acetonitrilu veze halogene anione pri ¢emu stabilnost kompleksa pada
unizu CI > Br >1 . Takoder veZe i nitratni i tiocijanatni ion pri ¢emu je afinitet prema tim
ionima usporediv s afinitetom prema ionu T . Halogeni anioni, kao i tiocijanatni i nitratni anion,

tvore s L1 kompleks u stehiometrijskom omjeru 1:1.
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Kod mikrokalorimetrijskih titracija ciklopeptida L1 s kloridnim i bromidnim ionima
opazene su negativne sukcesivne promjene entalpije (slike 4 i 5). Vezanje spomenutih aniona
je entalpijski i entropijski voden proces buduci da su oba doprinosa Gibbsovoj energiji
povoljna. Tijekom mikrokalorimetrijskih titracija s jodidnim anionima, za razliku od onih s
kloridnim i bromidnim ionima, opaZene su pozitivne sukcesivne promjene entalpije (slika 6).
Proces kompleksiranja L1 s jodidom je entropijski voden proces jer je entalpijski doprinos
Gibbsovoj energiji nepovoljan. Egzotermne sukcesivne promjene entalpije su takoder
primijeCene i u procesima kompleksiranja tiocijanatnih i nitratnih aniona (slike 7 i 8).
Entalpijski i entropijski doprinosi Gibbsovoj energiji za oba procesa su povoljni. Najmanji
afinitet od svih ispitanih aniona je primijecen kod tiocijanatnih aniona. Konstanta stabilnosti za
kompleks L3 s hidrogensulfatnim ionima nije odredena, iako titracije upucuju da uz nastanak
kompleksa stehiometrije 1:1 nastaje i kompleks vise stehiometrije, najvjerojatnije onaj u kojem

su dva liganda vezana na jedan anion.

60 4
a) 0.0 1
.//./r*iﬁrl—l
55 c
2 -0.1- ./ )
o
50 E 024
0 10 20 I 4 S0 60 70 8 W 100 10 :<E] 0.3 ‘J‘f
t/ min > /
65 4
60 -\W\Jupwuwuwwwb) -0.4+ ,f““/‘
2 551 ;’.
~ -0.54 1
& 5 — .
454 -0.6 — 1T r T T r T T T T T T T T
T T T T T T T T T T ] 00 03 06 09 12 15 18 21 24
0 10 20 3 40 5 60 70 8 9 100 110 .
t/min n(Cl) / n(L1)

Slika 4. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L1 (c = 3,43 x 10™* mol dm=) s TEACI
(c = 3,21 x 107 mol dm™) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija &istog
acetonitrila s TEACI (c = 3,21 x 103 mol dm=) pri 25 °C. c¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije 0 mnozinskom omjeru n(CI ) / n(L1l). m izmjerene vrijednosti, — izraunane

vrijednosti.
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Slika 5. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L1 (c = 9,37 x 10 mol dm=) s TBABr

(c = 9,54 x 107 mol dm=) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija &istog

acetonitrila s TBABT (¢ = 9,54 x 103 mol dm™) pri 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije o mnozinskom omjeru N(TBABr ) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izracunane

vrijednosti.
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Slika 6. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L1 (c = 1,44 x 10 mol dm™) s TBAI

(c = 1,55 x 102 mol dm=3) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija Gistog

acetonitrila s TBAI (¢ = 1,55 x 102 mol dm™) pri 25 °C. c¢) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije o mnozinskom omjeru n(I' ) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane

vrijednosti.
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Slika 7. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L1 (c = 1,16 x 10~ mol dm™) s TBASCN
(c = 5,02 x 102 mol dm=3) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija Gistog

acetonitrilas TBASCN (¢ =5,02 x 102 mol dm™3) pri 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije 0 mnozinskom omjeru N(SCN ) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane
vrijednosti.
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Slika 8. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L1 (c = 1,06 x 102 mol dm~) s TBANO3
(c = 3,07 x 102 mol dm=3) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija Gistog

acetonitrila s TBANO; (¢ = 3,07 x 1072 mol dm~3) pri 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije 0 mnozinskom omjeru N(NO3z ) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izraunane

vrijednosti.
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Slika 9. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L1 (c = 1,21 x 102 mol dm~3) s TBAH2PO4
(c = 1,01 x 102 mol dm=) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija &istog
acetonitrila s TBAHPO4 (¢ = 1,01 x 102 mol dm™) pri 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne
promjene entalpije o mnozinskom omjeru n(H2PO4 ) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, —

izracunane vrijednosti.
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Slika 10. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L1 (c = 1,21 x 10 mol dm™) s TBAHSO,
(c = 1,18 x 102 mol dm=3) u acetonitrilu pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija Gistog
acetonitrilas TBAHSO4 (¢ = 1,18 x 102 mol dm™) pri 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o mnozinskom omjeru N(H2PO4 ) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane

vrijednosti.
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Tablica 2. Termodinamicke veli¢ine kompleksiranja spoja L1 s hidrogensulfatnim i

dihidrogenfosfatnim anionima u DMSO-u pri 25°C odredene kalorimetrijski.

aion | oK Jese [po7EsE) [aneese)

kJ mol’l kJ molfl

_ 4,592 (1:1) 26,18 14,89
HSO,4

8,09% (2:1) 46,20 14,85

- 6,58 (1:1) 37,55 3357
H2PO4

10,11 (1:2) 57,72 87,65

2kalorimetrijski dobivene konstante stabilnosti za komplekse stehiometrije definirane omjerom
ligand / anion

Za kompleksiranje ciklopeptida L1 s hidrogensulfatnim i dihidrogenfosfatnim anionima
mikrokalorimetrijskim titracijama procijenjene su termodinamicke veli¢ine (tablica 2). Proces
kompleksacije s hidrogensulfatom se odvija u dva koraka: u prvom koraku nastaje kompleks
kod kojega je jedan liganda vezana za jedan anion, dok u drugom koraku nastaje kompleks u
kojem su dva liganda vezana na anion. Kod titracije s dihidrogenfosfatnom u prvom koraku
nastaje kompleks stehiometrije 1:1, dok u drugom koraku nastaje kompleks kod kojega je jedan
ligand vezan na dva aniona. Kod obje titracija opaZena je egzotermna sukcesivna promjena
entalpija (slika 9 i 10), dok su entalpijski doprinosi Gibbsovoj energiji povoljni. Za obradu
podataka kalorimetrijske titracije L1 s dihidrogenfosfatom uzeta je u obzir korekcija za
dimerizaciju dihidrogenfosfata. 2°

Za sve navedene komplekse provedene su *H NMR titracije pri ¢emu su opaZeni
kemijski pomaci ve¢ine protona uslijed vezanja aniona. Najznacajniji pomaci signala su na
onim protonima koji pripadaju amidnoj skupini peptidne veze i protonima koji se nalaze na o-
ugljiku. Iz promjena kemijskih pomaka spomenutih protona izracunate su konstante vezanja za
jodidne, tiocijanatne i nitratne anione (tablica 1, slike 15, 16 i 17) koje su u dobrom slaganju s
konstantama dobivenim iz kalorimetrijskih ispitivanja (tablica 1). NMR titracijama nije bilo
moguce odrediti konstantu vezanja za kloridne i bromidne ione, ali su te titracije potvrdile

nastajanje kompleksa stehiometrije 1:1 (slika 111 12).
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Iz NMR titracije liganda L1 s hidrogensulfatom i dihidrogenfosfatom nije bilo moguce
odrediti konstantu stabilnosti nastalog kompleksa (slika 13 i 14). Medutim, titracija s
dihidrogenfosfatom pruzile je informacije o nastajanju kompleksa viSe stehiometrije u drugom

koraku reakcije, najvjerojatnije kompleksa liganda s dva dihidrogenfosfatna aniona.

M

o/ppm

Slika 11. *H NMR titracija ciklopeptida L1 (c = 6,08 x 10™* mol dm= ) s TEACI (c = 9,48 x

1072 mol dm™3) u deuteriranom acetonitrilu.
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Slika 12. 'H NMR titracija ciklopeptida L1 (c = 6,08 x 10~* mol dm™) s TBABr (c = 7,65 x

1073 mol dm™3) u deuteriranom acetonitrilu.
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Slika 13. *H NMR titracija ciklopeptida L1 (c = 6,08 x 10~ mol dm=) s TBHSO4 (c = 9,28 x

1073 mol dm~3) u deuteriranom acetonitrilu
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Slika 14. 'H NMR titracija ciklopeptida L1 (¢ = 6,08 x 10™* mol dm= ) s TBAH;PO4

(c =1,08 x 1072 mol dm™3) u deuteriranom acetonitrilu.
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Slika 15. a) *H NMR titracija ciklopeptida L1 (c = 6,08 x 10™* mol dm™) s TBAI (¢ = 6,50 x
10 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu. b) Ovisnost kemijskog pomaka protona amidne

skupine o mnozinskom omjeru n(I )/ n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane vrijednosti.
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Slika 16. a) *H NMR titracija ciklopeptida L1 (¢ = 6,08 x 10* mol dm™ ) s TBASCN
(c=1,92 x 1072 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu. b) Ovisnost kemijskog pomaka protona

amidne skupine o mnoZzinskom omjeru N(SCN )/n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izratunane

vrijednosti.
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Slika 17. a) 'H NMR titracija ciklopeptida L1 (c = 6,08 x 10* mol dm™ ) s TBANO;
(c=1,92 x 1072 mol dm~3) u deuteriranom acetonitrilu. b) Ovisnost kemijskog pomaka protona
amidne skupine o mnozinskom omjeru N(NOz )/n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izraCunane

vrijednosti.
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U svrhu odredivanje strukture kompleksa liganda L1 s proucavanim anionima u
acetonitrilu provedene su simulacije molekulske dinamike. Rezultati tih simulacija su prosjecni

koordinacijski brojevi aniona (tablica 3) i prosje¢ne geometrije kompleksa u otopini (slike 21 1
22).

Tablica 3. Prosjecni broj koordiranih atoma amidnih vodika u anionskim kompleksima liganda

L1 u acetonitrilu.

anion Cl Br I NOz HSO, HoPOs

N(-H) 4,98 4,98 4,88 4,95 4,75 4,97

Kod kompleksa liganda L1 s halogenidnim ionima, anioni ulaze u prsten ciklopeptida i
koordiniraju se vodikovim atomima amidne skupine (slika 18), sto je u skladu s opazenim
pomacima protona amidne skupine i protona a - ugljika kod NMR titracija. Sva tri halogena
aniona su u prosjeku koordinirana s 5 vodikovih atoma (tablica 3). Oksoanioni jednim atomom
kisika ulaze u prsten ciklopeptida, gdje se taj atom kisika koordinira s tri atoma vodika amidnih
skupina. Preostala dva atoma vodika koordiniraju se na najblizi atom kisika iznad ravnine
prstena (slika 19). Svi oksoanioni su u prosjeku koordinirani s ukupno 5 atoma vodika (tablica
3).
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Slika 18. Strukture kompleks ciklopeptida L1 s a) kloridnim, b) bromidnim i c) jodidnim
anionom u acetonitrilu dobivene pomoc¢u simulacija molekulske dinamike. Vodikovi atomi

vezani na ugljikove atome izostavljeni su radi jasnijeg prikaza.
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Slika 19. Strukture kompleks ciklopeptida L1 s a) nitratnim, b) hidrogensulfatnim i c)
dihidrogenfosfatnim anionom u acetonitrilu dobivene pomoc¢u simulacija molekulske

dinamike. Vodikovi atomi vezani na ugljikove atome su izostavljeni radi jasnijeg prikaza.
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4.2. Kompleksi ciklopeptida L1, L2 i L3 u DMSO-u
Odredeni su afiniteti ciklopeptida L1, L2, i L3 prema kloridnim i bromidnim anionima u
DMSO-u i to metodama izotermne titracijske kalorimetrije i tH NMR titracijama (tablica 4).

Tablica 4. Termodinamicke veli¢ine kompleksiranja spoja L1, L2 i L3 s kloridnim i bromidnim
anionima u DMSO-u pri 25°C.

ligand | anion Iog(%)iSE (ArGeiSE) (A,HeiSE) (ArseiSE)
dm*mol kJ mol™ kJ mol™ JK™* mol™
2,40 +0,0026 —13,70 £ 0,016 6,65 + 0,079 68,26 + 0,21
Cl
3,540
L1
B 1,83 +0,0122 10,46 + 0,062 9,78 + 0,27 67,89 + 1,31
Br
1,75P
_ | 3,11+0,0005* —7,77 0,003 3,62 +0,011 71,75 + 0,027
Cl
3,55P
L2
_ 1,68 +0,0162 -9,58 + 0,092 10,28 £ 0,29 66,61 + 0,66
Br
2,352
3,17 £ 0,0072 -18,10 £ 0,040 3,86 £ 0,043 73,64+ 0,017
Cl
3,16
L3
B 1,72 +£ 0,030 -9,82+0,17 9,14+ 0,67 63,59 + 1,67
Br
1,90

3 kalorimetrijski,’ *H NMR
SE — standardna pogreska aritmeticke sredine (N = 3).

Ispitivanjima je uo¢eno da je afinitet ciklopeptida L1 prema halogenim anionima znatno
manji u DMSO-u nego u acetonitrilu. Afinitet liganada L1, L2 i L3 prema kloridnim ionima
ve¢i je nego prema bromidnim, dok se jodidni anioni u DMSO-u uopée ne vezu.
Mikrokalorimetrijska ispitivanja pokazala su da ciklopeptidi takoder ne veZu tiocijanatne,
nitratne i dihidrogensulfatne anione u DMSO-u. Jedan od razloga nizeg afiniteta liganada nalazi
se u Cinjenici da je DMSO kompetitivnije otapalo od acetonitrila te stvaranje vodikovih veza

izmedu amidne skupine i1 aniona ne moze kompenzirati energiju potrebnu za desolvataciju
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ciklopeptida i aniona. Gibbsova energije transfera iz acetonitrila u DMSO za kloridne ione je
priblizno jednaka nuli, dok za bromidne iznosi —4 kJ mol, odnosno —7 kJ mol za jodidne
Uzimanjem u obzir Gibbsove energije transfera aniona iz jednog otapalo u drugo, vidljivo je da
kompeticija otapala ne moze u potpunosti objasniti uo¢eni efekt.

Iz provedenih titracija vidljivo je da lizinski ciklopeptidi u DMSO-u bolje vezu anione
od leucinskog ciklopeptida. Karbamatna skupina na ograncima lizinskih ciklopeptida moze
posluziti kao donor vodikove veze, Sto dodatno stabilizira nastali kompleks. Smanjenjem broja
podjedinica u prstenu ciklopeptida smanjuje se i broj amidnih skupina koje koordiniraju anion,
ali ta strukturna razlika nema efekta na afinitet liganda L3 u odnosu na ligand L2.

Sve uocene sukcesivne promjene entalpije kod mikrokalorimetrijskih titracija u DMSO-
u su endotermne (slike 20-24). Procesi kompleksiranja isklju¢ivo su entropijski vodeni jer je

entalpijski doprinos Gibbsovoj energiji nepovoljan kod svih titracija u DMSO-u (tablica 2).
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Slika 20. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L1 (c = 1,84 x 102 mol dm=) s TEACI
(c = 3,39 x 102 mol dm=) u DMSO-u pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija &istog
DMSO-a s TEACI (¢ = 3,39 x 1072 mol dm™) pri 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije 0 mnozinskom omjeru n(CI ) / n(L1l). m izmjerene vrijednosti, — izraunane

vrijednosti.
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Slika 21. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L1 (c = 9,13 x 10~ mol dm=) s TEABr
(c = 0,21 mol dm=3) u DMSO-u pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija ¢istog DMSO-a s
TEABr (c = 0,21 mol dm™®) pri 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije o

mnozinskom omjeru n(Br ) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane vrijednosti.
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Slika 22. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L2 (c = 9,82 x 10 mol dm=) s TEACI
(c = 4,84 x 102 mol dm=) u DMSO-u pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija Gistog
DMSO-a s TEACI (c = 4,84 x 102 mol dm™) pri 25 °C. c¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije 0o mnozinskom omjeru n(CI ) / n(L2). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane

vrijednosti.
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Slika 23. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L2 (c = 9,93 x 10~ mol dm~) s TBABr

(c = 6,60 x 102 mol dm3) u DMSO-u pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija Gistog
DMSO-a s TBABr (c = 6,60 x 102 mol dm=) pri 25 °C. c¢) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije o mnozinskom omjeru n(Br ) / n(L2). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane
vrijednosti.
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Slika 24. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L3 (¢ = 9,23 x 10 mol dm=) s TEACI
(c = 3,04 x 10 mol dm™) u DMSO-u pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija Gistog
DMSO-a s TEACI (¢ = 3,04 x 102 mol dm™) pri 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije 0 mnozinskom omjeru n(CI ) / n(L3). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane

vrijednosti.
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Tablica 5. Termodinamicke veli¢ine kompleksiranja spoja L1 i L2 s dihidrogenfosfatnim

anionima u DMSO-u pri 25°C.

P PR R s B D
5,947 (1:1) -33,92 -33,02 3,00
- 9,49% (1:2) 54,14 38,74 38,74
4,947 (1:1) 28,02 —-20,09 27,21
- 8,05% (1:2) —45,92 -39,45 21,71

kalorimetrijski dobivene konstante stabilnosti za komplekse stehiometrije definirane omjerom

ligand / anion

Za kompleksaciju ciklopeptida L1 i L2 s dihidrogenfosfatnim anionom procijenjene su

termodinamicke veli¢ine za nastajanje 1:1 kompleksa i termodinamicke veli¢ine za nastajanje

kompleksa kod kojega se za jedan ligand vezu dva dihidrogenfosfatna aniona (tablica 5).

Titracija L3 s dihidrogenfosfatom nije pruzila nikakve kvantitativne informacije jer podaci nisu

mogli biti obradeni pretpostavljenim modelom. Kod svih titracija opaZena je egzotermna

sukcesivna promjena entalpija (slika 25-27), dok su entalpijski i entropijski doprinosi

Gibbsovoj energiji povoljni. Takoder valja napomenuti da je, kao i kod titracija u acetonitrilu,

pri obradi podataka uzeta u obzir korekcija za dimerizaciju dihidrogenfosfata.?®
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Slika 25. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L1 (c = 1,16 x 102 mol dm) s TBAH2POx4
(c = 9,90 x 10 mol dm=3) u DMSO-u pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija Gistog
DMSO-as TBAH2PO4 (¢ = 9,90 x 103 mol dm~3) pri 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o mnozinskom omjeru N(H2PO4 ) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane

vrijednosti.
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Slika 26. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L2 (¢ = 1,02 x 10~ mol dm=) s TBAH2PO,
(c = 9,90 x 10 mol dm=) u DMSO-u pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija &istog
DMSO-as TBAH2PO4 (¢ = 9,90 x 103 mol dm™3) pri 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije 0 mnozinskom omjeru n(H2PO4 ) / n(L2). m izmjerene vrijednosti, — izracunane

vrijednosti.
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Slika 27. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda L3 (c = 1,10 x 10~ mol dm) s TBAH2PO4
(c = 9,90 x 102 mol dm2) u DMSO-u pri 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija Gistog
DMSO-as TBAH2PO4 (¢ = 9,90 x 102 mol dm™2) pri 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
entalpije o mnozinskom omjeru N(H2PO4 ) / n(L3). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane

vrijednosti.

Provedene su i *H NMR titracije u DMSO-u pri ¢emu su opazeni kemijski pomaci svih
protona uslijed vezanja aniona (slike 28-33). Najznacajniji pomaci signala su na onim
protonima koji pripadaju amidnoj skupini peptidne veze i protonima koji se nalaze na a-ugljiku,
dok su za lizinske ciklopeptide L2 i L3 znacajni i pomaci protona na karbamatnoj skupini koji
sugeriraju vezanje te skupine na anion. 1z *H NMR titracija izraunate su konstante stabilnosti
kompleksa svih ciklopeptida s kloridnim i bromidnim anionima. Dobivene konstante se
relativno dobro slaZzu s onima dobivenim mikrokalorimetrijskim titracijama.

Iako NMR titracije liganada s dihrogenfosfatnom nisu pruzile nikakve kvantitativne
podatke, potvrdile su da se kompleksiranje odvija u dva koraka (slike 34-36); u prvom koraku
nastaje kompleks 1:1 stehiometrije, dok se u drugom koraku za jedan ligand vezu dva

dihidrogenfosfata.
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Slika 28. a) 'H NMR titracija ciklopeptida L1 (¢ = 1,13 x 103 mol dm™) s TBACI
(c = 1,26 x 102 mol dm~3) u deuteriranom DMSO-u. b) Ovisnost kemijskog pomaka protona

amidne skupine o mnozinskom omjeru n(CI ) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane

vrijednosti.
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Slika 29. a) 'H NMR titracija ciklopeptida L1 (c

b)
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1,13 x 1072 mol dm™3) s TBABr

(c = 6,73 x 102 mol dm~3) u deuteriranom DMSO-u. b) Ovisnost kemijskog pomaka protona

a-ugljika o mnozinskom omjeru n(Br ) / n(L1). m izmjerene vrijednosti, — izraunane

vrijednosti.
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Slika 32. a) 'H NMR titracija ciklopeptida L3 (c
(c = 1,26 x 1072 mol dm™3) u deuteriranom DMSO-u b) Ovisnost kemijskog pomaka protona

amidne skupine o mnozinskom omjeru n(Cl ) / n(L3). m izmjerene vrijednosti, — izra¢unane

vrijednosti.
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Slika 33. a) 'H NMR titracija ciklopeptida L3 (¢ = 1,05 x 10 mol dm™) s TBABr
(c = 6,73 x 1072 mol dm™3) u deuteriranom DMSO-u b) Ovisnost kemijskog pomaka protona

a-ugljika o mnozinskom omjeru n(Br ) / n(L3). m izmjerene vrijednosti, — izraunane

vrijednosti
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Slika 34. 'H NMR titracija ciklopeptida L1 (¢ = 1,01 x 10~ mol dm>) s TBAH,PO4
(c =2,52 x 1072 mol dm~3) u deuteriranom DMSO-u.
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Slika 35. 'H NMR titracija ciklopeptida L2 (¢ = 1,08 x 103 mol dm™) s TBAHPO,
(c =2,25 x 1072 mol dm3) u deuteriranom DMSO-u.
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Slika 36. 'H NMR titracija ciklopeptida L3 (¢ = 9,29 x 10 mol dm™) s TBAH:PO4
(c =2,25 x 1072 mol dm~3) u deuteriranom DMSO-u.

Strukture kompleksa L1 s kloridnim, bromidnim i dihidrogenfosfatnim anionima
dobivene simulacijama molekulske dinamike prikazane su na slikama 37 i 38 dok su rezultati
simulacija navedeni u tablici 6. Prosje¢ne strukture kompleksa L2 i L3 s kloridnim, bromidnim
I dihidrogenfosfatnim anionima nalaze se na slikama 39-42, dok su rezultati simulacija dani u
tablici 71 8.

Tablica 6. Prosjecni broj koordiranih atoma amidnih vodika u anionskim kompleksima liganda
L1 u DMSO-u.

anion Cl Br HoPO4

N(-H) 4,98 4,99 5,57

Kloridni i bromidni anioni, kao i u acetonitrilu, ulaze u prsten ciklopeptida L1 gdje se
koordiniraju vodikovim atomima amidne skupine (slika 37). Jednim atomom Kisika ulazi u
prsten ciklopeptida, gdje se taj atom kisika koordinira s tri atoma vodika amidnih skupina.

Preostala dva atoma vodika koordiniraju se na najblizi atom kisika iznad ravnine prstena (slika
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38). Kloridni, bromidni i dihidrogenfosfatni anioni su u prosjeku koordinirani sa 5 vodikovih
atoma (tablica 6).

Slika 37. Strukture kompleksa ciklopeptida L1 s a) kloridnim i b) bromidnim anionom u
DMSO-u dobivene pomocu simulacija molekulske dinamike. Vodikovi atomi vezani na

ugljikove atome izostavljeni su radi jasnijeg prikaza.
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Slika 38. Strukture kompleksa ciklopeptida L1 s dihidrogenfosfatnim anionom u DMSO-u
dobivene pomocu simulacija molekulske dinamike. Vodikovi atomi vezani na ugljikove atome

izostavljeni su radi jasnijeg prikaza.

Kloridni i bromidni ioni ulaze u prsten ciklopeptida L2 i L3 gdje se koordiniraju samo
vodikovim atomima amidne skupine (slika 39 i 41). Simulacije molekulske dinamike, kao i
NMR titracije ukazuju da vodikovi atomi karbamatne skupine ne sudjeluju u procesu
kompleksiranja tih aniona i DMSO-u. Kod NMR titracija dolazi samo do pomaka vodika
amidne skupine i vodika vezanih na a-ugljik (slika 30-33).

Dihidrogensfosfatni anion ulazi samo s jednim atomom kisika u Supljinu prstena
ciklopeptida L2 i L3. Na taj se atom aniona koordiniraju tri atoma vodika, dok su preostala dva
vodika prstena koordinirana na najblizi atom kisika iznad ravnine prstena (Slika 40 i 42). NMR
titracije, kao i podatak da je hidrogenfosfat u prosjeku koordiniran s 6 atoma vodika (tablica 5.)
za L2, odnosno 8 atoma za kompleks s L3 daju naslutiti da u koordiniranju mozda sudjeluju i

atomi vodika karbamatnih skupina.
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Tablica 7. Prosje¢ni broj koordiranih atoma amidnih vodika u anionskim kompleksima
liganda L2 u DMSO-u.

anion ol Br H.PO4

N(-H) 3,99 4,07 6,17

Tablica 8. Prosjecni broj koordiranih atoma amidnih vodika u anionskim kompleksima liganda
L3 u DMSO-u.

anion Cl Br HoPO4

N(-H) 5,01 5,18 8,06
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Slika 39. Strukture kompleksa ciklopeptida L2 s a) kloridnim i b) bromidnim anionom u
DMSO-u dobivene pomocu simulacija molekulske dinamike. Vodikovi atomi vezani na

ugljikove atome izostavljeni su radi jasnijeg prikaza.
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Slika 40. Strukture kompleksa ciklopeptida L2 s dihidrogenfosfatnim anionom u DMSO-u
dobivene pomocu simulacija molekulske dinamike. Vodikovi atomi vezani na ugljikove atome

izostavljeni su radi jasnijeg prikaza.
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Slika 41. Strukture kompleks ciklopeptida L3 s a) kloridnim i b) bromidnim anionom u DMSO-
u dobivene pomocu simulacija molekulske dinamike. Vodikovi atomi vezani na ugljikove

atome izostavljeni su radi jasnijeg prikaza.
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Slika 42. Strukture kompleksa ciklopeptida L3 s dihidrogenfosfatnim anionom u DMSO-u
dobivene pomocu simulacija molekulske dinamike. Vodikovi atomi vezani na ugljikove atome

izostavljeni su radi jasnijeg prikaza.

SiniSa Tarana Diplomski rad






5. Zaklju&ak 53
§ j

§ 5. ZAKLJUCAK

U ovom radu odredene su termodinamicke veli¢ine kompleksiranja ciklopeptida L1, L2, 1 L3
s halogenim i oksoanionima u DMSO-u, dok je kompleksiranje ciklopeptida L1 istrazeno i u
acetonitrilu.

Halogeni anioni te tiocijanatni i nitratni anioni s ciklopeptidima u oba otapala tvore
komplekse stehiometrije 1:1, dok hidrogensulfatni i dihidrogenfosfatni ioni uz komplekse
navedene stehiometrije tvore 1 komplekse vise stehiometrije. U slucaju dihidrogenfosfata to je
kompleks u kojemu jedan ligand veze dva H2PO4~ aniona dok HSO4™ ion najvjerojatnije tvori
kompleks u kojemu dva liganda vezu taj anion.

U acetonitrilu svi ispitivani anioni se vezu na ciklopeptid L1, dok se u DMSO-u na
ciklopeptide vezu samo kloridni, bromidni i dihidrogenfosfatni anioni. Najslabije vezanje u
acetonitrilu je zamije¢eno kod tiocijanatnih aniona. Afiniteti halogenih aniona u oba otapala
padaju u nizu CI > Br >1 Sto je posljedica odnosa veli¢ine aniona i prstena ciklopeptida u
koji se anion uklapa. U istraZivanjima na heksaciklopeptidima®® zamijeéen je obrnuti trend,
odnosno porast afiniteta s porastom radijusa iona. Razlog boljem vezanju kloridnih aniona kod
pentaciklopeptida mogao bi biti smanjenje broja podjedinica u prstenu Sto dovodi do rigidnije
konformacije kompleksa i boljeg uklapanja manjih aniona u takvu Supljinu. Takoder, kod
manjih aniona negativni naboj je lokaliziraniji u odnosu na vece anione istog naboja. 1z istoga
razloga vezanja veceg aniona kao §to je jodidni anion je nepovoljnije.

Oba lizinska ciklopeptida L2 i L3 bolje vezu anione u DMSO-u od leucinskog
ciklopeptida L1. Smanjenjem broja podjedinica u prstenu ciklopeptida smanjuje se i broj
amidnih skupina koje koordiniraju anion. Ipak, afiniteti liganda L2 i liganda L3 prema
halogenidnim ionima u DMSO-u su sli¢ni unatoc¢ strukturnim razlikama u broju podjedinica.

Strukture kompleksa L1 s anionima dobivene molekulskom dinamikom te rezultati *H
NMR titracija ukazuju na to da u kompleksiranju aniona sudjeluju vodikovi atomi amidnih
skupina, te da je svaki anion u prosjeku okruZen s 5 atoma vodika. Strukture istih kompleksa u
DMSO-u ne pokazuju znacajne razlike u strukturi od kompleksa u acetonitrilu. U koordiniranju

halogenidnih aniona s ciklopeptidima L2 i L3 u DMSO-u sudjeluju samo vodikovi atomi
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amidnih skupina, dok u koordiniranju dihidrogenfosfata sudjeluju i vodikovi atomi karbamatne
skupine.

U budué¢im istrazivanjima bilo bi korisno provesti analizu anionskih kompleksa
ciklopeptida masenom spektrometrijom, te odrediti i kristalne strukture tih vrsta. Takoder bi

bilo korisno provesti i simulacije molekulske dinamike kompleksa visih stehiometrija.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

BOC tert-butoksikarboksil

DMSO dimetilsulfoksid

L1 leucinski homopentaciklopeptid

L2 lizinski homotetraciklopeptid s BOC zastitnom skupinom
L3 lizinski homopentaciklopeptid s BOC zastitnom skupinom
TBA tetrabutilamonijev

TEA tetraetilamonijev
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