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§ Sazetak xiii
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SAZETAK

ION-RECEPTORSKA SVOJSTVA KRATKIH LINEARNIH I CIKLICKIH
HOMOPEPTIDA U ORGANSKIM OTAPALIMA

Matija Modrusan

Kemijski odsjek Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, Horvatovac 102a,
10000 Zagreb

U ovom je radu provedena sinteza tri linearna i Sest ciklickih leucinskih i fenilalaninskih homopeptida
sastavljenih od Cetiri, pet ili Sest aminokiselinskih ostataka. Pripravljenim peptidima proucavan je
afinitet prema zemnoalkalijskim kationima i jednostavnim anorganskim anionima u acetonitrilu, N,N-
dimetilformamidu i metanolu pri 25 °C pomo¢u vise fizikalno-kemijskih metoda (izotermna titracijska
kalorimetrija, spektroskopija NMR, spektrofluorimetrija, spektroskopija cirkularnog dikroizma). Na
temelju rezultata moZe se zakljuciti da vezanje iona na linearne peptide ne ovisi znacajno o duljini
peptida, dok na afinitet ciklopeptida prema proucavanim ionima utjeCe veli¢ina peptida i vrsta
aminokiselinskog ostatka. Vezanje iona na ciklotetrapeptide nije bilo mogucée kvantitativno
okarakterizirati zbog njihove male topljivosti i moguce ravnoteZze medu geometrijskim izomerima u
otopini, ali rezultati upuéuju na visoki afinitet prema anionima usporediv s ciklopentapeptidnim
receptorima. Linearni i ciklicki peptidi tvore 1:1 tip kompleksa s ve¢inom proucavanih aniona, dok su
kod vezanja hidrogensulfatnog i dihidrogenfosfatnog aniona detektirani i kompleksi viSih stehiometrija.
S druge strane, ciklopeptidi s kationima u vecini slucajeva tvore komplekse stehiometrije 1:1 1 2:1
(peptid:kation). Afinitet peptida prema vecini iona znacajno je manji u otapalima koja dobro solvatiraju
ione tj. metanolu i N,N-dimetilformamidu u odnosu na acetonitril. Uz eksperimentalna, provedena su i
racunalna istraZivanja simulacijama molekulske dinamike. Time su istraZene strukturne karakteristike
koordinacije iona te su dobivene reprezentativne strukture slobodnih i kompleksnih vrsta u otopini.

(144 + clxviii stranica, 317 slika, 2 sheme, 30 tablica, 150 literaturnih navoda, jezik izvornika:
hrvatski)

Rad je pohranjen u Sredi$njoj kemijskoj knjiZnici, Horvatovac 102a, Zagreb i Nacionalnoj i
sveuciliSnoj knjiznici, Hrvatske bratske zajednice 4, Zagreb.
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ION-RECEPTOR PROPERTIES OF SHORT LINEAR AND CYCLIC HOMOPEPTIDES
IN ORGANIC SOLVENTS

Matija Modrusan
Department of Chemistry, Faculty of Science, University of Zagreb, Horvatovac 102a, 10000 Zagreb

In this work, sythesis of three linear and six cyclic leucine and phenylalanine homopeptides comprised
of four, five, and six amino acid residues was carried out. Affinities of the obtained peptides towards
alkaline earth metal cations and simple inorganic anions in acetonitrile, N,N-dimethylformamide, and
methanol at 25 °C were investigated by means of several physico-chemical methods (isothermal titration
calorimetry, NMR spectroscopy, spectrofluorimetry, and circular dichroism spectroscopy). Based on
the results, it can be concluded that the affinity of linear peptides towards ions does not depend
significantly on the length of the peptide, whereas the affinity of cyclopeptides towards ions depends on
their size and the type of amino acid residue. The binding to the tetrapeptides could not be quantitatively
characterized due to their low solubility and possible equilibrium between geometric isomers in solution,
but the obtained results suggest high affinity towards anions, comparable to that of the cyclopentapeptide
receptors. Linear and cyclic peptides form 1:1 type of complexes with most of studied anions, with the
exception of hydrogen sulfate and dihydrogen phosphate for which higher stoichiometry complexes
have also been detected. On the other hand, cyclopeptides form 1:1 and 2:1 (peptide:cation) complexes
with most cations. The affinity of peptides towards most of the ions is significantly lower in solvents
with good ion solvation properties, namely methanol and N,N-dimethylformamide compared to
acetonitrile. In addition to the experimental studies, computational approach was also applied using
molecular dynamics simulations. In that way, the structural characteristics of the ion coordination were
obtained along with the representative structures of the free and complexed species in solution.

(144 + clxviii pages, 317 figures, 30 tables, 2 schemes, 150 references, original in Croatian)

Thesis deposited in Central Chemical Library, Horvatovac 102A, Zagreb, Croatia and National
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

1.1. Supramolekulska kemija

Supramolekulska kemija je grana kemije koja proucava nekovalentno medudjelovanje vecih
molekula receptora, odnosno ,,domacina®, i manjih molekula ,,gosta®. U posljednjih 50 godina
dolazi do naglog razvoja moderne supramolekulske kemije, a spojevi razvijeni u tom podrucju
koriste se kao biomimetici', sustavi za dostavu lijekova® i/ili prijenos preko stani¢ne
membrane’*, kao senzori’?, katalizatori'®!! i dr.

Supramolekulski receptori najc¢es¢e su makrocikli¢ki spojevi jasno definiranih (uredenih)
struktura koji interagiraju s gostima putem nekovalentnih interakcija. Takva implementacija
makrociklickog efekta uzrokuje veliku selektivnost prema odredenim gostima u odnosu na
druge. Kroz desetljeca istrazivanja ovakvih sustava razvijeni su receptori za neutralne ili
nabijene molekule gosta. Medu najpoznatijim receptorima kationa su krunasti eteri'?,

15-17

kriptandi'? i kaliksareni'¥, anionskih vrsta poliamini, amidi, uree i tiouree'>~!”, a neutralnih vrsta

1819 § kukurbiturili.”® Dodatnom funkcionalizacijom receptora skupinama koje

ciklodekstrini
interagiraju s ionima suprotnog naboja moguce je prirediti spojeve koji (dobro) veZu ionske
parove.?! Prou¢avanjem termodinamike vezanja gosta na receptor, odnosno odredivanjem
konstante stabilnosti kompleksa i ostalih standardnih reakcijskih veli¢ina kompleksiranja, moze
se dobiti uvid u utjecaj znacajki bitnih za nastanak stabilnih kompleksa. Pokazalo se da su
najvazniji faktori vezani uz funkcijske skupine receptora i uz vrstu otapala (solvatacija
reaktanata i produkata). Poznavanjem tih utjecaja moguce je daljnjom funkcionalizacijom
receptora u svrhu uvodenja novih interagirajucih skupina ili promjene veli¢ine veznog mjesta
te koriStenjem prikladnih otapala povecati stabilnost nastalih kompleksa ili selektivnost prema
pojedinim vrstama gosta. Stoga je termodinamicka karakterizacija vrlo bitan dio istraZivanja
procesa u supramolekulskoj kemiji.

Zanimljiva klasa supramolekulskih spojeva koja se u posljednje vrijeme sve viSe istrazuje
su ciklo(pseudo)peptidi. Vezno mjesto koje tvore amidne skupine u okosnici ciklopeptida moze
posluZiti u vezanju aniona, ali i kationa. Takoder, zbog velike raznolikosti aminokiselinskih
boc¢nih ogranaka (duljina, ali i funkcionalne skupine), postoji moguc¢nost da se ioni dodatno
stabiliziraju interakcijama s bo¢nim ograncima aminokiselinskih ostataka. To je narocito

izraZeno ako bocni ogranci sadrZe permanentni suprotni naboj, elektron-donorske skupine ili
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donore vodikove veze. Uz navedeno, nepolarni bo¢ni lanci mogu sudjelovati u procesu
desolvatacije iona ¢ime direktno utjecu na stabilnost nastalih kompleksa. Ciklopeptidi, osim $to
posjeduju vecu bioraspolozivost u usporedbi s linearnim analozima, takoder posjeduju i vecu
otpornost prema enzimskoj hidrolizi $to ih ¢ini dobrim kandidatima za antibiotike te za

transmembranske transportere iona.

1.2. Ciljrada

Cilj ovog rada bio je sintetizirati linearne i ciklicke homopeptide koji se razlikuju po broju
i vrsti aminokiselinskih ostataka (slika 1) i istraziti njihov afinitet prema jednostavnim
anorganskim anionima (CI°, Br~, I, HSO4, H,PO47, NO3~, SCN") i zemnoalkalijskim
kationima. Vezanje navedenih iona na sintetizirane peptide praéeno je 'H NMR
spektroskopijom, spektrofluorimetrijom, izotermnom titracijskom kalorimetrijom, cirkularnim
dikroizmom i raCunalnim simulacijama molekulske dinamike. Rezultati dobiveni
proucavanjem vezanja iona na linearne peptide pruZzili su uvid u templatni efekt tih iona na
reakciju makrociklizacije u kojoj iz linearnih prekursora nastaju ciklicki peptidi. Takoder,
proucen je utjecaj duljine lanca na konstantu stabilnosti kompleksa peptid-ion, ali i na ostale
termodinamicke parametre kompleksiranja (reakcijska Gibbsova energija, entalpija i entropija).
Eksperimenti su provedeni u acetonitrilu, otapalu koje slabo solvatira slobodne ione S$to
omogucava nastanak stabilnih kompleksa s linearnim peptidima. Kao drugo otapalo je koriSten
dimetilformamid, medij u kojemu se provodi makrociklizacija peptida. Radi toga, oCekuje se
da ¢e se rezultati ovog istrazivanja moci iskoristiti u svrhu povecanja iskoriStenja reakcije
makrociklizacije.

S druge strane, istraZivanje ionskog afiniteta ciklopeptida razlicitih veli¢ina 1 vrste
aminokiselinskih ostataka daje uvid u utjecaj tih strukturno-kemijskih parametara na
termodinamicke veli¢ine kompleksiranja. Ti eksperimenti su takoder provedeni u acetonitrilu,
zbog prije navedenih razloga, te u metanolu kao polarnijem i proticnom otapalu slicnom vodi

u kojoj ciklopeptidi nisu dovoljno topljivi.
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Slika 1. Molekulske strukture istraZivanih kratkih linearnih i cikli¢kih homopeptida.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Molekulsko prepoznavanje ionskih vrsta

Sinteza prvog krunastog etera 1967. godine smatra se pocetkom supramolekulske kemije .22 U
tom je istraZivanju Pedersen pokazao da krunasti eteri posjeduju moguénost vezanja metalnih
kationa. Takoder, iznio je svoju pretpostavku da krunasti eteri s vezanim kationima ostvaruju
ion-dipol interakcije preko svojih eterskih kisika. Nedugo zatim objavljene su kristalne
strukture derivata 18-kruna-6 etera s raznim kationima ¢ime je potvrdena njegova pretpostavka
o veznom mjestu krunastih etera.?*** Nadalje, rezultati su upuéivali da kationski kompleksi
medusobno nisu jednako stabilni iz ¢ega je pretpostavljeno da odnos veli¢ine receptora i iona
igra vaznu ulogu u stabilnosti kompleksa. Upravo je to dovelo do naglog razvoja istraZivanja
kationskih receptora u svrhu poboljSanja njihove selektivnosti, bilo sintezom novih vrsta
receptora ili modifikacijom postojecih krunastih etera uvodenjem dodatnih funkcijskih skupina
koje ¢e ostvarivati interakciju s kationima.

Razvoj supramolekulskih anionskih receptora zapoc€inje 1968. godine otkricem diazabiciklo
spoja koji veze kloridni anion u svoju Supljinu stvaranjem vodikovih veza izmedu spoja i
aniona.?>?® Tako je vremenska razlika izmedu sinteze prvog krunastog etera i ovog spoja samo
nekoliko mjeseci, razvoj anionskih receptora je znacajno sporiji od kationskih. Uzrok tome su
razlicita strukturna i kemijska svojstva kationa 1 aniona. Naime, kationi su manji 1 njihov se
oblik obi¢no moze aproksimirati kao pozitivno nabijena ,,kuglica® dok su anioni puno veci i
dolaze u raznim oblicima, stoga je sinteza selektivnog receptora s veznim mjestom
prilagodenom veli¢ini i obliku aniona kompliciranija. Nadalje, prilicno snaZna solvatacija
aniona u polarnim (i proti¢nim) otapalima oteZava proces desolvatacije gosta do koje mora do¢i
prilikom vezanja na receptor, a to se pak odraZava na stabilnost nastalih kompleksa.

Vezanje iona na supramolekulske receptore najcesce je uvjetovano prisutnoséu dijela
receptora Ciji je (parcijalni) naboj komplementaran naboju iona, §to se postiZze uvodenjem
odgovaraju¢ih funkcionalnih skupina na receptor. Kationi posjeduju pozitivan naboj, stoga
funkcionalne skupine receptora koje dolaze u interakciju s njima moraju posjedovati
permanentni negativni naboj ili biti parcijalno negativne, Sto se najcesce ostvaruje uvodenjem
skupina bogatim n-elektronima ili koje posjeduju slobodne elektronske parove. S druge strane,

vezanje aniona ostvaruje se najcesS¢e vodikovim vezama, iako postoje i primjeri vezanja aniona
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na molekule koje imaju elektron-deficijentne skupine ili koje mogu ostvarivati halogenske
veze. Vidljivo je da postoji veliki broj interakcija kojima supramolekulski receptori mogu vezati
goste, stoga ¢e u ovome radu biti spomenute one najzastupljenije u dizajnu receptora.

Ion-ion interakcije su jedne od jacih interakcija u kemiji op¢enito. Energija tih interakcija
je u rasponu od 100 — 350 kJ mol™! i usporediva je s energijom kovalentne veze.
Supramolekulska ion-ion interakcija u ¢vrstom stanju opaZena je prilikom kristalizacije 18-
kruna-6 etera s kalijevim tiocijanatom.?” U tom su istraZivanju Larson i sur. pokazali da je
tiocijanatni ion u direktnoj interakciji s kalijevim ionom vezanim na krunasti eter (slika 2). Do
nastajanja ovakvih kompleksa teZze dolazi u protiénim otapalima, ponajviSe zbog snaZne
solvatacije iona. Ipak, jedan od primjera opisan je u istraZivanju provedenim u grupi K. A.
Jollife u sklopu kojeg su proucavani sintetski ciklopeptidni receptori aniona koji sadrzavaju
jednu ili vise dipikolilaminskih skupina na koje je vezan iona cinka.?® Takvi receptori snazno
vezu ATP, ADP 1 pirofosfatni ion u otopini pomoc¢u prethodno kompleksiranog iona cinka
(slika 3 a). Vezanje je toliko jako da Cak i u kompetitivnom otapalu kao Sto je voda receptori
selektivno vezu pirofosfatni anion s konstantom stabilnosti veéom od 10°. Postoje
supramolekulski sustavi kod kojih su prisutne ion-ion interakcije koje se ne ostvaruju direktnim
kontaktom s vezanim anionom, primjerice u slucaju kada receptor sadrzi protonirane amino
skupine ili kvaterne duSikove atome. Garratt 1 sur. su u svom radu sintetizirali receptor koji
sadrzi tri 1,4-diazabiciklo[2,2,2]oktan (DABCO) skupine vezane na benzenski prsten Sto
dovodi do nastanka kvaternog duSikovog atoma s permanentnim pozitivnim nabojem.
Pokazano je da takav receptor moze vezati sloZzene anione kao §to su benzen-1,3-dikarboksilat,
benzen-1,2,4,5-tetrakarboksilat i Fe(CN)¢>, pri Cemu je struktura kompleksa s

heksacijanoferatnim(IIT) anionom odredena i difrakcijom na jedini¢nom kristalu (slika 3 b).%

Slika 2. Kristalna struktura kompleksa 18-kruna-6 etera s kalijevim tiocijanatom.?’
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b)

Slika 3. a) DFT-om optimirana struktura kompleksa pirofosfatnog aniona i ciklopeptidnog
receptora koji sadrzi katione cinka.?® b) Kristalna struktura anionskog receptora s

heksacijanoferatnim(IIT) anionom.?

-----

energija kreée se oko 50 — 200 kJ mol!. Najéeiéi su tip interakcija, primarno zbog
mnogobrojnih funkcijskih skupina u organskim spojevima koje posjeduju izrazeni dipolni
moment i joS veceg broja nacina na koje se takve funkcijske skupine mogu kombinirati tijekom
dizajna ionskog receptora. Neutralni kationski receptori interagiraju sa svojim gostima preko
nepodijeljenog elektronskog para koji se naj¢esce nalazi na atomima kisika (eteri, esteri, ketoni,
amidi, ureidi), sumpora (tioeteri, tioesteri, tioketoni, tioamidi, tioureidi) i duSika (amini, razni
N-heterociklicki spojevi). Interakcije s kationima mogu se ostvariti i preko drugih atoma, poput
fosforovih u fosfinima® ili ugljikovih u karbenima.>! Medutim, zbog slabijih interakcija koje
takvi receptori tvore s gostima tek su odnedavno poceli biti u fokusu istrazivanja. Bitna vrsta
ion-dipol interakcija su i vodikove veze koje predstavljaju primaran nain povezivanja aniona
1 njihovih receptora, no zbog vaznosti 1 specifi¢nosti takvih interakcija o njima ¢e detaljnije biti
rijeci u sljedecem odlomku. Stabilnost kompleksa receptora i kationa, izmedu ostalog, ovisi i o
energijama ion-dipol interakcija, odnosno o funkcijskoj skupini koja sadrzi atom s izraZzenom
elektronskom gusto¢om. U pravilu, doprinos pojedine interakcije s kationom standardnoj
reakcijskoj Gibbsovoj energiji kompleksiranja pozitivno je koreliran s bazi¢nim svojstvima
skupine. Primjerice, za skupine u kojima je atom kisika elektron-donirajuc¢i atom stabilnost
kompleksa opada u nizu amidi > esteri > ketoni.'* Pri tome treba imati na umu da su primarni i

sekundarni amidi manje bazi¢ni od tercijarnih, a osim toga su i donori i akceptori vodikovih
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veza. Stoga postoji moguénost stvaranja interakcija s drugim skupinama u receptoru ¢ime se
konstanta stabilnosti kompleksa moZe smanjiti za nekoliko redova veli¢ina.?>*3

Vodikove veze smatraju se jednom od najbitnijih nekovalentnih interakcija u biologiji i
kemiji. Iako se po jakosti mogu svrstati u slabe dipol-dipol interakcije (4 — 60 kJ mol™") one su
odgovorne za mnoge fenomene, primjerice za tekuce agregatno stanje vode pri atmosferskom
tlaku 1 sobnoj temperaturi, za oblik DNA kao dvostruke zavojnice, za pravilno smatanje
proteina i njihovu funkciju te za jo§ mnogo drugih pojava. Vodikove veze u supramolekulskim
sustavima se gotovo iskljucivo koriste u svrhu vezanja anionskih vrsta, pri ¢emu su funkcijske
skupine koje sudjeluju kao donori vodikove veze najeS€e amini, sekundarni (tio)amidi,
(tio)uree. Novija istraZivanja u podrucju ionskih receptora uklju€uju i sintezu receptora ionskih
parova gdje se receptor koji posjeduje vezno mjesto za katione ¢esto dodatno funkcionalizira
skupinama koje mogu djelovati kao donori vodikove veze.>*3

Kation-m interakcije jedne su od rjedih interakcija kojima supramolekulski receptori vezu
pozitivno nabijene goste. One se ubrajaju u slabe interakcije, no afinitet receptora koji posjeduje
viSe funkcionalnih skupina s delokaliziranim m-elektronima moZze biti znacajan. Jednu klasu
takvih receptora Cine kaliksareni Ciji negativno nabijeni fenolni m-sustav moZe potaknuti
inkluziju kationa u Supljinu na gornjem obodu. Primjer takvog kompleksa opisan je u radu
Murayame i Aokija*® u kojemu su priredeni kristali kaliks[6]arena uz dodatak KOH. U

dobivenoj strukturi kompleksa dva iona kalija premoStena su molekulama vode i/ili metanola,

Sto je stabilizirano fenolnim kisicima i m-interakcijama s fenolnim skupinama (slika 4).

Slika 4. Kristalna struktura kompleksa kaliks[6]arena 1 kalijevih kationa opisana u radu

Murayame i Aokija.*
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Interakcije izmedu kationa i m-elektrona ve¢ su desetlje¢ima predmet znanstvenih istraZivanja.
U znanstvenom svijetu nije bilo upitno postojanje takvih interakcija s obzirom na to da nastaju
privlacnim silama izmedu pozitivno nabijenog kationa i podruc¢ja povecane elektronske gustoce
n-sustava. Ono $to jest bilo upitno je postojanje sli¢nih interakcija s anionima, odnosno anion-
7 interakcija koje su pocetkom 1990-ih predvidene teorijskim istraZivanjima. Takva interakcija
je nakon toga eksperimentalno potvrdena te je prihva¢ena u znanosti, a nastaje interakcijom
izmedu aniona i elektron-deficijentnog m-sustava, primjerice u molekuli koja sadrzi jednu ili
visSe elektron-odvlacec¢ih skupina. S obzirom na to da je rije¢ o vrlo slabim interakcijama,
kompleksiranje aniona €esto je potpomognuto ion-dipol, dipol-dipol ili vodikovim vezama koje
dodatno nastaju u kompleksima. Primjer takvog kompleksa objavljen je u radu Bettencourt-
Dias i sur.?”, a odgovarajuca je struktura prikazana na slici 5. Uo&eno je da anion [Nd(NO3)s]*
ostvaruje interakciju s m-sustavom dvaju triazina preko dva nasuprotna (aksijalna) nitratna
atoma kisika. Te su interakcije dodatno stabilizirane vodikovim vezama izmedu protoniranih

piridinskih skupina i kisikovih atoma tih istih nitratnih skupina.

Slika 5. Kristalna struktura 1,3,5-tris(dipikolilamin)-triazina s anionom [Nd(NO3)e]*~.*’
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2.2. Neutralni amidni receptori za vezanje kationa i aniona

Prilikom dizajna selektivnih receptora za ione, ali i opCenito za molekule, poZeljno je da
receptor ne mijenja svoju strukturu zbog odrZavanja sposobnosti interakcije s gostima.
Primjerice, u slu¢aju neutralnog receptora za katione koji posjeduje skupine u veznom mjestu
koje sudjeluju u kiselo-baznim ravnotezama, protonirani oblik receptora ¢e slabije ili
nepovoljno interagirati s kationima dok ¢e deprotonirani oblik ostvarivati jake elektrostatske
interakcije. lako je takvo svojstvo moZda poZeljno kod receptora Cija je svrha transport
molekula, svakako nije pozeljno za one koji sluze kao detektori odredenih vrsta. Stoga se, u
posljednje vrijeme mnogo vise proucavaju neutralni receptori u kojima kiselo-bazne ravnoteze
nisu moguce ili je bitno smanjena vjerojatnost njihove pojave ili pojave sli€nih promjena u
strukturi.

Ion-kompleksacijska svojstva amidnih receptora znatno ovise tipu amida kojim je receptor
funkcionaliziran. Tip amida definiran je prema broju supstituenata vezanih na amidni dusik te
moZe biti primaran, sekundaran ili tercijaran (slika 6). Primarni i sekundarni amidi mogu
posluziti u vezanju aniona vodikovim vezama zbog svojih proton-donorskih svojstava, pri cemu
supramolekulski anionski receptori u vecini sluc¢ajeva sadrze sekundarne amide. S druge strane,
sva tri tipa amida sadrZe elektron-donorsku skupinu koja omogucuje interakciju s kationima,
no jacina tih interakcija znatno ovisi o tipu amida u veznom mjestu. Primjerice, afinitet
sekundarno-amidnih derivata kaliksarena prema kationima znatno je manji nego u slucaju onih
s tercijarnim amidima. Razlike u konstantama stabilnosti, koje sezu i do nekoliko redova

veli¢ine, posljedica su manje bazi¢nosti karbonilnog kisika u sekundarnom amidu, kao i

moguénosti stvaranja intramolekulskih vodikovih veza izmedu tih skupina, 333383
a) b) c)
@) O O
)J\ )J\ )J\ R"
~
R NH, R TH R T
R' R'

Slika 6. Struktura a) primarnog amida, b) sekundarnog amida, c¢) tercijarnog amida.
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2.3. Linearni i cikli¢ki peptidi i pseudopeptidi

2.3.1. Sinteza (pseudo)peptida i ciklo(pseudo)peptida

Sinteza linearnih peptida konceptualno je jednostavna te se najceS¢e temelji na produljenju
peptidnog lanca reakcijama kondenzacije izmedu N- i C-zasti¢enih peptida/aminokiselina uz
naknadno uklanjanje zaStitnih skupina s krajeva linearnog peptida Zeljene duljine. Obi¢no se
lanac peptida produljuje za jednu aminokiselinu, no peptid odredene duljine moze se dobiti i
drugim kombinacijama. Primjerice, tetrapeptid se mozZe sintetizirati reakcijom ,,2+2%, odnosno
coupling reakcijom izmedu N- i C-zaSticenog dipeptida. Produljenje lanca za jednu
aminokiselinu je ipak najce$¢i pristup zbog izbjegavanja epimerizacije koja je u tom slucaju
rjeda. Sto se ti¢e medija u kojem se provodi, linearni peptidi mogu se dobiti reakcijom u otopini
ili sintezom na c¢vrstom nosaCu (solid phase synthesis), $to podrazumijeva uzastopno
provodenje reakcijskih koraka bez izolacije odgovaraju¢ih produkata, pri ¢emu ¢vrsti nosac
dolazi u obliku smole. Sinteza na ¢vrstom nosacu je izvedbom jednostavnija jer pripada skupini
sinteza ,,u jednom loncu® (engl. one pot synthesis) te je popracena visokim ukupnim
iskoriStenjem. Nedostatak je mala koli¢ina linearnog peptida koju je moguce sintetizirati u
jednom procesu (oko 50 mg), dok se otopinskom sintezom mogu dobiti viSestruko vece
koli¢ine, naustrb iskoriStenja.

Ciklopeptidi se dobivaju reakcijom makrociklizacije na linearnom prekursoru s
nezaSti¢enim krajevima. Postoje Cetiri nacina na koje se iz linearnog prekursora moze dobiti
cikli¢ka struktura (slika 7).*° Najugestaliji na¢in ciklizacije peptida je tzv. glava-rep ciklizacija
u kojoj dolazi do reakcije izmedu slobodnih N- i C-krajeva peptida. Osim §to se na taj nacin
dobiva struktura u kojoj je cikli¢ki dio sastavljen samo od peptidne okosnice, §to osigurava
simetri¢nost tog dijela ciklopeptida, ovakva ciklizacija ostavlja bo¢ne ogranke slobodnima za
interakciju s metama ili dodatnu funkcionalizaciju u cilju poboljSanja interakcije. Nadalje,
glava-rep ciklizacijom N- 1 C-krajevi peptida viSe nisu slobodni pa je ciklopeptid manje

podloZan enzimskoj razgradnji, Sto je korisno kada se ciklopeptid koristi u medicinske svrhe.

Bocni ogranak-bocni
ogranak

Glava-bocni ogranak Glava-rep

Slika 7. Nacini makrociklizacije linearnih peptida. Prilagodeno prema ref. 40.
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Glava-rep ciklizacija Cesto rezultira vrlo malim iskoriStenjima zbog neZeljenih reakcija poput
oligomerizacije 1 epimerizacije do kojih dolazi zbog reaktivnosti slobodnih N- i C-krajeva.
Jedno rjesenje je provodenje reakcije u vrlo razrijedenim uvjetima (< 1x10~ mol dm™) uz
uporabu velike koli¢ine otapala, Sto se posljednjih godina izbjegava jer nije ekoloSki
prihvatljivo. Drugo rjeSenje je prije spomenuta reakcija na ¢vrstom nosacu u kojoj se peptidi
,Lusidre* na smolu pomocu bo¢nih ogranaka pri ¢emu dolazi do pseudorazrijedenih uvjeta jer je
mala vjerojatnost da se dva peptida nadu jedan blizu drugoga. Time se onemogucava, odnosno
otezava intramolekulska reakcija. Iako ima viSe nedostataka, ciklizacija se provodi ¢es¢e u
otopini nego na krutom nosacu, ponajviSe zbog maksimalne koli¢ine produkta koje je moguce
dobiti. Nadalje, iskoriStenje makrociklizacije moZe se povecati uvodenjem skupina koje
induciraju reorganizaciju peptida, poput aminokiselina suprotne opticke rotacije, koriStenjem
prolina ili neke druge aminokiseline koja zbog sterickih razloga moze pospjesiti
makrociklizaciju $to dovodi do stvaranja pseudopeptida.*®*! Duljina peptida takoder igra
znacajnu ulogu u iskoriStenju makrociklizacije peptidnog lanca pri ¢emu dulji peptidi lakSe
tvore intramolekulske vodikove veze pa samim time i pospjesuju ciklizaciju.*> U novije vrijeme
istrazuju se drugi nacini povecanja iskoriStenja u reakciji makrociklizacije medu koje spada

pristup temeljen na templatnom efektu iona i mehanokemijska sinteza ciklopeptida.*®

2.3.2. Templatni efekt iona
Prema definiciji koju je postavio Busch* ,templatne molekule su one molekule koje
organiziraju skup atoma, s obzirom na jedan ili viSe geometrijskih mjesta, kako bi se postiglo
odredeno povezivanje atoma. Templati se razlikuju od reagensa po tome §to utjeCu na
makroskopsku geometriju reakcije, a ne na intrinzicnu kemiju.” Templati se dijele na
termodinamicke i kineticke.* Termodinamicki templati pomicu ravnoteZu reakcije vezanjem
na jedan od produkata reakcije $to usmjerava reakciju prema nastajanju tog produkta. S druge
strane, kineticki templati organiziraju reaktivne skupine reaktanta s obzirom na orijentaciju i
geometriju pritom olakSavaju¢i nastajanje produkta. Templatni efekt iona pospjeSuje sintezu
supramolekulskih spojeva i/ili formiranje veznog mjesta gosta te sprjeCava nezeljene intra i
intermolekulske reakcije.

Iako nije vezano uz sintezu ciklopeptidnih receptora, klasi€an primjer templatnog efekta
kationa na sintezu makrociklickog receptora je sinteza krunastih etera. Pedersen i sur. pokazali

su da iskoriStenje reakcije nastajanja prstena dibenzo-18-kruna-6 etera ovisi o kationu koji je u
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obliku hidroksida dodan kao reagens. Veca iskoriStenja opazena su kada se u reakciju dodaju
natrijev ili kalijev hidroksid u usporedbi s litjjevim ili tetrabutilamonijevim hidroksidom.
OpaZeni efekt objasnili su time da dolazi do jaceg vezanja natrijeva i kalijeva kationa na linerani
polieter pri cemu dolazi do povoljnijeg priblizavanja reaktivnih krajeva. Ovo objaSnjenje vrlo
je zanimljivo jer povezuje stabilnost kompleksa prekursor-kation i jacinu templatnog efekta
kationa. Dodatna potvrda templatnog efekta je i to Sto u slu€aju ostalih manjih 1 vecih poliestera
dolazi do smanjenja iskoriStenja zbog nekompatibilnosti veli¢ine kationa i prstena koji nastaje
reorganizacijom poliestera oko kationa.*®

Utjecaj templatnih iona na makrociklizaciju peptida proucavali su Liu i suradnici.’
Proucavanjem utjecaja kloridnih soli metala na iskoriStenje makrociklizacije zakljucili su da
ioni Na* i Cs* promoviraju makrociklizaciju te su pretpostavili mehanizam u kojem se linearni

peptid karbonilnim skupinama veZe na kation (slika 8).

ll,'
/L )\l “\\‘R
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Slika 8. Pretpostavljeni mehanizam templatnog efekta kationa na makrociklizaciju peptida.

2N\

Prilagodeno prema ref. 47.

Zbog otprije poznate sposobnosti ciklopeptidnih receptora da veZu anionske vrste Vidovi¢ i
suradinici*® proveli su istraZivanje o utjecaju klorida na iskoristenje glava-rep makrociklizacije
peptidnog lanca. Na primjeru nekoliko linearnih peptida pokazali su da je koristenjem TEACI
soli kao templatnog reagensa iskoriStenje mnogo vece nego uz koristenje LiCl, NaCl, NaTPB
ili NaClOs. Takoder, ITC i "TH NMR titracijama pokazali su da se litijev, natrijev i kalijev kation
ne vezZu na istrazivane linearne peptide, ve¢ da kloridni ion tvori relativno stabilne komplekse
s linearnim peptidima (log K = 2,0). Autori su predlozili mehanizam u kojem se anion veZe na
NH skupinu peptidne okosnice, §to dovodi do reorganizacije peptida u pseudociklicku strukturu

(slika 9). Zakljuceno je da templatni efekt koji su opazili Liu i suradnici proizlazi iz koriStenja
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soli alkalijskih klorida kao izvora kloridnog aniona koji je zapravo templat u koraku

makrociklizacije.

70 I

Slika 9. Pretpostavljeni mehanizam templatnog efekta aniona na preorganizaciju lanca u

reakciji makrociklizacije peptida. Prilagodeno prema ref. 48.

2.3.3. Vezanje iona na ciklicke (pseudo)peptide

Makrociklicke se molekule Cesto opisuju kao spojevi rigidnih konformacija. To je tocno za
vezno mjesto mnogih vrsta receptora, no ne i za ciklopeptide. Zbog slobodne rotacije oko dva
torzijska kuta ¢ i y (slika 10) te sposobnosti amidne skupine da djeluje kao donor i akceptor
vodikove veze, peptidna okosnica moze ostvarivati inter-, ali i intramolekulske vodikove veze,

kao i interakcije s otapalom. Strukturna istrazivanja ciklopeptidnih receptora zapoceta su 60-ih

55-59 60-62

godina proslog stoljeéa u grupama Blouta*>*, Kopplea i Ivanova uz Koristenje
spektroskopskih metoda poput 'H i '*C NMR te CD-a. Analizom konstanti sprege amidnih
protona iz protonskog NMR spektra dobivene su vrijednosti torzijskog kuta ¢,%% a
proucavanjem temperaturne ovisnosti njihovih kemijskih pomaka identificirani su protoni koji
su u interakciji s otapalom, a koji stvaraju intra-, odnosno intermolekulske vodikove veze.
Proucavani cikloheksapeptidi u DMSO-u poprimaju konformaciju sli¢nu onoj prikazanoj na
slici 11 s dvije antiparalelne intramolekulske vodikove veze, dok su ostale amidne skupine u

interakciji s otapalom,>>-36-58.60

H
Ri~ N _R4
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Slika 10. Peptidna veza s oznacenim jednostrukim vezama okosnice oko kojih je moguca

rotacija.
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Slika 11. Opcenita konformacija cikloheksapeptida u DMSO-u na kojoj su naznacene

intramolekulske veze peptida. (Prilagodeno prema ref. 58)

Navedene interakcije omogucavaju postojanje raznih konformacija peptidne okosnice
stabiliziranih intramolekulskim vodikovim vezama. Stoga, prilikom vezanja iona na ciklopeptid
mora do¢i do znac¢ajnih konformacijskih promjena i kidanja postojecih interakcija, pri Cemu su

doprinosi tih procesa u ukupnoj entalpiji i entropiji kompleksiranja nepovoljni (slika 12).

Slika 12. Primjer konformacijskih promjena ciklopeptidnog prstena prilikom vezanja kationa

(gore) 1 aniona (dolje).

Potencijal ciklopeptida kao kationskih receptora prvotno je uo€en u slu¢aju valinomicina,
dodekadepsipeptidu izoliranom 1955. godine Cija je struktura prikazana na slici 13. Ovaj se

ciklopeptid koristi kao antibiotik jo§ od 60-ih godina proslog stoljeca, a zbog svoje selektivnosti
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prema kalijevom kationu i za transmembranski prijenos tih iona. Konstanta stabilnosti s K*

ionom je u nekim otapalima za viSe od Cetiri reda veli¢ine veéa nego s ionom Na*.%

w e] (o]
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o
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Slika 13. Struktura antibiotika valinomicina.

Nakon tih otkri¢a zapoceto je istraZivanje na manjim peptidima u cilju dobivanja selektivnih
kationskih receptora. Madison i sur.’! pratili su vezanje alkalijskih i zemnoalkalijskih kationa
na ciklo-(Pro-Gly); u vodi, acetonitrilu i mijeSanom otapalu (80 % MeOH, 20 % voda). Natrijev
kation se gotovo 1 ne veze u vodi (K = 2 dm?® mol™), dok je u acetonitrilu konstanta stabilnosti
tog kompleksa za dva reda veli¢ine veca. Primijeceno je da spoj u acetonitrilu s magnezijevim
i kalcijevim kationima tvori stabilnije komplekse sli¢ne stabilnosti (K = 10° dm?® mol™). Svi ovi
kationi tvore samo 1:1 tip kompleksa, osim magnezijeva kationa kod kojeg je opaZeno
nastajanje kompleksa stehiometrije 1:2 (peptid:kation). To je mogucée zbog prikladne
molekulske strukture tog heksapeptida. Rezultati NMR istraZivanja pokazali su da zbog tri
prolina inkorporirana u peptid, on poprima strukturu C3 simetrije takvu da su tri karbonilne
skupine pozicionirane s jedne strane plohe koju zatvara okosnica peptida, dok su preostale tri s
druge strane prstena. Prema autorima, takva struktura omogucava vezanje dva magnezijeva
kationa, po jednog na tri karbonilne skupine, $to je u slucaju vecih kationa oteZano. U
mijeSanom otapalu najvece konstante stabilnosti opaZene su za komplekse sa zemnoalkalijskim
kationima (Ca?* i Ba®"), ali je isto tako primijeéeno i vezanje alkalijskih kationa (Li*, Na*i K*)
pri cemu stabilnost kompleksa opada s porastom radijusa kationa u objema skupinama.

Ista istraZzivacka grupa je proucavala i vezanje kationskih vrsta na oktapeptid ciklo-(Pro-
Gly)a.? Pokazano je da kompleksi oktapeptida u vodi imaju niZu stabilnost od odgovarajuéih
heksapeptidnih, u slucaju kalcijeva kompleksa ¢ak i za dva reda veli¢ine. S druge strane, u
acetonitrilu je vezanje kalcijeva kationa na oktapeptid jace nego na heksapeptid, dok
magnezijevi kompleksi imaju sli¢nu stabilnost. U pravilu se na ciklopeptide jae vezu veci

kationi te oni s ve¢im nabojem. Nadalje, kompleksi stehiometrije 1:2 nisu detektirani u sluc¢aju
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oktapeptida, no za sve proucavane alkalijske i zemnoalkalijske katione u acetonitrilu pokazano
je da nastaju kompleksi stehiometrije 2:1, tzv. ,,sendvi¢* kompleksi u kojima se kation nalazi
izmedu dva ciklopeptida. Ovo je vrlo znacajan pokazatelj utjecaja otapala, ne samo na stabilnost
i odnose stabilnosti medu pojedinim receptorima, nego i na vrste kompleksa koji nastaju u
reakcijama kompleksiranja. Osim navedenih kationa, autori su pratili i vezanje hidrokloridnih
oblika estera aminokiselina. Pokazano je da se L-Val-OMexHCI veZe jednako dobro kao
D-Val-OMexHCI u acetonitrilu i to s konstantom stabilnosti od K = 10° dm® mol™!. MoZda
ciklopeptida dolazi do pojave dva seta signala u '*C NMR spektru $to znaci da se inace
nerazlucivi enantiomeri mogu razluciti ako dodu u interakciju s peptidom zbog nastanka
dijastereoizomernih oblika kompleksa.

Funkcionalizacijom cikopseudopeptidnih receptora mogu se dizajnirati receptori
zanimljivih svojstava. Jedna od takvih funkcionalizacija je uvodenje skupine koja moze
postojati u dva ili viSe oksidacijskih stanja. Dobiveni peptid moZe posluZziti kao elektrokemijski
senzor ili za transport iz redukcijske okoline u oksidacijsku. Huang i sur.®® proucavali su desetak
pseudociklopeptidnih receptora funkcionaliziranih ferocenskom skupinom. Primjer dva takva
receptora prikazan je na slici 14. Dobivenim spojevima proucavan je afinitet prema kationima
alkalijskih i zemnoalkalijskih metala s obzirom na oksidacijska stanja peptida. Kao 1 u ranije
spomenutim radovima,’'>? konstante stabilnosti kompleksa zemnoalkalijskih kationa nekoliko
su redova veli¢ine ve¢e nego u slucaju kompleksa alkalijskih kationa. Nadalje, kompleksi
receptora viSeg oksidacijskog stanja manje su stabilni od onih u kojima je receptor u nizem
oksidacijskim stanju. Usporedujuéi afinitete prema zemnoalkalijskim kationima, vecina
receptora u nizem oksidacijskom stanju ima najmanji afinitet prema barijevom kationu. S druge
strane, vecina receptora u visSem oksidacijskom stanju najslabije veZe kalcijev kation. Promjena
redoslijeda afiniteta objasnjena je povecanjem gustoce naboja Zeljezovog iona ferocena, zbog
¢ega dolazi do boljeg vezanja iona s manjom gusto¢om naboja. S druge strane, zadrZavanje
velikog afiniteta prema magnezijevom kationu autori objaSnjavaju nastajanjem izuzetno

povoljne koordinacije tog kationa karbonilnim skupinama receptora.
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Slika 14. Strukture dvaju od desetak elektrokemijski aktivnih receptora istrazivanih u radu

Huang i sur.%

Receptorska svojstva ciklopeptida prouCavana su i za ione prijelaznih metala, pri cemu je
najvise istraZen afinitet prema bakrovim(II) ionima. S obzirom da ovi ioni preferiraju dusik kao
donor koordinativne veze, u ciklopeptide se esto ugraduju aminokiseline poput histidina, lizina
ili triptofana. Bo¢ni ogranci tih aminokiselina mogu biti u razli¢itim protonacijskim stanjima,
stoga se afinitet prema bakrovim ionima vrlo Cesto prati potenciometrijski. IstraZivanja
pokazuju da pri porastu pH vrijednosti otopine prvo dolazi do deprotonacije bo¢nih ogranaka
te nastaju kompleksi kod kojih su bakrovi ioni vec¢inski koordinirani duSikovim atomima bo¢nih
ogranaka. Pri ve¢im pH vrijednostima (> 7) dolazi 1 do deprotonacije amidne skupine peptidne
okosnice te nastajanja kompleksa u kojima su bakrovi ioni koordinirani dusikovim atomima
glavnog lanca.’’~% Nastali kompleksi vrlo su stabilni, a stabilnost im se poveéava s porastom
pH zbog veceg broja deprotoniranih dusikovih atoma. Stabilnost, ali i stehiometrija kompleksa
izmedu bakrovih(II) iona i peptida koji imaju veéi broj histidina u strukturi ovise o
medusobnom poloZaju histidina.®” Osim toga, peptidi koordinacijom bakrovih(II) iona mogu
olaksati njihovu oksidaciju do vrlo nestabilnog trovalentnog bakra na nacin da smanjuju
vrijednost redukcijskog potencijala te mogu stabilizirati novonastale ione na nekoliko sati prije
njihove ponovne redukcije.”®’!

Istrazivanja su provedena i s drugim kationima prijelaznih metala, iako viSe kvalitativno
nego kvantitativno. Osim bakrovih iona, niklovi, Zeljezovi, cinkovi, manganovi i kobaltovi ioni
uzrokuju promjene u CD spektru peptida, $to je indikator reakcije kompleksiranja.”” Za razliku
od bakrovih iona, MD simulacije pokazuju vezanje Ni** na karbonilne kisikove atome peptidne
okosnice, a ne na deprotonirane amidne dusikove atome.”” Ngu-Schwemlein i sur.”*"
kvantitativno su istrazili vezanje iona prijelaznih metala i aluminija na ciklooktapeptide koji

sadrze razliCit broj glutamata u svojoj strukturi kao potencijalne kation-vezujuce aminokiseline.

Rezultati mikrokalorimetrijskih titracija upucuju na nastajanje 1:11 2:1 ,,sendvi¢* kompleksa u
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slucaju nekih kationa i ciklopeptida, dok afinitet prema kationima manjim dijelom ovisi i o
poloZzaju glutamata. Supstitucijom dva glutamata cisteinom dolazi do znatnog povecanja
konstante stabilnosti ciklopeptida s Hg?*, dok je vezanje Pb** i Cd** slabo izraZeno.
Spektrofluorimetrijska istraZivanja pokazuju snazno utiSavanje fluorescencije ciklopeptida u
vodi dodatkom kationa, ¢ak 1 do 99 %, Sto omogucuje koriStenje takvog peptida kao
fluorimetrijskog senzora za detekciju kationa.

Jedan od najzanimljivijih kationa, prema vrsti kompleksa koju stvara s ciklopeptidima, je
srebrov(I) kation. Wipf i sur.”® objavili su totalnu sintezu morskog citotoksina westiellamida,
pseudopeptida sastavljenog od tri izoleucina i tri metil-oksazola (slika 15 a). Dodatkom
srebrovih iona uoceno je nastajanje iznimno stabilnog kompleksa te je dobivena kristalna
struktura 4:2 (Ag:peptid) kompleksa u kojem se Cetiri srebrova iona nalaze izmedu dva peptida.
Jedan od njih je koordiniran s tri karbonilna kisika svakog ciklopeptida, dok ostala tri srebrova

kationa povezuju ciklopseudopeptide preko dva duSika oksazolnih skupina (slika 15 b).

a)
/\H\ )
/N

Slika 15. a) Struktura ciklopseudopeptida westiellamida. b) Kristalna struktura kompleksa

Z "y, i,
",

westiellamida s kationima srebra.’®

Kompleksi peptida i kationa mogu se udruZivati u vece supramolekulske sustave, a jedan takav
primjer objavljen je u radu Okade i sur.”” Autori su sintetizirali peptid ciklo-(L-Ala-L-Met)s koji
dodatkom srebrova i kalcijeva kationa stvara kompleks 2:3:1 (peptid:Ag*:Ca**) detektiran
NMR spektroskopijom 1 masenom spektrometrijom. Dva takva kompleksa mogu se premostiti
dodatnim ionom kalcija pri ¢emu nastaje zanimljiv supramolekulski kompleks ¢ija je kristalna

struktura dobivena difrakcijom na jedini¢nom kristalu, a prikazan je na slici 16.
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Slika 16. Kristalna struktura kompleksa ciklo-(L-Ala-L-Met)s sa srebrovim 1 kalcijevim

ionima (peptid:Ag*:Ca*" = 4:6:3).”’

Kao $to je vidljivo iz spomenutih radova, peptidna skupina moZe vrlo dobro posluziti kao
koordiniraju¢a grupa za katione, no isto tako njena NH skupina ima svojstvo donora vodikove
veze te se moze iskoristiti u vezanju anionskih vrsta. S obzirom da se u posljednje vrijeme
supramolekulska kemija sve viSe okrece pronalaZzenju senzora i selektivnih receptora anionskih
vrsta, tako se i ciklopeptidi sve vise istraZuju u tu svrhu. Kubik i sur.”® sintetizirali su ciklicki
heksapeptid (slika 17 a) sastavljen od prolina i 6-aminopikolinske kiseline koji poprima
zanimljivu strukturu u vodi (slika 17 b). Spektroskopijom NMR pokazano je da peptid veze
halogenidne, ali i razne oksoanione. Masenom spektrometrijom detektirani su kompleksi tipa
1:1, dok je u slucaju jodidnog i sulfatnog aniona dodatno uocen signal 2:1 (peptid:anion)
,»sendvi¢ kompleksa. Konstante stabilnosti 1:1 kompleksa u mijeSanom otapalu voda/metanol
su u rasponu od 10 do 100 dm® mol™!, a za nastajanje 1:2 kompleksa vezanjem dodatnog
ciklopeptida su u rasponu 10° — 10* dm?® mol™'.”® 1z kristalne strukture jodidnog ,,sendvi¢*
kompleksa (slika 17 c) vidljiva je interakcija peptida i aniona preko NH skupina peptidne
okosnice $to znaci da je kompleks stabiliziran stvaranjem intermolekulskih vodikovih veza.”
Funkcionalizacijom prolina hidroksilnim skupinama stabilnost kompleksa stehiometrije 1:1

ostaje sli¢na u odnosu na nefunkcionalizirani receptor, ali 2:1 kompleksi nisu detektirani.”
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Slika 17. a) 2D i b) 3D struktura cikloheksapeptida sastavljenog od prolinskih i 6-

b 413

aminopikolinskih podjedinica. c) Kristalna struktura ,,sendvic* kompleksa peptida i jodidnog

aniona (vodikovi atomi izvan peptidne okosnice izostavljeni su zbog jasnoée).”®

Kako bi osigurali nastajanje samo 1:1 kompleksa, ista istraZzivacka grupa sintetizirala je receptor

80-84

koji se sastoji od dva peptida prikazanih na slici 17 povezanih s jednom, odnosno s tri

poveznice®?3* $to je rezultiralo djelomi¢no i potpuno zakodenim receptorima (slika 18).
Navedeni receptori tvore samo 1:1 tip kompleksa s proucavanim anionima pri ¢emu su
najstabilniji kompleksi s jodidnim i sulfatnim anionom. Takav rezultat ukazuje na vaznost
strukturne kompatibilnosti peptida i aniona, jer bi jakost vodikovih veza trebala biti veca u
sluCaju vezanja manjih aniona. Ukupni afinitet peptida prikazanog na slici 17 prema sulfatnom
i jodidnom anionu ve¢i je od afiniteta receptora koji se sastoji od dva peptida povezanih jednom
poveznicom Sto je posljedica povoljnog entalpijskog i entropijskog doprinosa standardnoj
reakcijskoj Gibbsovoj energiji kompleksiranja.3’ Takoder, pokazano je da afinitet receptora s
jednom poveznicom ne ovisi znac¢ajno o funkcijskim skupinama koje se nalaze u poveznici,
dok se pojedini doprinosi u nekim sluc¢ajevima znatno razlikuju.3%81:83 Potpuno zakoceni
receptor bolje veZe anione od onog s jednom poveznicom, pri ¢emu su reakcije kompleksiranja
endotermne i entropijski kontrolirane. Endotermno vezanje objaSnjeno je nemogucnos$cu
reorganizacije receptora oko aniona na energijski efikasan nacin, dok je vrlo povoljan
entropijski doprinos objaSnjen otpusStanjem molekula vode iz Supljine receptora. Naime, iz
kristalne strukture vidljivo je da se u Supljini izmedu dva peptida nalazi 21 molekula vode.
Njihovo otpustanje je entropijski vrlo povoljno, ali zato dodatno povecava endotermnost

reakcije kompleksiranja.®?
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Slika 18. Anionski receptori sastavljeni od dva kovalentno povezana ciklopeptida. 8-

Jolliffe i sur. dizajnirali su ciklopeptid koji selektivno veze sulfatni anion. Prilikom dizajna
vodili su se strukturnom kompatibilnoS¢u receptora aniona. S tim na umu sintetizirali su
receptor ¢ija je osnovna struktura ciklopseudopeptid koji sadrzi tri ureidne i tioureidne skupine
(slika 19 a). Pokazano je da takav receptor selektivno veZe sulfatni anion cak i u vrlo
kompetitivnom okruZenju (smjesa vode i DMSO). Ovakvu selektivnost autori objasnjavaju
predloZzenim nacinom vezanja u kojem je jedan kisikov atom u interakciji s okosnicom
ciklopseudopeptida, dok su ostala tri u interakciji s (tio)amidnim skupinama koje su na takvim

mijestima da odgovaraju poloZajima kisikovih atoma u sulfatnom anionu (slika 19 b).3>-8¢

a) X _NH b)

HN OMN/\o
Slika 19. a) Ciklopseudopeptidni receptor s trima (tio)ureidnim skupinama koje osiguravaju

selektivno vezanje sulfatnog aniona. b) PredloZeni nacin vezanja sulfatnog aniona na receptor.

S ciljem osiguravanja unaprijed odredene strukture kompleksa do koje dolazi bez velike
reorganizacije receptora uslijed vezanja aniona, autori su odlucili povezati bo¢ne skupine ¢ime
su dobili receptore nalik kriptandima (slika 20). Receptor na slici 20 a pokazuje veliki afinitet
za acetatne i sulfate anione u 0,5 % (v/v) H2O/DMSO, dok receptor na slici 20 b u istoj smjesi

otapala, uz dva navedena iona, vrlo dobro veZze fluoridne i kloridne anione.®’#® Pove¢anjem
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udjela vode u otapalu potonji receptor znacajno gubi na afinitetu prema anionima, osim prema
sulfatnom anionu kojeg veZe vrlo dobro &ak i u smijesi otapala s 25 % vode.®® Daljnja
istrazivanja na spojevima prikazanim na slikama 19 i 20 pokazala su da ti spojevi mogu

sudjelovati u transportu raznih iona (SO4*~, HCO3~, CI", Mn**) preko membrane vezikula.®’

Slika 20. Strukture receptora nalik kriptandima s povezanim bo¢nim skupinama.

Neki anioni, poput dihidrogenfosfata, u nepolarnim otapalima tvore dimere, trimere i druge
agregate.”®? U takvim sustavima ciklopeptidi mogu posluZiti kao dodatni stabilizatori tih vrsta.
Mungalpara i sur.”® pokazali su da pseudopeptidi mogu tvoriti vrlo stabilne komplekse s
dimerom dihidrogenfosfatnog aniona u DMSO-u. Rezultati kalorimetrijskih titracija pokazali
su da je nastajanje kompleksa stehiometrije 1:1 posljedica entalpijski i1 entropijski povoljnog
doprinosa standardnoj reakcijskoj Gibbsovoj energiji, Sto takoder vrijedi i za vezanje drugog
dihidrogenfosfatnog aniona na nastali 1:1 kompleks. Zanimljivo je da je vezanje drugog aniona
entalpijski povoljnije, a entropijski manje povoljno od vezanja prvog. Kristalizacijom iz
DMSO-a dobivena je struktura 2:3 (peptid:anion) kompleksa u kojoj svaki peptid interagira s
dvije molekule DHP aniona $to upucuje na to da ciklopeptid posjeduje vezno mjesto koje
odgovara dimeru DHP-a. Dodatna potvrda kompatibilnosti veznog mjesta prema dimeru
DHP-a je da je u otopini detektiran 1:2 kompleks, ali ne i kompleks 1:3 stehiometrije. Veci
pseudopeptidi (slika 21) mogu tvoriti komplekse s viSe DHP aniona, ili ¢ak s pirofosfatnim

anionima.”*
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Slika 21. a) Struktura pseudopeptida koji sadrzi triazolne podjedinice. b) Kristalna struktura

kompleksa stehiometrije 2:4 (peptid:DHP anion).”*

Detaljan uvid u termodinamiku 1 strukturne karakteristike procesa vezanja aniona na
ciklopentapeptid s leucinskim ostacima dan je u radu Horvata i sur.”” Pokazano je da veéina
istrazivanih aniona tvori kompleks stehiometrije 1:1 s ciklopentaleucinom u acetonitrilu, osim
dihidrogensulfatnog i dihidrogenfosfatnog aniona koji redom tvore 2:1 1 1:2 (peptid:anion)
komplekse. Najveca konstanta stabilnosti odredena je za kompleks s kloridnim anionom i iznosi
oko 10° dm® mol™!, a kompleksiranje je gotovo u svim slu¢ajevima entalpijski povoljno i
entropijski kontrolirano. U DMSO-u su konstante stabilnosti nekoliko redova nize te ih nije
bilo moguce odrediti za ve¢inu proucavanih anionskih kompleksa. Reakcije kompleksiranja
halogenidnih aniona su u tom otapalu endotermne, dok je vezanje dihidrogenfosfata
egzotermno. Dodatan znacaj istrazivanju dale su racunalne simulacije molekulske dinamike
kojima su dobivene strukture nastalih kompleksa u otopini. Opazeno je da se anion veZe s iste
strane prstena na kojoj se nalaze i bo¢ni ogranci (endo strana) te da je koordiniran amidnim

protonima peptidne okosnice u obliku pravilne pentagonske piramide (slika 22).

Slika 22. Struktura kompleksa ciklopentaleucina i kloridnog aniona.”
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2.4. Eksperimentalne i racunalne metode proucavanja kompleksiranja
10na

Strukturne i termodinamicke karakteristike kompleksiranja iona i receptora moguce je odrediti
eksperimentalnim i raunalnim metodama. Eksperimentalne metode pri tome najcesce sluze za
odredivanje stehiometrije nastalih kompleksa i pripadajuc¢ih termodinamickih parametara
kompleksiranja, Sto ukljuCuje standardnu konstantu ravnoteze, reakcijsku entalpiju i entropiju.
Postoje metode, koje osim navedenih parametara mogu dati informaciju o tome u kojem dijelu
receptora dolazi do vezanja gosta, no samo malim brojem metoda (spektroskopija nuklearne
magnetske rezonancije i difrakcija na jedini¢nom kristalu) moZe se stvarno odrediti struktura
nastalih kompleksa. S druge strane, racunalne metode, poput simulacija molekulske dinamike,
daju mikroskopsku sliku procesa kompleksiranja u vidu nastanka ion-receptor interakcija,
pripadajucih konformacijskih promjena receptora i solvatacije sudionika reakcije. Kombinacija
eksperimentalnih i raCunalnih metoda pruza potpunu sliku reakcije kompleksiranja na
makroskopskoj i mikroskopskoj razini $to je vrlo bitno za razumijevanje tog procesa i daljnji
dizajn receptora u svrhu povecanja ionske selektivnosti.

Temelj eksperimentalnih metoda za kvantitativno pracenje kompleksiranja kationa i aniona
je identican, stoga ¢e u ovom dijelu Doktorskog rada detaljno biti objasnjena metodologija
odredivanja konstante ravnoteze u slu¢aju kompleksiranja kationa dok isti principi vrijede i za
anione. Vezanje jednostruko nabijenog kationa (M*) na neutralni receptor (L) u otopini moze
se prikazati jednadZbom kemijske reakcije:

L(sln) + M*(sln) = ML*(sln). (1)
Standardna konstanta stabilnosti koja opisuje ovu ravnotezu dana je izrazom:

a(ML*) _ y(ML*)[ML*]c°

K® = damn = yoyamiveT

2)

pri ¢emu je a ravnoteZni aktivitet pojedine vrste, y koeficijent aktiviteta, a uglatim zagradama
su oznaCene ravnoteZzne koncentracije sudionika reakcije. Standardna koncentracija, koja
dogovorno iznosi 1 mol dm™ oznadena je s c°. Koeficijent aktiviteta neutralnih vrsta priblizno
je jednak 1, a buduci da su pri kompleksiranju neutralnim receptorom naboji slobodnog iona i
nastalog kompleksa jednaki tada su i1 njihovi koeficijenti priblizno isti. Stoga se izraz za

standardnu konstantu ravnoteZe pojednostavljeno moze zapisati kao:

o . [ML*]ce o
K= oy = Kes )
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gdje K. oznaCava koncentracijsku konstantu ravnoteZe. Kada se u tu jednadZbu uvrste izrazi za
bilancu masa:
c(L) = [L] + [ML*], 4)
c(M¥) = [M*] + [ML*], )
gdje su c¢ analiticke koncentracije liganda i iona, dobiju se tri moguca izraza povezanosti

konstante ravnoteze o ravnoteznoj koncentraciji jednog od sudionika reakcije:

. [ML*]c° )
€7 (c(L)~[ML]) (c(MH)~[ML*])’
o (c-[Lhee ..
Ke = com—cw-mp 1 7
+)_ + o
K, = (c(M*)-[M*])c ®)

 (c@W—c(MH+HMFDIMH]
Iz ovih je relacija vidljivo da se iz poznavanja ravnotezne koncentracije bilo kojeg sudionika
reakcije i analitickih koncentracija reaktanata moze odrediti vrijednost konstante stabilnosti
nastalih kompleksa. S obzirom da koncentraciju neke vrste u otopini nije moguce direktno
odrediti, ona se odreduje mjerenjem druge fizikalne veli¢ine povezane s koncentracijom. To
moze biti apsorbancija, intenzitet fluorescencije, provodnost, mnoZinski udio i dr. Ponekad se
moze mjeriti i fizikalna veli¢ina koja nije nuzno vezana uz koncentraciju nego uz doseg
reakcije, primjerice promjena entalpije u kalorimetrijskim mjerenjima. Pouzdanost odredivanja
konstante stabilnosti ovisi o osjetljivosti koriStene metode, odnosno o minimalnoj promjeni
mjerenog signala koji uredaj moZe detektirati. Tako se, za komplekse stehiometrije 1:1,
spektroskopijom nuklearne magnetske rezonancije pouzdano mogu odrediti konstante
stabilnosti iznosa do 10* dm3 mol™, spektrofotometrijom do 10° dm3 mol™!, izotermnom
titracijskom kalorimetrijom do 10" dm3 mol™!, dok se spektrofluorimetrijom mogu odrediti i

vece vrijednosti.

2.4.1. Izotermna titracijska kalorimetrija (ITC)

Izotermna titracijska kalorimetrija (ITC) je metoda kojom se odreduje toplinski efekt reakcije.
Kalorimetar dvojne izvedbe sastoji se od dvije Celije (reakcijska i referentna) kraj kojih se
nalaze elektri¢ni grijaci (slika 23 a). U izotermnoj izvedbi grija¢ referentne Celije posjeduje
konstantnu toplinsku snagu koja aktivno utjece na toplinsku snagu grijaca reakcijske celije na
nacin da su temperature ¢elija jednake tijekom cijelog trajanja eksperimenta. Dodatkom titransa

dolazi do oslobadanja termiCke energije (egzotermna reakcija) ili njenog apsorbiranja
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(endotermna reakcija) Sto uzrokuje promjenu snage grijaca reakcijske ¢elije u svrhu odrZavanja

razlika temperatura izmedu ¢elija na minimalnoj razini.

a) b)

P/ nw
@ T rT —— v v v —
Motor mijesalice
Adijabatski plast

“ Bireta

Ter i blok

Referentna ¢alila

gellja

-
>~ Mijesalica i brizgalica
za dodavanije titransa t/ min

Grij‘alica Grijalica
refarantne calije reakcijske €elije

Bazdarna grijalica

Slika 23. a) Shematski prikaz izotermnog titracijskog kalorimetra. b) Primjer termograma
dobivenog pomocu takvog instrumenta. (Prilagodeno prema VP-ITC Microcalorimeter, User’s

manual, Microcal).

Entalpija je funkcija triju varijabli: tlaka, temperature 1 sastava sustava:

H=HT,%. )
¢iji totalni diferencijal ima oblik:
OH OH 0H
dH = (5)15 dp + (E)M dT + (E)p,T d¢. (10)

Parcijalna derivacija entalpije po temperaturi uz konstantan tlak i sastav jednaka je izobarnom
toplinskom kapacitetu, a parcijalna derivacija entalpije po dosegu pri konstantnom tlaku i
temperaturi jednaka reakcijskoj entalpiji. Ukoliko je rijeC o izobarnim uvjetima, Sto je vrlo Cest
slucaj u laboratoriju, tada se prvi ¢lan jednadZzbe (10) moZe izostaviti te ona prelazi u oblik:
dq = C,dT + A HdS. (11)

pri cemu je promjena entalpije jednaka izmijenjenoj toplini uz konstantan tlak. U
kalorimetrijskim mjerenjima nuzno je poznavati izmjenu topline sustav-okolina, stoga je bitno
znati i vremensku dinamiku tog procesa. Deriviranjem izraza (11) po vremenu dobije se

osnovna jednadzba za opis dinami¢nog rada kalorimetra:
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dg
C
dt P gt

T+aHS (12)
Izotermni titracijski kalorimetri najéeSce su napravljeni u dvojnoj izvedbi Sto znaci da posjeduju
referentnu i reakcijsku celiju koje uz sebe imaju pripadaju¢i grijac. Izmjena topline izmedu
sustava 1 okoline za obje celije prije reakcije podijeljena je na izmjenu topline s
kompenzacijskim dijelom (grijaéem) 1izmjenu topline s blokom:

dTgr

= Cp—, — Pr(D), (13)
d dr
d—z =G( thEF — Prgr (), (14)

gdje su Tr, Trer, Pr, 1 Prer, redom temperature reakcijske i referentne Celije 1 toplinske snage
reakcijskog, odnosno referentnog grijaca. Graficki prikaz funkcije Pr(f) naziva se termogram
energije zbog termodinamike promatranog procesa, stoga se u jednadzbu (13) mora dodati
pripadajuci ¢lan koji ukljucuje reakcij sku entalpiju A H:

dq . ds(
” Cp dt Pr(t) + A, H— (15)
Uz pretpostavku da su ¢lanovi koji se odnose na tophnsku snagu izmjene i brzine promjene

temperature jednaki za obje ¢elije dobiva se izraz:
d
Aer_i = Pr(t) — Prer(0). (16)

koji integriranjem lijeve strane po dosegu (buduci da je entalpija funkcija stanja) i desne strane

po vremenu daje:

S5 B,H dg = [ (Pa(t) — Prer(®)) dt. (17)
Iz jednadZbe je vidljivo da je integral desne strane po vremenu jednak promjeni entalpije za
pripadaju¢u promjenu dosega. Ukupna ili kumulativna promjena entalpije povezana je s
reakcijskom entalpijom i dosegom reakcije prema relaciji:
AH = AH¢. (18)
Za reakciju kompleksiranja danu jednadzbom (1) vrijedi:
& = [LM*]V, (19)
gdje uglate zagrade oznacavaju ravnoteznu koncentraciju kompleksa, a V ukupni volumen

reakcijske smjese. KoriStenjem jednadzbi bilance masa (4) i (5) dobiva se izraz:

2
(KceL+Keey++ 1)—J(KCCL+KCCM+ +1) —4KcZcpep+
2K,

§= Vv, (20)

odnosno:
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(KceL+Keey+ +1)—J(KCCL+KCCM+ + 1)2 —4K A cpep+

2K,

AH = AH 21)

Prilikom obrade podataka vrlo €esto se umjesto kumulativne (21) koriste sukcesivne promjene
entalpije (A(AH)):

A(AH) = AH(§n — §n-1). (22)
Nelinearnom regresijskom analizom ovisnosti sukcesivne promjene entalpije o promjeni
dosega izmedu pojedinih dodataka mogu se odrediti koncentracijska konstanta stabilnosti i
standardna reakcijska entalpija, dok se standardna reakcijska entropija, uz pretpostavku da je
K. iznosom pribliZzno jednak K°, moZe izraCunati prema sljedecoj relaciji:

o AH'-AG’
- T

A,S = 2+ Rin(K"). (23)

Najceséi programi za obradu mikrokalorimetrijskih podataka su Origin 7.5,°¢ HypDH,”” PEAQ-
ITC Analysis Software i SEDPHAT®®.

2.4.2. Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR)

Spektroskopija  nuklearne  magnetske rezonancije (NMR) proucCava interakcije
elektromagnetskog zraCenja i atomskih jezgri koje posjeduju nuklearni spin. Kada se atom
nalazi u vanjskom magnetnom polju, elektronski omota¢ inducira lokalno magnetsko polje
suprotnog smjera Sto smanjuje efektivno magnetsko polje koje djeluje na jezgru. S obzirom da
osjetljivost jezgre na vanjsko magnetsko polje ovisi o zasjenjenju jezgre, odnosno o
elektronskoj gusto¢i u njenoj blizini, rezonancijska frekvencija jezgre bit ¢e specificna za
pojedine skupine. Kako bi se neovisno o primijenjenom vanjskom magnetskom polju mogli
usporedivati spektri dobiveni NMR spektroskopijom, uvedena je fizikalna veli¢ina nazvana
kemijski pomak. On je definiran kao razlika izmedu rezonantne frekvencije promatrane jezgre
(Vuzorak) 1 rezonantne frekvencije jezgara referentnog spoja (Vstandard) podijeljena s vsiandard. Zbog
vrlo visoke rezonantne frekvencije referentnog spoja naspram vrlo malih razlika rezonantnih
frekvencija uzorka i referentne jezgre, kemijski pomak definiran je jednadzbom (24) izrazava

se u dijelovima na milijun (ppm):

uzorak ~VUstandard , 106

8 /ppm == (24)

Ustandard

Reakcijom izmedu iona i receptora dolazi do nastanka novih i nestanka postojecih
interakcija. Na taj se nacin redovito mijenja elektronska gustoca unutar strukture receptora,

ponajvise onom dijelu receptora koji interagira s ionom, $to uzrokuje promjenu kemijskog
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pomaka odredenih jezgara. Kada je sustav u ravnoteZi, iako na makroskopskoj razini nema
promjene sastava otopine, na mikroskopskoj razini procesi asocijacije slobodnih vrsta i
disocijacije kompleksa kontinuirano se odvijaju, Sto se naziva kemijska izmjena. Tip
spektralnih promjena koji se primijecuje tjekom titracije receptora gostom uvelike ovisi o brzini
kemijske izmjene. U slucaju spore kemijske izmjene, u spektru se opaZzaju odvojeni signali
slobodnog 1 kompleksiranog oblika. Jedan skup signala pripada kompleksiranom obliku
molekule, a drugi slobodnim molekulama receptora. U takvom spektru omjer povrsina ispod
signala ekvivalentnih protona odgovara omjeru koncentracija slobodne i kompleksirane forme
temeljem Cega je moguce izraCunati odgovarajucu konstantu stabilnosti kompleksa receptor-
ion. U slucaju brze kemijske izmjene dobiva se signal koji odgovara vaganom prosjeku signala
slobodne forme i kompleksa pri ¢emu su tezZinski koeficijenti ravnoteZni mnoZinski udjeli
pojedinih vrsta (25). Sukladno tome, konstanta stabilnosti moZe se izraCunati nelinearnom
regresijom uz pomo¢ jednadzbe (6) ili (7):
Sobs = Xmr+Omrt + XLOL- (25)

U slu¢aju umjereno brze kemijske izmjene rezultat je spektar sa Sirokim signalima i tada

konstantu stabilnosti nije moguce odrediti. Primjeri signala za svaki tip kemijske izmjene

prikazani su na slici 24.

n(M*) /n(L) SPORA IZMJENA BRZA IZMJENI—\J‘
1

6, O+ 6, Sy 6, [

Slika 24. Promjene u NMR spektru liganda prilikom kompleksacije s kationom za slucajeve

spore, umjereno brze i brze kemijske izmjene. (Prilagodeno prema ref. 99).

U slucaju da se prilikom titracije istovremeno prati promjena signala nekoliko protona

tada jednadZzba (25) poprima matri¢ni oblik:
‘Sobs,l (Hl) 6obs,n(H1) [(SML’r (Hl) SL(Hl)

XMLt 1 XML+,n]
b

XL1 XLn (26)

aobs,l(Hm) aobs,n(Hm) 5ML+(Hm) 5L(Hm)

koji u skra¢enom zapisu glasi:
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Agps =4-X (27)
gdje je 4.bs matrica kemijskih pomaka u kojoj se svaki stupac odnosi na jedan ravnoteZni sastav
u titraciji, redci predstavljaju kemijske pomake m protona, 4 je matrica kemijskih pomaka vrsta
ML i L, a X matrica njihovih ravnoteznih mnoZzinskih udjela. Konstanta stabilnosti se odreduje
iterativno, na nacin da se u prvom koraku pretpostavi njezina vrijednost te se pomocu nje racuna
matrica ravnoteznih mnozinskih udjela X'. Djelovanjem desne pseudoinverze matrice X' na
matricu Aobs dobiva se matrica izracunatih kemijskih pomaka A'. 1z dobivenih matrica raCuna

se dobs'. Postupak se ponavlja do pronalaska minimuma sume kvadrata odstupanja (28):

) 2
SS = ZiZj(aobs,ij — Sobs,ij) - (28)
Najceséi programi za obradu '"H NMR titracija su HypNMR,!'® dok se za vizualizaciju koriste

TopSpin'®! ili MestReNova.'*

2.4.3. Spektrofluorimetrija

Spektrofluorimetrija je metoda kojom se mjeri intenzitet fluorescencije nekog uzorka nakon
pobudivanja zraenjem odredene valne duljine. Pri niskim koncentracijama intenzitet
fluorescencije proporcionalan je koncentraciji fluorescentne tvari prema jednadzbi:

F = lypexlc(X), (29)
gdje je Ip intenzitet upadnog zraCenja, ¢kvantno iskoristenje, ex molarni apsorpcijski koeficijent
tvari X, [ duljina opti¢kog puta. U slucaju da se u sustavu nalazi nekoliko spektralno aktivnih
vrsta, ukupni intenzitet fluorescencije jednak je zbroju emisijskih intenziteta svake vrste:

F=YF=1lY; ¢igic;. (30)
Za reakcije koje se zbivaju prema jednadzbi (1) najcesS¢e su dvije spektralno aktivne vrste L i
ML*. Tada jednadzba (30) poprima oblik:
F = Iyl(preL[L] + dmp+em+ [MLT]) = Lol(@rever — (Prer — Gump+emu+) [MLT]). (31)
Kada se iz jednadzbe (6) izrazi ravnotezna koncentracija ML i uvrsti u jednadzbu (31) dobiva

se izraz:

2
1 1
CL+CM++K_C_\/(CL+CM+ +K_C) —4CLCM+

F =1Iol| ¢rerer — (PreL — Pur+Emrt) 5 . (32)

U slu€aju kada se prilikom titracije snimaju emisijski spektri otopine tada se Kkoristi

multivarijatna obrada podataka, a jednadzba (31) poprima oblik:
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Fobs,} A) - Fobs,r.l 1) ¢ML+€ML+ (4 ¢L€l:(2-1) CMit1 - CML*n
: : = : : [ CL,1’ CL,nI ] Iy, (33)
Fobs,l (Am) Fobs,n ()lm) ¢ML+EML+ ()lm) ¢LEL (Am)
odnosno u matri¢cnom obliku:
Fops = FCIyl (34)

gdje je Fobs matrica emisijskih spektara u kojoj stupci matrice sadrzavaju snimljene spektre,
stupci matrice F sadrZzavaju molarne emisijske spektre fluorescentnih vrsta u reakciji, a matrica
C sadrzi njihove ravnotezne mnoZzinske koncentracije na nacin da se svaki stupac odnosi na
pojedini ravnotezni sastav u titraciji. Postupak odredivanja konstante stabilnosti konceptualno
je identian je opisanom u prethodnom poglavlju. Prvo se pretpostavi konstanta ravnotezZe i
izraCuna matrica ravnoteznih koncentracija C'. Djelovanjem desne pseudoinverze matrice C'
na matricu Fobs dobiva matrica F"' iz ¢ega se raCuna matrica Fobs'. Postupak se ponavlja do

pronalaska minimuma sume kvadrata odstupanja (38):

2
SS = ZiZj(F(;bs,ij — Fobs,ij) - (35)

Osim konstante stabilnosti, multivarijatnom regresijom mogu se dobiti svojstveni spektri i

kvantna iskoriStenja spektralno aktivnih vrsta. Najce$¢i programi za obradu

spektrofluorimetrijskih titracija su HypSpec,'%!1% Specfit'® ili Kev.!%

2.4.4. Spektroskopija cirkularnog dikroizma (CD)

desno cirkularno polariziranog elektromagnetskog zracenja. Ovo svojstvo pokazuju opticki
aktivne, odnosno kiralne molekule. S obzirom da aminokiseline posjeduju kiralne centre,
(ciklo)peptidi takoder imaju to svojstvo. Prilikom mjerenja cirkularnog dikroizma zapravo se
zracenja:

AA = A;, — Ap = e cl — epcl = cl(e, — &p), (36)
gdje je ¢ koncentracija spoja, [ duljina optickog puta, a &1 1 ep molarni apsorpcijski koeficijenti
molekule koja interagira s lijevo, odnosno desno cirkularno polariziranim elektromagnetskim
zracenjem pri odredenoj valnoj duljini. Iako se kao odziv metode mjeri AA, rezultati mjerenja

se zbog povijesnih razloga prikazuju preko elipti¢nosti 6. Elipti¢nost je definirana kao:

E, - Ep
tan§ = =2 7
MY e T, 37
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gdje su EL 1 Ep magnitude vektora elektricnog polja lijevo, odnosno desno cirkularno

polariziranog zracenja. U pravilu je efekt cirkularnog dikroizma mali, stoga se moZe pisati:

tanf = 6. (38)
Elipti¢nost izraZena u stupnjevima racuna se na nacin:
In10) (180
o =0 (m2) () 5
Molarna elipti¢nost (ekvivalent molarnom apsorpcijskom koeficijentu) jednaka je:
1000 In10 180
[6] = =22 = 1004e (=) (22). (40)

Kada u reakciji kompleksiranja postoje dvije opticki aktivne vrste, primjerice L i ML™, razlika
AA = A, — Ap = I(e, [L] + e pp+ [MLY]) — [(ep [L] + £p pp+ [MLY]) =

l ((EL,L —epy)[L] + (EL,ML+ - ED,ML+)[ML+]) = (41)
l ((sL_L - SD,L)CL - ((SL,L - €D,L) - (SD,L - SD,ML+)[ML+]))-

Gornja jednadZba sli¢na je jednadzbi (31) stoga je i postupak odredivanja konstante stabilnosti
nelinearnom regresijom identican kao i u slu¢aju spektrofluorimetrije. Ukoliko se mjeri cijeli
spektar cirkularnog dikroizma, konstanta stabilnosti odreduje se multivarijatnom analizom na
nacin opisan u prethodnom poglavlju. Programi za obradu i vizualizaciju podataka identi¢ni su

onima za obradu spektara spektrofluorimetrijskih titracija.

2.4.5. Simulacije molekulske dinamike (MD)
Simulacije molekulske dinamike (MD simulacije) su racunalna metoda kojom se opisuje
dinamika sustava tijekom odredenog vremena na molekularnoj razini. MD simulacije najcesce
se koriste u istraZzivanjima biomakromolekula, poput proteina ili membrana, vezikula i drugih
biomolekulskih sustava Cije se strukturne promjene na mikroskopskoj razini odrazavaju na
makroskopska svojstva koja se mogu eksperimentalno mjeriti. NajceS¢e se provode pomocu
programskih paketa GROMACS,'”” AMBER,'”® NAMD,'” CHARMM!'*!2 jjj
OpenMM!13114,

MD simulacije temelje se na numerickom rjeSavanju Newtonovih jednadzbi gibanja za N

interagiraju¢ih atoma na temelju pocetnih poloZaja i brzina atoma (42):

—l=F;i=12..,N (42)
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pri ¢emu je m; masa atoma, r; radij-vektor poloZaja atoma, ¢ je vrijeme, a F; sila koja djeluje na
i-ti atom 1 racuna se kao negativna parcijalna derivacija potencijalne energije po radij-vektoru

polozaja tog atoma:

F=_2" 43)

! or;
Ukupna potencijalna energija sustava najées$ée se dobiva iz sume veznih (Evezme) 1 neveznih
(Enevemne) interakcija, a ponekad se moZe dodati ¢lan za polarizaciju (Epor) te ¢lanovi koji
ogranic¢avaju polozaje ili udaljenosti odredenih atoma (Eogr, engl. restraints):
V' = Eyezne t Enevezne t Epol T Eogr- (44)

JednadZbe kojima se racunaju pojedini energijski doprinosi ovise o polju sila, odnosno o skupu
empirijskih funkcija potencijalne energije i pripadaju¢ih parametara koji se Kkoriste za
izraCunavanje interakcijske potencijalne energije i sila medudjelovanja unutar molekulskog
sustava. NajéeSée koriStena polja sila su OPLS-AA!'S (Optimized Potential for Liquid
Simulations-All Atom) i CHARMM!!® (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics).
U vezne interakcije spadaju energije istezanja veza, savijanja kutova i energije torzija koje se u

OPLS polju sila racunaju preko relacija:

2 2
Evezne(rN) = Z K, (ri,j - reqi,]-) + Z Ky (gi,j,k - geqi,j,k) +
veze kutovi

i,jkl ijkl Vl]kl (45)

v
[1 4 cos(Pyjns + fijrr)] +—5—[1— cos(2yjper + fijniz)] + [1+ cos(3¢; s + fijser)]

4
gdje su K, i Kp konstante sile istezanja veza i savijanja kutova, r;; i 8;jx su duljine veza, odnosno
iznosi kutova, a njihove vrijednosti u ravnoteZznom stanju oznacene su indeksom ,,eq*“. U relaciji
koja opisuje energiju torzijskih kutova Vi, V2 i V3 su koeficijenti u Fourierovoj seriji, fi, > 1 f3
su fazni kutovi, a ¢ je torzijski kut. CHARMM polje sila ima dodatan ¢lan za energiju savijanja
kutova koji se zove Urey-Bradley potencijal koji je zapravo korekcija energije savijanja kutova

s obzirom na udaljenost prvog i zadnjeg atoma u kutu. Osim toga, u tom polju sila energijski

profil torzijske rotacije racuna se na drugaciji nacin:

2 2
Evezne(rN) = z Kr (ri,j - reqivj) + Z KG (ei,j,k - eeqi,j,k) + KgB(ri,k - reqi,k)z + z K(p[l + Cos(n(pi,j,k,l - 6)] (46)

veze kutovi torzije

gdje su K¢"® i K, konstante sila Urey-Bradley potencijala i torzijskih kutova, n je multiplicitet
torzija, a d je fazni pomak. Nevezne interakcije primarno se sastoje od Coulombovog i Lennard-

Jonesovog potencijala:

N

Enevezne(m)=fi.fi D, e [(21) <J”)

i=1 j=1,j#i

Y )

i=1 j=1,j#i

Matija Modrusan Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 34

gdje je &ij dubina potencijalne jame, o;; udaljenost pri kojoj je potencijal jednak 0, d;; udaljenost
izmedu atoma, ¢; i gj parcijalni naboji atoma, & permitivnost vakuuma, ¢ relativna permitivnost
medija, a f;; skalirajuci faktor koji za 1,4-nevezne interakcije u OPLS-AA polju sila iznosi 0,5
dok za CHARMM iznosi 1.

Prije pocetka simulacije, pocetne koordinate 1 brzine atoma moraju biti poznate. Koordinate
atoma se najceS¢e dobivaju iz eksperimentalno odredene strukture, primjerice kristalne
strukture ili pomodu programa za generiranje geometrije molekula (Avogadro,'!’
GaussView!!'®), a podetne brzine generiraju se nasumi¢nim uzorkovanjem iz Maxwell-
Boltzmannove distribucije pri Zeljenoj temperaturi. Vektor ukupne sile koja djeluje na neki

atom odreduje njegovu akceleraciju:

a,(t) = F (t). (48)

1

Propagacija sustava odredena je algoritmom, a najcesée se koristi velocity Verlet algoritam.

Njime se novi polozaj i brzina atoma nakon vremenskog koraka At ra¢unaju na nacin:

r;i(t + At) = r;(t) + v; ()AL + lai(t)At2
2
. (49)
v;(t +At) = v;(t) + 3 [a;(t) + a;(t + At)]At.
Zbog promjene brzine atoma i sila koje djeluju na njih dolazi i do promjene temperature i tlaka
sustava ukoliko simulacijska kutija ima pomicne stjenke. Stoga se dodatno uvode algoritmi koji

odrZavaju stalnu temperaturu sustava (Berendsenov'!® i Nosé-Hooverov!?*!?! termostat) i tlak

122.123 § Martyna-Tuckerman-Tobias-Klein'?* barostat).

(Berendsen''®, Parrinello-Rahman

Kao rezultat MD simulacija dobiva se niz vremenski uredenih konfiguracija sustava u
vremenu $to se naziva trajektorija. Njenom analizom moguce je dobiti strukturna i dinamicka
svojstva promatranih molekula i energije inter- i medumolekulskih interakcija. U slucaju
prikladno postavljenih simulacija procesa moguce je odrediti i pripadaju¢e promjene

termodinamickih veliCina sustava, primjerice slobodne energije, uz primjenu odgovarajucih

metoda uzorkovanja i analize.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Sinteza

Sve kemikalije koriStene u sintezi spojeva su Cistoce p.a. i nabavljene su od proizvodaca
Carbolution, Sigma-Aldrich i Fluka. Za sintezu su koriStena sljedeCa otapala: N,N-
dimetilformamid (DMF, Fisher Chemical 99,5 %), metanol (MeOH, J. T. Baker, (Ultra)
Gradient HPLC Grade), etil-acetat (EtOAc, Gram-Mol p.a.). Navedena otapala koriStena su bez
daljnjeg prociS¢avanja, dok je diklormetan (DCM, Fisher Chemical 99,8 %) destiliran prije
uporabe. Novi spojevi okarakterizirani su snimanjem 'H i '*C spektara pomocu spektrometra
Bruker Avance III HD 400 MHz, HRMS spektara pomoc¢u masenog spektrometra Termo Fisher
Q extractive ESI orbitrap, IR Spektara metodom totalne prigusene refleksije (engl. ATR,
attenuated total reflectance) pri 25 °C na FTIR spektrometru Perkin Elmer Spectrum Two s
dijamantnim dodatkom te odredivanjem specifi¢ne opticke rotacije pomocu polarimetra

POLAAR21 tvrtke Optical Activity i taliSta pomocu Biichi Melting Point B-540.

3.1.2. Fizikalno-kemijska mjerenja

Otopine kationa koriStene u fizikalno-kemijskim mjerenjima pripremljene su otapanjem
odvaganih krutina sljedec¢ih soli: tetraetilamonijev klorid (TEACI, Sigma-Aldrich >98 %),
tetrabutilamonijev bromid (TBABr, Sigma-Aldrich >99,0 %), tetrabutilamonijev jodid (TBAI,
Sigma-Aldrich >99,0 %), tetrabutilamonijev dihidrogenfosfat (TBAH2PO4, Sigma-Aldrich
>99,0 %), tetrabutilamonijev hidrogensulfat (TBAHSO4, Sigma-Aldrich >99,0 %),
tetrabutilamonijev nitrat (TBANO3, Sigma-Aldrich 97 %), tetrabutilamonijev tiocijanat
(TBASCN, Sigma-Aldrich 98 %), magnezijev perklorat heksahidrat (Mg(ClO4)> x 6H-0,
Sigma-Aldrich 99 %), kalcijev perklorat tetrahidrat (Ca(ClOs4)2 x 4H>0, Sigma-Aldrich 99 %),
stroncijev perklorat trihidrat (Sr(ClO4)2 x 3H>O, Alfa Aesar 98 %) i barijev perklorat
(Ba(ClOs)2, Fluka >98 %). Otapala koriStena u fizikalno-kemijskim mjerenjima bila su:
acetonitril (MeCN, J. T. Baker, HPLC Gradient Grade), deuterirani acetonitril (CD3;CN,
Eurisotop, 99,80 % D), metanol (MeOH, J. T. Baker, (Ultra) Gradient HPLC Grade),
deuterirani metanol (CD3OD, Eurisotop, 99,80 % D), N,N-dimetilformamid (DMF, Supelco,
for spectroscopy), deuterirani N,N-dimetilformamid (DMF-d;, Eurisotop, 99,50 % D),
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deuterirani dimetil sulfoksid (DMSO-ds, Eurisotop, 99,80 % D). Acetonitril, DMF 1 sva
deuterirana otapala koriStena su bez dodatnog prociS¢avanja, dok je metanol destiliran prije

upotrebe.

3.2. Metode

3.2.1. Nuklearna magnetska rezonancija (NMR)

"H NMR mjerenja provedena su na uredaju Bruker Avance III HD 400 MHz/54 mm Ascend
opremljenim s 5 mm PA BBI 'H/D-BB probnom glavom sa z-gradijentom i automatskim
ugadanjem. Svi protonski spektri dobiveni su koriStenjem 64K podatkovnih toc¢aka, spektralne
Sirine od 20 ppm na temelju 16 snimaka. Eksperimenti su provedeni pri 25 °C na nacin da se u
otopinu peptidnog receptora postupno dodavala otopina iona i peptidnog receptora iste
koncentracije kao i u titrandu. Kao interni standard za kemijske pomake protona u slucaju
acetonitrila i DMF-a koriSten je signal otapala, dok je u slu¢aju metanola koriSten signal TMS-

a. Dobiveni spektralni podaci obradeni su pomo¢u HypNMR programa.'®

3.2.2. Izotermna titracijska kalorimetrija (ITC)

Mikrokalorimetrijska mjerenja provedena su pomocu izotermnog mikrokalorimetra MicroCal
VP-ITC tvrtke Malvern volumena reakcijske ¢elije 1,42 cm?®. Eksperimenti su provedeni na
nacin da se otopina titransa postupno dodavala u otopinu titranda automatskom biretom pri
temperaturi od 25 °C. Izmjerene topline korigirane su za topline razrjedenja titransa. Dobiveni
mikrokalorimetrijski podaci obradeni su pomoéu programa Microcal Origin 7.0 ili HypDH."’
Prosjecne vrijednosti termodinamickih parametara kompleksiranja dobivene su iz najmanje tri

ponovljena mjerenja.

3.2.3. Spektrofluorimetrija

Spektrofluorimetrijska mjerenja provedena su pomocu spektrofluorimetra Cary Eclipse tvrtke
Agilent. Eksperimenti su izvedeni na nacin da se otopina titransa postupno dodavala u kvarcnu
kivetu s otopinom titranda pri 25 °C. Spektri su snimani s korakom od 1 nm i integracijskim
vremenom od 0,4 s. Dobiveni podaci obradeni su pomoéu programa HypSpec.!%*1% Prosjecne

vrijednosti konstanti stabilnosti dobivene su iz tri ponovljena mjerenja.
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3.2.4. Cirkularni dikroizam (CD)

Mjerenja cirkularnog dikroizma provedena su uz pomo¢ JASCO J815 spektrofotometra
(Halifax, NS, Canada) Eksperimenti su izvedeni na nacin da se otopina titransa postupno
dodavala u kvarcnu kivetu koja je sadrzavala otopinu titranda pri 25°C. Spektri su snimani u
rasponu valnih duljina 200 — 300 nm s korakom od 0,2 nm 1 brzinom snimanja 200 nm/min pri
¢emu su tri snimanja akumulirana za svaki spektar. Dobiveni podaci obradeni su pomocu

programa HypSpec. 03104

3.2.5. Simulacije molekulske dinamike (MD simulacije)

Simulacije molekulske dinamike provedene su uz pomoc¢ programskog paketa GROMACS
(verzija 2021.7, University of Groningen, Royal Institute of Technology, Uppsala
University).!"1257129 7a opis intramolekulskih i neveznih medumolekulskih interakcija
slobodnih peptida i njihovih anionskih kompleksa koristeno je OPLS-AA (Optimized Potential
for Liquid Simulations—All Atom) polje sila,!'> dok je u slu¢aju kationskih kompleksa
koristeno CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) polje sila.!*
Pocetne strukture anionskih, odnosno kationskih kompleksa peptida pripremljene su na nacin
da je ion postavljen u blizinu amidnih protona, odnosno karbonilnih atoma kisika nakon ¢ega
je uslijedila NVT simulacija u vakuumu. Konac¢ne strukture dobivene tim simulacijama
solvatirane su u uravnoteZenoj kubi¢noj kutiji eksplicitnih molekula otapala duljine stranice 6,5
nm s periodi¢kim rubnim uvjetima pri ¢emu su peptidni receptori 1 njithovi kompleksi bili
smjeSteni u srediStu kutije. Koncentracija peptida u tako pripremljenim kutijama bila je otprilike
0,01 mol dm™. Prije same simulacije peptida i njihovih anionskih kompleksa uz rub sustava
dodan je tetrametilamonijev kation (TMA™) ¢ije je kretanje bilo ograni¢eno tijekom simulacije.
Prije svake simulacije provedena je optimizacija sustava nakon koje je uslijedila NpT simulacija
u trajanju od 50,5 ns, pri ¢emu prvih 0,5 ns nije uzeto u obzir u daljnjoj analizi. Integrator
koristen za vremensku propagaciju sustava i kontrolu temperature bio je stochastic dynamic
algoritam'3! s vremenskim korakom od 1 fs. Tijekom simulacije temperatura je odrzavana na
298 K, a tlak na prosje¢noj vrijednosti od 1 bar pomo¢u Parinello-Rahman barostata.'?*!2* Cut-
off radijus za nevezne Van der Waalsove i Coulombove interakcije kratkog dometa bio je 15 A,
dok su Coulombove interakcije dugog dometa racunane pomocu Ewaldove metode
implementirane u Particle Mesh Ewald (PME) postupku.'®? Reprezentativne strukture

slobodnih peptida dobivene su analizom glavnih komponenata (engl. PCA, Principal
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component analysis) na koordinacijskoj matrici €iji su redovi sadrzavali intramolekularne
udaljenosti izmedu amidnih (ili aminskih) protona i karbonilnih atoma kisika te kutove izmedu
karbonilnih atoma kisika, amidnih (ili aminskih) protona i pripadaju¢ih atoma dusika. U slu¢aju
kompleksa, redovi koordinacijske matrice sadrzavali su udaljenosti i kutove koji opisuju
koordinacijsku sferu vezanog iona gdje su kutovi bili definirani preko amidnih duSika 1
pripadajucih protona u slu¢aju koordinacije aniona ili karbonilnog dijela amidnih skupina u
slucaju vezanja kationa. Strukture najblize centroidima klastera s najve¢om populacijom u
prostoru definiranom prvim dvjema glavnim komponentama proglasene su reprezentativnim.
Slike molekulskih struktura izradene su pomocu programa VMD (verzija 1.9.2, University of

Illinois). "3

3.2.6. Odredivanje kristalnih struktura
Kristalnu strukturu kompleksa ciklopeptida i kloridnog aniona odredio je prof. dr. sc. Vladimir

Stilinovi¢.

3.3. Sinteza spojeva

3.3.1. Sinteza N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil-L-fenilalanin metilnog estera (P1)

H;N*CI"-Phe-COOMe
TBTU, TEA
H (e— 3 \)l\ ~
CbzHN DME CbzHN

P1

N-benziloksikarbonil-L-fenilalanin (3,50 g, 11,7 mmol) i L-fenilalanin metilni ester hidroklorid
(2,78 g, 12,9 mmol) otopljeni su u 120 mL. DMF-a nakon cega je smjesa ohladena na 0 °C. U
ohladenu smjesu dodan je TBTU (4,14 g, 12,9 mmol) i TEA (3,26 mL, 23,4 mmol). Reakcijska
smjesa mijeSana je 24 h na sobnoj temperaturi, a zatim je dokapavana voda ohladena na 0 °C
prilikom Cega taloZi produkt. Talog je profiltriran preko sintera, ispran vodom i osusen na zraku,
a zatim je proc¢iS¢en kromatografijom na koloni sa silikagelom uz smjesu MeOH/DCM (5:95)
kao eluensom. Dobiveno je 5,01 g (93 %) spoja P1. 'H NMR spektar (slika D1) poklapa se s

literaturno navedenim.'?*
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3.3.2. Sinteza L-fenilalanil-L-fenilalanin metilnog estera (P2)

AcCl Pd/C H
CbzHN \)l\ N\/ﬁ\ -
MeOH HoN i O

P1 P2

U tikvicu od 100 mL dodano je 50 mL MeOH nakon ¢ega je tikvica ohladena na 0 °C, a zatim
je dodan AcCl (2 mL, 28,1 mmol), spoj P1 (1 g, 2,2 mmol) te na kraju Pd/C. Reakcijska smjesa
je mijeSana na sobnoj temperaturi 24 h pod protokom H>. Nakon toga smjesa profiltrirana preko
celita, a otapalo je upareno. Dobiveno je 787 mg (kvantitativno) produkta P2 u obliku

hidroklorida. "H NMR spektar (slika D2) poklapa se s literaturno navedenim.'¥

3.3.3. Sinteza N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanin metilnog estera

(P3)
o CbZ-Phe-COOH o
H HOBt, EDCxHCI, TEA H
H .
H,N \)l\o/ > CbzHN N\)LN <
i DMF i H

O o 0]

Re 20
N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil (4,38 g, 14,3 mmol) i HOBt (2,64 g, 19,6 mmol) otopljeni su
u 130 mL DMF-a nakon ¢ega je smjesa ohladena na O °C. U ohladenu smjesu dodan je spoj P2
(4,25 g, 13,0 mmol), EDCxHCI (3,75 g, 19,6 mmol) i TEA (9,10 mL, 65,2 mmol). Reakcijska
smjesa mijeSana je 24 h na sobnoj temperaturi, a zatim je dokapavana voda ohladena na 0 °C
prilikom ¢ega talozi produkt. Talog je profiltriran preko sintera, ispran vodom i osuSen na zraku.
Dobiveno je 7,25 g (92 %) spoja P3 koristenog bez daljnjeg pro¢iséavanja. 'H NMR spektar

(slika D3) poklapa se s literaturno navedenim.*3

3.3.4. Sinteza L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanin metilnog estera (P4)

H\/ﬁ\ NH,HCO, PUC, A
CbzHN N N o~ \)L O\
i N MeOH
ol o}

P3 P4
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Spoj P3 (2,00 g, 3,3 mmol) suspendiran je u 150 mL MeOH, a zatim su dodani NH4HCO» (2,08
g, 33,0 mmol) i Pd/C. Reakcijska smjesa mijesana je 3 h uz refluks nakon Cega je ohladena i
profiltrirana preko celita, a otapalo je upareno. Sirova smjesa prociS¢ena je kromatografijom na
koloni sa silikagelom uz smjesu TEA:MeOH:DCM (0,3:5:94,7) kao eluensom. Dobiveno je
1,55 g (99 %) spoja P4. '"H NMR spektar (slika D4) poklapa se s literaturno navedenim.*

3.3.5. Sinteza N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanin
metilnog estera (P5)

CbZ-Phe-COOH
“\/ﬁ\ HOBt, EDCxHCI, TEA H\/ﬁ\ H\/ﬁ\
NH; PN > CbzHN N i o~
0 0 DMF o) o)

N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil (2,03 g, 6,78 mmol) i HOBt (1,25 g, 9,25 mmol) otopljeni su

u 70 mL DMF-a nakon ¢ega je smjesa ohladena na 0 °C. U ohladenu smjesu dodan je spoj P4
(2,92 g, 6,16 mmol), EDCxHCI (1,77 g, 9,25 mmol) i TEA (4,30 mL, 30,8 mmol). Reakcijska
smjesa mijeSana je 24 h na sobnoj temperaturi, a zatim je dokapavana voda ohladena na 0 °C
prilikom Cega taloZi produkt. Talog je profiltriran preko sintera, ispran vodom i osusSen na zraku.
Dobiveno je 4,33 g (85 %) spoja P5 koristenog bez daljnjeg pro¢is¢avanja. 'H NMR spektar

(slika D5) poklapa se s literaturno navedenim.*®
3.3.6. Sinteza L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanin metilnog estera (L1 )
H\)Oj\ H\)cj)\ NH,HCO,, Pd/C, A H\)Oj\ N
CbzHN N o > HoN N
I H i MeOH i H
D= D

o
joRiRe

Spoj PS5 (4,33 g, 5,7 mmol) suspendiran je u 250 mL MeOH, a zatim su dodani NHsHCO- (3,62

g, 57,4 mmol) i Pd/C. Reakcijska smjesa mijesana je 3 h uz refluks nakon Cega je ohladena i
profiltrirana preko celita, a otapalo je upareno. Sirova smjesa prociS¢ena je kromatografijom na
koloni sa silikagelom uz smjesu TEA:MeOH:DCM (0,3:5:94,7) kao eluensom. Dobiveno je
3,50 g (99 %) spoja L1.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 8,54 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 8,24 (d, J = 8,3 Hz, 1H),
7,94 (d, J=8,6 Hz, 1H), 7,42 — 6,94 (m, 20H), 4,73 — 4,38 (m, 3H), 3,58 (s, 3H), 3,31 (dd, J =
8,7,4,3 Hz, 1H), 3,12 -2,94 (m, 3H), 2,91 (dd, J = 13,8, 4,6 Hz, 1H), 2,85 - 2,71 (m, 3H), 2,48
—2,37 (m, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 174,2, 172,1, 171,6, 171,0, 139,1, 138,1, 137.8,
137,5,129,9, 129,8, 129,7, 129,6, 129,5, 128,8, 128,6, 128,5, 128,3, 127,1, 126,8, 126,7, 126,6,
56,5, 54,1, 54,0, 53,3, 52,3, 41,0, 38,4, 38,1, 37,1.

HRMS (ESI*) m / z: C37H41N4Os* [M+H*] izraCunano: 621,3077, nadeno: 621,3065.

ATR-IR ¥/ em™: 3286, 3062, 3026 , 2952, 2925, 1737, 1634, 1537, 1496, 1453, 1436, 1389,
1279, 1244, 1216, 1112, 1079, 1028, 951, 916, 893, 844, 826, 786, 746, 697, 621, 563, 492,
415, 404.

9/ °C: 158,2 — 158,6; [a]d?*= —22,2° (c 0,496, MeOH).

3.3.7. Sinteza L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanina (P6)

o f Hof LiOH H H

HoN” iNW)LN Nn)l\o/ ——>  NH3 N\/ﬁ\N N\/ﬁ\OH

4 Ho O MeOH/H,0 L O |
DD D D

Spoj L1 (470 mg, 0,76 mmol) otopljen je u 6 mL MeOH, a zatim je dodan LiOHxH>0 (64 mg,
1,52 mmol) otopljen u 2 mL mili-Q H>O. Reakcijska smjesa mijeSana je 4 h na sobnoj
temperaturi. Otapalo je upareno, a sirovoj smjesi dodano je 5 mL HCI (1 mol dm™) i

ekstrahirana je s 3x5 mL EtOAc. Organski slojevi su spojeni, profiltrirani preko vate, a otapalo

je upareno. Dobiveno je 386 mg (79 %) spoja P6 u obliku hidrokloridne soli.

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) 6 / ppm: 12,79 (s, J = 7,7 Hz, 1H), 8,69 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
8,41 (d, J =7,8 Hz, 1H), 8,38 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 8,00 (d, J = 5,3 Hz, 3H), 7,33 — 7,10 (m,
20H), 4,67 — 4,55 (m, 2H), 4,49 (dt, J = 8,1, 5,0 Hz, 1H), 3,97 (bs, 1H), 3,13 — 2,91 (m, 5SH),
2,89 -2,72 (m, 3H).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 173,1, 171,4, 170,8, 168,2, 138,1, 137,9, 135,2,
130,1, 129,8, 129,8, 129,6, 128,9, 128,7, 128,5, 128,5, 127,5, 126,9, 126,8, 126,7, 54,6, 54,3,
54,0, 53,5, 38,1, 37,3, 37,1.

HRMS (ESI*) m / z: C36H39N4Os* [M+H*] izrac¢unano: 607,2939, nadeno: 607,2941.

ATR-IR ¥/ em™: 3301
3062, 3029, 2924, 1718, 1693, 1642, 1604, 1525, 1496, 1455, 1444, 1418, 1356, 1217, 1116,
1079, 1030, 975, 917, 800, 746, 699, 605, 564, 530, 493, 474, 461, 454, 449, 437, 420, 405.

9t/ °C: 141 - raspad; [a]3?= 0° (c 0,488, MeOH).

3.3.8. Sinteza ciklo-(L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanina) (C1)

? g) °> /

0 0

H H DEPBT, TEACI, TEA w, NH HN

N\)J\ N\)J\ - ©/£ /@

NH; N OH >

o} I A o} i DMF 0P NH HN ™
D D a

c1
Spoj P6 (386 mg, 0,60 mmol) i DEPBT (197 mg, 0,66 mmol) otopljeni su u 300 mL DMF-a, a
zatim su dodani TEACI (1,49 g, 9,0 mmol) i TEA do pH 8. Reakcijska smjesa mijesana je 3
dana na sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa je ukoncentrirana na rotacijskom uparivacu
nakon ¢ega je dokapavana voda do pojave taloga. Talog je profiltriran, ispran vodom i osuSen
na zraku. ProciS¢en je kromatografijom na koloni sa silikagelom uz smjesu MeOH:DCM

(10:90) kao eluensom. Dobiveno je 46 mg (13 %) spoja C1.

Spoj C1 u obliku kloridnog kompleksa:
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 8,65 (d, J = 10,1 Hz, 1H), 7,30 — 7,18 (m, 3H), 7,14
—17,05 (m, 2H), 4,35 — 4,18 (m, 1H), 3,02 — 2,91 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) é / ppm: 171,5, 137,3, 129,5, 128,8, 127,0, 57,5, 37.3.

HRMS (ESI?) m / z: C36H36N4O4Cl™ [M+CI7] izra¢unano: 623,2430, nadeno: 623,2380.
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Spoj C1 u slobodnoj formi:

ATR-IR v / em™: 3384, 3294, 3062, 3028, 2925, 2853, 1669, 1649, 1604, 1529, 1496, 1453,
1382, 1345, 1312, 1262, 1243, 1225, 1124, 1080, 1031, 990, 950, 915, 891, 873, 843, 806, 776,
749, 732, 695, 670, 613, 584, 549, 498, 477, 417.

9t/ °C: 244 - raspad; [a]4%*=—135,5° (c 0,502, DMSO).

3.3.9. Sinteza N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-
fenilalanin metilnog estera (P7)

H \/ﬁ\ H \/ﬁ\ CbZ-Phe-COOH H \/ﬁ\ H \/ﬁ\
HOBt, EDCxHCI, TEA
: L TEA N N
HoN N‘ N NI o~ > ChzHN 7N N o~
o o) DMF o 0 o

N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil (1,06 g, 3,54 mmol) i HOBt (653 mg, 4,83 mmol) otopljeni

su u 32 mL DMF-a nakon ¢ega je smjesa ohladena na 0 °C. U ohladenu smjesu dodan je spoj
L1 (2,00 g, 3,22 mmol), EDCxHCI (926 mg, 4,83 mmol) i TEA (3,1 mL, 22,0 mmol).
Reakcijska smjesa mijeSana je 24 h na sobnoj temperaturi, a zatim je dokapavana voda ohladena
na 0 °C prilikom Cega taloZzi produkt. Talog je profiltriran preko sintera, ispran vodom 1 osuSen
na zraku. Dobiveno je 2,68 g spoja P7 koristenog bez daljnjeg pro¢i$éavanja. 'H NMR spektar

(slika D17) poklapa se s literaturno navedenim.*®

3.3.10. Sinteza L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanin metilnog
estera (L2)

0 0
l H\/ﬁ\ l H\/ﬁ\ l i NH,HCO,, Pd/C, A H H
4 2> >
CbzHN Ni N Ni N ———— L N\i)LN N})LN O~
o} o} o] o] H o Ho 8
D" D D= D

MeOH

Spoj P7 (3,00 g, 3,33 mmol) suspendiran je u 250 mL MeOH, a zatim su dodani NH4sHCO-
(2,10 g, 33,3 mmol) i Pd/C. Reakcijska smjesa mijeSana je 3 h uz refluks nakon ¢ega je ohladena
i profiltrirana preko celita, a otapalo je upareno. Sirova smjesa proc¢iS¢ena je kromatografijom
na koloni sa silikagelom uz smjesu TEA:MeOH:DCM (0,3:7,5:92,2) kao eluensom. Dobiveno
je 2,25 g (kvantitativno) spoja L2.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 8,52 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,18 (d, J = 7,6 Hz, 1H),
8,15, J=7,8 Hz, 1H), 7,93 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,43 — 6,84 (m, 25H), 4,62 (dd, J = 8.4, 5,1
Hz, 1H), 4,57 — 4,44 (m, 3H), 3,58 (s, 3H), 3,30 (dd, J = 8,8, 4,4 Hz, 1H), 3,13 — 2,65 (m, 9H),
2,49 - 2,39 (m, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 174,2, 172,1, 171,4, 171,2, 171,0, 139,1, 1381,
137,9,137,8,137,5, 129,9, 129,8, 129,7, 129,6, 129,5, 128,8, 128,6, 128,5, 128,5, 128,3, 128,0,
127,0, 126,8, 126,7, 126,6, 126,6, 56,5, 54,1, 54,0, 53,3, 52,3, 41,0, 38,3, 38,1, 38,1, 37,1.

HRMS (EST*) m / z: C46Hs50Ns5Og* [M+H*] izracunano: 768,3761, nadeno: 768,3764.

ATR-IR ¥/ em™: 3275, 3062, 3028, 2922, 2855, 1743, 1634, 1538, 1495, 1454, 1440, 1393,
1350, 1285, 1216, 1117, 1079, 1030, 965, 916, 880, 844, 818, 793, 743, 696, 586, 562, 495,
422, 407.

8¢/ °C: 200 - raspad; [a]3*=-30,3° (c 0,495, MeOH).

3.3.11.Sinteza L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanina (P8)

[ H [ H , l l
H,N N\/ﬁ\N N\/ﬁ\N O~ LI—OH> H,N H\/ﬁ\N H\/ﬁ\N OH
o L n g LA § s LA 8 LA g
( > L2 [ > ]\' >P8 D

MeOH/H,0O

Spoj L2 (500 mg, 0,65 mmol) otopljen je u 15 mL MeOH, a zatim je dodan LiOHxH>O (62
mg, 1,48 mmol) otopljen u 5 mL mili-Q H>O. Reakcijska smjesa mijeSana je 6 h na sobnoj
temperaturi. Otapalo je upareno, a sirovoj smjesi dodano je 15 mL HCI (1 mol dm™). Nastali
talog profiltriran je preko sintera, ispran s 15 mL HCI (1 mol dm™) i 50 mL mili-Q H-O.
Dobiveno je 463 mg (90 %) spoja P8 u obliku hidrokloridne soli.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 8,83 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,40 (d, / = 7,7 Hz, 1H),
8,36 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,28 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,10 (d, J = 5,6 Hz, 3H), 7,41 — 7,10 (m,
25H), 4,68 — 4,39 (m, 5SH), 3,25 — 2,65 (m, 10H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-de) 6 / ppm: 173,1, 171,6, 171,2, 170.,8, 168,11, 138,2, 138.0,
137,9, 135,2, 130,2, 129,8, 129,7, 129,6, 129,6, 128,8, 128,7, 128,5, 128,4, 127,4, 126,9, 126,7,
126,6, 54,9, 54,6, 54,5, 54,1, 53,7, 38,0, 37,9, 37,1.
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HRMS (ESTI*) m / z: C45H4gNsOg* [M+H*] izracunano: 754,3605, nadeno: 754,3611.

ATR-IR ¥/ em™: 3301, 3062, 3029, 2924, 1718, 1693, 1642, 1604, 1525, 1496, 1455, 1444,
1418, 1356, 1217, 1116, 1079, 1030, 975, 917, 800, 746, 699, 605, 564, 530, 493, 474, 461,
454, 449, 437, 420, 405.

8t/ °C: 195 - raspad; [a]4?=-22,0° (c 0,501, MeOH).

3.3.12. Sinteza ciklo-( L—fenilalanil—L—fenilalanil—L—fenilalanil—L—fenilalanil—L—fenilalanila ) (C2)

:
Bl ;&@

C2

Spoj P8 (480 mg, 0,61 mmol) i DEPBT (449 mg, 1,5 mmol) otopljeni su u 500 mL DMF-a, a
zatim su dodani TEACI (1,01 g, 6,1 mmol) i TEA do pH 8. Reakcijska smjesa mijesSana je 3
dana na sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa je ukoncentrirana na rotacijskom uparivacu
nakon ¢ega je dokapavana voda do pojave taloga. Talog je profiltriran, ispran vodom i osuSen
na zraku. Proc¢iS¢en je kromatografijom na koloni sa silikagelom uz smjesu MeOH:DCM
(10:90) kao eluensom. Dobiveno je 302 mg (67 %) spoja C2. 'H NMR spektar (slika D24)

poklapa se s literaturno navedenim.*3

3.3.13. Sinteza N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-
fenilalanil-L-fenilalanin metilnog estera (P9)

CbZ-Phe-COOH
H H HOBt, EDCxHCI, TEA H H H
N N > N N N vl
H-N N N N - CbzHN N N O
2 I A I A DMF i H i H i
o) e} e} o} o} o}
O 0 D-0 O

N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil (485 mg, 1,62 mmol) i HOBt (300 mg, 2,22 mmol) otopljeni

suu 15 mL DMF-a nakon ¢ega je smjesa ohladena na 0 °C. U ohladenu smjesu dodan je spoj

L2 (1,00 g, 1,30 mmol), EDCxHCI (426 mg, 2,22 mmol) i TEA (1,0 mL, 7,39 mmol).
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Reakcijska smjesa mijeSana je 24 h na sobnoj temperaturi, a zatim je dokapavana voda ohladena
na 0 °C prilikom Cega taloZzi produkt. Talog je profiltriran preko sintera, ispran vodom 1 osuSen

na zraku. Dobiveno je 1,30 g spoja P9 koriStenog bez daljnjeg prociS¢avanja.

IH NMR (400 MHz, DMSO-de) 6 / ppm: 8,51 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,16 (d, J = 8,2 Hz, 1H),
8,08 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 8,07 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,99 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,40 (d, J = 8,9 Hz,
1H), 7,34 — 6,85 (m, 35H), 5,13 — 4,81 (m, 2H), 4,69 — 4,40 (m, SH), 4,19 (ddd, J = 10,9, 8.8,
3,8 Hz, 1H), 3,57 (s, 3H), 3,11 — 2,88 (m, 6H), 2,87 — 2,65 (m, 5H), 2,59 (dd, J = 14,0, 10,9 Hz,
1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 172,1, 171,6, 171,4, 171,1, 171,03, 156,1, 138,6,
138,0, 138,0, 137,9, 137,5, 129,7, 129,7, 129,6, 129,5, 128,8, 128,5, 128,4, 128,4, 128,1, 127.8,
127,0, 126,7, 126,6, 65,6, 56,5, 54,1, 54,1, 54,0, 53,9, 52,3, 38,1, 38,1, 37,9, 37,1.

HRMS (EST*) m / z: Ce3H6aNsO9Na* [M+Na™] izracunano: 1071,4627, nadeno: 1071,4612.

ATR-IR ¥/ em™: 3268, 3063, 3029, 2925, 2855, 1744, 1699, 1635, 1532, 1496, 1454, 1440,
1396, 1286, 1253, 1221, 1135, 1115, 1081, 1044, 1029, 915, 844, 794, 769, 742, 695, 622, 590,
560, 487, 432.

8t/ °C: 215 - raspad; [a]d%= 0° (c 0,499, DMSO).

3.3.14. Sinteza L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanin
metilnog estera (L3)

NGNS L n LI

CbzHN l H l H l O/ T’ H2N l H ‘ H l (0]
(o] O (o] (o] (e} O

D" 0D D DD D

Spoj P9 (1,40 g, 1,33 mmol) suspendiran je u 100 mL MeOH, a zatim su dodani NH4sHCO»
(839 mg, 13,3 mmol) i Pd/C. Reakcijska smjesa mijeSana je 3 h uz refluks nakon cega je
ohladena i profiltrirana preko celita, a otapalo je upareno. Sirova smjesa prociSéena je
kromatografijom na koloni sa silikagelom uz smjesu TEA:MeOH:DCM (0,3:10:89,7) kao

eluensom. Dobiveno je 1,20 g (kvantitativno) spoja L3.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 8,51 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,16 (d, J = 8,3 Hz, 2H),
8,08 (d, J=8,1 Hz, 1H), 7,93 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 7,66 — 6,82 (m, 30H), 4,78 — 4,28 (m, 5H),
3,57 (s, 3H), 3,30 (dd, J = 8,7, 4,3 Hz, 1H), 3,15 - 2,62 (m, 11H), 2,41 (dd, J = 13,5, 8,8 Hz,
1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 174,1, 172,1, 171,4, 171,2, 171,1, 171,0, 139,0,
138,2,138,0, 137,9, 137,8, 137,4, 129,8, 129,8, 129,7, 129,5, 128,8, 128,6, 128,5, 128,5, 128,3,
127,0, 126,7, 126,7, 126,6, 56,5, 54,2, 54,1, 54,0, 53,3, 52,3, 40,9, 38,3, 38,1, 38,1, 38,0, 37,1.

HRMS (ESTI*) m / z: CssHsoN¢O7* [M+H*] izraCunano: 915,4440, nadeno: 915,4421.

ATR-IR ¥/ em™: 3272, 3062, 3029, 2925, 2857, 1949, 1881, 1741, 1635, 1585, 1539, 1496,
1454, 1439, 1394, 1279, 1240, 1218, 1199, 1115, 1080, 1030, 956, 916, 875, 845, 792, 742,
696, 622, 589, 561, 488, 434.

3¢/ °C: 198 - raspad; [a]32= +10,2° (c 0,488, DMSO).

3.3.15. Sinteza L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanina
(P10)

PV E Y EP S PSSP
LSS NGEIETTE A NG RRER G
(0] (o] o) € 2 o H o H o

Jo RO RS O RO IIRS

Spoj L3 (500 mg, 0,65 mmol) otopljen je u 15 mL MeOH, a zatim je dodan LiOHxH>O (62
mg, 1,48 mmol) otopljen u 5 mL mili-Q H>O. Reakcijska smjesa mijeSana je 6 h na sobnoj
temperaturi. Otapalo je upareno, a sirovoj smjesi dodano je 15 mL HCI (1 mol dm™). Nastali
talog profiltriran je preko sintera, ispran s 15 mL HCI (1 mol dm™) i 50 mL mili-Q H-O.
Dobiveno je 463 mg (90 %) spoja P10.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) ¢ / ppm: 8,53 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 8,33 (d, J = 8,3 Hz, 1H),
8,29 (d, J =7,7 Hz, 1H), 8,24 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,18 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,42 — 6,93 (m,
30H), 4,66 — 4,49 (m, 4H), 4,45 (q, J = 7,2 Hz, 1H), 3,73 (dd, J = 8,3, 4,5 Hz, 1H), 3,09 (td, J
=12,6, 5,0 Hz, 2H), 3,04 — 2,88 (m, 5H), 2,89 — 2,62 (m, SH).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 173,3, 171,2, 171,1, 171,1, 170,9, 170,4, 138,2,
138,1, 138,0, 136,7, 130,0, 129,8, 129,7, 128,8, 128,6, 128,5, 128,4, 127,2, 126,8, 126,7, 126,6,
54,7, 54,3, 54,2, 38,7, 38,2, 38,1, 38,0, 37,3.

HRMS (ESI*) m / z: CsaHs7N¢O7* [M+H*] izracunano: 901,4284, nadeno: 901,4314.

ATR-IR ¥/ em™: 3281, 3061, 3027, 1694, 1630, 1509, 1494, 1453, 1442, 1396, 1355, 1279,
1224, 1078, 1030, 914, 825, 744, 696, 594, 564, 496, 437, 408.

8t/ °C: 202 - raspad; [a]§%= +6,0° (c 0,499, DMSO).

3.3.16. Sinteza ciklo-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-
fenilalanina (C3)

NH/(‘ H\)?\N/t H\/ﬁ\NI H\)?\OH DEPBT, TEACI TEA Z HNTO
3 L N O N | [ 4
LR RS

HN

5%
O
Spoj P10 (613 mg, 0,65 mmol) i DEPBT (305 mg, 1,0 mmol) otopljeni su u 340 mL DMF-a, a
zatim su dodani TEACI (1,69 g, 10,2 mmol) i TEA do pH 8. Reakcijska smjesa mijeSana je 3
dana na sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa je ukoncentrirana na rotacijskom uparivacu
nakon ¢ega je dokapavana voda do pojave taloga. Talog je profiltriran, ispran vodom i osuSen

na zraku. Proc¢iS¢en je kromatografijom na koloni sa silikagelom uz smjesu MeOH:DCM

(10:90) kao eluensom. Dobiveno je 136 mg (13 %) spoja C3.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 8,23 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,35 - 7,01 (m, 5H), 4,13
(q,J=7,2Hz, 1H), 3,13 - 2,80 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 171,3, 138,6, 129,5, 128,7, 126,7, 56,3, 36,6.
HRMS (ESI*) m / z: Cs4Hs5sN6Og" [M+H*] izraCunano: 883,4178, nadeno: 883,4213.

ATR-IR ¥/ em™: 3284, 3061, 3028, 2924, 1645, 1584, 1515, 1495, 1454, 1441, 1333, 1231,
1156, 1113, 1080, 1030, 916, 846, 743, 697, 621, 560, 487.

8¢/ °C: 121 - raspad; [a]3?=-137,7° (c 0,501, MeOH).
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3.3.17.Sinteza N-benziloksikarbonil-L-leucil-L-leucin metilnog estera (P11 )

H;N"Cl-Leu-COOMe

0
HOBt, EDCxHCI, TEA H
oH 1 N A
CbzHN
CbzHN DMF l

0 o]
Pll\(

N-benziloksikarbonil-L-leucin (5,084 g, 19,16 mmol) i HOBt (3,884 g, 28,74 mmol) otopljeni

su u 200 mL DMF-a. Smjesa je ohladena na 0 °C nakon Cega je dodan L-leucin metilni ester
hidroklorid (5,222 g, 28,74 mmol), EDCxHCI (5,509 g, 28,74 mmol) te nakon 5 minuta TEA
(10,7 ml, 76,65 mmol). Reakcijska smjesa je mijeSana 24 h na sobnoj temperaturi, nakon cega
je ona ukoncentrirana in vacuo, ohladena na 0 °C te je zatim dokapavana ohladena voda uz jako
mijesanje pri cemu produkt talozi. Talog je profiltriran, posusen i pro¢is¢en kromatografijom
na koloni sa silikagelom uz smjesu EtOAc:DCM (1:3) kao eluens. Dobiveno je 3,366 g (45 %)
produkta P11. "H NMR spektar (slika D37) poklapa se s literaturno navedenim.'*®

3.3.18. Sinteza L-leucil-L-leucin metilnog estera (P12)

MeOH

U tikvicu od 500 mL dodano je 200 mL MeOH nakon ¢ega je ona ohladena na 0 °C. Zatim je
dodano 5,97 mL AcCl (84,1 mmol), a nakon toga spoj P11 (3,30 g, 8,41 mmol) i 5% Pd/C.

o)
H Pd/C H\/ﬁ\
CbzHN N\)l\o/ ——> N N o
s A i

Reakcijska smjesa mijeSana je 24 h na sobnoj temperaturi uz stalan protok H», a zatim je
profiltrirana preko celita, a otapalo je upareno. Dobiveno je 2,454 g (99 %) produkta P12 u
obliku hidroklorida koristenog u sljede¢em koraku bez dodatnog proéis¢avanja. 'H NMR

spektar (slika D38) poklapa se s literaturno navedenim. '’

3.3.19. Sinteza N-benziloksikarbonil-L-leucil-L-leucil-L-leucin metilnog estera (P13)

0 CbZ-Leu-COOH

H HOBt, EDCxHCI, TEA H\/ﬁ\
N N 0
H,N \l)l\o/ »  CbzHN N ~

DMF
0 L
Plz\( \(PIS

N-benziloksikarbonil-L-leucin (2,433 g, 9,17 mmol) i HOBt (1,690 g, 12,51 mmol) otopljeni su

u 100 mL DMF-a nakon ¢ega je smjesa ohladena na 0 °C. U ohladenu smjesu dodan je spoj
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P12 (2,156 g, 8,34 mmol), EDCxHCI (2,398 g, 12,51 mmol) i TEA (5,8 ml, 41,7 mmol).
Reakcijska smjesa je mijeSana 24 h na sobnoj temperaturi, a zatim je dokapavana voda ohladena
na 0 °C prilikom ¢ega talozi produkt. Talog je profiltriran preko sintera, ispran vodom, osusen
na zraku i procis¢en kromatografijom na koloni sa silikagelom uz smjesu MeOH:DCM (5:95)
kao eluens. Dobiveno je 2,649 g (63 %) produkta P13. 'H NMR spektar (slika D39) poklapa se

s literaturno navedenim.

3.3.20. Sinteza L-leucil-L-leucil-L-leucin metilnog estera (P14)

\/ﬁ\ NHHCO PAC.A H\/ﬁ\
N
CbzHN O\ MeOH NH3 N ~
o) H 8

P13 \( P14

Spoj P13 (2,649 g, 5,24 mmol) otopljen je u 125 mL. MeOH nakon ¢ega su dodani NH4sHCO-
(1,322 g, 20,96 mmol) te 5% Pd/C. Reakcijska smjesa mijeSana je uz refluks 2 sata nakon ¢ega
je ohladena na sobnu temperaturu i profiltrirana preko celita, a otapalo upareno. Dobiveno je
1,881 g (97 %) produkta P14 koristenog u sljedeéem koraku bez dodatnog proci¥éavanja. 'H

NMR spektar (slika D40) poklapa se s literaturno navedenim.*®

3.3.21. Sinteza N-benziloksikarbonil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucin metilnog estera (P15)

\/ﬁ\ CbZ-Leu-COOH H o) H @)
TBTU TEA
NH; CbzHN N\i)l\u N\‘)Lo/
o) o)
~ s

N-benziloksikarbonil-t-leucin (2,029 g, 6,78 mmol) i spoj P14 (1,88 g, 5,06 mmol) otopljeni su
u 70 mL DMF-a. Smjesa je ohladena na 0 °C nakon cega je dodan TEA (1,4 mL, 10,12 mmol)
1, u malim obrocima, TBTU (1,79 g, 5,57 mmol). Reakcijska smjesa je mijeSana 24 h na sobnoj
temperaturi, nakon cega je ona ukoncentrirana in vacuo, ohladena na 0 °C te je zatim
dokapavana ohladena voda uz jako mijeSanje pri ¢emu produkt talozi. Dobiveno je 2,872 g (92

%) Cistog produkta P15 koriStenog dalje bez prociS¢avanja.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 8,15 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,93 (d, J = 8,3 Hz, 1H),
7,85 (d,J=8,4Hz, 1H), 7,43 (d, J=8,2 Hz, 1H), 7,40 — 7,20 (m, 5SH), 5,03 (s, 2H), 4,39 — 4,20
(m, 3H), 4,10 — 3,97 (m, 1H), 3,60 (s, 3H), 1,70 — 1,52 (m, 5H), 1,52 — 1,32 (m, 7H), 0,96 —
0,76 (m, 24H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 173,2, 172,6, 172,4, 171,9, 156,4, 137,6, 128,83,
128,2, 128,1, 65,8, 53,6, 52,3, 51,3, 51,1, 50,5, 41,3, 41,2, 40,1, 24,6, 24,6, 24,5, 24,5, 23,5,
23,3,22,3,22,2,22,0, 21,6.

HRMS (ESI*) m / z: C33HssN4O7* [M+H*] izraCunano: 619,4065, nadeno: 619,4072.

ATR-IR ¥/ em™: 3267, 3072, 2955, 2933, 2871, 1746, 1705, 1667, 1638, 1533, 1468, 1454,
1438, 1387, 1368, 1340, 1259, 1231, 1209, 1158, 1121, 1081, 1045, 1028, 978, 923, 872, 826,
778, 735, 696, 608, 481.

9/ °C: 194,8 — 195,5; [a]d?*= -58,1° (c 0,499, MeOH).

3.3.22. Sinteza L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucin metilnog estera (P16)

0 0 0 0
H H NH,HCO,, Pd/C, A H H
ijn\/‘\,(“'\i)l\/ﬁg\,(”\i)l\o/ > njnj\,(N\i)j\/HS\,(N\*)l\o/
4 1 MeOH 4 1
\( P15 \( \( P16 \(

Spoj P15 (1,238 g, 2,00 mmol) otopljen je u 50 mL MeOH nakon ¢ega su dodani NHsHCO,

(504 mg, 7,99 mmol) te 5% Pd/C. Reakcijska smjesa mijesana je uz refluks 2 sata nakon cega
je ohladena na sobnu temperaturu i profiltrirana preko celita, a otapalo upareno. Dobiveno je
969 mg (kvantitativno iskoriStenje) produkta P16 koriStenog u sljede¢em koraku bez dodatnog

procis¢avanja.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 8,18 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 8,4 Hz, 2H),
4,39 — 4,31 (m, 2H), 4,31 — 4,22 (m, 1H), 3,60 (s, 3H), 3,17 (dd, J = 8,8, 5,3 Hz, 1H), 1,75 -
1,67 (m, 1H), 1,66 — 1,52 (m, 4H), 1,52 — 1,34 (m, 6H), 1,24 — 1,14 (m, 1H), 0,95 - 0,76 (m,
24H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 175,9, 173,2, 172,4, 172,1, 53,5, 52,2, 51,0, 50,9,
50,6, 44,8, 41,7, 41,2, 40,1, 24,6, 24,6, 24,5, 23,7, 23,5, 23,4, 23,3, 22,4, 22,3, 21,6.
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HRMS (EST*) m / z: C25H4oN4Os* [M+H*] izraCunano: 485,3697, nadeno: 485,3727.

ATR-IR ¥/ em: 3277, 3075, 2955, 2934, 2871, 1748, 1635, 1544, 1467, 1450, 1437, 1386,
1368, 1277, 1256, 1203, 1158, 1101, 1024, 983, 922, 871, 823, 783, 693, 593, 480.

S/ °C: 171,2 - 171,5; [a]E?= -57.9° (c 0,501, MeOH).

3.3.23.Sinteza L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucina (P17)

o o . 0
H H LiOH H H
Fjj\”/“\)j\/,\lg\’(”\)j\o/ E— . r\i)\'(Nj/?L/NS\’(Nﬁ)LOH
o) l H o) ' MeOH/H,0 0 H o)
\( P16 \( \( P17 \(

Spoj P16 (502 mg, 1,04 mmol) otopljen je u 9 mL MeOH, a zatim je dodan LiOHxH>O (87
mg, 2,08 mmol) otopljen u 3 mL mili-Q H>O. Reakcijska smjesa mijeSana je 6 h na sobnoj
temperaturi. Metanol je uparen, a sirovoj smjesi dodano je 15 mL HCI (1 mol dm™). Talog je
profiltriran preko sintera, ispran s 15 mL HCI (1 mol dm™) i 50 mL mili-Q H,O. Dobiveno je
527 mg (kvantitativno) spoja P17 u obliku hidrokloridne soli.

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 12,49 (s, 1H), 8,58 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 8,16 (d, J =
8,5 Hz, 1H), 8,12 (bs, 3H), 8,01 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 4,49 — 4,40 (m, 1H), 4,40 — 4,30 (m, 1H),
4,26 — 4,17 (m, 1H), 3,77 (bs, 1H), 1,73 — 1,55 (m, 4H), 1,55 — 1,40 (m, 8H), 0,96 — 0,74 (m,
24H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 174,3, 172,2, 171,5, 169,0, 51,5, 51,1, 50,5, 41,4,
41,2, 40,8, 24,7, 24,5, 24,4, 24,0, 23,6, 23,4, 23,4, 23,0, 22,8, 22,4, 22,0, 21,7.

HRMS (EST*) m / z: C24H47N4Os* [M+H"] izraCunano: 471,3541, nadeno: 471,3545.

ATR-IR ¥/ em™: 3325, 3272, 3063, 2957, 2934, 2912, 2872, 2665, 1717, 1688, 1670, 1638,
1554, 1510, 1467, 1439, 1413, 1387, 1368, 1326, 1311, 1268, 1237, 1216, 1200, 1171, 1154,
1089, 1030, 1007, 946, 861, 826, 780, 714, 668, 642, 594, 565, 528, 513, 487, 474, 460, 438,
420, 410, 405.

9t/ °C: 198 - raspad; [a]4*= —44,6° (c 0,493, MeOH).
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3.3.24. Sinteza ciklo-(L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucina) (C4)

°> /:
Hof v DEPBT, TEACI, TEA w, NH HN
NH N\)LN N\)J\OH > Y
? I H | DMF o,

o\( 0 0P NH HN
P17 \(

§_O
C4

Spoj P17 (659 mg, 1,30 mmol) i DEPBT (428 mg, 1,43 mmol) otopljeni su u 700 mL DMF-a,
a zatim su dodani TEACI (4,143 g, 25 mmol) i TEA do pH 8. Reakcijska smjesa mijesSana je 4

dana na sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa je ukoncentrirana na rotacijskom uparivacu
nakon ¢ega je dokapavana voda do pojave taloga. Talog je profiltriran, ispran vodom i osuSen
na zraku. ProciS¢en je kromatografijom na koloni sa silikagelom uz smjesu MeOH:DCM (5:95)

kao eluensom. Dobiveno je 118 mg (20 %) spoja C4.

Spoj C4 u obliku kloridnog kompleksa:
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 8,26 (d, J = 10,1 Hz, 1H), 4,43 — 4,06 (m, 1H), 1,79
-1,39 (m, 3H), 0,90 (d, J = 6,1 Hz, 3H), 0,85 (d, J = 5,9 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, DMSO—ds) 6 / ppm: 172,58, 54,45, 40,09, 25,29, 22,72, 22.38.
HRMS (EST*) m / z: C24H4sN4O4* [M+H"] izraCunano: 453,3435, nadeno: 453,3451.

Spoj C4 u slobodnoj formi:
ATR-IR ¥/ em™: 3311, 2957, 2932, 2871, 1667, 1655, 1519, 1468, 1387, 1367, 1323, 1309,
1289, 1256, 1218, 1171, 1154, 1127, 1086, 978, 942, 923, 872, 820, 778, 643, 559, 452.

9/ °C: > 300; [a]3P=-155,9° (c 0,494, MeOH).

3.3.25. Sinteza N-benziloksikarbonil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucin metilnog estera
(P18)

H 0 " 0 CbZ-Leu-COOH H \/ﬁ\ H \i

HOBt, EDCxHCI, TEA

N N > TEA N N o

HoN \l)J\N \l)J\o/ > ChzHN N [N ~
o) H 0 DMF o) o) o}
\( P16 \( \( P18 \(

N-benziloksikarbonil-L-leucin (584 mg, 2,20 mmol) i HOBt (405 mg, 3,00 mmol) otopljeni su

u 25 mL. DMF-a nakon ¢ega je smjesa ohladena na 0 °C. U ohladenu smjesu dodan je spoj P16
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(969 mg, 2,00 mmol), EDCxHCI (575 mg, 3,00 mmol) i TEA (1,4 mL, 10,00 mmol).
Reakcijska smjesa je mijeSana 24 h na sobnoj temperaturi, a zatim je dokapavana voda ohladena
na 0 °C prilikom ¢ega talozi produkt. Talog je profiltriran preko sintera, ispran vodom i osusen
na zraku. Dobiveno je 1,354 g (92 %) produkta P18 koriStenog dalje bez pro¢is¢avanja. 'H
NMR spektar (slika D55) poklapa se s literaturno navedenim.

3.3.26. Sinteza L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucin metilnog estera (P19)

o H \)L/S\’(N \)L/S\y(é\ NH,HCO,, PA/C, A fj\’( \/ﬁ\/g\’( \/ﬁ\/g\’(o\

MeOH

Spoj P18 (3,000 g, 3,33 mmol) otopljen je u 250 mL MeOH nakon éega su dodani NH4HCO-
(2,097 g, 33,26 mmol) te 5% Pd/C. Reakcijska smjesa mijeSana je uz refluks 3 sata nakon cega
je ohladena na sobnu temperaturu i profiltrirana preko celita, a otapalo upareno. Smjesa je
procis¢ena kromatografijom na koloni sa silikagelom uz smjesu TEA:MeOH:DCM
(0,3:7,5:92,2) kao eluensom. Dobiveno je 2,252 g (89 %) produkta P19. 'H NMR spektar (slika

D56) poklapa se s literaturno navedenim.*®

3.3.27.Sinteza L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucina (P20)

DA e A
O\( P20 O\( ©

MeOH/HZO

Spoj P19 (426 mg, 0,71 mmol) otopljen je u 9 mL MeOH, a zatim je dodan LiOHxH-O (60
mg, 1,44 mmol) otopljen u 3 mL mili-Q H>O. Reakcijska smjesa mijeSana je 3 h na sobnoj
temperaturi. Reakcijska smjesa zakiseljena je s 1 mL HCI (5 mol L"), a nastali litijev klorid
uklonjen je filtracijom preko sintera i ispran s 10 mL MeOH. Filtrat je uparen te je dobiveno
413 mg (kvantitativno) spoja P20. 'H NMR spektar (slika D57) poklapa se s literaturno

navedenim.*®
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3.3.28. Sinteza ciklo-(L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucina) (C5)
o¥b,
- H\J\N H\/ﬁ\N OH DEPBT,TEATLTEA \(N wm Hi?ﬁ o
2 P+ i+ o
o) 0 o DMF H HNY,
P20 o
~ ~ §_O {
s

Spoj P20 (413 mg, 0,71 mmol) i DEPBT (233 mg, 0,78 mmol) otopljeni su u 500 mL DMF-a,

a zatim su dodani TEACI (1,176 g, 7,1 mmol) i TEA do pH 8. Reakcijska smjesa mijeSana je 3
dana na sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa je ukoncentrirana na rotacijskom uparivacu
nakon Cega je dokapavana voda do pojave taloga. Talog je profiltriran, ispran vodom i osuSen
na zraku. ProciS¢en je kromatografijom na koloni sa silikagelom uz smjesu MeOH:DCM
(10:90) kao eluensom. Dobiveno je 102 mg (28 %) spoja C5. 'H NMR spektar (slika D58)

poklapa se s literaturno navedenim.*3

3.3.29. Sinteza N-benziloksikarbonil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucin
metilnog estera (P21)

CbZ-Leu-COOH 0 0
HOBt, EDCxHCI, TEA H H
. N N
\i \i > CbzHN \)LN O/
H
o]
" i \( \(

N-benziloksikarbonil-L-leucin (541 mg, 2,04 mmol) i HOBt (376 mg, 2,78 mmol) otopljeni su

u 20 mL. DMF-a nakon ¢ega je smjesa ohladena na 0 °C. U ohladenu smjesu dodan je spoj P19
(1,106 g, 1,85 mmol), EDCxHCI (533 mg, 2,78 mmol) i TEA (1,3 mL, 9,25 mmol). Reakcijska
smjesa je mijeSana 24 h na sobnoj temperaturi, a zatim je dokapavana voda ohladena na 0 °C
prilikom Cega taloZi produkt. Talog je profiltriran preko sintera, ispran vodom i osusSen na zraku.

Dobiveno je 1,446 g (92 %) produkta P21 koriStenog dalje bez proc¢i§¢avanja.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) ¢ / ppm: 8,13 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,96 (d, J = 8,0 Hz, 1H),
7,89 (d, J=8,1 Hz, 1H), 7,83 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,80 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,44 (d, J = 8,1 Hz,
1H), 7,41 — 7,24 (m, 5H), 5,03 (s, 2H), 4,41 — 4,18 (m, 5SH), 4,12 — 3,98 (m, 1H), 3,60 (s, 3H),
1,76 — 1,30 (m, 18H), 0,99 — 0,62 (m, 36H).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 173,2, 172,7, 172,4, 172,2, 172,0, 171,8, 156,4,
137,5, 128,8, 128,2, 128,1, 65,8, 53,7, 52,3, 51,4, 51,3, 51,0, 50,6, 41,3, 41,1, 41,1, 24,6, 24,6,
245,245, 23,5, 23,5, 23,3, 22,2, 22,1, 22,0, 21,7.

HRMS (ESTI*) m / z: C4sH77N6Oo* [M+H*] izraCunano: 845,5747, nadeno: 845,5760.

ATR-IR ¥/ em™: 3264, 3087, 2955, 2931, 2871, 1745, 1705, 1674, 1628, 1539, 1467, 1455,
1438, 1405, 1387, 1368, 1277, 1259, 1234, 1214, 1156, 1123, 1082, 1049, 1028, 922, 871, 826,
785, 697, 640, 610, 484, 417.

9t/ °C: 252 - raspad; [a]3?=—44,6° (c 0,493, MeOH).

3.3.30. Sinteza L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucin meilnog estera (P22)
MeOH H H
O R G

Spoj P21 (1,045 g, 1,23 mmol) otopljen je u 50 mL MeOH nakon ¢ega su dodani NHsHCO,
(252 mg, 4,00 mmol) te 5% Pd/C. Reakcijska smjesa mijesana je uz refluks 4 sata nakon cega
je ohladena na sobnu temperaturu prilikom ¢ega nastaje talog koji je otopljen dodatkom 0,5 mL
HCI (5 mol dm™). Otopina je profiltrirana preko celita, a otapalo upareno. Talog je zatim ispran
s 2 x 10 mL NaHCO:s (zas.) i 5x10 mL mili-Q H>O pa osusen na zraku. Dobiveno je 0,874 g

(kvantitativno) produkta P22 koriStenog dalje bez prociS¢avanja.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 8,46 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,18 (d, / = 7,9 Hz, 1H),
8,16 (d,J=8,4Hz, 1H), 7,88 (d, J=8,2 Hz, 1H), 7,85 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 4,56 — 4,16 (m, SH),
3,67 — 3,62 (m, 1H), 3,60 (s, 3H), 1,78 — 1,33 (m, 18H), 0,98 — 0,76 (m, 36H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6/ ppm: 173,2,172,4,171,9,171,8,171,7,170,2, 52,3, 51,5,
51,4,51,3,51,0, 50,6, 41,5, 41,4, 41,2, 41,0, 24,6, 24,5, 24,5, 24,5, 24,1, 23,5, 23,5, 23,5, 23,3,
23,2,22,6,22,4,22,2,22,2,22,0, 21,7.

HRMS (ESI*) m / z: C37H71N6O7* [M+H*] izra¢unano: 711,5379, nadeno: 711,5387.

ATR-IR ¥/ em™: 3265, 3084, 2954, 2931, 2870, 1744, 1688, 1627, 1544, 1467, 1437, 1403,
1387, 1368, 1277, 1258, 1240, 1211, 1156, 1027, 921, 870, 826, 785, 709, 600, 565, 550, 511,
487,474, 461, 449, 444, 437, 420, 410, 405.

8t/ °C: 202 - raspad; [a]§*=—45,9° (c 0,501, DMSO).
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3.3.31.Sinteza L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucina (P23)

(o} (o} (o} [0} (o} (o}
H H H LiOH H H H
N N N
H)zNjﬁ( \l):”i‘/ \l)fﬁi( \l)J\O/ _— ’\ﬁzjw‘/ N\l)J\/NSﬁ‘/ N\l)J\/NSﬁ‘/ N\I)J\O H
o) o) o) MeOH/H20 o H o H
~ m X N

Spoj P22 (402 mg, 0,54 mmol) otopljen je u 150 mL MeOH, a zatim je dodan LiOHxH>O (116
mg, 2,76 mmol) otopljen u 50 mL mili-Q H>O. Reakcijska smjesa mijeSana je 8 h na 50 °C
nakon ¢ega je ohladena na sobnu temperaturu, a zatim je dodano 700 pL HCI1 (5 mol dm™) za
neutralizaciju reakcijske smjese i prevodenje produkta u hidrokloridnu sol. Otapala su uparena,

talog prebacen na sinter i ispran s 5x10 mL mili-Q H>O i osuSen na zraku. Dobiveno je 377 mg

(95 %) spoja P23 u obliku hidrokloridne soli.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 8,63 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,25 (d, J = 5,3 Hz, 3H),
8,19 (d, J=8,3 Hz, 1H), 8,01 (d, /= 8,0 Hz, 1H), 7,90 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,87 (d, J = 8,4 Hz,
1H), 4,47 — 4,38 (m, 1H), 4,37 — 4,26 (m, 3H), 4,24 — 4,16 (m, 1H), 3,83 — 3,73 (m, 1H), 1,78
- 1,32 (m, 18H), 0,96 — 0,75 (m, 36H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 174,3,172,2,171,9,171,8,171,6, 169,0, 51,5, 51,3,
51,1, 51,1, 50,5, 41,4, 41,2, 41,0, 40,8, 24,6, 24,5, 24,4, 24,0, 23,6, 23,5, 23,5, 23,4, 23,0, 22,7,
224,222,220, 21,7.

HRMS (ESI*) m / z: C3sHeoNeO7* [M+H*] izracunano: 697,5223, nadeno: 697,5264.

ATR-IR ¥/ em™: 3266, 3086, 2956, 2931, 2871, 1721, 1690, 1629, 1544, 1467, 1439, 1387,
1368, 1278, 1259, 1239, 1215, 1154, 1000, 921, 871, 826, 785, 708, 600, 482, 414.

8t/ °C: 145 - raspad; [a]4*=—65,7° (c 0,502, MeOH).
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3.3.32.Sinteza ciklo-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucil-L-leucina (C6)

| j\\(
QO "
o) o) o) Y\N
H H H H
N\)L N\)j\ N DEPBT, TEACI, TEA‘ a,, NH HN.__O
NH3 ’ ” ‘ H t OH .
o) o) 0
\( 23 \( \(

Q
T
z
{
>_

DMF

Spoj P23 (367 mg, 0,50 mmol) i DEPBT (197 mg, 0,66 mmol) otopljeni su u 500 mL DMF-a,
a zatim su dodani TEACI (829 mg, 5,00 mmol) i TEA do pH 8. Reakcijska smjesa mijeSana je
3 dana na sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa je ukoncentrirana na rotacijskom uparivacu
nakon Cega je dokapavana voda do pojave taloga. Talog je profiltriran, ispran vodom i osuSen
na zraku. Proc¢iS¢en je kromatografijom na koloni sa silikagelom uz smjesu MeOH:DCM

(10:90) kao eluensom. Dobiveno je 112 mg (33 %) spoja C6.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 7,89 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 4,21 — 3,97 (m, 1H), 1,83
- 1,40 (m, 3H), 0,90 (d, J = 5,7 Hz, 3H), 0,86 (d, J = 5,7 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 171,8, 52,8, 40,2, 24,8, 23,5, 22,0.
HRMS (ESI*) m / z: C3cHe7N6O6* [M+H*] izracunano: 679,5117, nadeno: 679,5161.

ATR-IR ¥/ em™: 3289, 3073, 2956, 2932, 2871, 1643, 1526, 1468, 1386, 1368, 1331, 1259,
1218, 1170, 1126, 922, 869, 827, 666, 575, 473, 404.

9t/ °C: 107,5-108,4; [a]§*= —65,2° (c 0,414, MeOH).
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Sinteza linearnih i cikli¢ckih homopeptida

Sintetski putevi dobivanja linearnih i cikli¢kih homopeptida prikazani su na shemama 11 2.
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Shema 1. Sintetski put dobivanja linearnih peptida L1-L3 i ciklopeptida C1-C3.
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Shema 2. Sintetski put dobivanja ciklopeptida C4-C6.

Sinteza je krenula od coupling reakcije izmedu aminokiseline zaSti¢ene N-benziloksikarbonil
skupinom na N- kraju i metilnog estera iste aminokiseline. Kao coupling reagensi koriSteni su
HOBt/EDCxHCI ili TBTU, no kako su oba sustava najc¢es¢e davala iskoriStenje < 90 %
vec¢inom je zbog provjerene pouzdanosti koraka koriSten prvi. Nakon dobivanja dipeptida
zaSticenog s obje strane uslijedilo je uklanjanje N-benziloksikarbonil zaStitne skupine
hidrogeniranjem cije je iskoriStenje gotovo uvijek bilo < 95 %. U slucaju peptida koji su dobro
topljivi u metanolu, ta reakcija je provedena na sobnoj temperaturi uz stalan protok H», dok je
u slucaju duljih, slabije topljivih peptida u metanolu koriSteno transfer hidrogeniranje na
refluksu uz pomo¢ NH4HCO,. Upravo je zbog topljivosti potpuno zaSti¢enog peptida odabran

pristup C- prema N- sintezi. Drugi pristup, N- prema C- zahtijeva hidrolizu metilnog estera
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koja, ako se provodi pri viSim temperaturama, dovodi do raspada peptida. Reakcija
makrociklizacije provedena je uz DEPBT kao coupling reagens koji se u literaturi pokazao kao
najbolji reagens za makrociklizaciju na sli¢nim sustavima.*® U ovoj reakciji koristen je TEACI
kao izvor kloridnih iona koji se mogu vezati na peptid i na taj nacin potaknuti reorganizaciju i
priblizavanje krajeva peptida kako bi intramolekulska reakcija bila povoljnija od
intermolekulske. Iz istog je razloga reakcija dodatno provedena u velikom razrjedenju.
Iskoristenje makrociklizacije je, zbog nusprocesa epimerizacije i oligomerizacije bilo nisko,
pogotovo u slucaju ciklotetrapeptida gdje mora do¢i do nastanka prstena od samo Cetiri
aminokiselinska ostatka.

Osim klasi¢énog produljenja peptida za jednu aminokiselinu isprobane su joS i coupling
reakcije nastajanja tetrapeptida iz dva dipeptida, sinteze pentapeptida iz tripeptida i dipeptida
te heksapeptida iz dva tripeptida. Ove su reakcije bile nizih iskoriStenja (= 60 %) zbog visokog
stupnja epimerizacije i nastanka drugih stereoizomera.

Priprava ciklotetrapeptida C1 i C4 bila je vrlo zahtjevna, ne samo zbog malih iskoriStenja
makrociklizacije, nego i zbog karakterizacije spojeva. Naime, u 'H NMR spektru tih spojeva u
DMSO-u bilo je prisutno nekoliko skupova signala (slike D12 i D50) Sto ¢ini interpretaciju
spektra kompleksnom. Dodatkom 1,7 ekvivalenta TEACI signali u NMR spektru konvergiraju
u jedan skup (slike D14 1 D52), Sto je pokazatelj prisutnosti samo jedne vrste nakon dodatka
soli. Na temelju tog opazanja mozZe se zakljuciti da je uzrok pojave viSe skupova signala
ravnoteZza medu geometrijskim izomerima pripravljenih peptida u otopini. Geometrijska
izomerizacija peptidne veze moguca je u slucaju ciklopeptida s malim brojem aminokiselina

138 $to je pokazano i MD simulacijama.'* Prilikom nastanka kloridnog

zbog napetosti prstena,
kompleksa sve peptidne veze prelaze u jedan geometrijski izomer koji je prikladniji za

koordinaciju aniona, stoga je u 'H NMR spektru prisutan samo jedan skup signala.
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4.2. Ion-receptorska svojstva linearnih homofenilalaninskih peptida

4.2.1. Kompleksi peptida L1, L2 i L3 s jednostavnim anorganskim anionima u acetonitrilu
Istrazivanje kompleksiranja linearnih fenilalaninskih peptida L1, L2 i L3 s anorganskim
anionima u acetonitrilu pomocu spektroskopskih metoda provele su Lucija Glazer i Lucija
Otmaci¢ pod neposrednim voditeljstvom Matije ModruSana. Rezultati fizikalno-kemijskih

mijerenja su objavljeni'* i objedinjeni u tablici 1.

Tablica 1. Sukcesivne konstante stabilnosti nastajanja kompleksa L-anion u acetonitrilu pri

9 =25°C.10

log K + SE
Anion L:A-
L1 L2 L3
2,242 2,60? 2,592
CI 1:1 2,230 2,79° 1,82°
2,49¢ 2,21¢ 2,55¢
1,512 1,762 1,902
Br 1:1 1,59° 1,83° 1,92°
1,67°¢ 0,95°¢ 2,30°¢
3,712 3,772 4,132
1:1 3,39 3,65° 4,13°
3,71°¢ 3,77° 4,13°¢
HSO4
2,452 2,482 2,65%
1:2 2,27° 2,90° 3,02°
2,07¢ 2,82°¢ 3,01¢
4,392 4,482
4,452
1:1 4,08° 5,48°
4,32°¢
5,16° 4,54¢
H,PO4
3,862 4,11°
3,86
1:2 3,98 4,28
3,13¢
3,27°¢ 3,74°¢
0,732 1,022 1,142
NOs~ 1:1
1,28° 1,40° 1,56°

Odredeno: * '"H NMR, ® spektrofluorimetrija, ¢ cirkularni dikroizam.
SE = standardna pogreska srednje vrijednosti (N = 3).
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Rezultati pokazuju da u nizu halogenidnih aniona sva tri peptida najbolje veZzu kloridni anion,
dok vezanje jodidnog aniona nije primije¢eno. Oksoanioni, poput hidrogensulfatnog i
dihidrogenfosfatnog vezu se jace nego halogenidni anioni s pripadaju¢im konstantama
stabilnosti za nastajanje 1:1 kompleksa koje su za priblizno dva reda veliine vece. Osim
kompleksa tipa 1:1 opaZeno je i nastajanje 1:2 (peptid:anion) kompleksa, §to u slucaju HoPO4~
nije neuobicajeno jer je poznato da taj ion u slobodnoj formi dimerizira u organskim

9192 3 prilikom vezanja na cikli¢ke peptide moZe stvarati dimere,” trimere!*!' pa ¢ak

otapalima,
i tetramere.”* S druge strane, HSO4™ anion ne stvara dimere u otopini, ali se moze vezati na ve¢
kompleksirani hidrogensulfatni ion.'*>-!** Afinitet peptida prema nitratnom anionu je najmanji
od svih. Iz tablice 1 moZe se primijetiti da u vecini sluajeva afinitet linearnih peptida ne ovisi
znatno o duljini lanca $to znaci da su anioni termodinamicki kompatibilni s veznim mjestom
tetra-, penta- i heksafenilalaninskog peptida. S obzirom na to da dulji peptidi imaju na
raspolaganju veci broj skupina za interakciju s anionima, najvjerojatnije je da dolazi do
entalpijsko-entropijske kompenzacije, odnosno entalpijski je povoljnije $to peptid ima veci broj
skupina kojima moZe interagirati, no to znaci i da dolazi do veceg nepovoljnog doprinosa
prilikom reorganizacije duljih peptida oko aniona. Kako bi se potvrdila navedena pretpostavka,
napravljene su ITC titracije koje su pruzile uvid u entalpijski i entropijski doprinos standardnoj
Gibbsovoj energiji kompleksiranja.

Na slici 25 prikazan je rezultat mikrokalorimetrijske titracija peptida L1 s C1” ionom dok su
rezultati titracija s HoPO4~ 1 HSO47, kao i rezultati titracija peptida L2 i L3 s navedenim solima
prikazane na slikama D71-D78.. ITC titracije peptida s TBABr i TBANO3 nisu mogle biti
pouzdano obradene zbog niskih konstanti stabilnosti i velikih toplina razrjedenja titransa.
Rezultati dobiveni obradom ITC titracija prikazani su u tablici 2.

Iz tablice je vidljivo da je nastajanje kloridnog kompleksa popraceno entalpijski povoljnim
doprinosom standardnoj Gibbsovoj energiji kompleksiranja u slucaju svih triju peptida.
Standardne reakcijske entalpije nastajanja L1CI™ i L2CI™ su sli¢ne iako peptid L2 ima jednu
amidnu grupu viSe u okosnici peptida. Entropijski doprinos je povoljniji u slu¢aju duljeg peptida
L2 Sto je, uz slican entalpijski doprinos, neocekivano. Takav odnos termodinamickih
reakcijskih veli¢ina upucuje na moguce razlike u strukturama i jacini intramolekulskih
interakcija slobodnih peptida, te utjecaju otapala, odnosno procesa i stupnja desolvatacije

peptida i aniona prilikom kompleksiranja. S druge strane, izrazito povoljan entalpijski, a
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nepovoljan entropijski doprinos nastajanja L.3CI™ vjerojatno je posljedica dodatne amidne

skupine i1 veceg gubitka stupnjeva slobode prilikom reorganizacije duljeg peptida L3.

Tablica 2. Sukcesivni termodinamicki parametri vezanja aniona na peptide L1, L2 i L3 u

acetonitrilu pri 25 °C dobiveni obradom ITC titracija.

A G°+SE A H°+SE A S°+SE
Peptid Ani L:A- logK + SE r r r
°pt mon & kJ mol™! kJ mol™! JK ' mol™!
ClI- 1:1 2,35+0,03 -13,4+0,2 -10,4 +0,8 10+£3
1:1 3,71 0,01 21,17 £ 0,05 -11,42 +0,02 32,7+0,2
L1 HSO4
1:2 2,56 + 0,01 -14,63 £ 0,02 40,1 +0,7 —-85+2
1:1 3,77 0,02 -21,5+0,1 -252+0,3 -12+1
HoPO4
1:2 3,36 £0,03 —-19,2 +0,2 21,8+04 9+2
ClI- 1:1 2,65 £ 0,04 —-15,1 +£0,2 -95+0,6 19+3
1:1 3,77 £ 0,05 -21,5+0,3 -30+1 -30+3
L2 HSO4
1:2 2,78 +0,03 —-15,9+0,2 20+2 -15+7
1:1 4,11 £0,01 23,43 £ 0,05 -31,9+04 28 +1
HoPO4
1:2 3,477 0,004 -18,84 +0,02 -23,3+0,2 -12+1
ClI- 1:1 2,23 + 0,05 -12,7+0,3 24 +73 -39+ 12
1:1 4,13 +0,02 -23,6+0,1 -25,1+0,3 -S5+1
L3 HSO4
1:2 3,05 £0,01 -17,40 £ 0,04 -36,2 +0,6 —-63+2
1:1 4,62 + 0,05 26,4 +0,3 27 +1 -3+4
H,PO4
1:2 3,90 +£ 0,02 222+0,1 -30,7+0,5 28 +2

SE = standardna pogreska srednje vrijednosti (N = 3)

Iako su konstante stabilnosti kompleksa LHSO4™ i L(HSO4),™ slicne za sve peptide, entalpijski
1 entropijski doprinosi se razlikuju. Nastajanje oba tipa kompleksa su entalpijski kontrolirani
procesi za sve peptide, s time da je nastajanje kompleksa tipa 1:1 entalpijski najpovoljnije u
slucaju pentapeptida L2, a isti efekt je zapazen kod 1:2 tipa u slucaju heksapeptida L3.
Entropijski doprinos za nastajanje kompleksa tipa 1:1 varira medu peptidima, Sto je vjerojatno
posljedica istih efekata kao 1 u slu¢aju kloridnih kompleksa. Vezanje drugog hidrogensulfata

popraceno je entalpijski povoljnim i entropijski vrlo nepovoljnim doprinosom standardnoj
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Gibbsovoj energiji komplekiranja Sto se barem djelomi¢no moZe pripisati gubitku translacijskih

stupnjeva slobode aniona.
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Slika 25. a) Mikrokalorimetrijska titracija L1 (¢ = 1,03 x 10 mol dm™, V= 1,43 cm?®) s TEACI
(c = 0,025 mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija acetonitrila s
TEACI (c = 0,025 mol dm™); 4 = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije 0 omjeru

n(CI") / n(LL1). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti.

Rezultati ITC titracija pokazuju da je stabilnost 1:1 kompleksa peptida i DHP aniona sli¢na u
usporedbi s hidrogensulfatnim anionom, dok je vezanje drugog DHP aniona povoljnije nego u
slu¢aju HSO4~. Umjerena preferencija prema DHP anionu u slucaju duljih peptida vidljiva je u
porastu konstante stabilnosti za oba tipa kompleksa. lako su sve reakcije entalpijski
kontrolirane, termodinamicki parametri nastajanja 1:1 tipa kompleksa s DHP ionom ne mogu
se korelirati s duljinom peptida. Reakcija kompleksiranja je najegzotermnija u slucaju peptida
L2 (kao i kod hidrogensulfatnog aniona), dok reakcijska entropija najvise doprinosi stabilnosti
L3HSO4 kompleksa. S druge strane, reakcijska entalpija vezanja dodatnog DHP aniona raste
s duljinom lanca, a entropijski doprinos postaje nepovoljniji.

U MD simulacijama slobodnog peptida u acetonitrilu uoceno je stvaranje intramolekulskih
vodikovih veza pri ¢emu je u simulaciji s L1 zapaZeno 0,9 veza u prosjeku, 1,5 u sluc¢aju peptida
L2 i 2,3 u slu¢aju peptida L3. Njihova prisutnost znatno utjeCe na termodinamiku
kompleksiranja i to na dva nacina: entalpijski jer se te vodikove veze moraju prekinuti prilikom
vezanja aniona i entropijski zbog strukturiranja slobodnog peptida u odnosu na onog u
kompleksu. Sto se ti¢e anionskih kompleksa liganada L1, L2 i L3, provedena je strukturna
analiza dobivenih trajektorija €iji su rezultati dani u tablici 3. Kontakti izmedu peptida i aniona

ostvaruju se preko amidnih 1 aminskih skupina okosnice koje interagiraju s kisikovim atomima
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oksoaniona. U svim kompleksima prosjecno jedan aminski vodik interagira s anionom, dok broj

amidnih vodikovih veza varira ovisno o duljini peptida. Vidljivo je da nema znacajne razlike

izmedu ukupnog broja kontakata s anionima u pojedinom ligandu $to znaci da intramolekulske

vodikove veze i desolvatacija uvelike odreduju stabilnost nastalih kompleksa te da se linearni

peptidi mogu prilagoditi raznim veli¢inama i oblicima aniona koje vezu.

Tablica 3. Prosjecni broj kontakata izmedu NH skupina peptida i aniona u kompleksima

linearnih peptida L1, L2 i L3 dobiven MD simulacijama u acetonitrilu.'*

Peptid  Anion N(koordinirano)
N(-H)ukupno  N(-H)amin N(-H)amid
CIr 3,9 1,0 2.9
11 Br- 3,8 1,0 2.9
HoPO4~ 3,6 0,7 2,8
NOs5~ 3,6 0,8 2.8
CI- 4,7 0,9 3.8
Br- 4,5 0,8 3,7
L2 HSO4~ 4,8 1,4 3.3
H>PO4~ 5,0 1,1 4,1
NOj3~ 6,8 1,3 54
Cr 5,7 0,9 4,8
Br 5,0 0,8 4,1
L3 HSO4~ 6,0 1,1 5,0
HoPO4~ 53 1,1 4.1
NOs3~ 7,3 1,2 6,1

Svi kompleksu su stehiometrije 1:1
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4.2.2. Kompleksi peptida L1, L2 i L3 s jednostavnim anorganskim anionima u DMF-u

Proucavanje vezanja iona na linearne peptide u DMF-u vrlo je znacajno zbog toga Sto se
makrociklizacija peptidnog lanca kojom se dobiva ciklopeptid provodi upravo u tom otapalu.
Zbog preklapanja apsorpcijskog spektra DMF-a 1 emisijskog spektra fenilalanina afinitet
peptida prema anionima nije bilo moguce odrediti spektrofluorimetrijom. Stoga je vezanje bilo
praéeno 'H NMR spektroskopijom i izotermnom titracijskom kalorimetrijom. Na slici 26
prikazani su rezultati '"H NMR titracije peptida L1 s TEACI u DMF-u, dok su ostali prikazani
na slikama D79-D82, D86-D90 1 D94-D98. Najznacajnija promjena u prikupljenim NMR
spektrima je u dijelu spektra koji odgovara amidnim protonima $to ukazuje na njihovo direktno
sudjelovanje u interakciji s kloridnim anionom putem vodikovih veza. Sve su titracije uspjesno
obradene koriStenjem samo 1:1 modela kompleksiranja (tablica 4), osim za DHP anion gdje
zbog Sirokih, slabo razlu¢ivih NMR signala tijekom titracije, konstante stabilnosti nisu mogle

biti pouzdano odredene (slike D81, D89 i D97).

b)

n(C) / n(L1)

) (I) 1I0 2IO 3IO 4IO SIO
N n(CI) / n(L1)

Slika 26. a) '"H NMR titracija L1 (¢ = 5,31 x 10 mol dm™) s TEACI (¢ = 0,0825 mol dm™) u
deuteriranom DMF-u pri 9 =25 °C; Vo (L1) = 0,50 cm®. b) Ovisnost kemijskog pomaka amidnih

protona L1 pri 8,65 ppm o omjeru n(C17) / n(LL1). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane

vrijednosti.

U DMF-u su provedene 1 mikrokalorimetrijske titracije receptora L1, L2 1 L3 s prou¢avanim
anionima (slike D83-D85, D91-D93 i D99-D101, tablica 4). Mikrokalorimetrijskim
titracijama bilo je moguce odrediti afinitet linearnih peptida prema vecini oksoaniona
(tablica 4), iznimka je bio nitratni ion koji tvori komplekse nedovoljne stabilnosti za pouzdanu

termodinamicku karakterizaciju.
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Tablica 4. Sukcesivni termodinamic¢ki parametri vezanja aniona na peptide L1, L2 1 L3 u DMF-

u pri 25 °C.
Peptid anion L:A~ logK + SE AerG mcj)zl_le Akr fl mji—SlE JAKrSl rjrioslli
) 1,98% -11,30°
c b 1,53 -8,73" 1,73 35P
Br~ 1:1 1,022 -5,82°
1,19 —6,79?
L1 S0 1 1,40° ~7,99" -32,87° —83°
2:1 3,8+0,1° 21,6 £0,7° 1,6 +0,4° 79 + 2P
H.POs  1:1 4,8 +0,2" 27 +1° ~19,0 £ 0,2 27 + 3P
1:2 3,14 +0,05° -17,9 £0,3" —35+3P 58 + 10°
NOs~ 1:1 0,30° -1,71°
) 2,04 ~11,64%
¢ H 2,17° -12,39° 1,88° 48°
Br- 1:1 1,06 -6,05°
1,80° -10,27
L2 S0, 1,963 £0,008° —11,20+0,05*  —40+2° 95+ 5°
2:1 4,28 +0,02° 244+0,1"  -03+02>  83,1+04°
H.POs 11 5,59 +0,04° -31,9+02" —20,1%0,1° 40 + 1°
1:2 3,17 0,03 -18,1+0,2° 36+ 1° 61 +4°
NOs~ 1:1 0,50 -2,85°
) 2,207 -12,56
¢ H 1,67° -9,5° 17,0 88,9
Br- 1:1 1,142 -6,51°
2,37 -13,53¢
L3 S0 2,46 +0,02° -14,0 £0,1° —32+2P —60 + 8°
2:1 5,7+0,1° -32,7+0,8° 4,4 +0,9° 124 + 6°
H.POs 11 5,66 % 0,04 -32,3+02° 24+ 1° 29 +4°
1:2 3,80 + 0,08° -21,7+0,5° 47 +1° -84 +6°
NOs~ 1:1 0,52° —2,97°

2 odredeno '"H NMR titracijama
® odredeno ITC titracijama
SE = standardna pogreska srednje vrijednosti (N = 3)
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Afinitet linearnih peptida prema halogenidnim anionima 1 nitratu neSto je niZi u
DMF-u nego u acetonitrilu (tablice 1 i 4). Standardna Gibbsova energija transfera kloridnog i
bromidnog aniona iz acetonitrila u DMF iznosi redom 5 kJ mol~!, odnosno 6 kJ mol™" §to bi
odgovaralo povecanju konstante stabilnosti pripadaju¢ih kompleksa za oko jedan red
veli¢ine.'*® To zna¢i da solvatacija i konformacijske promjene peptida i kompleksa odreduju
termodinamiku reakcije. Rezultati MD simulacija slobodnih peptida te kloridnih i bromidnih
kompleksa u DMF-u vrlo su sli¢ni onima dobivenim simulacijama u acetonitrilu s obzirom na
broj intramolekulskih vodikovih veza u slobodnim peptidima (prosjec¢an broj vodikovih veza je
0,9ull,25uL2123 uL3 peptidu), a isto vrijedi i za prosjecni broj kontakata peptida i
aniona u kompleksima (tablica 5, slike 27-29). Sve navedeno upucuje na to da je razlika u
solvataciji kompleksa u ovim otapalima dominantan doprinos razlici u stabilnosti tih
kompleksa. Nadalje, u DMF-u je primije¢eno nastajanje samo 1:1 kompleksa peptida s
hidrogensulfatom c¢ija je konstanta stabilnosti za oko dva reda manja nego u acetonitrilu.
Konstanta stabilnosti LHSO4~ kompleksa raste s povecanjem duljine lanca peptida, pri ¢emu je
ona za jedan red veli¢ine veca u sluc¢aju peptida L3 u usporedbi s L1.

Rezultati mikrokalorimetrijskih titracija su u vrlo dobrom slaganju s rezultatima 'H NMR
titracija. Od halogenidnih aniona, samo u slu¢aju vezanja kloridnog aniona nastaje kompleks
koji je dovoljno stabilan za kalorimetrijsko odredivanje ionskog afiniteta. Zbog vrlo malih
toplina reakcije, vezanje kloridnog aniona proucavano je na nacin da se otopina peptida
dodavala u otopinu soli §to zahtijeva veci utroSak liganda. Stoga te titracije nisu ponavljane. Iz
rezultata titracija kloridnog aniona s ligandima L1-L3 (slike D83, D91 i D99) vidljivo je da je
standardna reakcijska entalpija kompleksiranja nepovoljna, $to je u suprotnosti s reakcijom u
acetonitrilu. S obzirom na to da entalpija transfera kloridnog iona iz acetonitrila u DMF iznosi
samo —2 kJ mol™!, razlika u reakcijskoj entalpiji ne moZe se u cijelosti pripisati transferu
aniona.'* Ta ¢injenica upucuje na zakljuéak da solvatacija slobodnih peptida i kompleksa
uvelike odreduje termodinamiku reakcije.

Vezanje hidrogensulfatnog aniona je u potpunosti entalpijski kontrolirano. Standardna
reakcijska entalpija je povoljnija nego u acetonitrilu, stoga je razlika u konstanti stabilnosti u
potpunosti posljedica jako nepovoljnog entropijskog doprinosa.

Za obradu mikrokalorimetrijske titracije peptida L1, L2 1 L3 s dihidrogenfosfatom bilo je
potrebno u model dodati jo§ dvije ravnotezZe: 1:2 u kojoj peptid vezZe dimer DHP-a i 2:1 u kojoj

se DHP anion nalazi u sendvicu izmedu dva peptida. OpaZeno je da konstante stabilnosti rastu
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s poveéanjem duljine lanca peptida za sva tri tipa peptidnih kompleksa (tablica 4). Sto se tice
kompleksa tipa 1:1, reakcijska entalpija nastajanja je povoljnija Sto je lanac dulji, a entropijski
doprinos je najpovoljniji u slu¢aju pentapeptida L.2. Vezanje dodatnog peptida na 1:1 kompleks
je u potpunosti entropijski kontrolirano s nepovoljnim (L1 i L3) te blago povoljnim (L2)
entalpijskim doprinosom standardnoj reakcijskoj Gibbsovoj energiji kompleksiranja. Treba
naglasiti da je nastanak kompleksa L2DHP izoentalpijski. S druge strane, vezanje dodatnog
DHP-a na 1:1 kompleks je entalpijski kontroliran proces s vrlo nepovoljnim entropijskim
doprinosom. Standardna reakcijska entalpija tog koraka je povoljnija nego za nastajanje 1:1 tipa
kompleksa i negativnija je u slucaju duljih peptida. Razlog tome mozZe biti Sto se dulji lanci
mogu bolje prilagoditi anionu s ve¢im brojem akceptora vodikove veze, dok u slucaju
monoatomnih aniona i krac¢i lanci mogu stvarati optimalne interakcije. Entropijski doprinos
standardnoj Gibbsovoj energiji vezanja dodatnog DHP-a je nepovoljan, ponajvise zbog gubitka
translacijskih stupnjeva slobode prilikom nastajanja dimera aniona. No, za dulje peptide taj
doprinos je sve nepovoljniji Sto znaci da i konformacijske promjene peptida znatno utjeu na

termodinamiku ovog procesa.

Slika 27. Reprezentativne strukture a) slobodnog peptida L1 i njegovih kompleksa s b) CI,
c) Br, d) HSO47, e) HoPO47, f) sendvi¢ kompleksa s HoPOs~ i g) NO3;~ dobivene MD

simulacijama u DMF-u. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka izostavljeni su zbog jasnoce.
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Tablica 5. Prosje¢ni broj kontakata izmedu NH skupina peptida i aniona u kompleksima L1,

L2 i L3 dobiven MD simulacijama u DMF-u.

N(koordinirano)
Peptid Anion  L:A”
N(‘H)ukupno N(‘H)amin N(‘H)amid
ClI- 1:1 3,8 1,0 2,9
Br 1:1 3,7 0,9 2,8
HSO4 1:1 4,9 1,3 3,5
L1
2:1 11,6 4,6 7,1
HoPO4
1:1 4,9 1,3 3,6
NOs™ 1:1 5,6 1,5 4,2
CI 1:1 4,5 0,9 3,7
Br 1:1 4,3 0,7 3,6
HSO4 1:1 4,2 0,6 3,5
L2
2:1 7,6 3,6 4,0
HoPO4~
1:1 4,9 1,3 3,6
NOs™ 1:1 7,0 1,3 5,7
ClI- 1:1 5,5 0,8 4,7
Br 1:1 5,1 0,8 4.4
L3 HSO4~ 1:1 7,8 1,1 6,7
HoPO4~ 1:1 6,8 1,2 5,6
NOs~ 1:1 7.5 1,2 6,3

Matija Modrusan Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 72

Slika 28. Reprezentativne strukture a) slobodnog peptida L2 i njegovih kompleksa s b) CI,
c) Br, d) HSO47, e) HoPO4, f) sendvi¢c kompleksa s HoPO4~ 1 g) NO3~ dobivene MD

simulacijama u DMF-u. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka izostavljeni su zbog jasnoce.

Slika 29. Reprezentativne strukture a) slobodnog peptida L3 i njegovih kompleksa s b) CI,
c) Br7, d) HSO47, e) H2PO4™ 1 f) NO3™ dobivene MD simulacijama u DMF-u. Vodikovi atomi

boc¢nih ogranaka izostavljeni su zbog jasnoce.
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4.2.3. Kompleksi peptida L1, L2 i L3 sa zemnoalkalijskim kationima u acetonitrilu

Afinitet linearnih peptida L1-L3 prema kationima zemnoalkalijskih metala u acetonitrilu
proucavan je  mikrokalorimetrijski i  spektrofluorimetrijski. ~ Primjer  rezultata
spektrofluorimetrijske titracije peptida L1 s Mg?* ionom prikazan je na slici 30, dok su primjeri
rezultata ostalih titracija dani na slikama D106-D108, D113-116 i D121-D124, a rezultati
obrade objedinjeni su u tablici 6. U svim slu¢ajevima dolazi do pojacanja fluorescencije uslijed

nastajanja kompleksa, §to je opaZeno i prilikom kompleksiranja veéine aniona.'*’
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Slika 30. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda L1 (c = 1,06 x 10~ mol dm™; V =2,20 cm?)
s Mg(ClO4)2 (¢ = 2,05 x 1072 mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C; dex = 260 nmy; Sirine pukotina:
ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost relativhog
intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru n(Mg?*) / n(L1). m eksperimentalne vrijednosti;

— izraCunane vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Tablica 6. Sukcesivni termodinamicki parametri vezanja zemnoalkalijskih kationa na peptide

L1 i L2 u acetonitrilu pri 25 °C.

AG°+SE  A,H°+SE A,S°+SE

Peptid anion L:M* logK + SE

kJ mol~! kI mol™!  JK ' mol!
1:1 4,40 +0,04*  —25.11+ 0,2
Mg2+
2:1 395+0,030  —22.6+0,2°
L1 - Iy 3.266£0006" 2864 0,03
: 378+0,05>  216+03" -88+06° 43 + 3P
Ba2* 1:1 261 £0,02¢0  —149+0,1
1:1 4524003  —258+02° D +2P 79 + 8b
L2 Mg?*
2:1 3,49 +0,03° -19,9 +0,2° -55+2° -119+7°

2 odredeno spektrofluorimetrijskim titracijama
b odredeno ITC titracijama
SE = standardna pogreska srednje vrijednosti (N = 3)

Kvantitativna termodinamicka karakterizacija nastajanja kompleksa zemnoalkalijskih kationa
s linearnim peptidima L1, L2 i L3 uspjeSno je provedena za samo nekoliko kompleksa
(tablica 6). Kod proucavanja nastanka ostalih kompleksa titracije nisu bile reproducibilne ili je
dolazilo do nastanka viSe vrsta kompleksa od kojih je barem jedan bio zastupljen s nedovoljno
velikim stupnjem nastanka za pouzdano odredivanje termodinamickih parametara. Ono $to jo$
utjeCe na reproducibilnost rezultata je forma soli, koja je u slu¢aju zemnoalkalijskih perklorata
najcesce hidrat. Dodatak otopine takve soli uzrokuje veliku promjenu entalpije zbog povecanog
udjela vode u odnosu na titrand. Ono §to se na temelju provedenih mikrokalorimetrijskih
titracija (slike D102-D105, D109-D112 1 D117-D120) moZze re¢i gotovo sa sigurnoscu je da
je nastanak 1:1 i ,,sendvi¢“ kompleksa egzoterman proces, osim u slu¢aju vezanja Mg** na L3.
Spektrofluorimetrijske titracije (slika 30, slike D106-D108, D113-D116 i D121-D124) nisu
bile od velike pomo¢i u identifikaciji nastalih kompleksa jer se ve¢ina dobivenih podataka
mogla pouzdano obraditi modelima i s jednom i s dvije ravnoteZe. S obzirom na omjer titransa
i titranda kod kojeg titracijske krivulje dosezu ili se priblizavaju ustaljenim vrijednostima
mjerenog svojstva u univarijatnom prikazu podataka moze se reci da je vezanje relativno jako.

lIako nije bilo moguée provesti pouzdanu analizu mikrokalorimetrijskih 1
spektrofluorimetrijskih titracija, ocito je da dolazi do vezanja svih kationa. Stoga su provedene
MD simulacije 1:1 tipa kompleksa u svrhu dobivanja strukturnih karakteristika tih kompleksa

(tablica 7, slike 31-33). Iz dobivenih reprezentativnih struktura kompleksa vidljivo je da
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prilikom vezanja dolazi do reorganizacije peptida oko kationa. UocCena su tri tipa donora
elektronskog para koji sudjeluju u interakciji s kationom: karbonilni kisikov atom iz okosnice
peptida, karbonilni kisikov atom iz esterske skupine koja se nalazi na C-kraju peptida i duSikov
atom iz amino skupine na N-kraju koji s nepodijeljenim elektronskim parom takoder sudjeluje
u vezanju. Prvi tip donora tvori gotovo jednaki prosjecni broj kontakata s kationima u svim
kompleksima peptida L1, L2 i L3, osim u kompleksima L1Mg>* i L2Mg?** gdje je taj broj za
oko 0,9 manji, te u kompleksu L3Sr** gdje je za oko 1,7 veéi. Nadalje, karbonilni kisikov atom
iz esterske skupine je tijekom svih simulacija koordiniran na vezani kation. Interakcija
posljednjeg tipa donora, dusSikovog atoma iz amino skupine, pokazuje pravilnost s obzirom na
duljinu peptida i veli¢inu kationa. Naime, za sve peptide vrijedi da je taj atom tijekom cijele
simulacije u interakciji s Mg?*, dok je u kompleksima Sr** i Ba>* uocen vrlo mali ili nikakav
postotak simulacije u kojem dolazi do kontakta. Kompleksi s kalcijevim kationom pokazuju
pravilnost s obzirom na veli¢inu peptida. U slu¢aju kompleksa L1Ca** ne dolazi do interakcije
izmedu dusika amino skupine i kalcijevog kationa, u simulacijama L2Ca** kompleksa dusikov
atom je u interakciji s vezanim kationom tijekom 50 % vremena, dok je u kompleksu L3Ca>*

dusikov atom koordiniran na metalni kation tijekom cijele simulacije (tablica 7).

a) b)

\ ~
e

Slika 31. Reprezentativne strukture kompleksa peptida L1 s a) Mg**, b) Ca®*, ¢) Sr** i

d) Ba?* dobivene MD simulacijama u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida

izostavljeni su zbog jasnoce.
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Tablica 7. Prosjecni broj kontakata izmedu karbonilnih skupina peptida i zemnoalkalijskih

kationa u kompleksima linearnih peptida L1, L2 1 L3 dobiven MD simulacijama u acetonitrilu.

N(koordinirano)
Peptid Anion
N ukupno N (O)karbonil N (O)ester N. amin
Mg>* 4.0 2,0 1,0 1,0
Ca*t 3,9 2,9 1,0 0
L1
Sr?* 34 2,4 0,8 0,2
Ba’* 3,9 2,9 1,0 0
Mg?* 4,0 2,0 1,0 1,0
L2 Ca* 4,3 2,9 0,9 0,5
Sr*t 4,0 2,9 1,0 0,1
Ba® 4,1 2,9 1,0 0,2
Mg?* 5,0 3,0 1,0 1,0
Ca* 5,3 3,3 1,0 1,0
L3
Sr?* 5,9 4,7 1,0 0,2
Ba®* 4.4 34 1,0 0

Svi kompleksi su stehiometrije 1:1

c)

Slika 32. Reprezentativne strukture kompleksa peptida L2 s a) Mg**, b) Ca®*, ¢) Sr** i
d) Ba’* dobivene MD simulacijama u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida

izostavljeni su zbog jasnoce.
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a)

Slika 33. Reprezentativne strukture kompleksa peptida L3 s a) Mg**, b) Ca®*, ¢) Sr** i
d) Ba** dobivene MD simulacijama u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida

izostavljeni su zbog jasnoce.

4.2.4. Kompleksi peptida L1, L2 i L3 sa zemnoalkalijskim kationima u DMF-u
Vezanje zemnoalkalijskih kationa na linearne peptidle u DMF-u praéeno je 'H NMR
spektroskopijom. Tijekom titracija nisu primije¢ene znaCajne spektralne promjene uslijed
dodatka otopine kationa (slike D125-D136) Sto upucuje da do vezanja ne dolazi ili je ono
izrazito slabo. Razlika u afinitetu spojeva L1, L2 1 L3 prema zemnoalkalijskim kationima u
DMF-u i acetonitrilu, otapalu u kojem su nastajali stabilni kompleksi, moZe se objasniti izrazito
povoljnim transferom kationa iz MeCN-a u DMF. Standardna Gibbsova energija transfera u
slu¢aju barijeva kationa iznosi —75 kJ mol™ §to odgovara smanjenju konstante stabilnosti za
vise od 10 redova veli¢ine.'* Naravno, kod takvih razmatranja treba uzeti u obzir i transfere
liganda i kompleksa, no zasigurno se moze reci da je transfer kationa taj koji najviSe doprinosi
smanjenju stabilnosti kompleksa.

S obzirom na ove rezultate, zemnoalkalijski kationi nisu adekvatne templatne vrste za
provedbu reakcije makrociklizacije ukoliko se ona provodi u DMF-u. Usporedujuéi s
dobivenim rezultatima vezanja aniona u DMF-u ocito je da su anioni mnogo logi¢niji odabir za

povecanje iskoriStenja i kontrolu ishoda makrociklizacijskog sintetskog koraka.
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4.3. Ion-receptorska svojstva homociklofenilalaninskih peptida

4.3.1. Kompleksi ciklopeptida C1 s jednostavnim anorganskim anionima u acetonitrilu,
metanolu i DMSO-u

Ciklotetrafenilalanin (C1) nije topljiv u acetonitrilu niti metanolu, a kao S$to je navedeno prije,
spektar spoja u DMSO-u ima nekoliko skupova signala koji dodatkom TEACI-a prelaze u
jedan. Radi detaljnijeg opisa tog efekta napravljena je '"H NMR titracija s navedenom soli u
DMSO-u (slika 34) iz koje se moZe dobiti kvalitativna procjena afiniteta C1 prema kloridnom
anionu. Iz prikupljenih spektara vidljivo je da ve¢ pri 1,70 ekvivalenata preostaje samo jedan
skup signala §to upucuje na visoku konstantu stabilnosti C1CI~ kompleksa u DMSO-u
(log K° > 4). S obzirom na prijasnja istraZivanja vezanja kloridnog aniona na ciklopeptidne
receptore”>!*! gdje je konstanta stabilnosti nekoliko redova veli¢ine manja u DMSO-u u odnosu
na acetonitril, za ocekivati je da spoj C1 posjeduje vrlo visoki afinitet prema kloridnom anionu

u acetonitrilu.
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Slika 34. 'H NMR titracija liganda C1 (c=9,41x10*moldm™) s TEACI
(c =0,0116 mol dm™) u deuteriranom DMSO-u pri 3 = 25 °C; Vo (C1) = 0,50 cm®.
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U MD simulacijama ciklopeptida C1 provedenim u DMSO-u prosjec¢an broj intramolekulskih
vodikovih veza koje C1 stvara iznosi 0,24 Sto je posljedica nastanka adukta s molekulom
DMSO-a (slika 35 a). U nastalom aduktu, koji je prisutan tijekom gotovo cijele simulacije
(87 %), dolazi do stvaranja vodikovih veza izmedu kisikovog atoma DMSO-a i amidnih skupina
ciklopeptida $to oteZava stvaranje intramolekulskih vodikovih veza. U sluaju kompleksa s
kloridnim anionom primijeceno je stvaranje prosjecno 3,95 vodikovih veza tijekom simulacije.
Reprezentativna struktura kompleksa upucuje na nastajanje pravilne tetragonske piramide s

anionom u vrhu i s vodikovim atomima iz okosnice peptida u bazi piramide (slika 35 c).

a)

Slika 35. Reprezentativne strukture slobodnog peptida C1 a) u obliku dimetil sulfoksidnog
adukta (87 %), b) slobodnom obliku (13 %), te u kompleksu s c) CI". Strukture su dobivene MD

simulacijama u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka izostavljeni su zbog jasnoce.

Kako bi se barem djelomi¢no nadomjestila nemoguénost eksperimentalnog istraZivanja
anionskih kompleksa spoja C1 u acetonitrilu i metanolu, provedena su komputacijska
strukturna istraZivanja koriStenjem MD simulacija u tim otapalima. U slobodnom ciklopeptidu
gotovo da i nisu primije¢ene intramolekulske vodikove veze (prosjec¢no 0,05 vodikovih veza
tijekom simulacije). Uzrok tome je vezanje molekule acetonitrila (slika 36 a) na nacin da dusik
nitrilne skupine tvori vodikove veze s amidnim skupinama ciklopeptidnog prstena tijekom
gotovo cijele simulacije (96 % vremena). Rezultati prikazani u tablici 8 pokazuju da su anioni
u kompleksima receptora C1 koordinirani gotovo svim amidnim protonima. Reprezentativne
strukture kompleksa upucuju na nastajanje vrlo slicne geometrije kompleksa kao u slucaju
kloridnog kompleksa u DMSO-u (slika 36 c—j) pri ¢emu su svi anioni vezani na endo strani
ciklopeptida. Zanimljivo je da tiocijanatni anion tvori dvije vrste kompleksa s obzirom na
njegovu orijentaciju, u jednoj ostvaruje interakcije preko dusikovog atoma, a u drugoj preko
atoma sumpora (slika 36 g 1 h). Prva vrsta kompleksa dominira sa zastupljeno$¢u od 84 %, dok
je druga prisutna u ostalih 16 % vremena simulacije. Usporedba rezultata dobivenih raCunalnim
metodama takoder upucuje na usporediv ili ¢ak veci afinitet C1 prema anionima u acetonitrilu

nego u DMSO-u.
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Slika 36. Reprezentativne strukture slobodnog peptida C1 a) u obliku acetonitrilnog adukta (96
%), b) slobodnom obliku (4 %), te u kompleksu s c) CI7, d) Br, e) I', f) HSO47, g) H2PO4",
h) SCN™ (84 %), i) SCN™ (16 %) te j) NOs3™. Strukture su dobivene MD simulacijama u

acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka izostavljeni su zbog jasnoce.

Rezultati MD simulacija anionskih kompleksa ciklopeptida C1 u metanolu takoder upucuju na
vezanje molekule otapala u slobodni ciklopeptid pri ¢emu je takav adukt prisutan kroz vecinu
simulacije (98 % vremena). Od toga, tijekom 88 % vremena peptid je u kontaktu s kisikovim
atomom molekule metanola sa sva Cetirl amidna protona (slika 37 a), u 10 % simulacije s tri
amidna protona dok je Cetvrti paralelan s ravninom okosnice (slika 37 b). Tek je u 2% simulacije
prisutan slobodan oblik peptida u kojem nema inkluzije metanola (slika 37 c¢). Zbog toga je
prosjecan broj intramolekulskih veza opaZenih tijekom simulacije svega 0,04. Iz simulacija

kompleksa moze se zakljuciti da peptid stvara maksimalan broj kontakata s anionima. Za
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razliku od C1SCN™ kompleksa u acetonitrilu, u metanolu je uocen iskljucivo tip kompleksa u

kojem je peptid u interakciji s duSikovim atomom tiocijanatnog aniona (slika 37 1).

a) b) c)

Slika 37. Reprezentativne strukture slobodnog peptida C1 a) i b) u obliku metanolnog adukta
(98 %), c) u slobodnom obliku (2 %), te u obliku kompleksa s d) CI-, e) Br, f) I, g) HSO4",
h) HoPO4, i) SCN™ te j) NOs™. Strukture su dobivene MD simulacijama u metanolu. Vodikovi

atomi bo¢nih ogranaka izostavljeni su zbog jasnoce.

Tablica 8. Prosjecni broj kontakata izmedu amidnih skupina peptida i aniona u kompleksima

C1 dobiven MD simulacijama u acetonitrilu i metanolu.

Otapalo CI Br I HSO4s  HPO4 SCN- NOs3~
MeCN 3.9 4.0 3.9 42 42 j’gb 46
MeOH 4.0 4.0 3.9 41 42 3.00 45

2 koordinacija preko atoma dusika iz tiocijanatnog aniona
® koordinacija preko atoma sumpora iz tiocijanatnog aniona
Svi kompleksi su stehiometrije 1:1
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4.3.2. Kompleksi ciklopeptida C2 i C3 s jednostavnim anorganskim anionima u acetonitrilu
Vezanje aniona na ciklopenta- (C2) i cikloheksafenilalanin (C3) u acetonitrilu i metanolu
prouc¢avano je '"H NMR spektroskopijom i izotermnom titracijskom mikrokalorimetrijom, dok
je uvid u strukturu slobodnih ciklopeptida i njihovih anionskih kompleksa dobiven MD
simulacijama. Pritom su 'H NMR titracije spoja C2 s anionima i ITC titracija s kloridnim
anionom provedene u sklopu diplomskog rada Ivana Pettersa. Primjer rezultata ITC titracije
spoja C2 s TBABr u acetonitrilu prikazan je na slici 38. Ovisnost sukcesivne promjene entalpije
o mnoZzinskom omjeru titransa i titranda upucuje na nastajanje 1:1 kompleksa visoke stabilnosti.
Rezultati titracija koje ukljucuju ostale anione s ligandima C2 i C3 prikazane su na slikama
D137-D141 1 D148-D151. Termodinamicki parametri dobiveni obradom tih titracija dani su u
tablici 9.

60 C)
0,04
A a s ] _m
55 ) /./L -
z »
=504 —02 4 o
L —_ /
45 = W
~ //
T T T T T T 1 — - /
0 25 50 75 . 100 125 150 175 T 0.4 /
60 t/ min g p
A 2 et G S e o ‘e ‘o e s T o ‘o Tomn o <
b) -0,6 i
554 /
5 e
& 50 T
& 0,89 w= =
45 ——T T T ——T T T T T
. . 0,0 02 04 06 08 1,0 1,2 14 1,6 1,8 2,0

T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175
t/ min

Slika 38. a) Mikrokalorimetrijska titracija C2 (¢ = 4,45 x 10* moldm™, V=1,43 cm®) s TBABr

n(Br7) / n(C2)

(c=5,01 x 10 mol dm™) u acetonitrilu; $ =25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija acetonitrila
s TBABr (c = 5,01 x 10~ mol dm™); 9 = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije o

omjeru n(Br") / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; — izracunane vrijednosti.

Primjer rezultata 'H NMR titracije ciklopeptida C3 s TBABr u acetonitrilu prikazan je na slici
39 dok su rezultati titracija s ostalim solima dane na slikama D142-D147, a rezultati dobiveni
obradom tih titracija prikazani su u tablici 9. Vidljivo je da u 'H NMR spektrima dolazi do
promjene kemijskog pomaka svih protona ciklopeptida, no najve¢e promjene primijecene su u
slu¢aju amidnih protona $to upucuje na njihovu direktno sudjelovanje u interakciji s anionom.
Neke komplekse (C2Cl1~, C2Br~, C2HSO4") nije bilo moguce termodinamicki okarakterizirati

NMR spektroskopijom zbog nedovoljne osjetljivosti te metode.
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Slika 39. a) 'H NMR titracija liganda C3 (¢c=9,92x 10*moldm™) s TBABr

(c=0,0299 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri $ = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm’.

b) Ovisnost kemijskog pomaka amidnih protona C3 na 7,25 ppm o omjeru n(Br") / n(C3).

Rezultati dobiveni pomocu obje titracijske metode su u vrlo dobrom slaganju. Konstante
stabilnosti kompleksa peptida C2 s halogenidnim anionima smanjuju se od kloridnog prema
jodidnom anionu. Reakcije su popracene entalpijski i entropijski povoljnim doprinosom
standardnoj Gibbsovoj energiji vezanja, pri cemu je entalpijski doprinos za vezanje kloridnog
aniona povoljniji za 10 kJ mol™! nego za vezanje jodidnog aniona. S obzirom na to da entalpija
desolvatacije aniona u acetonitrilu raste od jodidnog prema kloridnom anionu (AsqH°(I") =
—-298,6 kJ mol™!, AwH°(Br) = =328 kJ mol™!, AwH°(Cl") = =347,7 kJ mol™)!* razlog
smanjenja entalpijskog doprinosa je posljedica slabljenja vodikovih veza ostvarenih izmedu
aniona i ciklopeptida. Najvjerojatniji uzrok tome je smanjenje gustoe naboja halogenidnih
aniona s povecanjem ionskog radijusa. Vrijednost reakcijske entropije sli¢na je za vezanje
kloridnog i bromidnog aniona, dok je za vezanje jodidnog niZa, vjerojatno zbog slabije izrazene
desolvatacije velikih aniona. Gotovo identi¢an odnos reakcijskih entropija uocen je i u slucaju
drugih istrazivanih ciklopentapeptida.®>'*® Zanimljivo je da udio entropijskog doprinosa u
Gibbsovoj energiji kompleksiranja raste u nizu CI7, Br™, I" $to znaci da je utjecaj slabljenja
vodikovih veza na stabilnost kompleksa znacajniji u odnosu na smanjenje stupnja desolvatacije.

Entalpijski i entropijski doprinos za vezanje oksoaniona i tiocijanata je takoder povoljan,
medutim, te su reakcije pretezno entalpijski kontrolirane. Reakcijska entalpija vezanja NO3~
usporediva je s onom za vezanje Cl-, a SCN™ s onom za vezanje i Br~, dok je za vezanje HSO4~
entalpijski doprinos povoljniji od svih istrazivanih aniona. Vezanje oksoaniona je entalpijski

povoljnije nego reakcija sa SCN™, dok se kod reakcijskih entropija ne vidi takva pravilnost.
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Tablica 9. Sukcesivni termodinamicki parametri vezanja aniona na ciklopeptide C2 i C3 u

acetonitrilu pri 25 °C.

A G°+SE A H°+SE A S°+SE
Peptid Anion C:A- logK + SE r ! r
P 8 kJ mol™! kJ mol™! JK ' mol™!
CI 1:1 6,06 + 0,04° 34,6 +0,2" -15,1 +0,3% 65 + 2
Br 1:1 500+0,01® -28,53+0,05° -10,96+0,01° 58,9 +0,2°
I 11 3,39% -19,3%
) 3,20 + (),06b —18,3 + 0,3b 5,0+ 0,4b 44 +2b
2146 HSO4 1:1 4,67 + 0,01b 26,68 + 0,04b 23,6 + O,2b 10+ 1°
H,PO4 1:1 ¢
_ . 2,92% -16,67%
SCN I 2,86 + (),03b -16,3 + 0,2b -10,1 = (),7b 21 +3b
_ . 3,43% -19,58*?
NO; I 3,33 + (),02b —19,0 = O,Ib -13,0+ (),5b 20 +2b
cr 11 4,032 -23,00?
’ 3,57 + (),04b =204 + O,Zb -12,4 + 0,6b 27 +3b
Br- 11 2,55% -14,552
) 2,48 + (),03b —14,1 = 0,2b 7,1+ 0,3b 24 +1°
I 1:1 1,162 —6,62%
T 1.86° 210,62°
3 HS04 I 2,77 + 0,0lb -15,82 + (),05b -14,2 + 0,3b 5+1°
1:1 4,02 + (),03b -23.0 + O,Zb -20,8 + 0,2b 7+1°
H,PO4 1:2 4,51 + (),02b =257 + (),1b -35,9 + 0,2b 34 +1°
1:3 3,48+0,03> -19,8+0,1° -3,4+04° 55+2°
SCN~ 1:1 1,312 —7,48%
NOs~ 1:1 1,65% —-9,42%

2 odredeno '"H NMR titracijama

b odredeno ITC titracijama

¢ ITC titracija nedvojbeno upucuje na nastajanje kompleksa visih stehiometrija, no nisu se mogle pouzdano obraditi
SE = standardna pogreska srednje vrijednosti (N = 3).

Vezanje aniona na heksaciklopeptid C3 u acetonitrilu puno je slabije u usporedbi s C2, gdje su
opaZzeni kompleksi receptora C3 ¢ije su konstante stabilnosti i do tri reda veli¢ine manje u
odnosu na odgovaraju¢e komplekse spoja C2. Pravilnost u smanjenju konstante stabilnosti u
nizu CI7, Br™, I" vidljiva je i u slu¢aju C3. Rezultati ITC titracije C3 s TEACI i TBABr pokazuju
da, iako je reakcijska entalpija manje povoljna, znaCajno smanjenje Gibbsove energije
kompleksiranja u usporedbi s kompleksima C2 posljedica je razlike u entropijskim
doprinosima. MD simulacije donekle mogu objasniti razlike u reakcijskim entalpijama i

entropijama kompleksiranja. Naime, u sluc¢aju spoja C2 pokazano je da slobodni ciklopeptid
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prosje¢no ostvaruje 1,3 intramolekulske veze'*® naspram 2,8 koliko je dobiveno za C3. Takvo
znacajno povecanje moze biti uzrok vece entalpijske kazne prilikom vezanja iona. Rezultati
MD simulacija pokazuju signifikantno smanjenje prosjecnog broja ion-receptor kontakata u
slu¢aju spoja C3 naspram spoja C2 (tablica 10) Sto takoder moZe biti uzrok energetski manje
povoljnom vezanju (slika 40). Nadalje, nemoguc¢nost peptida da ostvari maksimalan moguci
broj kontakata s anionom dovodi do niZeg stupnja desolvatacije skupina u veznom mjestu $to
je povezano s entropijskim doprinosom reakcije kompleksiranja.

Vezanje hidrogensulfatnog aniona je gotovo u potpunosti entalpijski kontroliran proces s
izuzetno blago povoljnim entropijskim doprinosom standardnoj Gibbsovoj energiji
kompleksiranja. U usporedbi s ciklopeptidom C2, vezanje HSO4~ aniona na receptor C3 je
poprac¢eno manje povoljnim entalpijskim i entropijskim doprinosima, Sto takoder moze biti
povezano s manjim prosjecnim brojem kontakata i nepravilnom strukturom ciklopeptida u
kompleksu Sto podupiru rezultati MD simulacija u acetonitrilu (tablica 10, slika 40).

Rezultati 'H NMR titracije C3 s DHP (slika D145) upuéuju na nastajanje nekoliko tipova
kompleksa. Naime, iz prikupljenih spektara vidljivo je da u pocetku dolazi do ravnoteZe u
(umjereno) brzoj izmjeni na NMR vremenskoj skali. Nakon dodatka 0,3 ekvivalenta DHP
aniona pojavljuje se signal na 9,7 ppm ¢€iji se poloZaj ne mijenja, a integral raste, Sto odgovara
ravnoteZi u sporoj izmjeni. Obradom podataka dobivenih ITC titracijom dobiveni su
termodinamicki parametri za nastajanje tri vrste kompleksa stehiometrija 1:1, 1:2 1 1:3
(C3:DHP). Sli¢no ponasanje uoeno je i za Boc-zasti¢eni cikloheksalizin'*! gdje je, uz pomo¢
QM/MM MD simulacija predvidena struktura tog kompleksa. Reakcijska entalpija nastajanja
sva tri tipa C3-DHP kompleksa je povoljna pri c¢emu je entropijski doprinos za vezanje prvog
DHP-a povoljan, vezanje drugog na postoje¢i kompleks nepovoljan, a zanimljivo da je
reakcijska entropija vezanja treCega vrlo povoljna, toliko da je taj doprinos dominantan u
Gibbsovoj energiji kompleksiranja. Povoljna reakcijska entropija nastajanja 1:1 kompleksa
najvjerojatnije proizlazi iz desolvatacije peptida 1 kompleksa dok je entropijski doprinos
vezanja drugog dihidrogenfosfatnog aniona nepovoljno vjerojatno zbog gubitka translacijskih
stupnjeva slobode gosta. MD simulacije u ovom slu¢aju nisu bile od velike pomo¢i. Uspjesno
su provedene samo simulacije 1:1 kompleksa, dok je u ostalim slucajevima doslo do disocijacije
kompleksa pri ¢emu je samo jedan DHP anion ostao vezan na ciklopeptid.

Afinitet C3 prema nitratnom i tiocijanatnom anionu je po jakosti izmedu afiniteta za I" i Br~

anione Sto nije bilo dostatno za pouzdano odredivanje ostalih termodinamickih parametara
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kompleksiranja pomoc¢u ITC titracija zbog velikih toplina razrjedenja. Kao i u slucaju
ciklopeptida C1, primije¢eno je nastajanje dva tipa kompleksa s tiocijanatnim anionom u
slicnim relativnim vremenskim zastupljenostima (slika 40 g i h), za razliku od ciklopeptida C2
gdje je opazeno nastajanje samo onog tipa u kojem ciklopeptid interagira s anionom preko
dusikova atoma. !4

Usporeduju¢i rezultate vezanja aniona na linearne (L2 i L.3) i ciklicke peptide (C2 1 C3) u
acetonitrilu moZe se primijetiti velika razlika u konstantama stabilnosti, ponajvise u slucaju
kompleksa s halogenidnim anionima (tablice 1 i 9). Entalpijski doprinos reakcijama
kompleksiranja povoljniji je u slucaju linearnih peptida (iznimka je nastajanje L2CI") Sto je
najvjerojatnije posljedica stvaranja slabijih vodikovih veza kod ciklickih peptida.
Najvjerojatniji uzrok tome je manja fleksibilnosti peptidne okosnice u odnosu na linearne
analoge te bolja prilagodba linearnog lanca gostima. Entropijski doprinos nastajanja kompleksa
linearnih peptida s anionima je nepovoljan, za razliku od kompleksa ciklopeptida gdje je taj
doprinos vrlo povoljan. Iznimka je opet nastajanje kompleksa L2Cl™ ¢ija je standardna
reakcijska entropija povoljna, ali manje od one za nastajanje vrste C2CI". Ovo je odli¢an
primjer makrociklickog efekta uslijed kojeg dolazi do drasticnog povecanja stabilnosti

kompleksa, ¢ak i ako se pritom smanjuje povoljnost entalpijskog doprinosa.

Tablica 10. Prosje¢ni broj kontakata izmedu amidnih skupina peptida i aniona u kompleksima

C2 i C3 dobiven MD simulacijama u acetonitrilu.

Anion Cc214e C3
Cr 5.0 3.4
Br- 5.0 3.8
I 4,9 3,0
HSO, 4,3 32
H2PO4~ 4,9 5.8
SCN~ 4,9 ;ng
NOs~ 4,9 6.0

2 koordinacija preko atoma dusika iz tiocijanatnog aniona
® koordinacija preko atoma sumpora iz tiocijanatnog aniona
Svi kompleksi su stehiometrije 1:1
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Slika 40. Reprezentativne strukture a) slobodnog peptida C3 i njegovih kompleksa s b) CI,
c) Br, d) I, e) HSO4, f) HoPO4~, g) SCN™ (86 %), g) SCN™ (14 %) te h) NO3~ dobivene MD

simulacijama u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka izostavljeni su zbog jasnoce.
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4.3.3. Kompleksi ciklopeptida C2 i C3 s jednostavnim anorganskim anionima u metanolu

Rezultati dobiveni obradom "H NMR i ITC titracija ciklopeptida C2 i C3 s anionima u metanolu
(slike D152-D164) prikazani su u tablici 11. Zbog puno bolje solvatacije slobodnih aniona u
tom otapalu (tablica 13), konstante stabilnosti kompleksa su i do 4,5 reda veli€ine niZe nego u

acetonitrilu. Stoga, rezultati ITC titracija nisu mogli biti pouzdano obradeni u veéini slucajeva.

Tablica 11. Termodinamicki parametri vezanja aniona na ciklopeptide C2 i C3 u metanolu pri

25 °C.

AG°+SE A H°+SE A.S°4+SE
Peptid Ani loe K + SE r r :
pi frion & kJ mol™! kJ mol™! JK" mol™!
Cl- 1,64%147 -9,36*
Br 1,60 -9,132
I- 1,242 ~7.08?
HSOL- 2464147 —14,04
C2 4 2,58 + 0,03° ~147+02> —1041+0,07° 144+0,5°
HWPOL 3,320147 ~18,95%
2 3364 +0,005°  —1920+0,03* —11,8+0,1° 24.8 + 0,3
SCN- 0,69° —3,94%
NO;5 1,112 —6,342
C3 HSO4 1,25 —7,132

2 odredeno '"H NMR titracijama

® odredeno ITC titracijama

SE = standardna pogreska srednje vrijednosti (N = 3).
Svi kompleksi su stehiometrije 1:1

Afinitet ciklopeptida C2 prema hidrogensulfatnom anionu takoder je manji u metanolu u
odnosu na acetonitril pri ¢emu je opaZzeno smanjenje konstante stabilnosti kompleksa za dva
reda veliCine. Iako je entropijski doprinos nastanka kompleksa u metanolu nesto povoljniji nego
u acetonitrilu, ta je razlika posljedica smanjenja povoljnosti entalpijskog doprinosa. Vezanje
DHP i HSO4™ na receptor C2 popraéeno je povoljnim entalpijskim i entropijskim doprinosom
standardnoj Gibbsovoj energiji kompleksiranja. Potonji doprinos, zbog sli¢nih vrijednosti
reakcijskih entalpija rezultira time da je konstanta stabilnosti kompleksa C2DHP~ za oko red
veli¢ine veca nego u slucaju kompleksa C2ZHSO4 u istom otapalu.

Manji anionski afinitet ciklopeptida C3 naspram C2 vidljiv je i u metanolu. U 'H NMR

titracijama spoja C3 nisu primijecene gotovo nikakve promjene u spektru receptora s dodatkom
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otopine soli (slike D158-D160 1 D162-D164), osim u slucaju titracije s HSO4™ iz koje je bilo
moguce dobiti pouzdanu vrijednost konstante stabilnosti nastalog kompleksa (tablica 11).

Rezultati MD simulacija slobodnog liganda C3 i njegovih anionskih kompleksa u metanolu
sliéni su onima provedenim u acetonitrilu. Prosje¢an broj intramolekulskih vodikovih veza
tijekom simulacije slobodnog liganda iznosi 3,0 (u acetonitrilu 2,8), dok je prosjeCan broj
kontakata peptida i aniona u vecini slucajeva izmedu 2,91 3,1 (tablica 12) te u oba slucaja dolazi
do vezanja aniona na endo stranu ciklopeptida. Jedino odstupanje od tog ponasanja je opazeno
u sluc¢aju kompleksa s DHP i NOs™, no isti efekt vidljiv je i u acetonitrilu (tablica 12). Posljedica
malog broja kontakata ponovno je nepravilna (asimetri¢na) struktura (slika 41).

a) b) c)

Slika 41. Reprezentativne strukture a) slobodnog peptida C3 i njegovih kompleksa s b) CI7, ¢)
Br~ (83 %), d) Br (17 %), e) I', f) HSO4, g) H2PO4™, h) SCN™ (43 %), i) SCN™ (57 %) te
J) NO3™ dobivene MD simulacijama u metanolu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka izostavljeni

su zbog jasnoce.

Matija Modrusan Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 90

Tablica 12. Prosje¢ni broj kontakata izmedu amidnih skupina peptida i aniona u kompleksima

C2 i C3 dobiven MD simulacijama u metanolu.

Anion C2¥ C3
CI 49 2,6
Br- 4,9 3,1
I 4,8 3,1
HSO4~ 43 3,0
HoPO4~ 5,0 54
SCN- 5,0 ;:gb
NO3~ 4,8 5,6

2 koordinacija preko atoma dusika iz tiocijanatnog aniona
® koordinacija preko atoma sumpora iz tiocijanatnog aniona
Svi kompleksi su stehiometrije 1:1

Usporedba vrijednosti konstanti stabilnosti kompleksa ciklickih peptida C2 i C3 s anionima u
acetonitrilu 1 metanolu prikazana je na slici 42. Vidljivo je da je u vecini sluCajeva utjecaj
otapala mnogo vec¢i nego utjecaj veliCine ciklopeptida, iako ni on nije zanemariv. Razlog
smanjenja konstanti stabilnosti pojedinih kompleksa za do pet redova veliCine posljedica je
bolje solvatacije aniona (a vjerojatno i peptida) u metanolu. Standardne Gibbsove energije
transfera aniona iz acetonitrila u metanol, zajedno s razlikom u standardnim Gibbsovim
energijama kompleksiranja ciklopeptida C2 u acetronitrilu i metanolu dane su u tablici 13. U
vecini slucajeva transfer aniona gotovo u potpunosti objasSnjava razliku izmedu Gibbsovih

energija kompleksiranja, a u slu¢aju jodidnog aniona ¢ak i premasuje tu razliku.

Tablica 13. Standardna Gibbsova energija transfera aniona iz metanola u acetonitril i razlika
standardnih reakcijskih Gibbsovih energija za vezanje aniona na ciklopeptid C2 u metanolu i

acetonitrilu pri 25 °C.

A- AG° (A7) 15 AA.G° a

kJ mol™! kJ mol™!
CI -29 25,24
Br =20 19,40
I -10 11,22
SCN~ -8 12,36
NOs~ -8 12,66

* AAG° = AG° (C2A", MeOH) — A,G° (C2A~, MeCN)
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log K°
Slika 42. Konstante stabilnosti kompleksa ciklopeptida C2 i C3 a anionima u acetonitrilu i

metanolu pri 25 °C.

4.3.4. Kompleksi ciklopeptida C1 sa zemnoalkalijskim kationima u acetonitrilu i metanolu

Uvid u strukturne karakteristike kompleksa ciklopeptida C1 s kationima zemnoalkalijskih
metala u acetonitrilu i metanolu dobiven je MD simulacijama pri 25 °C (slike 43 1 44). U slu¢aju
kationa takoder dolazi do vezanja s endo strane ciklopeptida, a prosjecni broj kontakata peptida
1 kationa povecava se s radijusom kationa u oba otapala (tablica 14). Razlog zbog kojega manji
kationi ne ostvaruju maksimalan broj kontakata je stericki nepovoljna konformacija u kojoj su
koordinirani karbonilni kisikovi atomi medusobno blizu zbog poloZaja manjih kationa koji se
smjestaju bliZe ravnini peptidne okosnice. Takoder, MD simulacije ukazuju na djelomi¢nu
desolvataciju kationa prilikom kompleksiranja Sto rezultira s 3—6 molekula otapala u primarnoj

solvatacijskoj sferi kompleksa oko kationa.

Tablica 14. Prosjecni broj kontakata izmedu karbonilnih skupina peptida i zemnoalkalijskih

kationa u kompleksima C1 dobiven MD simulacijama u acetonitrilu i metanolu pri 25°C.

Otapalo M g2+ C 3.2+ Sr2+ B 3.2+
MeCN 2,9 3,1 33 3,7
MeOH 2,7 2,1 3,0 34

Svi kompleksi su stehiometrije 1:1
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a)

Slika 43. Reprezentativne strukture kompleksa ciklopeptida C1 s a) Mg?*, b) Ca’*, ¢) Sr** i
d) Ba2* zajedno s primarnom solvatacijskom sferom kationa dobivene MD simulacijama u

acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida izostavljeni su zbog jasnoce.

a)

Slika 44. Reprezentativne strukture kompleksa ciklopeptida C1 s a) Mg**, b) Ca’*, ¢) Sr** i
d) Ba®* zajedno s primarnom solvatacijskom sferom kationa dobivene MD simulacijama u

metanolu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida izostavljeni su zbog jasnoce.
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4.3.5. Kompleksi ciklopeptida C2 i C3 sa zemnoalkalijskim kationima u acetonitrilu

Vezanje kationa zemnoalkalijskih metala na ciklopeptide C2 i1 C3 pradeno je
mikrokalorimetrijski i spektrofluorimetrijski. Primjer rezultata ITC titracije ciklopentapeptida
C2 s Ca?* prikazan je na slici 45, dok su rezultati titracija tog ciklopeptida i cikloheksapeptida
C3 s ostalim kationima prikazane na slikama D165-D167 i D171-D174. Termodinamicki
parametri dobiveni obradom tih titracija dani su u tablici 15. Tocka infleksije u sigmoidalnoj
ovisnosti sukcesivne promjene entalpije o mnoZinskom omjeru reaktanata upucuje na
nastajanje ,,sendvi¢“ kompleksa. No, zadovoljavaju¢e podudaranje eksperimentalnih i
izraCunanih vrijednosti postignuto je tek nakon $to je u model uvedena dodatna ravnoteZa, ona

za nastajanje kompleksa stehiometrije 1:1.
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Slika 45. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C2 (c = 4,96 x 10~ mol dm™; V = 1,43 cm?)
s Ca(ClO4)2 (¢ = 3,74 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija acetonitrila s Ca(ClO4)2 (¢ = 3,74 x 107> mol dm™); $ = 25 °C. c¢) Ovisnost sukcesivne
promjene entalpije o omjeru n(Ca®*) / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; — izradunane

vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Na slici 46 prikazan je rezultat spektrofluorimetrijske titracije ciklopeptida C2 s kalcijevim
kationom, dok su rezultati ostalih spektrofluorimetrijskih titracija C2 i C3 dani na slikama
D168-D170 i D175-D178. Podaci su pouzdano opisani modelom s dvije ravnoteze koji
ukljucuje ,,sendvic¢*“ i 1:1 komplekse, kao i u slucaju ITC titracija. U titracijskim je spektrima
vidljivo da s vezanjem kationa na ciklopeptide C2 i C3 dolazi do vrlo snaznog pojacanja
fluorescencije. U usporedbi s anionskim kompleksima receptora C2, jedino dihidrogenfosfatni

anion ima sli¢an utjecaj na emisijski intenzitet tog ciklopeptida.'4®
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Slika 46. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C2 (¢ = 5,82 x 10~ mol dm™; V=2,20 cm?)
s Ca(Cl04)2 (¢ = 2,03 x 1072 mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C; dex = 260 nm; Sirine pukotina:
ulazna 10 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost relativnog
intenziteta fluorescencije pri 285 nm o omjeru n(Ca>") / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti;

— izraCunane vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Tablica 15. Termodinamicki parametri vezanja zemnoalkalijskih kationa na ciklopeptide C2 i

C3 u acetonitrilu pri 25 °C.

: : A2+ AG°+SE A H°+SE  A.S°+SE
Peptid - Anion  C:M log &£ & SE kJ mol™! kJ mol™! JK' mol™!
L] 4503 0,003° —2570+0,02> -34,3+0,5" —29 +2°
Cal* ' 4,50 25,68
5.1 4,97 £ 0,02° 28,4 £0,1° 23+1° 18 +4°
' 431£0,07°  —24,60+04°
" 5,11 +0,05° -29,2+0,3° -32+1° ~11+6°
o N ' 5,112¢ —29,17%¢
5.1 4,70 + 0,04° 26,8 +0,2° 273 +0,7° 2 +3P
' 561+003  —3202+0,2°
11 4,66 + 0,05° -26,6 £0,3° —34+1° 25 +6°
Bt ' 4,66 26,60
5.1 4,30 +0,03° —24,5+0,2° 27 +2° —7+9°
' 4,29 £0,06° 2449 +0,3°
11 5,68 +0,02° -32,4+02° -10,1 £0,2° 75+ 1°
Mo ' 5,68%¢ —32,428¢
& 5.1 4,03 £ 0,02° -23,0£0,1°>  -6,98 +£0,09° 53,6 +0,7°
' 3,87 £0,04°  —22,09+0,2°
11 6,95 + 0,02° -39,7+0,1> 39,76 £ 0,07° ~0P
Ca* ' 6,95%¢ —39,67%¢
5 3501 0,004 -31,40+0,01° —437+0,01>° —413+073°
C3 ' 524+0,02°  2991+0,1°
11 5,554 ~31,68%° 27+1° 15+3°
o2t ' 5,55 +0,03° -31,7+0,2°
9.1 4,04 £ 0,05 —23,1£0,3° ~11,6 £0,9° 38 +2°
' 4,50 +£0,02° 2568 +0,1°
11 506+0,02° -28,87+0,09° -30,8+0,2° —6,3+0,3°
Bal* ' 5,06%¢ —28,88%¢
ey 39982 0,005° 22,82 +0,03° ~18 +1° 15+3°
' 3,75+0,1° 21,40 +0,6°

* fiksirane vrijednosti tijekom obrade (odredene ostalim metodama)

® odredeno ITC titracijama

¢ odredeno spektrofluorimetrijskim titracijama
SE = standardna pogreska srednje vrijednosti (N = 3).

Rezultati titracija u acetonitrilu pokazuju da je afinitet ciklopentapeptida C2 prema kationima

zemnoalkalijskih metala vrlo visok, pri ¢emu ciklopeptid ne pokazuje selektivnost prema

odredenom kationu. Nastajanje svih 1:1 i 2:1 (peptid:kation) ,,sendvi¢* kompleksa entalpijski

je kontroliran proces koji je povoljniji za stvaranje kompleksa tipa 1:1 nego za vezanje dodatnog

ciklopeptida. Standardna reakcijska entropija za nastajanje 1:1 kompleksa ne korelira s

radijusom kationa, no za nastajanje ,,sendvi¢* kompleksa iz kompleksa tipa 1:1 njezina se

vrijednost smanjuje se s povecanjem radijusa kationa. Uzrok tome vjerojatno je potpuna
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desolvatacija kationa koji su u 1:1 tipu kompleksa parcijalno solvatirani, §to je uo¢eno u MD
simulacijama (slika 47 i 48). Povoljni entropijski efekt gubitka solvatacijske sfere moze
nadomjestiti nepovoljni gubitak translacijskih stupnjeva slobode ciklopeptida koji se veZe na
postojec¢i kompleks. Vezanje magnezijevog kationa, zbog nereproducibilnosti (slika D165 i
D168) titracija nije se moglo kvantitativno okarakterizirati. Razlog tome mozZe biti utjecaj vode
koja dolazi iz soli (hidrat) ili iz acetonitrila. Naime, solvatacijska sfera magnezijeva kationa u
acetonitrilu znacajno ovisi o koli¢ini vode koja moze, ¢ak i pri malom mnozinskom udjelu,
istitsnuti molekule acetonitrila koordinirane na Mg**.!*® Stoga mjerenja, pogotovo
kalorimetrijska, mogu znacajno ovisiti o starosti otopine, acetonitrila ili ¢ak vremenu vaganja
(magnezijev perklorat je higroskopan).

Za razliku od ciklopeptida C2, cikloheksapeptid C3 pokazuje blagu selektivnost prema
kalcijevom kationu, s konstantom stabilnosti C3Ca** kompleksa koja je za dva reda veliGine
veca nego u slucaju ostalih zemnoalkalijskih kompleksa. Vecina reakcija je entalpijski
kontrolirana, dok se entropijski doprinos znatno razlikuje medu kationima i ne uocava se
sustavna ovisnost. Najvece odstupanje vidljivo je u sluCaju magnezijeva kationa gdje je
nastajanje oba tipa kompleksa entropijski kontrolirano. Uzrok tome ponovno moze biti
prisutnost vode, koja moZe ne samo utjecati na prije spomenutu reproducibilnost mjerenja, veé
1 na odstupanja u pravilnosti termodinamickih parametara kompleksiranja u nizu
zemnoalkalijskih metala.

Rezultati MD simulacija u acetonitrilu prikazani su u tablici 16. Kao §to je to bio slucaj i
kod ciklotetrapeptida C1, ciklopeptidi C2 i C3 ne ostvaruju maksimalan moguci broj kontakata
s kationom, a u svim kompleksima je uvijek prisutna jedna slobodna karbonilna skupina koja
je orijentirana od kationa (slike 47 1 49). Najvec€a razlika u strukturi kationskih kompleksa
ciklopeptida C2 i C3 uocena je u slucaju magnezijevog kompleksa. Prsten cikloheksapeptida
C3 je dovoljno velik da se mali Mg?* kation smijesti u njegovu ravninu i na taj na¢in bude u
kontaktu s ve¢im brojem karbonilnih skupina, tri s jedne strane ravnine i1 dva s druge strane
(slika 49 a). I u slucaju ciklopeptida C3 primijecena je djelomi¢na desolvatacija kationa (osim
u slucaju magnezijeva kationa) u procesu vezanja na ciklopeptid, pri ¢emu se broj molekula
koje okruzuje kation u kompleksu povecava s radijusom kationa (slika 49). Nastajanje
»sendvi¢® kompleksa popraceno je otpuStanjem preostalih molekula otapala koje solvatiraju

kation u kompleksima tipa 1:1 (slika 50).
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Tablica 16. Prosjecni broj kontakata izmedu karbonilnih skupina peptida i zemnoalkalijskih

kationa u kompleksima C2 i C3 dobiven MD simulacijama u acetonitrilu.

Kation C:M* C2 C3
1:1 3,0 4,7
Mg2+
2:1 5,7 6,0
1:1 3,8 4.4
C3.2+
2:1 7.4 7,0
1:1 3,6 4,9
Sr2+
2:1 5,8 6,0
1:1 3,9 4,8
Ba2+
2:1 7,0 8,1

Slika 47. Reprezentativne strukture kompleksa ciklopeptida C2 s a) Mg**, b) Ca’*, ¢) Sr** i

d) Ba** dobivene MD simulacijama u acetonitrilu pri. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida

izostavljeni su zbog jasnoce.
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Slika 48. Reprezentativne strukture ,,sendvi¢“ kompleksa ciklopeptida C2 s a) Mg**, b) Ca**,

¢) Sr**i d) Ba** dobivene MD simulacijama u acetonitrilu pri Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka

peptida izostavljeni su zbog jasnoce.

Slika 49. Reprezentativne strukture kompleksa ciklopeptida C3 s a) Mg?*, b) Ca**, ¢) Sr** i
d) Ba* dobivene MD simulacijama u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida

izostavljeni su zbog jasnoce.
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Slika 50. Reprezentativne strukture ,,sendvi¢* kompleksa ciklopeptida C3 s a) Mg?*, b) Ca**,
¢) Sr** i d) Ba®* dobivene MD simulacijama u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka

peptida izostavljeni su zbog jasnoce.

Usporedujuci termodinamicke parametre kompleksiranja aniona i zemnoalkalijskih kationa u
acetonitrilu (tablice 9 i 15) vidljivo je da je afinitet ciklopentapeptida C2 prema kationima
usporediv s onim za Br™ 1 HSO47, no entalpijski i1 entropijski doprinosi posve su razliciti. Osim
razlike u solvataciji iona i energiji interakcije ciklopeptid-ion, razlog tome moZze biti drugacija
orijentacija amidnih skupina i njihova dodatna polarizacija uslijed vezanja iona. Naime,
interakcija karbonilnih skupina ciklopeptida s kationima polarizira amidnu skupinu na nacin da
NH dio postaje parcijalno pozitivniji, Sto rezultira boljom interakcijom tog dijela s proton-
akceptorskim otapalima (npr. acetonitril). S druge strane, interakcijom NH dijela amidne
skupine i aniona u kompleksima karbonilni dio postaje parcijalno negativniji i rezultira boljom
interakcijom tih skupina s proton-donorskim otapalima (npr. metanol). Na taj nain naboj
kompleksa moZe utjecati na njegova solvatacijska svojstva u pojedinim otapalima. U slu¢aju
cikloheksafenilalanina vidljiv je znaCajno veci afinitet prema kationima zemnoalkalijskih

metala u odnosu na afinitet prema anionima $to je posljedica izuzetno povoljnije reakcijske
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entalpije Sto isto moZe biti posljedica spomenute dodatne polarizacije amidne skupine. Za
razliku od ciklopeptida C2, ¢iji je afinitet prema kationima usporediv s onim prema anionima,
cikloheksapeptid C3 bolje veZe katione u acetonitrilu s konstantama stabilnosti nastajanja
kompleksa stehiometrije 1:1 za 1-2 reda veli¢ine ve¢im. Posljedica je to puno povoljnije
reakcijske entalpije, osim u slu¢aju vezanja magnezijeva kationa, gdje viSe dolazi do izraZaja
entropijski doprinos kompleksiranju. Takoder, treba jo§ jednom napomenuti snazno pojacanje
intenziteta fluorescencije vezanjem kationa u usporedbi s vezanjem aniona. Ovaj rezultat
pokazuje da se ciklopeptidi mogu koristiti kao fluorescentni kationski senzori, ne samo zbog
visoke stabilnosti kompleksa, nego i zbog snazne promjene u emisijskim spektrima receptora
prilikom nastanka kompleksa.

Sto se ti¢e makrociklitkog efekta u nastajanju kationskih kompleksa ciklopeptida, nije
moguce provesti kvantitativnu usporedbu afiniteta linearnih i ciklickih analoga iz dobivenih
rezultata (tablice 6 i 15), ali se kvalitativho moZe procijeniti da je njihov afinitet usporediv.
Nazalost, zbog malog broja kvantitativno odredenih termodinamickih parametara vezanja
kationa na linearne peptide, niti jedan podatak se ne moZze direktno usporediti. Ipak, vidljivo je
da su entropijski doprinosi nastajanja kationskih kompleksa linearnih peptida vrlo visoki, ¢ak i
visi od vecine ciklopeptidnih kompleksa. To dovodi u pitanje postojanje makrociklickog efekta
u slucaju kationa, za razliku od aniona gdje je utjecaj ciklizacije na afinitet receptora itekako
vidljiv. Razlog tome moZe biti relativno visok stupanj parcijalne solvatacije kationa u
kompleksima s ciklopeptidima, kao Sto je uo¢eno u MD simulacijama, za razliku od linearnih
peptida gdje je peptid fleksibilniji i lakSe se prilagodava velicini kationa. Dodatno, sam kation
se nalazi u ravnini okosnice pseudociklicke strukture linearnog peptida, Sto smanjuje
dostupnost vezanog kationa molekulama otapala i1 rezultira s povoljnijim entropijskim

doprinosom desolvatacije.
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4.3.6. Kompleksi ciklopeptida C2 i C3 sa zemnoalkalijskim kationima u metanolu
Afinitet ciklopeptida C2 i C3 prema kationima zemnoalkalijskih metala u metanolu prouc¢avan
je mikrokalorimetrijski i spektrofluorimetrijski (slike D179-D188), a rezultati dobiveni

obradom tih podataka dani su u tablici 17.

Tablica 17. Termodinamicki parametri vezanja zemnoalkalijskih kationa na ciklopeptide C2 i

C3 u metanolu pri 25 °C.

beptid Anion logK + SE G ESE  AHASE  AS°4SE

kJ mol™! kJ mol™! JK ' mol™!
Ca*  230+003° —13,1+02°
g 2.41+0,08  —13,8+0,5° ~13,8 28 ~0?
C2 2,66+0,02° —-152+0,1°
2.80+001° —1599+0,06°0 —14.4+05° 5+ 28

2+
Ba 295+003" -168+0.2"

C3 Ba®* 1,87 +£0,04° -10,7 £0,2°

* odredeno ITC titracijama

® odredeno spektrofluorimetrijskim titracijama

SE = standardna pogreska srednje vrijednosti (N = 3).
Svi kompleksi su stehiometrije 1:1

Vezanje magnezijeva kationa na ciklopeptid C2 nije detektirano (slika D181), dok je u slucaju
ostalih kationa uspjesno odredena konstanta stabilnosti nastalih kompleksa Cija vrijednost blago
raste s povecanjem radijusa kationa. Mikrokalorimetrijskim titracijama pokazano je da je
vezanje stroncijeva i barijeva kationa egzoterman proces, dok je standardna reakcijska entropija
bliska nuli. U titracijama cikloheksapeptida C3 sa zemnoalkalijskim kationima opazena je
promjena u intenzitetu fluorescencije s dodatkom otopine titransa (slike D185-D188) no ve¢inu
konstanti stabilnosti nije bilo moguce pouzdano odrediti zbog vrlo slabog vezanja na taj ligand.
Kao i kod ciklopeptida C2, barijev kation tvori najstabilniji kompleks s ciklopeptidom C3 te je
jedino tom kompleksu bilo moguce pouzdano odrediti stabilnost. Zbog nereproducibilnosti
ponovljenih mjerenja stabilnost kompleksa C3 sa stroncijevim i kalcijevim kationom smatra se
procjenom, a vrijednosti konstanti stabilnosti iznose redom 20 dm?® mol™ i 10 dm?® mol™
(slike D186 1 D187). Vezanje magnezijeva kationa je najslabije od svih proucavanih kationa.
lIako se vide male promjene u spektrofluorimetrijskim spektrima dodatkom otopine
magnezijevog perklorata (slika D185) one su premale za procjenu konstante stabilnosti.
Rezultati MD simulacija ciklopeptida C2 i C3 u metanolu dani su u tablici 18, dok su

reprezentativne strukture nastalih kompleksa prikazane na slici 51 1 52. Prosje¢ni broj kontakata
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izmedu karbonilnih skupina ciklopeptida C2 i C3 i kationa manji je u metanolu u usporedbi s
acetonitrilom, no takvo blago smanjenje nije dovoljno da bi objasnilo znacajnu razliku u
stabilnosti nastalih kompleksa. Nadalje, rezultati pokazuju znacajnu parcijalnu solvataciju

kationa u kompleksima s 3—5 molekula metanola u primarnoj solvatacijskoj sferi.

a) b)

Slika 51. Reprezentativne strukture kompleksa ciklopeptida C2 s a) Ca**, b) Sr** i c¢) Ba?*
dobivene MD simulacijama u metanolu pri 25 °C. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida

izostavljeni su zbog jasnoce.

Na slici 53 prikazana je usporedba stabilnosti 1:1 tipa kompleksa ciklopeptida C2 i C3 s
kationima u acetonitrilu i metanolu. Ve¢i ciklopeptid C3 uspjesnije veze katione u odnosu na
C2 u acetonitrilu, a najveca je razlika opaZena kod kompleksiranja kalcijeva kationa. S druge
strane, u metanolu ve¢i afinitet prema kationima pokazuje ciklopeptid C2. Vidljiv je i znacajan
utjecaj otapala na stabilnosti nastalih kompleksa pri ¢emu su sve konstante stabilnosti vece u
acetonitrilu $to je zasigurno posljedica slabije solvatacije slobodnih kationa u acetonitrilu u
odnosu na metanol. Podaci o transferu kationa iz metanola u acetonitril dostupni su samo za
kalcijev (A\G°(MeOH—MeCN) = —42 kJ mol™) i barijev kation (AG°(MeOH—MeCN) = —40
i =20 kJ mol™).!*>1% Qve vrijednosti odgovaraju promjeni konstante stabilnosti za 3—7 redova
veli¢ine. Razlika u konstantama stabilnosti u acetonitrilu i metanolu nije toliko visoka §to znaci
da transfer ciklopeptida ili kompleksa povoljno utjece na vezanje u metanolu, no zasigurno je
transfer kationa glavni faktor smanjenju afiniteta ciklopeptida prema zemnoalkalijskim

kationima u tom otapalu.
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Tablica 18. Prosje¢ni broj kontakata izmedu karbonilnih skupina peptida i kationa u

kompleksima C2 dobiven MD simulacijama u metanolu pri 25°C.

Kation C2 C3
Ca* 3,4 3,5
Sr? 3.4 4.4
Ba’* 3,8 5,1

Svi kompleksi su stehiometrije 1:1

Slika 52. Reprezentativne strukture kompleksa ciklopeptida C3 s a) Ca2*, b) Sr** i c¢) Ba®
dobivene MD simulacijama u metanolu pri 25 °C. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida

izostavljeni su zbog jasnoce.

MeCN  MeOH
Ba* I
I s

log K°
Slika 53. Konstante stabilnosti 1:1 tipa kompleksa ciklopeptida C2 i C3 sa zemnoalkalijskim

kationima u acetonitrilu i metanolu pri 25 °C.
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4.4. Ion-receptorska svojstva homocikloleucinskih peptida

4.4.1. Kompleksi ciklopeptida C4 s jednostavnim anorganskim anionima u acetonitrilu,
metanolu i DMSO-u

Ciklotetraleucin (C4), za razliku od ciklotetrafenilalanina (C1), umjereno je topljiv u
acetonitrilu Sto je omogucilo eksperimentalnu termodinamicku karakterizaciju njegovih ion-
receptorskih svojstava. U "H NMR spektru C4, kao i u sluaju spoja C1, dolazi do pojave vise
signala za pojedine protone koji konvergiraju u jedan skup prilikom dodatka TEACI-a ve¢ pri
1,5 ekvivalenta aniona u acetonitrilu, odnosno pri 2,3 ekvivalenta u DMSO-u (slika 54). 1z tih
rezultata moze se zakljuciti da spoj C4 relativno jako veZe kloridni anion u oba otapala. Osim
s kloridnim anionom, napravljene su titracije i s ostalim proucavanim anionima u acetonitrilu
(slike D189-D194) iz kojih je vidljivo da je afinitet C4 prema ostalim anionima takoder
relativno visok, a i u tim slu¢ajevima se moze vidjeti da dodatkom aniona dolazi do postupnog
prijelaza iz spektra s nekoliko skupova protona u spektar s jednim skupom. Kao i u slucaju

ciklopeptida C1, ta se pojava moZe pripisati geometrijskoj izomerizaciji peptidne veze.

n(Cl) / n(C4)
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Slika 54. a) 'H NMR titracija liganda C4 (c=528x10*moldm™) s TEACI
(c=7,24 x 107 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri 9 = 25 °C; Vo (C4) = 0,50 cm’.
b) '"H NMR titracija liganda C4 (¢ = 9,86 x 10~ mol dm™) s TEACI (c = 0,0136 mol dm™) u
deuteriranom DMSO-u pri 9 =25 °C; Vo (C4) = 0,50 cm’.

Rezultati MD simulacija slobodnog ciklopeptida C4 i njegovog kloridnog kompleksa u DMSO-
u gotovo su identi¢ni onima u sluc¢aju C1. Slobodni ciklopeptid je tijekom 93 % vremena
simulacije u aduktu s molekulom DMSO-a (slika 55 a). Zbog toga prosjeCan broj
intramolekulskih veza opaZenih tijekom simulacije iznosi samo 0,1. U kloridnom kompleksu

sve su Cetiri amidne skupine u interakciji s anionom i tvore pravilnu tetragonsku piramidu u
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kojoj je vrh piramide anion, a bazu ¢ine vodikovi atomi amidne skupine (slika 55 c). Prosjecan
broj kontakata peptida i aniona iznosi 3,95 $to ukazuje na jake interakcije i stabilnu strukturu

kompleksa.

Slika 55. Reprezentativne strukture slobodnog peptida C4 a) u obliku dimetil sulfoksidnog
adukta (93 %), b) slobodnom obliku (7 %), te ¢) u kompleksu s CI". Strukture su dobivene MD

simulacijama u DMSO-u. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka izostavljeni su zbog jasnoce.

Osim u DMSO-u, MD simulacije provedene su u acetonitrilu i metanolu. U acetonitrilu je
slobodni ciklopeptid tijekom gotovo cijele simulacije (99 %) u obliku adukta s acetonitrilom.
Od toga, tijekom 98 % vremena C4 je u interakciji s molekulom acetonitrila preko sva Cetiri
amidna protona (slika 56 a), dok je u samo 1 % simulacijskog vremena ta interakcija ostvarena
preko tri amidna protona (slika 56 b). U preostalih 1 % vremena ukupne simulacije nije
primijeceno nastajanje adukta (slika 56 c¢). Posljedica toga je da peptid u prosjeku tvori svega
0,03 intramolekulske vodikove veze tijekom simulacije. Rezultati MD simulacija anionskih
kompleksa (tablica 19, slika 56) pokazuju da C4 tvori maksimalan broj interakcija s anionima
tijekom cijele simulacije. Anioni su vezani na endo stranu ciklopeptida i zajedno tvore pravilnu
tetragonsku piramidalnu geometriju u veznom mjestu. Tiocijanatni anion, kao S$to je to videno
i u slucaju ciklofenilalaninskih peptida, tvori dva tipa kompleksa s obzirom na njegovu
orijentaciju. Tip kompleksa u kojem peptid interagira s duSikovim atomom tiocijanatnog aniona
dominira sa zastupljenoS¢u od 77 % (slika 56 1), dok preostalih 23 % (slika 56 j) vremena
simulacije otpada na onaj u kojem dolazi do interakcije ciklopeptida s atomom sumpora.
Rezultati MD simulacija slobodnog C4 u metanolu takoder upucuju na nastajanje adukta s
molekulom otapala (slika 57 aib). Ta je vrsta prisutna tijekom 98 % vremena simulacije $to je
uzrok malom prosje¢nom broju intramolekulskih vodikovih veza i u ovom otapalu. Rezultati
istrazivanja provedenih na anionskim kompleksima u metanolu vrlo su sli¢ni onima dobivenim

u acetonitrilu. Anioni su vezani na endo stranu ciklopeptida i ostvaruju maksimalan moguci
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broj interakcija s ciklopeptidom tijekom cijele simulacije (slika 57). Najveca razlika je u sluaju
tiocijanatnog kompleksa gdje nije primije¢eno nastajanje tipa kompleksa u kojem C4 interagira

s atomom sumpora iz tiocijanatnog aniona.

Tablica 19. Prosje¢ni broj kontakata izmedu amidnih skupina peptida i aniona u kompleksima

spoja C4 dobiven MD simulacijama u acetonitrilu i metanolu.

Otapalo CI- Br- I- HSOs~ H,POs  SCN- NO;~
MeCN 39 40 40 41 41 30 a4
MeOH 4,0 4,0 4,0 3,7 4,0 4,0 4,1

2 koordinacija preko atoma dusika iz tiocijanatnog aniona
® koordinacija preko atoma sumpora iz tiocijanatnog aniona
Svi kompleksi su stehiometrije 1:1

a) b) C)

Slika 56. Reprezentativne strukture slobodnog ciklopeptida C4 a) i b) u obliku acetonitrilnog
adukta (99 %), c) slobodnom obliku (1 %) i u kompleksu s d) CI-, e) Br, f) I, g) HSO4",
h) HoPO47, 1) SCN™ (77 %), j) SCN™ (23 %) te k) NOs3™. Strukture su dobivene MD simulacijama

u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka izostavljeni su zbog jasnoce.
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O,

a) C)

Slika 57. Reprezentativne strukture slobodnog peptida C4 a) i b) u obliku metanolnog adukta
(98 %), c) slobodnom obliku (2 %) i u kompleksu s d) CI7, e) Br~, f) I, g) HSO4~, h) H>PO4,
1) SCN™ te j) NOs™. Strukture su dobivene MD simulacijama. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka

izostavljeni su zbog jasnoce.

Kristali kompleksa ciklopeptida C4 i kloridnog aniona dobiveni su postupnim isparavanjem
otapala iz acetonitrilne otopine CsCl i ciklopeptida. Preliminarno dobivena struktura sadrzava
,»sendvi¢ kompleks u kojemu se anion nalazi izmedu dva peptida (slika 58). Svih osam amidnih
protona su u interakciji s kloridnim anionom s kojim tvore geometriju kvadratne antiprizme. Iz
ovih je rezultata moguce dobiti prilicno dobar nagovjestaj strukture kompleksa u otopini,

osobito kada se usporede s MD strukturama.
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Slika 58. Struktura C4>Cl™ ,,sendvi¢* kompleksa u kristalu.

4.4.2. Kompleksi ciklopeptida C5 i C6 s jednostavnim anorganskim anionima u acetonitrilu

Vezanje aniona na cikloheksaleucin (C6) u acetonitrilu i metanolu i na ciklopentaleucin (CS) u
metanolu istraZeno je 'H NMR i ITC titracijama (tablica 20), a MD simulacije su omogucile
uvid u strukturu slobodnih ciklopeptida i njihovih anionskih kompleksa. Kompleksiranje
ciklopeptida C5 s anionima u acetonitrilu veé¢ je prouceno u radu Horvata i sur.”> Primjer
rezultata 'H NMR titracije spoja C6 s TEACI u acetonitrilu prikazan je na slici 59, dok su
primjeri rezultata titracija receptora C6 s ostalim anionima prikazani na slikama D195-D200.
Najznadajnija promjena kemijskog pomaka u svim 'H NMR titracijama je ona amidnih protona

ciklopeptida C6 Sto ukazuje na mjesto vezanja kloridnog aniona.

n(CI)/ n(C6)
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Slika 59. a) 'H NMR titracija liganda C6 (c=1,04x 10> moldm™) s TEACI

(c = 6,84 x 10~ mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri $ = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm®. b)
Ovisnost kemijskog pomaka amidnih protona C6 o omjeru n(CI") / n(C6).
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Primjer rezultata ITC titracije spoja Cé s TBAH2PO4 prikazan je na slici 60, a rezultati titracija
s ostalim anionima u acetonitrilu dane su na slikama D201-D203. Termodinamicki parametri

dobiveni obradom tih titracija objedinjeni su u tablici 20.

40 a) b)
—104
35 _
'g “12
30 -
& 254 F
20
_18 m
15 . . . . . ; ; . ; )
0 50 100 150 200 250 0 1 2 3 4 5
t/ min n(H,PO,") / n(C6)
100 —Ce c)
—— C6H,PO,~
801 —— C6(H,PO,),”
—— C6(H,PO,),*

60

404

20

% nastanka relativno prema C6

O T T T
0 1 2 3 4

n(H,PO,") / n(C6)

Slika 60. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C6é (c = 5,067 x 10“# mol dm™; V= 1,45 cm®)
s TBAH2PO4 (¢ = 0,0100 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C. b) Ovisnost sukcesivne promjene
molarne entalpije o omjeru n(H>PO47) / n(C6). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane

vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Tablica 20. Sukcesivni termodinamicki parametri vezanja aniona na ciklopeptide C5 i C6 u

acetonitrilu pri 25 °C.

AG°+SE A H°+SE A S°+SE
Peptid  Ani C:A- logK + SE r r r
cpi frion & kJ mol™! kJ mol™! JK ' mol™!
Cl- 1:1 5,84° ~33,33b -10,68° 75,9°
Br 1:1 4,70° -26,82° —4,84° 73,7°
. 11 3,122 7,082
' 3,20P ~18,27° 1,91° 67,7°
1:1 4,38 -25,1° -16,0° 30,2°
HSO4
59 2:1 2,96° -16,9° 0,4° 58>
1:1 4,56° —-26,0P -12,6° 45>
H>PO4
1:2 4,18° -23.8° —-79,7° —187°
_ _ 2,77* -9,85%
SCNT I 2.90° 16,5 472 39,7
_ _ 3,292 -7,31%
NOs I 3,18° -18,16° -6,08" 40,5°
cr 11 3,642 -20,8%
' 3,49 +0,03° -19,9 +0,1° -3,6 +0,2° 55+1°
Br 11 2.,40? -13,72
' 2,151 £0,003> -12,28 +0,02° -6,0 +0,2° 21,0 £0,6°
I 1:1 1,242 7,082
_ _ 1,722 9,822
C6 HS04 I 2,44 +0,03° -13,9 +0,2° -9,7 +0,9° 14 + 2P
1:1 3,88 +0,02° -222+0,1° -72+0,1° 50,2 +0,1°
H.POs 12 4,94 +0,5° -282+0,3" -32,7+0,5° —15+2b
1:3 4,04 +0,1° -23,1+0,7° -14,4 +0,5° 20 + 2P
SCN- 1:1 1,282 -7,31%
NO;~ 1:1 1,55 -10,00?

2 odredeno '"H NMR titracijama
® odredeno ITC titracijama
SE = standardna pogreska srednje vrijednosti (N = 3).

Vezanje halogenidnih aniona na cikloheksapeptid C6 u acetonitrilu slabije je od vezanja na
ciklopentapeptid CS, kao Sto je to bio slucaj i kod ciklofenilalaninskih peptida C2 i C3
(tablica 9). Rezultati dobiveni ITC titracijama u dobrom su slaganju s onima dobivenim 'H
NMR spektroskopijom i jasno pokazuju da je smanjenje konstante stabilnosti kloridnog i
bromidnog kompleksa peptida C6 u odnosu na C5 posljedica manje povoljne reakcijske

entalpije i entropije. MD simulacije daju naslutiti uzrok takvog odnosa termodinamickih
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reakcijskih veli¢ina. U slobodnom ciklopeptidu CS tijekom simulacije je u prosjeku prisutno
0,35 intramolekulskih vodikovih veza, pri ¢emu tijekom vecine simulacije dominira adukt
ciklopeptida i otapala u kojem ciklopeptid interagira s molekulom otapala preko Cetiri amidna
protona iz okosnice.” S druge strane, tijekom simulacije slobodnog ciklopeptida C6 formira se
prosjecno 2,05 intramolekulskih vodikovih veza, Sto znaci da je samo dio amidnih skupina u
direktnom kontaktu s molekulama otapala, ali u obliku inkluzijskog kompleksa. To za
posljedicu ima reorganizaciju heksapeptida uslijed vezanja aniona i posljedi¢no nepovoljan
entropijski doprinos standardnoj Gibbsovoj energiji tog procesa. S druge strane, vezanje aniona
na adukt spoja CS5 s otapalom je neka vrsta kompeticijske reakcije u kojoj je ciklopeptid
preorganiziran za kompleksiranje. Rezultati MD simulacija pokazuju da je prosjecni broj
kontakata izmedu peptida i halogenidnih aniona u kompleksu s CS5 manji nego u slucaju
kompleksa spoja C3 (tablice 101 21) $to bi moglo objasniti manje povoljnu reakcijsku entalpiju.

Afinitet ciklopeptida C6 prema hidrogensulfatnom anionu je izmedu onog za kloridni i
bromidni anion, pri ¢emu je reakcijska entalpija vezanja HSO4 povoljnija nego u slucaju
vezanja halogenidnih aniona, dok je entropijski doprinos manje povoljan (tablica 20).

"H NMR titracija C6 s dihidrogenfosfatnim anionom upuéuje na nastajanje nekoliko tipova
kompleksa (slika D198). Naime, signal amidnog protona pri 7,2 ppm je u sporoj izmjeni tijekom
cijele titracije, a nakon dodanih 0,5 ekvivalenata DHP-a pojavljuje se signal u brzoj izmjeni pri
9,4 ppm koji je i jedini signal na kraju titracije. To upucuje na nastajanje barem dva tipa
kompleksa. Puna karakterizacija kompleksiranja receptora C6 s DHP dobivena je ITC
titracijama. Rezultati tih mjerenja pokazuju da dolazi do nastanaka tri tipa kompleksa kao i u
slu¢aju heksafenilalaninskog ciklopeptida C3 i cikloheksalizinskog peptida s Boc zastitom,'*!
toc¢nije kompleksa stehiometrije 1:1, 1:2 i 1:3 (C6:DHP). Vezanje prvog DHP popraceno je
povoljnim entalpijskim i entropijskim doprinosom standardnoj Gibbsovoj energiji
kompleksiranja, dok je vezanje drugog entropijski nepovoljno, ali entalpijski vrlo povoljno §to
rezultira vec¢om konstantom ravnoteZze za ovaj proces naspram prethodnog koraka u
kompleksiranju. Entalpijski 1 entropijski doprinos vezanja treceg DHP-a je povoljan, no
reakcijska entalpija je manja u odnosu na proces vezanja drugog DHP-a. Usporedujuci vezanje
DHP-a na C6 i C3 (tablice 9 i 20) moZe se reci da su procesi kvalitativno sli¢ni Sto se tice
(ne)povoljnosti, no kvantitativno drugaciji. U oba procesa je entalpijski doprinos vezanja
drugog DHP-a najpovoljniji, dok je reakcijska entropija negativna, no vidljiva je razlika u

termodinamici prvog i tre¢eg procesa. U slucaju spoja C6 prvi proces je entalpijski manje
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povoljan, a entropijski povoljniji, dok je u slucaju C3 situacija obrnuta. U MD simulacijama
kompleksa tipa 1:2 1 1:3 dolazi do disocijacije kompleksa Sto je onemogucilo njihovu obradu.
Afinitet C6 prema tiocijanatnom i nitratnom anionu je, kao i u slucaju fenilalaninskog
cikloheksapeptida C3, izmedu afiniteta za jodidni i bromidni anion. MD simulacije s
tiocijanatnim ionom pokazuju nastajanje dva tipa kompleksa, ovisno o tome koji atom aniona
je akceptor vodikove veze. Kompleks u kojem je tiocijanatni anion vezan preko atoma sumpora
ima vecu zastupljenost u simulaciji (slika 61), dok je prosjecni broj kontakata tijekom

simulacije za oba tipa kompleksa sli¢an.

Tablica 21. Prosje¢ni broj kontakata izmedu amidnih skupina peptida i aniona u kompleksima

C5 1 C6 dobiven MD simulacijama u acetonitrilu.

Anion C5» Cé6
cr 5.0 4
Br- 50 38
I 49 35
HSO4" 48 54
H2POS~ 5.0 34
SCN- 438 g:gb
NOs™ 5.0 6.2

2 koordinacija preko atoma dusika iz tiocijanatnog aniona
® koordinacija preko atoma sumpora iz tiocijanatnog aniona
Svi kompleksi su stehiometrije 1:1
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Slika 61. Reprezentativne strukture slobodnog peptida C6 a) u obliku acetonitrilnog adukta
(50 %), b) slobodnom obliku (50 %) i u kompleksu s ¢) CI7, d) Br, e) I', f) HSO4~, g) H.PO4~,
h) SCN™ (32 %), i) SCN™ (68 %) te j) NOs3". Strukture su dobivene MD simulacijama u

acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka izostavljeni su zbog jasnoce.

Relativni odnos konstanti stabilnosti kompleksa izmedu ciklopenta- i cikloheksapapetidnih
spojeva s istim aminokiselinskim ostacima C2-C3 i C5-C6 vrlo je slican za komplekse s
anionima koji tvore samo 1:1 tip kompleksa, no uzrok razlike nije isti u svim slucajevima
(tablica 22). ITC rezultati titracija s kloridnim i bromidnim anionom pokazuju da u slucaju
fenilalaninskih ciklopeptida C2 i C3 pad afiniteta je gotovo u potpunosti posljedica razlike u

reakcijskoj entropiji. U slucaju leucinskih ciklopeptida CS5 i C6 razlika u konstantama
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stabilnosti kloridnih kompleksa podjednako je posljedica razlika u entalpijskom i entropijskom
doprinosu, osim u slu¢aju bromidnih aniona gdje je bitan iskljucivo entropijski doprinos

standardnoj Gibbsovoj energiji kompleksiranja.

Tablica 22. Razlika termodinamickih parametara vezanja aniona u acetonitrilu pri 25 °C za

parove ciklopeptida C2—-C3 i C5-Cé.

A(C2-C3)* A(C5-C6)°
3 AlogK AA'G: AArHjl _TAAr:S:O AlogK AA'G: AArHjl _TAAr:S:O

kJ mol kJ mol kJ mol kJ mol kJ mol kJ mol
CIr 2,03 -14,2 =27 -11,33 2,35 —-13,43 -7,08 —-6,23
Br- 2,53 —-14,43 -3,76 -10,70 2,55 —-14,54 1,16 -15,71
I 2,04 -11,64 1,96 -11,91
SCN- 1,55 -8,85 1,62 -9,25
NOs~ 1,68 -9,59 1,63 -9.,30

* Alog K° = log K°(C2A7) — log K°(C3A7); AAX° = AX° (C2A7) - AX° (C3A™); X=G,H, S
® Alog K° = log K°(C5A°) — log K°(C6A7); AAX° = AX° (C5AT) — AX° (C6A); X=G, H, S

4.4.3. Kompleksi ciklopeptida C5 i C6 s jednostavnim anorganskim anionima u metanolu

Rezultati '"H NMR i ITC titracija ciklopeptida C5 i C6 s anionima u metanolu (slike D204—
D219) prikazani su u tablici 23. U slu¢aju oba peptida konstante stabilnosti nastalih kompleksa
manje su za nekoliko redova veli¢ine nego u acetonitrilu, $to ukazuje na snazan utjecaj metanola
kao vrlo dobro solvatiraju¢eg otapala slobodnih aniona. Potpuni kvantitativni termodinamicki
opis vezanja uspjeSno je proveden samo u slucaju hidrogensulfatnog i dihidrogenfosfatnog
aniona (tablica 23, slike D204 1 D205). Oba procesa popracena su povoljnim entalpijskim i
entropijskim doprinosom standardnoj Gibbsovoj energiji, pri ¢emu je reakcijska entalpija
vezanja HoPO4~ povoljnija Sto dovodi i do vece stabilnosti kompleksa s tim anionom. S druge
strane, vezanje DHP aniona na C6 u metanolu, zbog vrlo malih promjena u 'H NMR spektru,

nije se moglo kvantitativno okarakterizirati.
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Tablica 23. Termodinamicki parametri vezanja aniona na ciklopeptide C5 i C6 u metanolu pri

25 °C.

AG°+SE A H°+SE A.S°4+SE
Peptid  Ani loc K + SE r r r
cptl frion & kJ mol™! kJ mol™! JK ' mol™!
Cl- 1,75 —9,99%
Br 1,332 ~7,59%
I- 0,922 ~5252
HSO- 2,492 —14.212
Cs 4 2.55 +0,04° 14,5 +0,2° 4.6 +0,2° 33+ 1°
PO~ 3,208 —18,78%
2 3,144 +£0,006°  —17,94+0,03° —11,64+0,04> 21,1+0,2°
SCN- 0,842 —4,79°
NO; 1,332 ~7.59°
Cl- 0,56 ~3,20°
BIﬁ 0,6221 _3’548.
I- 0,65% -3.712
C6
HSO4 0,942 -5,372
SCN- 0,632 ~3,57%
NOs5™ 0,80? 4,572

2 odredeno 'H NMR titracijama

b odredeno ITC titracijama

SE = standardna pogreska srednje vrijednosti (N = 3).
Svi kompleksi su stehiometrije 1:1

U MD simulacijama slobodnog ciklopeptida C5 u metanolu opazeno je vezanje molekula
otapala na ciklopeptidni prsten tijekom 64 % vremena simulacije (tablica 24, slika 62). Od toga,
19 % simulacijskog vremena otpada na kompleks u kojem ciklopeptid interagira s hidroksilnom
skupinom metanola preko triju amidnih protona i jedne karbonilne skupine (slika 62 a), dok su
u ostalih 45 % vremena na molekulu metanola vezana samo tri amidna protona (slika 62 b).
Prosjecan broj intramolekulskih vodikovih veza tijekom cijele simulacije je 1,3. Vezanjem
aniona na receptor CS dolazi do blagog restrukturiranja ciklopeptida, pri ¢emu nastaju
kompleksi kod kojih amidni protoni s anionom tvore pravilnu pentagonsku piramidu u kojoj je
ostvaren maksimalan broj kontakata. U slu¢aju kompleksa s tiocijanatnim anionom primije¢ena
su dva tipa kompleksa, onaj u kojemu je anion vezan na peptid preko dusSikova atoma i onaj u
kojemu je vezan preko sumporova atoma. Prvi tip kompleksa dominira i prisutan je tijekom

98 % vremena simulacije.
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Slobodni ciklopeptid C6 stvara inkluzijski kompleks s molekulom metanola tijekom 51 %
simulacijskog vremena. U tom kompleksu je hidroksilna skupina metanola koordinirana s tri
amidna protona (slika 63), dok u ostalih 49 % simulacije ne nastaje inkluzijski kompleks.
Prosjec¢ni broj intramolekulskih vodikovih veza tijekom ukupne simulacije iznosi 2,7. Vezanje
aniona na spoj C6 zahtijeva prekid tih interakcija Sto moze dovesti do manje povoljne reakcijske
entalpije 1 manje stabilnosti takvih kompleksa. Dodatno, rezultati MD simulacije ukazuju na
mali prosjecni broj kontakata ciklopeptid-anion (tablica 24) S§to dovodi do formiranja

nesimetri¢ne strukture veznog mjesta u kompleksu (slika 63) i do pada stabilnosti u odnosu na

A %
O =B

e
e s

Slika 62. Reprezentativne strukture slobodnog peptida C5 a) i b) u obliku metanolnog adukta
(64 %), c) u slobodnom obliku (36 %) i u kompleksu s d) CI7, e) Br~, f) I, g) HSO4~, h) HoPO4~
,1) SCN™ (98 %), j) SCN™ (2 %) te k) NO3". Strukture su dobivene MD simulacijama u metanolu.

ciklopentapeptidni analog.

a)

Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka izostavljeni su zbog jasnoce.
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a)

Slika 63. Reprezentativne strukture slobodnog peptida C6é a) u obliku metanolnog adukta
(51 %), b) slobodnom obliku (49 %) i u kompleksu s ¢) CI7, d) Br, e) I, f) HSO4~, g) H.PO4~,
h) SCN™ (53 %), i) SCN™ (47 %) te j) NOs". Strukture su dobivene MD simulacijama u

metanolu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka izostavljeni su zbog jasnoce.
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Tablica 24. Prosjecan broj kontakata izmedu NH skupine okosnice peptida i aniona u

kompleksima peptida C5 i C6 dobiven MD simulacijama u metanolu.

Anion Cs Ceé
ClI- 4,7 3,4
Br 4,8 3,7
I 4,8 3,4
HSO4~ 5,1 5,2
HoPO4~ 4,9 59
SCN- s ¥
NOs5~ 5,8 5,7

2 koordinacija preko atoma dusika iz tiocijanatnog aniona
® koordinacija preko atoma sumpora iz tiocijanatnog aniona
Svi kompleksi su stehiometrije 1:1

Usporedujuci konstante stabilnosti ciklopeptida C5 i C6 u acetonitrilu i metanolu (slika 64)

vidljivo je da je utjecaj otapala na stabilnost anionskih kompleksa vec¢i nego utjecaj dodatne

aminokiseline u ciklopeptidu, Sto je bio slucaj i kod fenilalaninskih ciklopeptida (slika 42).

Podaci prikazani u tablici 25 pokazuju da transfer aniona iz acetonitrila u metanol moze gotovo

u potpunosti objasniti razliku u anionskom afinitetu ciklopentapeptida C5 izmedu ta dva

otapala, te samo djelomicno u sluc¢aju C6. To znaci da solvatacija liganda ili kompleksa igra

znacajnu ulogu u odredivanju sposobnosti vezanja aniona tim receptorom.

log K°

Slika 64. Konstante stabilnosti kompleksa ciklopeptida CS i C6 s anionima u acetonitrilu i

metanolu pri 25 °C.

MeCN MeOH

I cs
I s
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Tablica 25. Standardna Gibbsova energija transfera aniona iz acetonitrila u metanol i razlika
standardnih reakcijskih Gibbsovih energija za vezanje aniona na ciklopeptide C5 i C6 u

acetonitrilu i metanolu pri 25 °C.

A G° (A7) 145 AA G°(C5)a AAG°(C6) b

A kJ mol™! kJ mol™! kJ mol™!
CI- -29 25,34 16,72
Br- =20 19,23 10,16
I -10 13,01 3,37
SCN- -8 11,76 3,71
NOs~ -8 10,56 4,28

* AA.G(C5)° = A.G° (C5A7, MeOH) — A.G° (C5A", MeCN)
" AAG(C6)° = A,G° (C6A~, MeOH) — A,G° (C6A~, MeCN)

4.4.4. Kompleksi ciklopeptida C4 sa zemnoalkalijskim kationima u acetonitrilu i metanolu

Uvid u strukturne karakteristike kompleksa ciklopeptida C4 s kationima zemnoalkalijskih
metala u acetonitrilu i metanolu dobivene su MD simulacijama pri 25 °C (slike 65 1 66). Kao 1
u slucaju ciklopeptida C1 prosjecni broj kontakata peptida i kationa povecava se s radijusom
kationa u oba otapala (tablica 26). Razlog tome je ponovno stericki nepovoljna konformacija u
kojoj su koordinirani karbonilni kisikovi atomi medusobno blizu. Nadalje, MD simulacije
pokazuju da je kation u kompleksu djelomicno solvatiran s 3—6 molekula otapala u primarnoj

solvatacijskoj sferi.

Tablica 26. Prosjecni broj kontakata izmedu karbonilnih skupina peptida i zemnoalkalijskih

kationa u kompleksima C4 dobiven MD simulacijama u acetonitrilu i metanolu.

Otapalo  Mg?* Ca** Sr** Ba?*
MeCN 2,9 32 3,4 3,7
MeOH 2,8 2,0 3,1 3,5

Svi kompleksi su stehiometrije 1:1
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Slika 65. Reprezentativne strukture kompleksa ciklopeptida C4 s a) Mg?*, b) Ca®', ¢) Sr** i

d) Ba®* dobivene MD simulacijama u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida

izostavljeni su zbog jasnoce.

a) b)

5

Slika 66. Reprezentativne strukture kompleksa ciklopeptida C4 s a) Mg?*, b) Ca’*, ¢) Sr** i

d) Ba?* dobivene MD simulacijama u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida

izostavljeni su zbog jasnoce.
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4.4.5. Kompleksi ciklopeptida C5 i C6 sa zemnoalkalijskim kationima u acetonitrilu

Vezanje kationa na ciklopeptide C5 i C6 proucavano je mikrokalorimetrijski i spektroskopijom
cirkularnog dikroizma. Primjeri rezultata ITC titracija spojeva CS i C6 sa zemnoalkalijskim
kationima prikazane su na slici 67 i slikama D220-D222 i D226-D229, a rezultati dobiveni
obradom prikupljenih podataka dani su u tablici 27. U obradi podataka koriSten je model u
kojem je pretpostavljeno nastajanje 1:1 1 2:1 (peptid:kation) kompleksi. Dobiveni rezultati
pokazuju da je stabilnost nastalih kompleksa vrlo visoka (tablica 27). Titracije koje ukljucuju
ciklopeptid C6 su zbog nereproducibilnosti direktnih titracija receptora s otopinama kationa

napravljene u obrnutoj izvedbi u kojoj su otopine kationa titrirane otopinom ciklopeptida.
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Slika 67. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda CS (¢ = 9,76 x 10 mol dm™; V = 1,43 cm?®)
s Ca(ClO4)2 (¢ = 8,17 x 107* mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija acetonitrila s Ca(ClO4)2 (c = 8,17 x 10~ mol dm™); $ = 25 °C. c) Ovisnost sukcesivne
promjene molarne entalpije o omjeru n(Ca*) / n(C5). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Afinitet ciklopeptida CS5 i C6 uspjesno je odreden CD titracijama. Prikupljeni spektri i obrada
podataka CD titracije ciklopeptida C5 sa Sr** kationom prikazani su na slici 68 dok su rezultati
titracija s ostalim kationima, ali i one koje ukljucuju ciklopeptid C6 prikazane na slikama

D223-D225 1 D230-D233. Rezultati dobiveni obradom podataka dani su u tablici 27.
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Slika 68. a) CD titracija liganda C5 (¢ = 9,72 x 10 mol dm™; V = 2,00 cm?®) s Sr(ClO4)2 (¢ =
1,07 x 107> mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C; [ = 1,0 cm. Spektri su korigirani za razrjedenje.
b) Ovisnost elipticiteta pri 214 nm o omjeru n(Sr>*) / n(C5). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Tablica 27. Termodinamicki parametri vezanja zemnoalkalijskih kationa na ciklopeptide CS i

C6 u acetonitrilu pri 25 °C.

Peptid Kation C:M** logK + SE A6+ SlE AH+ SIE A8+ SEl
kJ mol~ kJ mol™ JK ™' mol™
L1 574+0,03*  -32,8+02° -132+0,9° 66 + 3°
Mo ' 5,74%¢ —32,76¢
& 51 4,87 +0,01* —27,81+0,07* -13,5+0,8" 48 + 32
' 4,7+0,1° 26,8 +£0,6
11 6,65+0,050  -38,0+03*  —31,9+0,9° 20 + 4
Cat ' 6,65°¢ —37,96"¢
5.1 564 +0,050  -32,2+0,3*  —259+0,6° 21 + 32
' 5,78 +£0,08°  -33,0+0,5
Cs 11 6,30 £0,04*  -36,0+0,2"  —26,0%0,4° 33+ 12
o2t ' 6,30°¢ —35,96¢
5.1 516+0,02°  —295+0,1° 29,1 +£0,6° 1 +28
' 538+0,06°  -30,7+0,3°
11 5,65% —32,25%¢ 26,1 +£0,3* 20,7 +0,8"
' 5,65+0,05°  -32,3+0,3°
Bal* 5.1 535+0,050  -30,6+03"  —34,1+0,8° —12+2°
' 563+£0,1°  321+0,6°
31 518+0,020  —29,6+0,1°  —263+0,9° 11432
' 536+0,1°  —30,6+0,6°
11 4,68 £0,06°  —26,7+0,3*  -7,5+0,7° 64 + 3°
' 4,68¢ —26,71°¢
Mg?* 91 3,65+0,058 20,8403 22420 —6 + 8
' 3,65%¢ —20,83%¢
1:1:1° 2,23+0,04° -12,7+0,2°
11 516+0,03*  —295+02" -389+0,2° 32410
' 5,16°¢ —29,455¢
C6 Ca2t 91 4,26+0,01° —24,33+0,060 -152+0,7° 31 +£2°
' 4,26"¢ —24,31°¢
1:1:1° 2,78 0,02 -159%0,1°
11 6,45+0,01* 36,80 +0,08° —31,3+0,3" 19+ 12
' 6,48"¢ —-36,99°¢
Bal* 91 508+0,050  —29,0+02°  -83+0,9° 69 + 3
' 5,08°¢ —29,00°¢
1:1:1° 1,09+0,03*  —6,2+0,2°

2 odredeno ITC titracijama
b odredeno CD titracijama

¢ fiksirane vrijednosti tijekom obrade (odredene ostalim metodama)

4 ternarni kompleks s perkloratnim anionom
SE = standardna pogreska srednje vrijednosti (N = 3).
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Ciklopeptid C5 sa svim kationima zemnoalkalijskih metala tvori komplekse 1:1 i 2:1
(peptid:kation) tipa. U slucaju barijevog kationa, poloZaj tocke infleksije u ITC titraciji
(slika 222 b) ukazuje na nastajanje joS jedne vrste koja sadrzi viSe od dva ciklopeptida. Jedina
vrsta ¢ijim se uvodenjem u model dobiva vrlo dobro slaganje rezultata obrade ITC i CD titracija
je 3:1 (peptid:kation) kompleks. Preliminarna MD istraZivanja u vakuumu upucuju na takvu
strukturu u kojoj se dodatni ciklopeptid nalazi to¢no iznad jednog od ciklopeptida u ,,sendvic*
kompleksu s kationom (slika D242). Konstanta stabilnosti nastajanja 1:1 tipa kompleksa
najveca je u slu€aju kalcijeva kationa, neSto manja u slucaju stroncijeva kationa, a zatim slijede

kompleksi s Mg>* i Ba’".

Proces vezanja dodatnog ciklopeptida pokazuje negativnu
kooperativnost uslijed koje je konstanta ravnoteZe za taj korak za red veli¢ine manja od one za
prethodni, osim u slucaju barijeva kationa gdje su sve tri konstante ravnoteze vrlo sli¢ne.
Gotovo sve reakcije su entalpijski kontrolirane, osim u slu¢aju nastanka C5Mg** kompleksa
u kojem entropijski doprinos ima znatan udio u standardnoj reakcijskoj Gibbsovoj energiji
kompleksiranja, dok je reakcijska entalpija najmanja medu proucavanim kationima.
Najvjerojatniji razlog je veci stupanj desolvatacije tog najmanjeg kationa, ali 1 prisutnost vode
u reakciji koja utjede na sastav solvatacijske sfere.!*® Entalpijski doprinosi za nastajanje 1:1 tipa
kompleksa i vezanje dodatnog ciklopeptida CS vrlo su sli¢ni. Osim toga, nije primijecena
korelacija reakcijske entalpije s veli¢inom vezanog kationa, osim u slu¢aju magnezijeva kationa
gdje je reakcijska entalpija znatno manja. MD simulacije pokazuju da vrlo mali magnezijev
kation u 1:1 kompleksu s CS ostvaruje manji prosjecni broj kontakata s karbonilnim skupinama
ciklopeptida u usporedbi s ostalim kationima kod kojih je taj broj vrlo sli¢an (tablica 28,
slika 69). To donekle objaSnjava razlike u reakcijskim entalpijama medu pojedinim kationima.
Iako su vrijednosti reakcijskih entropija za nastajanje 1:1 tipa kompleksa razliCite za pojedine
katione one ne pokazuju pravilnost s povecanjem veli¢ine kationa. S druge strane, reakcijska
entropija vezanja dodatnog ciklopeptida pada od magnezijeva prema barijevom kationu. Iako
je za ocekivati da ¢e standardna reakcijska entropija te reakcije biti pozitivha kod svih
kompleksa zbog gubitka translacijskih stupnjeva slobode, rezultati pokazuju da je entropijski
doprinos nepovoljan samo u slu¢aju vezanja barijeva kationa (tablica 27). Najvjerojatniji uzrok
toga je povoljnija desolvatacija manjih kationa koji su u 1:1 kompleksima samo djelomi¢no
desolvatirani, $to pokazuju i rezultati MD simulacija (tablica 28, slike 691 71).
Termodinamicke karakteristike vezanja zemnoalkalijskih kationa na ciklopeptid C6 vrlo su

zanimljive. ITC titracije pokazuju nastajanje dva tipa kompleksa, kao i u slucaju ciklopeptida
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CS. S druge strane, rezultate CD titracija bilo je moguce obraditi tek uvodenjem dodatne vrste,
ternarnog kompleksa ciklopeptida, kationa i perkloratnog aniona. Nastajanje tri tipa kompleksa
uoceno je 1 kod cikloheksapeptida ciklo-(D-Ala-Pro-Gly), te ciklo-(Pro-Gly);, no u tim
radovima su autori pretpostavili nastajanje kompleksa 1:2 (peptid:kation) umjesto ternarnog s
perkloratnim anionom, $to je upitno uzimajuci u obzir naboje i udaljenost tih dvaju kationa u
kompleksu.’'!** Konstanta vezanja perkloratnog aniona na 1:1 kompleks izrazito je mala
(tablica 27), stoga ta vrsta nije nastajala tijekom ITC titracija. KoriStenjem viSe otopina titransa
razli¢itih koncentracija izmjereni su spektri otopina pri manjim mnoZinskim omjerima
reaktanata gdje primarno nastaju kompleksi tipa 1:1 i 2:1 i pri ve¢im omjerima gdje je
znacajnije nastajanje ternarnog kompleksa (slike D230-D233). Zbog nereproducibilnosti ITC
titracija termodinamicki parametri vezanja stroncijeva kationa na C6 nisu odredeni, no
titracijska krivulja (slika D228) 1 promjene u CD spektru prilikom dodatka stroncijevog
perklorata (slika D232) upucuju na nastanak kompleksa istih stehiometrija kao i u slucaju
ostalih kationa. Za razliku od ciklopeptida CS, cikloheksaleucin ima najve¢i afinitet prema
barijevom kationu gdje su konstante stabilnosti 1:1 1 2:1 kompleksa za viSe od reda veli€ine
vece nego u slucaju ostalih kationa. Proces vezanja dodatnog ciklopeptida ima neSto niZu
konstantu ravnoteze, dok je stabilnost ternarnih kompleksa vrlo mala. MD simulacije pokazuju
da se za 1:1 i 2:1 tip kompleksa prosjecan broj kontakata kationa i C6 povec¢ava u nizu Mg?*,
Ca*, Sr’* i Ba?* §to je u direktnoj korelaciji s poveéanjem konstante stabilnosti u navedenom
nizu (tablica 28, slike 69 1 72).

Nastajanje 1:1 kompleksa je popraceno je povoljnim entalpijskim 1 entropijskim
doprinosom standardnoj Gibbsovoj energiji kompleksiranja, osim u slucaju kalcijeva kationa
za Cije je vezanje na C6 entropijski doprinos nepovoljan. Kao i u slucaju ciklopeptida CS,
vezanje kalcijeva kationa je entalpijski najpovoljnije Sto upucuje na optimalnu kombinaciju
parcijalne desolvatacije kationa i interakcije s ciklopeptidom. Reakcijska entalpija vezanja
dodatnog ciklopeptida smanjuje se u nizu Mg?*, Ca**, Ba®*, dok entropijski doprinos raste.
Razlog povecanja reakcijske entropije moZe biti povoljna potpuna desolvatacija kationa $to
nadomjeSta entropijski nepovoljno smanjenje translacijskih stupnjeva slobode u procesu
nastanka ,,sendvi¢* kompleksa. MD simulacijama pokazano je da prilikom nastajanja 1:1
kompleksa stupanj parcijalne solvatacije kationa u kompleksu raste s porastom njegovog
radijusa (slika 71), stoga bi bilo za ocekivati da je vezanje dodatnog ciklopeptida za vece

katione entropijski povoljnije.
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Tablica 28. Prosjecan broj kontakata izmedu karbonilne skupine okosnice peptida i

zemnoalkalijskih kationa u kompleksima ciklopeptida C5 i C6 dobiven MD simulacijama u

acetonitrilu.
Kation C:M?** C5 Ceé
1:1 3,0 3,9
Mg2+
2:1 6,0 6,0
1:1 3,7 4,5
Ca2+
2:1 7.5 6.8
1:1 3.6 4,9
SI'2+
2:1 54 6,4
1:1 3,8 5,1
Ba2+
2:1 7,2 8.5
a) b)
()
c) d)

)‘Q

;

Slika 69. Reprezentativne strukture kompleksa ciklopeptida C5 s a) Mg?*, b) Ca’*, ¢) Sr** i

d) Ba?* dobivene MD simulacijama u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida

izostavljeni su zbog jasnoce.
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a)

Slika 70. Reprezentativne strukture ,,sendvi¢* kompleksa ciklopeptida C5 s a) Mg?*, b) Ca**,

¢) St** i d) Ba®* dobivene MD simulacijama u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka

peptida izostavljeni su zbog jasnoce.

a) b)

Slika 71. Reprezentativne strukture kompleksa ciklopeptida C6 s a) Mg**, b) Ca®', ¢) Sr** i

d) Ba?* dobivene MD simulacijama u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida

izostavljeni su zbog jasnoce.
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a)

c)

Slika 72. Reprezentativne strukture ,,sendvi¢* kompleksa ciklopeptida C6 s a) Mg?*, b) Ca**,
¢) Sr** i d) Ba®* dobivene MD simulacijama u acetonitrilu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka

peptida izostavljeni su zbog jasnoce.

Usporedujuc¢i termodinamiCke parametre vezanja aniona i kationa na leucinske ciklopeptide
(tablice 20 i 27) u acetonitrilu vidljivo je da oba ciklopeptida imaju veci afinitet prema
kationima. Razlog tome je izrazito povoljnija reakcijska entalpija kompleksiranja koja
nadomjeSta manje povoljan entropijski doprinos standardnoj Gibbsovoj energiji procesa
vezanja kationa. Izuzetak je nastajanje kompleksa C5Mg?* &ije je nastajanje popraéeno malom
reakcijskom entalpijom, $to rezultira usporedivim afinitetom ciklopeptida CS prema tom
kationu i kloridnom anionu. S druge strane, fenilalaninski ciklopeptid s manjim brojem
aminokiselinskih ostataka ima usporediv afinitet prema kationima kao prema bromidnom i
hidrogensulfatnom anionu, dok ve¢i, C3 tvori stabilnije komplekse s kationima. MoZe se reci
da vrsta aminokiseline ima znacajan utjecaj na receptorska svojstva ciklopeptida prema naboju

gosta, a taj je utjecaj izraZeniji za one s manjim brojem aminokiselinskih ostataka.
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4.4.6. Kompleksi ciklopeptida C5 i C6 sa zemnoalkalijskim kationima u metanolu
Vezanje zemnoalkalijskih kationa na ciklopeptide C5 i C6 u metanolu praceno je
mikrokalorimetrijski i spektroskopijom cirkularnog dikroizma. Rezultati dobiveni obradom

navedenih titracija (slike D234-D241) dani su u tablici 29.

Tablica 29. Termodinamicki parametri vezanja kationa na ciklopeptide C5 i C6 u metanolu pri

25 °C.

Peptid  Kation log&K + SE G ESE AH'ESE AS 4SE

kJ mol ™! kJ mol ™! JK ' mol™!
Ca** 2,50 +£0,02* -14,28 +£0,09* 5,42 +0,08?2 29,7 +£0,4°
C5 Sr2* 2,36 +£0,01* -13,48 +0,07* -9,1+0,1?2 14,6 + 0,7

Ba®*  3,23+0,02* -18,7+0,1° -7,1£02*  388+0,9"
Ca**  2,04+0,02> -11,6+0,1°

C6 Sr**  2,54+0,03* -14,5+0,2°
Ba**  2,60+001°> -14,8+0,1°

2 odredeno ITC titracijama

® odredeno CD titracijama

SE = standardna pogreska srednje vrijednosti (N = 3).
Svi kompleksi su stehiometrije 1:1

Konstante stabilnosti odredene su za komplekse ciklopeptida C5 i kationa Ca?*, Sr** i Ba**, dok
vezanje Mg?* kationa nije uo¢eno. Ciklopeptid ima najveéi afinitet prema barijevom kationu, a
za ostale katione je donekle sli¢an. Doprinos standardne reakcijske entalpije 1 entropije
Gibbsovoj energiji vezanja je povoljan bez jasne ovisnosti parametara o veli¢ini kationa.

Afinitet cikloheksapeptida C6 prema zemnoalkalijskim kationima u metanolu vrlo je slican
afinitetu ciklopentapeptida CS. I u ovom slu¢aju odredene su konstante stabilnosti kalcijeva,
stroncijeva i barijeva kompleksa s C6. lako dolazi do promjene u CD spektru dodatkom otopine
magnezijeve soli (slika D238), promjene su premale da bi se vezanje moglo kvantitativho
okarakterizirati.

MD simulacije pokazuju da u kompleksima ciklopeptida CS i C6 sa zemnoalkalijskim
kationima u metanolu barem jedan karbonilni kisik nije u direktnom kontaktu s kationom
(tablica 30, slike 73 i1 74). Uzrok toga je mala veli¢ina kationa u odnosu na vezno mjesto
ciklopeptida Sto stericki onemogucava orijentaciju svih karbonilnih skupina prema kationu.
Takoder, kao i u slucaju acetonitrila, vidljiva je parcijalna desolvatacija kationa prilikom
vezanja na ciklopeptid. Broj molekula otapala koje okruzuju kation u kompleksu sli¢an je za

oba proucavana otapala.
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a)

Slika 73. Reprezentativne strukture kompleksa ciklopeptida C5 s a) Ca2*, b) Sr** i c¢) Ba**
dobivene MD simulacijama u metanolu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida izostavljeni

su zbog jasnoce.

Slika 74. Reprezentativne strukture kompleksa ciklopeptida C6 s a) Ca>*, b) Sr** i c¢) Ba**
dobivene MD simulacijama u metanolu. Vodikovi atomi bo¢nih ogranaka peptida izostavljeni

su zbog jasnoce.
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Tablica 30. ProsjeCan broj kontakata izmedu karbonilne skupine okosnice peptida i

zemnoalkalijskih kationa u kompleksima ciklopeptida C5 i C6 dobiven MD simulacijama u

metanolu.
Kation Cs Ceé
Ca®* 33 4,0
Sr?* 3.5 4,5
Ba®* 3.8 4,8

Svi kompleksi su stehiometrije 1:1

Usporeduju¢i afinitet leucinskih ciklopeptida u acetonitrilu i metanolu moze se zapaziti

znaCajan utjecaj otapala, ne samo na stabilnost kompleksa nego i na stehiometriju nastalih

kompleksa. Konstante stabilnosti kompleksa tipa 1:1 su za oba ciklopeptida za vise od dva reda

veliCine vece u acetonitrilu nego u metanolu (slika 75). Znacajno veci afiniteti prema kationima

u acetonitrilu su, kao i u slucaju fenilalaninskih ciklopeptida, najve¢im dijelom posljedica

povoljnije solvatacije kationa u metanolu.

log K°

Slika 75. Konstante stabilnosti 1:1 tipa kompleksa ciklopeptida C5 i C6 s kationima u

acetonitrilu i metanolu pri 25 °C.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U ovom radu istraZen je utjecaj veliCine prstena 1 vrste aminokiselinskih ostataka
homociklopeptidnih liganada na termodinamiku reakcija kompleksiranja sa zemnoalkalijskim
kationima 1 jednostavnim anorganskim anionima u viSe organskih otapala. Osim toga, s ciljem
daljnjeg istrazivanja templatnog efekta iona u reakciji makrociklizacije prouceno je i vezanje
navedenih iona na linearne peptide. U tu svrhu sintetizirana su tri linearna homopeptida L1, L2
i L3 s Cetiri do Sest fenilalaninskih ostataka, tri pripadajuca cikli¢ka fenilalaninska homopeptida
C1, C21i C3 i tri ciklicka leucinska homopeptida C4, C5 i C6 s Cetiri do Sest aminokiselinskih
ostataka. Linearnim je peptidima odreden afinitet prema kationima i anionima u acetonitrilu,
otapalu koje vrlo slabo solvatira slobodne anione, te u DMF-u kao otapalu koje se koristi u
reakciji makrociklizacije. Ciklickim je peptidima afinitet prouc¢avan u acetonitrilu te u metanolu
koji je odabran kao polarno proti¢no otapalo slicno vodi. Vezanje iona pra¢eno je pomocu
nekoliko eksperimentalnih metoda (ITC, spektroskopija NMR, spektrofluorimetrija i CD), te
racunalno pomocu klasi¢nih MD simulacija s eksplicitnim molekulama otapala.

Afinitet linearnih peptida prema anionima u acetonitrilu smanjuje se u nizu HoPO4~, HSO4™,
CI7, Br7, NO3™ pri ¢emu prva dva aniona tvore 1:1 i 1:2 (peptid:anion) komplekse, dok ostali
tvore samo prvi tip kompleksa. Reakcije kompleksiranja su entalpijski kontrolirane s
nepovoljnom reakcijskom entropijom. Duljina lanca ne utjee znacajno na afinitet peptida
prema anionima ¢ak ni uslijed povecanja broja aminokiselinskih ostataka s Cetiri na Sest. U
DMF-u su konstante neSto niZe, a najznacajniji pad afiniteta je u slucaju hidrogensulfatnog
aniona. U tom otapalu gotovo svi anioni tvore 1:1 tip komplekse, osim dihidrogenfosfatnog koji
tvori 2:1, 1:1 1 1:2 komplekse sa svim peptidima. Vezanje kloridnog aniona je u ovom otapalu
endotermno, dok je vezanje HSO4™ 1 HoPO4™ aniona egzoterman proces. Konstante stabilnosti
linearnih peptida s anionima blago rastu s povecanjem duljine peptida u gotovo svim
slu¢ajevima. MD simulacije u oba otapala pokazuju da s povecanjem duljine lanca raste i
prosjecni broj kontakata peptida i aniona §to ukazuje na sposobnost linearnih peptida da se
oblikom prilagode anionima razli¢itih veliina. Iz usporedbe afiniteta linearnih peptida prema
anionima moZze se zakljuciti da su najbolji templatni anioni kloridni i1 dihidrogenfosfatni. No,
iako HoPO4™ anion tvori najstabilniji kompleks, nastajanje kompleksa viSih stehiometrija s tim

ionom mogla bi uzrokovati neZeljene intramolekulske reakcije prilikom makrociklizacije.
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Afinitet linearnih peptida prema kationima u acetonitrilu veci je nego prema anionima.
Spektrofluorimetrijski i mikrokalorimetrijski eksperimenti pokazuju da u slucaju nekih kationa
nastaju dva tipa kompleksa: 1:112:1 ,,sendvic¢* kompleks, pri ¢emu su reakcije kompleksiranja
vec¢inom egzotermne. U DMF-u su reakcije vezanja kationa na peptide L1-L3 proucavane
samo '"H NMR titracijama kojima nije uodeno nastajanje kompleksa. Ovi rezultati su jasni
dokaz da zemnoalkalijski kationi ne sudjeluju kao templatni agensi u reakciji makrociklizacije
peptidnog prstena u DMF-u te da njihove kloridne soli eventualno mogu posluziti kao izvor
klorida za tu reakciju.

Ciklotetrafenilalanin C1 nije topljiv u acetonitrilu i metanolu u dovoljnoj mjeri za fizikalno-
kemijska mjerenja, a u 'H spektru tog spoja u DMSO-u prisutno je vise skupova signala koji
konvergiraju u jedan dodatkom otopine TEACI-a. Ta pojava upucuje na postojanje viSe izomera
slobodnog spoja najvjerojatnije povezanih s geometrijskom izomerizacijom peptidne veze. Iz
titracije je vidljivo da spoj C1 veze kloridni ion te da nastaje stabilni kompleks.
Ciklopentapeptid C2 u acetonitrilu jace veZe anione nego cikloheksapeptid C3, s konstantama
stabilnosti kompleksa koje su u nekim slu¢ajevima 1 do nekoliko redova veli¢ine vece. Receptor
C2 tvori samo 1:1 tip kompleksa, dok C3 s dihidrogenfosfatnim anionom tvori i komplekse
viSih stehiometrija. Afinitet prema halogenidnim anionima se u oba sluaja smanjuje u nizu
CI7, Br, I" Sto je pokazatelj utjecaja gustoCe naboja na stabilnost kompleksa. Afinitet prema
ostalim anionima pada u nizu H,PO4~, HSO4~, NO3~, SCN™. Sve su reakcije popracene
povoljnim entalpijskim 1 entropijskim doprinosnom standardnoj Gibbsovoj energiji
kompleksiranja, a smanjenje stabilnosti kompleksa u sluc¢aju C3 uzrokovan je manje povoljnom
reakcijskom entropijom. Vrlo znacajan utjecaj otapala vidljiv je usporedujuci termodinamicke
parametre kompleksiranja u acetonitrilu i metanolu. U metanolu dolazi do izrazitog smanjenja
afiniteta ciklopeptida prema anionima pri ¢emu vezanje na C3 u vecini sluCajeva nije
detektirano koriStenim metodama. MD simulacije u oba otapala pokazuju da se veci ciklopeptid
ne moze prilagoditi anionima te da dolazi do pada broja kontakata u anionskim kompleksima
spoja C3 u odnosu na komplekse s C2. Vrlo je bitno spomenuti pozitivan makrociklicki efekt
koji je vidljiv u usporedbi vezanja iona na linearne i ciklicke peptide. Povecanje afiniteta
ciklopeptida prema anionima u odnosu na ishodne linearne oblike gotovo je u potpunosti
posljedica vrlo povoljnog entropijskog doprinosa koji je u slu¢aju linearnih peptida nepovoljan.

Vezanje kationa zemnoalkalijskih metala na ciklopeptide C2 i C3 u acetonitrilu vrlo je

snazno, pri ¢emu su kompleksi veceg ciklopeptida C3 neSto stabilniji. Najvece konstante
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stabilnosti kompleksa oba ciklopeptida uocene su u slu¢aju vezanja kalcijeva kationa, dok su
najmanje za kompleks s barijevim kationom. Vezanje Mg®* nije se moglo kvantitativno
okarakterizirati zbog nereproducibilnosti titracija. Sve proucavane reakcije su egzotermne dok
je entropijski doprinos za nastajanje nekih kompleksa povoljan, a drugih nepovoljan. U
fluorimetrijskim titracijama opaZzeno je vrlo naglaSeno pojacanje fluorescencije vezanjem
zemnoalkalijskih kationa na ciklopeptide C2 i C3, izraZenije nego §to je to u slucaju vezanja
vecine aniona na te spojeve S$to otvara mogucnost koristenja ciklopeptida kao fluorimetrijskih
detektora tih kationa. U metanolu nastaju samo kompleksi tipa 1:1, a njihova stabilnost je za
nekoliko redova veli¢ine manja nego u acetonitrilu. Sve reakcije kompleksiranja
zemnoalkalijskih kationa na spojeve C2 i C3 su egzotermne te ih odlikuje pozitivna standardna
reakcijska entropija.

Usporeduju¢i vezanje aniona i zemnoalkalijskih kationa na linearne, odnosno ciklicke
peptide moZze se zakljuciti da je fleksibilnost liganada i stupanj desolvatacije iona u
kompleksima znacajno utjeCe na makrociklicki efekt. Taj je efekt vrlo izraZen u slucaju aniona,
dok su u slucaju kationa uocene razlike u konstantama stabilnosti kompleksa linearnih i
ciklickih peptida, ali ne kao posljedica razlike u entropijskom doprinosu.

Znatno veca topljivost ciklotetrapeptida C4, u odnosu na C1, u acetonitrilu omogucila je
provodenje fizikalno-kemijskih istraZivanja. I u "H NMR spektru ovog spoja opaZeni su signali
koji upucuju na geometrijsku izomerizaciju peptidne veze u otopini. Ta pojava je onemogucila
kvantitativno odredivanje afiniteta tog spoja prema anionima $to je uspjeSno provedeno za
njegove vece analoge, ciklopenta- i cikloheksaleucinske receptore CS i C6. Ciklopentapeptid
CS posjeduje veéi afinitet u odnosu na cikloheksapeptid C6, a proces vezanja aniona na oba
ciklopeptida je entalpijski i entropijski povoljan. U metanolu je afinitet tih receptora prema
anionima izrazito malen, kao $to je to slu¢aj i kod fenilalaninskih ciklopeptida. MD simulacije
ponovno pokazuju smanjenje broja kontakata u kompleksima cikloheksapeptida C6 u odnosu
na ciklopentapeptid CS uslijed nemoguénosti prilagodbe prstena sa Sest aminokiselinskih
ostataka veliCini 1 obliku aniona.

Ciklopeptidi C5 i C6 sa zemnoalkalijskim kationima tvore komplekse stehiometrije 1:1
i 2:1 (peptid:kation), a u slu¢aju C6 dodatno je uoCeno nastajanje ternarnih kompleksa s
perkloratnim anionom (C6MCIO4*). Spoj C5 tvori najstabilnije komplekse s kalcijevim

kationom, dok receptor C6 najveci afinitet pokazuje prema barijevom kationu. Sve su reakcije
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egzotermne, kao i u slucaju ciklopeptida C2 i C3, a povoljnost entropijskih doprinosa za
kompleksiranje kationa razlikuje se medu pojedinim sustavima.
Usporedujuci ciklopentapeptide C2 i CS, cikloheksapeptide C3 i C6 s ciklopenta- i

141 moze se

cikloheksalizinskim peptidima koji na bo¢nim ograncima imaju Boc zaStitu
zakljucCiti da vrsta aminokiseline (nepolarna, aromatska, proton-donorska) ne utjece znacajno
na njihov afinitet prema anionima u acetonitrilu iako pojedini doprinosi standardnoj reakcijskoj
Gibbsovoj energiji znacajno ovise o vrsti aminokiselinskih ostataka. Suprotno tome, vezanje
zemnoalkalijskih kationa na ciklopeptide u istom otapalu signifikantno ovisi o vrsti
aminokiselinskih ostataka. Afinitet fenilalaninskih ciklopeptida prema zemnoalkalijskim
kationima je veci u slu€aju veceg broja ostataka, dok leucinski ciklopeptidi bolje veZzu navedene
katione u slu¢aju manjih ciklopeptida. Navedena razlika je gotovo u svim slucajevima
posljedica razlike u entropijskim doprinosima kompleksiranja. U metanolu vrsta aminokiseline
ne utjeCe znacajno na afinitet ciklopeptida prema kationima.

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji jasno potvrduju da su mali ciklopeptidi vrlo
dobri receptori za anorganske katione i anione u otopini. Posljedica je to sposobnosti
sekundarnog amida kao skupine da bude potencijalni donor vodikove veze ili elektronskog para
u interakciji s ionima. Navedeno svojstvo omogucuje koriStenje ciklopeptida kao transportera
jednostavnih kationskih i anionskih vrsta preko membrane. Takoder, sposobnost vezanja aniona
razli¢itih strukturnih karakteristika otvara mogucénost koriStenja ciklopeptida kao receptora

organskih aniona sa sulfonatnim i fosfonatnim skupinama.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AcCl acetil-klorid
ADP adenozin difosfat
Ala alanin
ATP adenozin trifosfat
Boc tert-butiloksikarbonilna zasStitna skupina
CbZ benziloksikarbonilna zaStitna skupina
CD cirkularni dikroizam
CHARMM Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics
DAPCO 1,4-diazabiciklo[2,2,2]oktan
DCM diklormetan
DEPBT dietil-4-0x0-1,2,3-benzotriazin-3(4H)-il-fosfat
DFT teorija funkcionala gustoce
DHP dihidrogenfosfatni anion
DMF N,N-dimetilformamid
DMSO dimetil sulfoksid
DNA deoksiribonukleinska kiselina
EDCxHC1 1-etil-3-(3'-dimetilaminopropil))karbodiimid hidroklorid
ESI ionizacija elekrorasprSenjem
EtOAc etil-acetat
Gly glicin
HOBt 1-hidroksi-benzotriazol
HPLC tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
HRMS spektrometrija masa visoke razlucivosti
ITC iztotermna titracijska kalorimerija
KOH kalijev hidroksid
Leu leucin
MD molekulska dinamika
MeCN acetonitril
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MeOH metanol
Met metionin
NMR nuklearna magnetska rezonancija
OMe metilni ester
OPLS-AA Optimized Potential for Liquid Simulations—All Atom
PCA analiza glavnih komponenti
Phe fenilalanin
PME Particle Mesh Ewald metoda
ppm dijelovi na milijun
Pro prolin
QM/MM kvantna mehanika/molekulska mehanika
RIF relativni intenzitet fluorescencije
SE standardna pogreska srednje vrijednosti
TBA tetrabutilammonijev kation
TBTU 2-(1H-benzotriazol-1-i1)-1,1,3,3-tetrametilaminijev tetrafluoroborat
TEA tetraetilammonijev kation
TEA trietilamin
TMA tetrametilammonijev kation
TMS tetrametilsilan
TPB tetrafenilboratni anion
Val valin
VMD Visual Molecular Dynamics program
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Slika D71. a) Mikrokalorimetrijska titracija L1 (¢ = 1,03 x 10 mol dm™. V = 1,43 cm?) s
TBAHSO4 (¢ = 0,0249 mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TBAHSO; (¢ = 0,0249 mol dm™); $ = 25 °C. c) Ovisnost molarne sukcesivne
promjene entalpije o omjeru n(HSO4") / n(LL1). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane

vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D72. a) Mikrokalorimetrijska titracija L1 (¢ = 9,91 x 107 mol dm™, V = 1,43 cm?) s

TBAH,PO4 (¢ = 0,025 mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(H2PO47) / n(LL1). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane

vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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TEACI (¢ = 0,025 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
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Slika D74. a) Mikrokalorimetrijska titracija L2 (¢ = 1,02 x 10 mol dm™. V = 1,43 cm?) s
TBAHSO: (¢ = 0,0249 mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TBAHSO; (¢ = 0,0249 mol dm™); $ = 25 °C. c) Ovisnost molarne sukcesivne
promjene entalpije o omjeru n(HSO4") / n(L2). m eksperimentalne vrijednosti; — izracunane

vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D75. a) Mikrokalorimetrijska titracija L2 (¢ = 1,00 x 10~ mol dm™, V = 1,43 cm?) s
TBAH2PO; (¢ = 0,025 mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C. b) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(H2PO47) / n(LL2). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane

vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D76. a) Mikrokalorimetrijska titracija L3 (¢ = 4,92 x 10 mol dm™. V = 1,43 cm?®) s
TEACI (¢ = 0,025 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TEACI (¢ = 0,025 mol dm™); =25 °C. ¢c) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije

o omjeru n(CI") / n(L3). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti.
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Slika D77. a) Mikrokalorimetrijska titracija L3 (¢ = 4,92 x 107 mol dm™. V = 1,43 cm?) s
TBAHSO4 (¢ = 0,0150 mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TBAHSO4 (¢ = 0,0150 mol dm™); 9 = 25 °C. ¢) Ovisnost molarne sukcesivne
promjene entalpije o omjeru n(HSO4") / n(L3). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane

vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D78. a) Mikrokalorimetrijska titracija L3 (¢ = 4,87 X 10~ mol dm™, V = 1,43 cm?) s
TBAH2PO; (¢ =7,36 X 10~ mol dm™) u acetonitrilu; =25 °C. b) Ovisnost molarne sukcesivne
promjene entalpije o omjeru n(H2PO47) / n(LL3). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane

vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D79. a) 'H NMR titracija L1 (¢ = 5,31 x 10™* mol dm™) s TBABr (¢ = 0,513 mol dm™)
u deuteriranom DMF-u pri ¢ = 25 °C; V, (L1) = 0,50 cm®. b) Ovisnost kemijskog pomaka
amidnih protona L1 pri 8,40 ppm o omjeru n(Br") / n(LL1). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D80. a) 'H NMR titracija L1 (¢ = 4,36 x 10~ mol dm™) s TBAHSO4 (¢ = 0,0406 mol

dm~>) u deuteriranom DMF-u pri 4 = 25 °C; Vo (1) = 0,50 cm®. b) Ovisnost kemijskog pomaka
amidnih protona L1 pri 8,65 ppm o omjeru n(HSO4") / n(LL1). m eksperimentalne vrijednosti;

— izraCunane vrijednosti.
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Slika D81. a) 'H NMR titracija L1 (¢ = 4,36 x 10~ mol dm™) s TBAH2PO4 (c = 8,15 x 1073
mol dm) u deuteriranom DMF-u pri 4 = 25 °C; V, (L1) = 0,50 cm®.

n(NO;y) / n(L1) )
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Slika D82. a) '"H NMR titracija L1 (¢ = 4,36 x 10~ mol dm™) s TBANO3 (¢ = 0,299 mol dm™
3) u deuteriranom DMF-u pri ¢ = 25 °C; Vo (L1) = 0,50 cm?. b) Ovisnost kemijskog pomaka
amidnih protona L1 pri 8,38 ppm o omjeru n(NO3") / n(LL1). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D83. a) Mikrokalorimetrijska titracija TEACI (¢ = 2,63 x 10~ mol dm™. V= 1,43 cm®) s
L1 (¢ = 0,07 mol dm™) u DMF-u; ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija DMF-a s L1 (c
=0,07 mol dm™); 9 =25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije o omjeru n(L1) / n(Cl-

). m eksperimentalne vrijednosti; — izracunane vrijednosti.
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Slika D84. a) Mikrokalorimetrijska titracija L1 (¢ = 5,30 x 10 mol dm™. V = 1,43 cm?®) s
TBAHSO4 (¢ = 0,050 mol dm™) u DMF-u; $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija DMF-
a s TBAHSO4 (¢ = 0,050 mol dm™); $ = 25 °C. c) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije o

omjeru n(HSO47) / n(LL1). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti.
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Slika D85. a) Mikrokalorimetrijska titracija L1 (¢ = 1,00 x 10~ mol dm™, V = 1,43 cm®) s

TBAH,PO, (¢ = 0,0299 mol dm™>) u DMF-u; 4 = 25 °C. b) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(H>PO47) / n(LL1). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane

vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D86. a) '"H NMR titracija L2 (¢ = 5,21 x 10~ mol dm™) s TEACI (¢ = 0,0813 mol dm™)
u deuteriranom DMF-u pri ¢ = 25 °C; V, (L2) = 0,50 cm®. b) Ovisnost kemijskog pomaka
protona metilnog estera L.2 pri 3,84 ppm o omjeru n(CI") / n(L2). m eksperimentalne vrijednosti;

— izraCunane vrijednosti.
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Slika D87. a) 'H NMR titracija L2 (¢ = 5,21 x 10~ mol dm™) s TBABr (c = 0,401 mol dm™>)
u deuteriranom DMF-u pri ¢ = 25 °C; V, (L2) = 0,50 cm®. b) Ovisnost kemijskog pomaka
amidnih protona L2 pri 8,30 ppm o omjeru n(Br") / n(LL.2). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D88. a) 'H NMR titracija L2 (¢ = 1,05 x 10~ mol dm™) s TBAHSO4 (¢ = 0,0516 mol
dm™) u deuteriranom DMF-u pri § = 25 °C; Vo (L.2) = 0,50 cm?. b) Ovisnost kemijskog pomaka

protona metilnog estera L2 pri 8,60 ppm o omjeru n(HSO4") / n(L2). m eksperimentalne

vrijednosti; — izracunane vrijednosti.
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Slika D89. a) 'H NMR titracija L2 (¢ = 1,05 x 1073 mol dm™) s TBAH,PO; (¢ = 0,0795 mol

dm™) u deuteriranom DMF-u pri $ = 25 °C; Vo (L2) = 0,50 cm®.
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Slika D90. a) 'H NMR titracija L2 (¢ = 4,98 x 10~ mol dm™) s TBANO3 (¢ = 0,452 mol dm™

3) u deuteriranom DMF-u pri ¢ = 25 °C; Vo (L2) = 0,50 cm?. b) Ovisnost kemijskog pomaka

protona metilnog estera L2 pri 8,32 ppm o omjeru n(NOs~) / n(L2). m eksperimentalne

vrijednosti; — izraCunane vrijednosti.
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Slika D91. a) Mikrokalorimetrijska titracija TEACI (¢ = 2,63 x 10~ mol dm™. V= 1,43 cm®) s

L2 (¢ = 0,0701 mol dm~) u DMF-u; § = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija DMF-a s L2

(c =0,0701 mol dm™); 9 = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije o omjeru n(L2) /

n(CI"). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti.
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Slika D92. a) Mikrokalorimetrijska titracija L2 (¢ = 1,90 x 10~ mol dm™. V = 1,43 cm®) s
TBAHSO4 (¢ = 0,050 mol dm~) u DMF-u; $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija DMF-
a s TBAHSO4 (¢ = 0,050 mol dm™); $ = 25 °C. c) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije o

omjeru n(HSO4") / n(LL2). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti.
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Slika D93. a) Mikrokalorimetrijska titracija L2 (¢ = 1,02 X 10~ mol dm™, V = 1,43 cm’) s

TBAH2PO; (¢ = 0,0302 mol dm™) u DMF-u; 9 = 25 °C. b) Ovisnost molarne sukcesivne
promjene entalpije o omjeru n(H2PO4") / n(L2). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane

vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D94. a) 'H NMR titracija L3 (c = 1,00 x 1073 mol dm™) s TEACI (¢ = 0,515 mol dm™) u
deuteriranom DMF-u pri ¢ =25 °C; Vo (L.3) = 0,50 cm®. b) Ovisnost kemijskog pomaka amidnih
protona L3 pri 8,30 ppm o omjeru n(CI7) / n(LL3). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane

vrijednosti.
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Slika D95. a) 'H NMR titracija L3 (¢ = 1,00 x 10 mol dm~) s TBABr (c = 0,365 mol dm™)
u deuteriranom DMF-u pri ¢ = 25 °C; Vo (L3) = 0,50 cm®. b) Ovisnost kemijskog pomaka
amidnih protona L3 pri 8,40 ppm o omjeru n(Br") / n(LL3). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D96. a) 'H NMR titracija L3 (c = 9,77 x 10~ mol dm™) s TBAHSO4 (¢ = 0,0486 mol
dm™) u deuteriranom DMF-u pri § = 25 °C; Vo (L3) = 0,50 cm?. b) Ovisnost kemijskog pomaka
amidnih protona L3 pri 8,55 ppm o omjeru n(HSO4") / n(L3). m eksperimentalne vrijednosti;

— izraCunane vrijednosti.
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Slika D97. a) 'H NMR titracija L3 (¢ = 9,77 x 10™ mol dm™) s TBAH2PO4 (¢ = 7.60 x 1073
mol dm~) u deuteriranom DMF-u pri $ = 25 °C; V, (L3) = 0,50 cm®.
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Slika D98. a) 'H NMR titracija L3 (c = 9,96 x 10~* mol dm™) s TBANO;3 (¢ = 0,441 mol dm™
3) u deuteriranom DMF-u pri ¢ = 25 °C; Vo (L3) = 0,50 cm®. b) Ovisnost kemijskog pomaka

amidnih protona L3 pri 8,41 ppm o omjeru n(NO3") / n(LL3). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D99. a) Mikrokalorimetrijska titracija TEACI (¢ = 2,01 x 107> mol dm™. V= 1,43 cm®) s
L3 (c = 0,0601 mol dm™) u DMF-u; 4 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija DMF-a s L3

(c = 0,0601 mol dm™); 3 = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije o omjeru n(L3) /

n(CI"). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti.
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Slika D100. a) Mikrokalorimetrijska titracija L3 (c = 1,00 x 10 mol dm™. V = 1,43 cm?) s

TBAHSO: (¢ = 0,050 mol dm™) u DMF-u; $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija DMF-

a s TBAHSO4 (¢ = 0,050 mol dm™); $ = 25 °C. c) Ovisnost sukcesivne promjene entalpije o

omjeru n(HSO4") / n(LL3). m eksperimentalne vrijednosti; — izracunane vrijednosti.
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Slika D101. a) Mikrokalorimetrijska titracija L3 (¢ = 5,02 x 10 mol dm™, V= 1,43 cm?) s

TBAH2PO; (¢ = 0,0153 mol dm™) u DMF-u; 9 = 25 °C. b) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(H2PO47) / n(LL3). m eksperimentalne vrijednosti; — izracunane

vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D102. a) Mikrokalorimetrijska titracija L1 (¢ = 2,35 x 10 mol dm™, V=143 cm?) s

Mg(ClO4)2 (¢ = 1,50 x 1072 mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija

acetonitrila s Mg(C1O4)2 (¢ = 1,50 x 1072 mol dm™); $ = 25 °C. c¢) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(Mg>*) / n(L1).
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Slika D103. a) Mikrokalorimetrijska titracija L1 (¢ = 5,14 x 10 mol dm™, V= 1,45 cm?) s

Ca(ClO4)2 (¢ =2,97 x 10 mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija

acetonitrila s Ca(ClO4)2 (¢ = 2,97 x 1072 mol dm™); $ = 25 °C. ¢) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(Ca*) / n(L1).
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Slika D104. a) Mikrokalorimetrijska titracija L1 (¢ = 2,57 x 10 mol dm™, V=143 cm?) s
Sr(ClO4)2 (¢ = 5,00 x 10 mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s Sr(ClO4)2 (¢ = 5,00 x 1073 mol dm™); ¢ = 25 °C. ¢) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(Sr**) / n(L1). m eksperimentalne vrijednosti; — izracunane

vrijednosti.
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Slika D105. a) Mikrokalorimetrijska titracija L1 (¢ = 4,89 x 10~ mol dm™, V = 1,45 cm®) s
Ba(ClO4)2 (¢ = 3,02 x 1072 mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s Ba(ClO4)2 (¢ = 3,02 x 1072 mol dm™); ¢ = 25 °C. ¢) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(Ba**) / n(L1).
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Slika D106. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda L1 (c = 1,06 x 10~ mol dm™; V = 2,20
cm?) s Ca(ClO4)2 (¢ = 2,06 x 107> mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C; Jex = 260 nm; §irine

pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru n(Ca>*) / n(L1).
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Slika D107. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda L1 (¢ = 1,06 x 10~ mol dm™; V = 2,20
cm?) s Sr(ClO04)2 (¢ = 7,14 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; = 25 °C; dex = 260 nm; Sirine

pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru n(Sr**) / n(L1). m eksperimentalne

vrijednosti; — izracunane vrijednosti.
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Slika D108. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda L1 (¢ = 1,04 x 10~ mol dm™; V = 2,20
cm®) s Ba(ClO4)2 (¢ = 3,00 x 102 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C; dex = 260 nm; §irine
pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru n(Ba>*) / n(L1). m eksperimentalne

vrijednosti; — izraCunane vrijednosti.
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Slika D109. a) Mikrokalorimetrijska titracija L2 (¢ = 5,03 x 10 mol dm™, V= 1,45 cm?) s
Mg(ClO4)2 (¢ = 3,07 x 1072 mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s Mg(C1O4)2 (¢ = 3,07 x 10 mol dm™); $ = 25 °C. c¢) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(Mg>") / n(L2). m eksperimentalne vrijednosti; — izradunane

vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D110. a) Mikrokalorimetrijska titracija L2 (¢ = 2,51 x 10 mol dm™, V= 1,45 cm?) s

Ca(ClO4)2 (¢ = 1,49 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija

acetonitrila s Ca(ClO4)2 (¢ = 1,49 x 1072 mol dm™); ¢ = 25 °C. ¢) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(Ca>") / n(L2).
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Slika D111. a) Mikrokalorimetrijska titracija L2 (¢ = 5,12 x 10 mol dm™, V= 1,45 cm?) s

Sr(Cl04)2 (¢ = 2,98 x 10 mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija

acetonitrila s Sr(ClO4)> (¢ = 2,98 x 1073 mol dm™); ¢ = 25 °C. ¢) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(Sr**) / n(L2).
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Slika D112. a) Mikrokalorimetrijska titracija L2 (¢ = 5,12 x 10 mol dm™, V= 1,45 cm?) s
Ba(ClO04)2 (¢ = 3,00 x 1072 mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s Ba(C104)2 (¢ = 3,00 x 10~ mol dm™); ¢ = 25 °C. ¢) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(Ba>*") / n(L2).
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Slika D113. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda L2 (c = 5,31 x 10~ mol dm™; V = 2,20
cm?®) s Mg(ClOs)2 (¢ = 4,00 x 10~ mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C; Aex = 260 nm; Sirine
pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru n(Mg>*) / n(L2).
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Slika D114. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda L2 (c = 5,86 x 10~ mol dm™; V = 2,20
cm?) s Ca(ClO4)2 (¢ = 2,97 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C; Aex = 260 nm; Sirine
pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru n(Ca>*) / n(L2).
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Slika D115. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda L2 (¢ = 5,86 x 10~ mol dm™; V = 2,20
cm?) s Sr(ClO4)2 (¢ = 3,06 x 10 mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C; dex = 260 nm; Sirine
pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru n(Sr**) / n(L2).
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Slika D116. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda L2 (c = 5,86 x 10~ mol dm™; V = 2,20
cm?) s Ba(ClO4)2 (¢ = 2,99 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C; Aex = 260 nm; Sirine
pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru n(Ba>*) / n(L2).
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Slika D117. a) Mikrokalorimetrijska titracija L3 (¢ = 2,55 x 10~ mol dm™, V = 1,45 cm®) s
Mg(ClO4)2 (¢ =2,01 x 107> mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s Mg(ClO4)2 (¢ = 2,01 x 10~ mol dm™); 9 =25 °C. ¢) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(Mg>*) / n(L3).
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Slika D118. a) Mikrokalorimetrijska titracija L3 (¢ = 2,50 x 10 mol dm™, V= 1,45 cm?) s

Ca(ClO4)2 (¢ =2,51 x 10 mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija

acetonitrila s Ca(ClO4)2 (¢ = 2,51 x 10~ mol dm™); ¢ = 25 °C. ¢) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(Ca>*) / n(L3).
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Slika D119. a) Mikrokalorimetrijska titracija L3 (¢ = 1,95 x 10* mol dm™, V= 1,43 cm?) s

Sr(ClO4)2 (c = 4,66 x 10~ mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija

acetonitrila s Sr(ClO4)2 (¢ = 4,66 x 1073 mol dm™); ¢ = 25 °C. ¢) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(Sr**) / n(L3).

Matija Modrusan

Doktorska disertacija



Ixxxix

§ 7. Dodatak
40 -
0,01 c)
354 a) ....ll.l.
z S iLh
=
=~ 30 -0,1 Jun
Y _ .
g "
25 T T T T T T T T T 1 ~ ]
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 -0,2 1 .
t/ min "
40 =
T =
535 g 031
Z
Y
304 -
_0,4 T T T T 1
25 T T T T " 0 1 2 3 4 5
5
0 50 100 - 150 200 250 n(Ba®) / n(L3)

Slika D120. a) Mikrokalorimetrijska titracija L3 (¢ = 1,95 x 10~ mol dm™, V = 1,43 cm®) s
Ba(ClO4)2 (¢ = 4,04 x 1072 mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija

acetonitrila s Ba(ClO4)2 (¢ = 4,04 x 107> mol dm™); 3 = 25 °C. ¢) Ovisnost molarne sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(Ba>*) / n(L3).
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Slika D121. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda L3 (¢ = 9,53 x 10> mol dm™; V = 2,20
cm?®) s Mg(ClOs)2 (¢ = 2,05 x 10~ mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C; Aex = 260 nm; Sirine
pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru n(Mg>*) / n(L3).
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Slika D122. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda L3 (c = 5,86 x 10~ mol dm™; V = 2,20
cm®) s Ca(ClOy)2 (¢ = 2,06 x 102 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C; dex = 260 nm; §irine
pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru n(Ca>*) / n(L2).
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Slika D123. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda L3 (¢ = 5,86 x 10~ mol dm™; V = 2,20

cm?) s Sr(ClO4)2 (¢ = 7,14 x 1072 mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C; dex = 260 nm; Sirine

pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru n(Sr**) / n(L3).

Matija Modrusan Doktorska disertacija



§ 7. Dodatak xci

450 -

3504

3254 T T T T T
0 10 20 30 40 50
n(Ba®*) / n(L3)

Slika D124. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda L3 (c = 5,86 x 107 mol dm™; V = 2,20
cm?) s Ba(ClO4)2 (¢ = 3,00 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C; Aex = 260 nm; Sirine
pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru n(Ba>*) / n(L3).
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Slika D125. a) 'H NMR titracija liganda L1 (c=4,21 x 10* mol dm™) s Mg(ClO4),
(c = 0,0505 mol dm) u deuteriranom DMF-u pri $ = 25 °C; Vo (L1) = 0,50 cm?.
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Slika D126. a) '"H NMR titracija liganda L1 (c=4,21 x 10*moldm™) s Ca(ClO4)>
(c = 0,0512 mol dm™) u deuteriranom DMF-u pri $ = 25 °C; Vo (L1) = 0,50 cm?.
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Slika D127. a) 'H NMR titracija liganda L1 (c=4,21 x 10*moldm™) s Sr(ClO4),
(c = 0,0499 mol dm™) u deuteriranom DMF-u pri $ = 25 °C; Vo (L1) = 0,50 cm?.
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Slika D128. a) '"H NMR titracija liganda L1 (c=4,21 x 10* moldm™) s Ba(ClO4)>
(c = 0,0503 mol dm™) u deuteriranom DMF-u pri $ = 25 °C; Vo (L1) = 0,50 cm?.
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Slika D129. a) 'H NMR titracija liganda L2 (c=5,07 x 10 mol dm™) s Mg(ClO4),
(c = 0,330 mol dm) u deuteriranom DMF-u pri $ = 25 °C; V, (L2) = 0,40 cm?.
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Slika D130. a) '"H NMR titracija liganda L2 (c=5,07 x 10* moldm™) s Ca(ClO4)>
(c = 0,337 mol dm™) u deuteriranom DMF-u pri $ = 25 °C; V (L2) = 0,40 cm?.
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Slika D131. a) 'H NMR titracija liganda L2 (c=5,07 x 10* moldm™) s Sr(ClO4),
(c = 0,345 mol dm) u deuteriranom DMF-u pri $ = 25 °C; V (L2) = 0,40 cm?.
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Slika D132. a) '"H NMR titracija liganda L2 (c=5,07 x 10* mol dm™) s Ba(ClO4)>
(¢ = 0,333 mol dm™) u deuteriranom DMF-u pri 9 =25 °C; Vo (L2) = 0,40 cm’.
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Slika D133. a) 'H NMR titracija liganda L3 (c=5,12 x 10* mol dm™) s Mg(ClO4),
(c = 0,330 mol dm™) u deuteriranom DMF-u pri $ = 25 °C; V (L3) = 0,40 cm?.
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Slika D134. a) 'H NMR titracija liganda L3 (c¢=5,12x 10 moldm™) s

7‘,1 -1‘8
J/ppm

Ca(ClO4)2

(c = 0,331 mol dm™) u deuteriranom DMF-u pri $ = 25 °C; Vj (L3) = 0,40 cm?.
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Slika D135. a) 'H NMR titracija liganda L3 (c=5,12x 10*moldm™) s Sr(ClO4),
(c = 0,316 mol dm™) u deuteriranom DMF-u pri $ = 25 °C; V (L3) = 0,40 cm?.
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Slika D136. a) '"H NMR titracija liganda L3 (c=5,12x 10* mol dm™) s Ba(ClO4)>
(c = 0,329 mol dm™) u deuteriranom DMF-u pri $ = 25 °C; V, (L3) = 0,40 cm®.
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Slika D137. a) Mikrokalorimetrijska titracija C2 (¢ = 4,20 x 10~ mol dm™>. V = 1,43 cm?) s
TBAI (¢ = 9,04 x 10~ mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija

acetonitrila s TBAI (¢ = 9,04 x 10~ mol dm™); $ = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije o omjeru n(I") / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; — izracunane vrijednosti.
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Slika D138. a) Mikrokalorimetrijska titracija C2 (¢ = 4,31 x 10 mol dm™. V = 1,43 cm?) s
TBAHSO; (¢ =5,13 x 107> mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija

acetonitrila s TBAHSO4 (¢ = 5,13 x 10~ mol dm); =25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije o omjeru n(HSO4") / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti.
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Slika D139. a) Mikrokalorimetrijska titracija TBAH2PO4 (¢ = 4,92 x 10* mol dm™. V=145

cm®) s C2 (¢ =3,01 x 107> mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C. b) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije o omjeru n(C2) / n(H.POs").
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Slika D140. a) Mikrokalorimetrijska titracija C2 (c = 4,11 x 10 mol dm™. V = 1,43 cm?) s

TBASCN (c = 0,0299 mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija

acetonitrila s TBASCN (¢ = 0,0299 mol dm™); $ = 25 °C. c¢) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije o omjeru n(SCN") / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; — izra¢unane vrijednosti.
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Slika D141. a) Mikrokalorimetrijska titracija C2 (¢ = 4,31 x 10 mol dm™. V = 1,45 cm?) s

TBANO;3 (¢ = 0,0151 mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija

acetonitrila s TBANO3 (¢ = 0,0151 mol dm™); ¢ = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije o omjeru n(NO3") / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; — izracunane vrijednosti.
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Slika D142. a) 'H NMR titracija liganda C3 (c=8,588 x 10*moldm™) s TEACI

(c = 6,437 x 10 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri 3 = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm?. b)

Ovisnost kemijskog pomaka o-protona C3 na 4,18 ppm o omjeru n(CI") / n(C3).
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a) 'H NMR titracija liganda C3 (c=9,917 x 10* mol dm™) s TBAI

(c = 0,112 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri $ = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm®. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona C3 na 4,18 ppm o omjeru n(I") / n(C3).

Matija Modrusan

Doktorska disertacija



§ 7. Dodatak ci
n(HSO;") / n(C3) A o a) b)
MM\NMJA«/ 428 .
MNM\WFJNLA/ a6 ]
MWMM’AN\M’
) ly. £ 4241
AN al )
1098 /,/J \v/\\ﬁ/ Vi W\ £
S~
S 422
4,20
4,18

o/ ppm

T
5 10 15

o4

20 25 30 35

n(HSO,") / n(C3)

Slika D144. a) 'H NMR titracija liganda C3 (¢=9,917 x 10* mol dm™) s TBAHSOq
(c =0,0798 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri ¢ = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm?. b)

Ovisnost kemijskog pomaka o-protona C3 na 4,18 ppm o omjeru n(HSO4") / n(C3).
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Slika D145. a) 'H NMR titracija liganda C3 (c=1,04 x 10> mol dm™) s TBAH,PO;
(c = 0,0150 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri ¢ = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm?.
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Slika D146. a) 'H NMR titracija liganda C3 (c=1,04 x 10> mol dm™) s TBASCN
(c = 0,101 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri ¢ = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm?>. b) Ovisnost

kemijskog pomaka amidnih protona C3 na 7,25 ppm o omjeru n(SCN") / n(C3).
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Slika D147. a) 'H NMR titracija liganda C3 (c=1,04 x 10° moldm™>) s TBANO;
(c =0,0807 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri ¢ = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm®. b)

Ovisnost kemijskog pomaka amidnih protona C3 na 7,25 ppm o omjeru n(NO3") / n(C3).
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Slika D148. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C3 (¢ = 4,654 x 10 mol dm™>; V= 1,45
cm?®) s TEACI (c = 6,059 x 10~ mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija acetonitrila s TEACI (¢ = 6,059 x 107 mol dm™); 9 = 25 °C. c¢) Ovisnost sukcesivne
promjene molarne entalpije o omjeru n(Cl") / n(C3). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D149. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C3 (¢ = 5,39 x 10 mol dm™; V = 1,43
cm?®) s TBABr (¢ = 0,0498 mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
acetonitrila s TBABr (¢ = 0,0498 mol dm™); 3 = 25 °C. c) Ovisnost sukcesivne promjene
molarne entalpije o omjeru n(Br") / n(C3). m eksperimentalne vrijednosti; — izracunane

vrijednosti.
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Slika D150. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C3 (¢ = 6,96 x 10* mol dm™>; V= 1,43

cm?®) s TBAHSO4 (¢ = 0,0500 mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska

titracija acetonitrila s TBAHSO4 (¢ = 0,0500 mol dm™); 9 = 25 °C. c) Ovisnost sukcesivne

promjene molarne entalpije o omjeru n(HSO47) / n(C3). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D151. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C3 (c = 4,97 x 10* mol dm™3, V = 1,45

cm’) s TBAH2PO4 (¢ = 9,89 x 10~ mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C. b) Ovisnost molarne

sukcesivne promjene entalpije o omjeru n(H2PO47) / n(C3). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D152. a) 'H NMR titracija liganda C2 (c=5,44 x 10*moldm™) s TBABr
(c = 0,555 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri ¢ = 25 °C; Vo (C2) = 0,50 cm?. b) Ovisnost
kemijskog pomaka a-protona C2 na 4,20 ppm o omjeru n(Br") / n(C2).
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Slika D153. a) 'H NMR titracija liganda C2 (c=5,44x 10*moldm™) s TBAI
(c = 0,564 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri 9 = 25 °C; Vo (C2) = 0,50 cm?. b) Ovisnost
kemijskog pomaka a-protona C2 na 4,20 ppm o omjeru n(I") / n(C2).
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Slika D154. a) 'H NMR titracija liganda C2 (c=5,44 x 10*mol dm™>) s TBANO;
(c = 0,557 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri $ = 25 °C; Vo (C2) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka o-protona C2 na 4,20 ppm o omjeru n(NO3") / n(C2).
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Slika D155. a) 'H NMR titracija liganda C2 (c=5,44 x 10* mol dm™) s TBASCN
(c = 0,561 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri $ = 25 °C; Vo (C2) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona C2 na 4,20 ppm o omjeru n(SCN") / n(C2).
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Slika D156. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C2 (c = 5,03 x 10* mol dm™3; V= 1,43
cm?®) s TBAHSO4 (¢ = 0,0300 mol dm™) u metanolu; ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija metanola s TBAHSO4 (¢ = 0,0300 mol dm™); ¢ = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne
promjene molarne entalpije o omjeru n(HSO47) / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D157. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C2 (¢ = 4,92 x 10* mol dm™; V= 1,45
cm’) s TBAHPO4 (¢ = 0,0200 mol dm™) u metanolu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija metanola s TBAH2PO4 (¢ = 0,0200 mol dm™); $ = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne
promjene molarne entalpije o omjeru n(H2PO4") / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D158. a) 'H NMR titracija liganda C3 (c=1,02x 102 moldm™>) s TEACI
(c = 0,150 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri $ = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm®.

n(Br) / n(C3)

fenil H C,H metilenski H

M\'&;—J\LMMM

ML\_/VL N NN
MUL%_M
M%_M

7.82 MM A M NMA

345 MM M N

O_JM% oM Mo

T T T T T T T T T T T T T T T T

7.40 7.35 7.30 725 7.20 715 7.10 7.05 4.20 4.15 315 310 3.05 3.00 295 2.9
J/ppm

Slika D159. a) 'H NMR titracija liganda C3 (c=1,02x 10> moldm™) s TBABr
(c = 0,151 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri $ = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm®.
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Slika D160. a) 'H NMR titracija liganda C3 (c=1,02x 10> moldm™) s TBAI
(c = 0,150 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri $ = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm®.
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Slika D161. a) 'H NMR titracija liganda C3 (c=1,02 x 10~ mol dm™) s TBAHSOu
(c = 0,150 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri $ = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm®. b) Ovisnost

kemijskog pomaka o-protona C3 na 4,19 ppm o omjeru n(HSO4") / n(C3).
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Slika D162. a) '"H NMR titracija liganda C3 (c¢=1,02 x 10 mol dm™) s TBAH,PO;
(c = 0,150 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri $ = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm®.
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Slika D163. a) 'H NMR titracija liganda C3 (c=1,02x 10> moldm™) s TBASCN
(c = 0,149 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri $ = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm®.
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Slika D164. a) 'H NMR titracija liganda C3 (c=1,02x 10° moldm™>) s TBANO;
(c = 0,151 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri 9 = 25 °C; Vo (C3) = 0,50 cm®.
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Slika D165. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C2 (¢ = 5,15 x 10 mol dm™; V = 1,43
cm?) s Mg(ClOa4)2 (¢ = 3,82 x 107> mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija acetonitrila s Mg(ClO4)2 (¢ = 3,85 x 107> mol dm™); $ = 25 °C. c¢) Ovisnost sukcesivne

promjene entalpije o omjeru n(Mg>*) / n(C2).
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Slika D166. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C2 (¢ = 5,14 x 10* mol dm™>; V= 1,43
cm?) s Sr(Cl04)2 (¢ = 3,76 x 107> mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija acetonitrila s Sr(ClO4)2 (¢ = 3,76 x 10 mol dm™); § = 25 °C. c) Ovisnost sukcesivne
promjene molarne entalpije o omjeru n(Sr>*) / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D167. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C2 (¢ = 4,96 x 10* mol dm™>; V= 1,43
cm?) s Ba(ClO4)2 (¢ = 3,84 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija acetonitrila s Ba(ClO4)2 (¢ = 3,84 x 10~ mol dm™); $ = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne
promjene molarne entalpije o omjeru n(Ba*") / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D168. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C2 (c = 5,68 x 10~ mol dm™; V =2,20
cm?®) s Mg(ClOs)2 (¢ = 2,03 x 10~ mol dm™) u acetonitrilu; § = 25 °C; Aex = 260 nm; §irine
pukotina: ulazna 10 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o omjeru n(Mg?*) / n(C2).
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Slika D169. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C2 (c = 5,04 x 10~ mol dm™; V =2,20

cm®) s Sr(ClOy)2 (¢ = 1,87 x 107> mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C; Aex = 260 nm; $irine

pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o omjeru n(Sr**) / n(C2). m eksperimentalne

vrijednosti;

titracije.

— izraCunane vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom
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Slika D170. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C2 (c = 5,04 x 10~ mol dm™; V =2,20
cm?) s Ba(ClO4)2 (¢ = 2,02 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C; Aex = 260 nm; Sirine
pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost
relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o omjeru n(Ba>*) / n(C2). m eksperimentalne

vrijednosti; — izraCunane vrijednosti. c¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom

titracije.
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Slika D171. a) Mikrokalorimetrijska titracija Mg(ClO4)2 (¢ = 2,33 x 107* mol dm™; V = 1,45
cm®) s ligandom C3 (¢ = 3,07 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C. b)
Mikrokalorimetrijska titracija Mg(C1O4)2 (¢ = 2,33 x 10~ mol dm™) s acetonitrilom; 4 = 25 °C.
c) Ovisnost sukcesivne promjene molarne entalpije o omjeru n(C3) / n(Mg?). m
eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u

otopini tijekom titracije.
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Slika D172. a) Mikrokalorimetrijska titracija Ca(ClO4)2 (¢ = 1,89 x 10 mol dm™; V = 1,45
cm®) s ligandom C3 (¢ = 3,04 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C. b)
Mikrokalorimetrijska titracija Ca(ClOa4)2 (¢ = 1,89 x 10 mol dm™>) s acetonitrilom; 9 = 25 °C.
¢) Ovisnost sukcesivne promjene molarne entalpije o omjeru n(C3) / n(Ca*). m
eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u

otopini tijekom titracije.
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Slika D173. a) Mikrokalorimetrijska titracija Sr(ClO4)2 (¢ = 2,94 x 10 mol dm™; V = 1,45
cm®) s ligandom C3 (¢ = 3,04 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C. b)
Mikrokalorimetrijska titracija Sr(ClO04)2 (c = 2,98 x 10~* mol dm™) s acetonitrilom; 9 = 25 °C.
¢) Ovisnost sukcesivne promjene molarne entalpije o omjeru n(C3) / n(Sr**). m eksperimentalne
vrijednosti; — izraCunane vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom

titracije.
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Slika D174. a) Mikrokalorimetrijska titracija Ba(ClO4)2 (¢ = 2,18 x 10 mol dm™; V = 1,45
cm®) s ligandom C3 (¢ = 3,08 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C. b)
Mikrokalorimetrijska titracija Ba(ClOa4)> (¢ = 2,18 x 10 mol dm™>) s acetonitrilom; 9 = 25 °C.
c) Ovisnost sukcesivne promjene molarne entalpije o omjeru n(C3) / n(Ba’*"). m
eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u

otopini tijekom titracije.
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Slika D175. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C3 (¢ = 5,53 x 107> mol dm™; V = 2,20
cm?) s Mg(ClO4)2 (¢ = 1,24 x 107> mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C; Aex = 260 nm; §irine
pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost
relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o omjeru n(Mg**) / n(C3). m eksperimentalne

vrijednosti; — izraCunane vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom

titracije.
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Slika D176. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C3 (¢ = 5,53 x 10~ mol dm™; V =2,20

cm®) s Ca(ClOy4)2 (¢ = 1,11 x 102 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C; dex = 260 nm; §irine

pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o omjeru n(Ca>*) / n(C3). m eksperimentalne

vrijednosti;

titracije.

— izraCunane vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom
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Slika D177. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C3 (c = 5,53 x 10~ mol dm™; V =2,20
cm?) s Sr(Cl04)2 (¢ = 1,36 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; = 25 °C; dex = 260 nm; Sirine
pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost
relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o omjeru n(Sr**) / n(C3). m eksperimentalne

vrijednosti; — izraCunane vrijednosti. c¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom

titracije.
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Slika D178. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C3 (¢ = 5,55 x 107> mol dm™; V = 2,20

cm?) s Ba(ClO4)2 (¢ = 1,52 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C; Aex = 260 nm; Sirine
pukotina: ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost

relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o omjeru n(Ba>*) / n(C3). m eksperimentalne

vrijednosti; — izraCunane vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom
titracije.
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Slika D179. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C2 (¢ = 5,07 x 10 mol dm™; V = 1,43
cm?) s Sr(Cl04)2 (¢ = 0,0203 mol dm™) u metanolu; $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
metanola s Sr(ClO4)2 (¢ = 0,0203 mol dm™); $ = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije o omjeru n(Sr**) / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; — izra¢unane vrijednosti.
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Slika D180. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C2 (¢ = 5,07 x 10 mol dm™; V = 1,43
cm?) s Ba(Cl04)2 (¢ = 0,0205 mol dm™) u metanolu; 3 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
metanola s Ba(ClO4)2 (¢ = 0,0205 mol dm™); $ = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene

entalpije o omjeru n(Ba”*) / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; — izraunane vrijednosti.
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Slika D181. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C2 (¢ = 4,95 x 107 mol dm™; V' = 2,20
cm?) s Mg(ClO4)2 (¢ = 0,185 mol dm™) u metanolu; $ = 25 °C; lex = 260 nm; Sirine pukotina:
ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o

omjeru n(Mg>") / n(C2).
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Slika D182. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C2 (c = 4,95 x 107 mol dm™=; V' = 2,20
cm?®) s Ca(ClO4)2 (¢ = 0,201 mol dm™) u metanolu; $ = 25 °C; Jex = 260 nm; §irine pukotina:
ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o

omjeru n(Ca*") / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; — izra¢unane vrijednosti.
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Slika D183. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C2 (¢ = 4,95 x 107> mol dm™; V = 2,20
cm?) s Sr(Cl04)2 (¢ = 0,209 mol dm™>) u metanolu; ¢ = 25 °C; dex = 260 nm; §irine pukotina:
ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o

omjeru n(Sr**) / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; — izraunane vrijednosti.
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Slika D184. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C2 (¢ = 4,95 x 107> mol dm™; V = 2,20
cm?) s Ba(ClO4)2 (¢ = 0,203 mol dm™) u metanolu; ¢ = 25 °C; Jex = 260 nm; §irine pukotina:

ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o

omjeru n(Ba%*) / n(C2). m eksperimentalne vrijednosti; — izra¢unane vrijednosti.
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Slika D185. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C3 (c = 4,98 x 107> mol dm™; V = 2,20
cm?) s Mg(ClO4)2 (¢ = 0,199 mol dm™) u metanolu; $ = 25 °C; lex = 260 nm; Sirine pukotina:
ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o

omjeru n(Mg*") / n(C3).
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Slika D186. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C3 (¢ = 6,07 x 107> mol dm™; V = 2,20
cm?®) s Ca(ClO4)2 (¢ = 0,201 mol dm™) u metanolu; $ = 25 °C; Jex = 260 nm; §irine pukotina:
ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o

omjeru n(Ca**) / n(C3).
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Slika D187. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C3 (¢ = 6,07 x 10 mol dm™; V' = 2,20
cm?) s Sr(Cl04)2 (¢ = 0,211 mol dm™>) u metanolu; ¢ = 25 °C; Aex = 260 nm; §irine pukotina:
ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o

omjeru n(Sr**) / n(C3).
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Slika D188. a) Spektrofluorimetrijska titracija liganda C3 (c = 6,07 x 107> mol dm™; V = 2,20
cm?) s Ba(ClO4)2 (¢ = 0,203 mol dm™) u metanolu; ¢ = 25 °C; Jex = 260 nm; §irine pukotina:
ulazna 5 nm, izlazna 10 nm. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri 285 nm o

omjeru n(Ba**) / n(C3). m eksperimentalne vrijednosti; — izraunane vrijednosti.
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Slika D189. 'H NMR titracija liganda C4 (c=5,73x10*moldm™) s TBABr
(c =0,0107 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri ¢ = 25 °C; Vo (C4) = 0,50 cm’.
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Slika DI190. 'H NMR titracija liganda C4 (c=15,30x 10*moldm™) s TBAI
(c = 0,0212 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri 9 = 25 °C; Vo (C4) = 0,50 cm?.
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Slika D191. 'H NMR titracija liganda C4 (c=5,30x 10 moldm™) s TBAHSO;
(c = 0,0205 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri 9 = 25 °C; Vo (C4) = 0,50 cm?.
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Slika D192. 'H NMR titracija liganda C4 (c=5,30x 10 mol dm™) s TBAH,PO4
(c = 0,0206 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri 9 = 25 °C; Vo (C4) = 0,50 cm?.
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Slika D193. 'H NMR titracija liganda C4 (c=5,30x 10* moldm™) s TBANO;
(c = 0,0501 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri 9 = 25 °C; Vo (C4) = 0,50 cm?.
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Slika D194. 'H NMR titracija liganda C4 (c=6,85x10"*moldm™) s TBASCN
(c = 0,0672 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri 9 = 25 °C; Vo (C4) = 0,50 cm?.
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Slika D195. a) 'H NMR titracija liganda C6 (c=1,04 x 10> moldm™>) s TBABr
(c = 0,021 mol dm™>) u deuteriranom acetonitrilu pri 9 = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm®. b) Ovisnost

kemijskog pomaka amidnih protona C6 na 7,17 ppm o omjeru n(Br") / n(C6).
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Slika D196. a) 'H NMR titracija liganda C6 (c=1,04x 10> moldm™) s TBAI

(c = 0,051 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri 9 = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm®. b) Ovisnost

kemijskog pomaka amidnih protona C6 na 7,17 ppm o omjeru n(I") / n(C6).
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Slika D197. a) 'H NMR titracija liganda C6 (c=1,04 x 10~ mol dm™) s TBAHSO4

(c = 0,030 mol dm~)u deuteriranom acetonitrilu pri 9 = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka amidnih protona C6 na 7,17 ppm o omjeru n(HSO4") / n(C6).
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Slika D198. a) '"H NMR titracija liganda C6 (c=1,01 x 10 mol dm™) s TBAH,PO;

(c = 0,021 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri 9 = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm?.
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Slika D199. a) 'H NMR titracija liganda C6 (c=1,01 x 10~ mol dm™) s TBASCN
(c = 0,080 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri ¢ = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm?>. b) Ovisnost

kemijskog pomaka amidnih protona C6 na 7,17 ppm o omjeru n(SCN") / n(C6).
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Slika D200. a) 'H NMR titracija liganda C6 (c=1,01 x 10> moldm™) s TBANO;
(c = 0,081 mol dm™) u deuteriranom acetonitrilu pri 9 = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka amidnih protona C6 na 7,17 ppm o omjeru n(NOs3~) / n(C6).
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Slika D201. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda Cé (¢ = 7,703 x 10* mol dm™; V = 1,45
cm?®) s TEACI (c = 8,051 x 10~ mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija acetonitrila s TEACI (¢ = 8,051 x 10~ mol dm™); 9 = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne
promjene molarne entalpije o omjeru n(Cl") / n(C6). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D202. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C6 (¢ = 6,82 x 10™ mol dm™; V = 1,45
cm?®) s TBABr (¢ = 0,0500 mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija

acetonitrila s TBABr (¢ = 0,0500 mol dm™); 3 = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene

molarne entalpije o omjeru n(Br") / n(C6). m eksperimentalne vrijednosti; — izracunane
vrijednosti.
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Slika D203. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda Cé (¢ = 7,703 x 10* mol dm™; V = 1,45
cm?®) s TBAHSO4 (¢ = 0,0405 mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija acetonitrila s TBAHSOs (¢ = 0,0405 mol dm™); $ = 25 °C. c) Ovisnost sukcesivne

promjene molarne entalpije o omjeru n(HSO4") / n(C6). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D204. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C5 (¢ = 5,12 x 10 mol dm™; V = 1,45
cm?®) s TBAHSO4 (¢ = 0,0302 mol dm™) u metanolu; ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija metanola s TBAHSO4 (¢ = 0,0302 mol dm™); ¢ = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne
promjene molarne entalpije o omjeru n(HSO47) / n(CS). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D205. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda CS (¢ = 5,09 x 10* mol dm™; V= 1,45
cm?) s TBAHPO4 (¢ = 0,0207 mol dm™) u metanolu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija metanola s TBAH>PO4 (¢ = 0,0207 mol dm™); $ = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne
promjene molarne entalpije o omjeru n(H2PO4") / n(CS). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D206. a) 'H NMR titracija liganda C5 (c=5,088 x 10*moldm™) s TEACI

(c = 0,0913 mol dm) u deuteriranom metanolu pri 3 = 25 °C; Vo (C5) = 0,50 cm®. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona CS na 4,17 ppm o omjeru n(CI") / n(CS).
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Slika D207. a) 'H NMR titracija liganda C5 (c=5,088 x 10*moldm™) s TBABr

(c = 0,152 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri ¢ = 25 °C; Vo (C5) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona CS na 4,17 ppm o omjeru n(Br") / n(CS).
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Slika D208. a) 'H NMR titracija liganda C5 (c=5,088 x 10*moldm™) s TBAI

(c = 0,151 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri $ = 25 °C; Vo (C5) = 0,50 cm®. b) Ovisnost

kemijskog pomaka o-protona CS na 4,17 ppm o omjeru n(I") / n(CS).
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Slika D209. a) 'H NMR titracija liganda C5 (c=5,302 x 10 mol dm™) s TBAHSO;

(c = 0,150 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri $ = 25 °C; Vo (C5) = 0,50 cm®. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona CS na 4,19 ppm o omjeru n(HSO4") / n(C5).
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Slika D210. a) 'H NMR titracija liganda C5 (c=5,302 x 10 mol dm™) s TBAH,PO;

(c = 0,151 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri ¢ = 25 °C; Vo (C5) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona CS na 4,19 ppm o omjeru n(H2PO4") / n(CS).
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Slika D211. a) 'H NMR titracija liganda C5 (c=5,088 x 10~ mol dm™>) s TBANO;

(c = 0,151 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri ¢ = 25 °C; Vo (C5) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona CS na 4,19 ppm o omjeru n(NO3") / n(CS5).
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Slika D212. a) 'H NMR titracija liganda C5 (c=5,032x 10~* mol dm™) s TBASCN
(c = 0,150 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri ¢ = 25 °C; Vo (C5) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona CS na 4,19 ppm o omjeru n(SCN") / n(CS).
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Slika D213. a) 'H NMR titracija liganda C6 (c=9,49 x 10*moldm™) s TEACI
(c = 0,152 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri 9 = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona C6 na 4,16 ppm o omjeru n(CI") / n(C6).
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Slika D214. a) 'H NMR titracija liganda C6 (c=9,49 x 10*moldm™) s TBABr
(c = 0,150 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri 9 = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona C6 na 4,16 ppm o omjeru n(Br") / n(C6).
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Slika D215. a) 'H NMR titracija liganda C6 (c=9,49 x 10*moldm™) s TBAI

(c = 0,150 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri 9 = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona C6 na 4,16 ppm o omjeru n(I") / n(C6).
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Slika D216. a) 'H NMR titracija liganda C6 (c=1,019 x 10~ mol dm™) s TBAHSO4
(c = 0,149 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri 9 = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona C6 na 4,16 ppm o omjeru n(HSO4") / n(C6).
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Slika D217. a) 'H NMR titracija liganda C6 (c=1,113 x 10 mol dm™) s TBAH,PO;
(c = 0,150 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri 3 = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm®.
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Slika D218. a) 'H NMR titracija liganda C6 (c=1,019 x 10> mol dm™) s TBASCN
(c = 0,150 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri 9 = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona C6 na 4,16 ppm o omjeru n(SCN") / n(C6).
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Slika D219. a) 'H NMR titracija liganda C6 (c =1,244 x 10~ mol dm™>) s TBANO;
(c = 0,151 mol dm™) u deuteriranom metanolu pri 4 = 25 °C; Vo (C6) = 0,50 cm?. b) Ovisnost

kemijskog pomaka a-protona C6 na 4,16 ppm o omjeru n(NO3") / n(C6).
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Slika D220. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C5 (¢ = 9,76 x 10~ mol dm™; V = 1,45

cm?®) s Mg(ClO4)2 (¢ = 7,55 x 10~* mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska

titracija acetonitrila s Mg(ClO4)2 (¢ = 7,55 x 10~ mol dm™); $ = 25 °C. c¢) Ovisnost sukcesivne

promjene molarne entalpije o omjeru n(Mg>*) / n(C5). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D221. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C5 (¢ = 9,76 x 10~ mol dm™; V = 1,43
cm?) s Sr(Cl04)2 (¢ = 8,87 x 107* mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija acetonitrila s Sr(ClO4)2 (¢ = 8,87 x 107 mol dm™); 9 = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne
promjene molarne entalpije o omjeru n(Sr>*) / n(C5). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D222. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda CS (¢ = 9,76 x 107 mol dm™>; V= 1,43
cm?) s Ba(ClO4)2 (¢ = 6,96 x 10~ mol dm™) u acetonitrilu; 3 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija acetonitrila s Ba(ClO4)2 (¢ = 6,96 x 10~ mol dm™); $ = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne
promjene molarne entalpije o omjeru n(Ba*") / n(C5). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D223. a) CD titracija liganda C5 (¢ = 9,72 x 10> mol dm™; V = 2,00 cm?) s Mg(ClO4),
(c = 1,03 x 10~ mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C; [ = 1,0 cm. Spektri su korigirani za
razrjedenje. b) Ovisnost elipticiteta pri 214 nm o omjeru n(Mg>*) / n(C5). m eksperimentalne

vrijednosti; — izraCunane vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom

titracije.
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Slika D224. a) CD titracija liganda C5 (¢ = 1,04 x 10~ mol dm™; V' =2,00 cm?) s Ca(ClO4)2 (¢
= 1,01 x 10 mol dm™) u acetonitrilu; 9 =25 °C; [ = 1,0 cm. Spektri su korigirani za razrjedenje.
b) Ovisnost elipticiteta pri 214 nm o omjeru n(Ca>*) / n(C5). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D225. a) CD titracija liganda C5 (¢ = 1,04 x 10~ mol dm™; V= 1,96 cm?) s Ba(ClO4)2 (¢

=9,93 x 10~ mol dm™) u acetonitrilu; 9 =25 °C; [ = 1,0 cm. Spektri su korigirani za razrjedenje.

b) Ovisnost elipticiteta pri 214 nm o omjeru n(Ba2*) / n(C5). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.

Matija Modrusan

Doktorska disertacija



§ 7. Dodatak

cl

c)

. ek

40+
38
a
) )
3z 367
34 -
Sl g 64 =
30 T T T T =
0 50 100, , L 150 200 Z }-\
40- t/ min ~ 71 n
A\
s ]
% 361 < .l
34+
32
_9 T
30 T T T T 0,0 0,5
0 50 100 150 200
t/ min
—C6
& 100 —— C6Ca*
O 904 —— C6,Ca**
<
£ 80+
2
a. 704
g
£ 60
3 504
&
S 40
2
S 30+
& 204
a
R 104
0 T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
n(C6) / n(Mg*)

T 1

110 115 210 2,5 3,0
n(C3) / n(Mg*)

Slika D226. a) Mikrokalorimetrijska titracija Mg(ClOs)2 (¢ = 2,10 X 10* mol dm™; V = 1,43

cm’) s ligandom C6 (¢ =

2,98 x 10 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C. b)

Mikrokalorimetrijska titracija Mg(ClO4)2 (¢ = 2,10 x 10~ mol dm™) s acetonitrilom; 9 = 25 °C.

c) Ovisnost sukcesivne promjene molarne entalpije o omjeru n(C6) / n(Mg**). m

eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u

otopini tijekom titracije.
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Slika D227. a) Mikrokalorimetrijska titracija Ca(ClO4)2 (¢ = 1,89 x 10 mol dm™; V = 1,43

T 1

cm’®) s ligandom C6 (¢ = 3,02 x 107 mol dm™) u acetonitrilu; 9 = 25 °C. b)
Mikrokalorimetrijska titracija Ca(ClOa4)2 (¢ = 1,89 x 10 mol dm™>) s acetonitrilom; 9 = 25 °C.
c) Ovisnost sukcesivne promjene molarne entalpije o omjeru n(C6) / n(Ca’*"). m
eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u
otopini tijekom titracije.
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Slika D228. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C6 (¢ = 1,05 x 10* mol dm™>; V= 1,43
cm?) s Sr(ClO4)2 (¢ = 1,15 x 1073 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija acetonitrila s Sr(ClO4)2 (c = 1,15 x 1072 mol dm™); § = 25 °C. c) Ovisnost sukcesivne

promjene molarne entalpije o omjeru n(Sr**) / n(C6).
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Slika D229. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C6 (¢ = 1,05 x 10 mol dm™; V = 1,43

cm?) s Ca(Cl04)2 (¢ = 7,62 x 10 mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska

titracija acetonitrila s Ca(ClO4)2 (¢ = 7,62 x 10~* mol dm™); $ = 25 °C. c) Ovisnost sukcesivne

promjene molarne entalpije o omjeru n(Ba**) / n(C6). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti. d) Distribucijski dijagram vrsta u otopini tijekom titracije.
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Slika D230. a) CD titracija liganda C6 (c = 1,25 x 10~ mol dm™; V = 2,40 cm®) s Mg(ClO4),
(c=3,41 x 107 mol dm i 3,38 x 1072 mol dm™) u acetonitrilu; $ =25 °C; /= 1,0 cm. Spektri
su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost elipticiteta pri 227 nm o omjeru n(Mg**) / n(C6). m
eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti. ¢) i d) Distribucijski dijagram vrsta u

otopini tijekom titracije do omjera titransa i titranda 10, donosno 150.
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Slika D231. a) CD titracija liganda C6 (c = 1,32 x 10~ mol dm™; V = 2,40 cm?) s Ca(ClO4),
(c =3,47 x 1073 mol dm™ i 3,39 x 1072 mol dm™) u acetonitrilu; ¢ = 25 °C; [ = 1,0 cm. Spektri
su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost elipticiteta pri 215 nm o omjeru n(Ca>*) / n(C6). m
eksperimentalne vrijednosti; — izracunane vrijednosti. ¢) Distribucijski dijagram vrsta u

otopini tijekom titracije.
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Slika D232. a) CD titracija liganda C6 (c = 1,25 x 10~ mol dm™; V = 2,40 cm®) s Sr(C1O4)>
(c=3,39 x 107 mol dm~ i 3,40 x 1072 mol dm™) u acetonitrilu; $ =25 °C; /= 1,0 cm. Spektri

su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost elipticiteta pri 215 nm o omjeru n(Sr**) / n(C6).
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Slika D233. a) CD titracija liganda C6 (c = 1,25 x 10 mol dm™; V = 2,40 cm®) s Ba(ClO4)2 (¢

=3,38 x 10~ mol dm™ i 3,44 x 1072 mol dm™) u acetonitrilu; $ = 25 °C; = 1,0 cm. Spektri su

korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost elipticiteta pri 215 nm o omjeru n(Ba**) / n(C6). m

eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti. ¢) i d) Distribucijski dijagram vrsta u

otopini tijekom titracije do omjera titransa i titranda 10, donosno 100.
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Slika D234. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C5 (¢ = 5,12 x 10 mol dm™; V = 1,45
cm?) s Mg(ClO4)2 (¢ = 0,0148 mol dm™) u metanolu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija metanola s Mg(ClO4)2 (¢ = 0,0148 mol dm™); $ = 25 °C. c) Ovisnost sukcesivne

promjene molarne entalpije o omjeru n(Mg**) / n(C5).
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Slika D235. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C5 (¢ = 5,12 x 10 mol dm™; V = 1,45
cm?) s Ca(ClO4)2 (¢ = 0,0144 mol dm™) u metanolu; $ = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska titracija
metanola s Ca(ClO4)2 (¢ = 0,0144 mol dm™); $ = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne promjene
molarne entalpije o omjeru n(Ca*") / n(C5). m eksperimentalne vrijednosti; — izraGunane

vrijednosti.
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Slika D236. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C5 (¢ = 5,12 x 10™ mol dm™; V = 1,45
cm?) s Sr(ClO4)2 (¢ = 7,76 x 107 mol dm™) u metanolu; 3 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija metanola s Sr(ClO4)2 (¢ = 7,76 x 10~ mol dm™); 9 = 25 °C. ¢) Ovisnost sukcesivne

promjene molarne entalpije o omjeru n(Sr**) / n(C5). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D237. a) Mikrokalorimetrijska titracija liganda C5 (¢ = 5,12 x 10 mol dm™; V = 1,45
cm?®) s Ba(Cl04)2 (¢ = 8,13 x 10~ mol dm™) u metanolu; 9 = 25 °C. b) Mikrokalorimetrijska
titracija metanola s Ba(ClO4)2 (¢ = 8,13 x 107 mol dm™); $ = 25 °C. c) Ovisnost sukcesivne
promjene molarne entalpije o omjeru n(Ba*") / n(C5). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D238. a) CD titracija liganda C6 (¢ = 1,31 x 10~ mol dm™; V = 2,40 cm?) s Mg(ClO4),

(¢ = 0,202 mol dm™) u metanolu; $ =25 °C; /=1,0 cm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b)

Ovisnost elipticiteta pri 210 nm o omjeru n(Mg**) / n(C6).
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Slika D239. a) CD titracija liganda C6 (¢ = 1,31 x 10 mol dm™; V = 2,40 cm®) s Ca(ClO4)2 (¢

= 0,201 mol dm™) u metanolu; $ = 25 °C; [ = 1,0 cm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b)

Ovisnost elipticiteta pri 220 nm o omjeru n(Ca?*) / n(C6). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D240. a) CD titracija liganda C6 (¢ = 1,31 x 10~ mol dm™; V = 2,40 cm?) s Sr(ClO4),

(¢ =0,101 mol dm™) u metanolu; 3 =25 °C; = 1,0 cm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b)

Ovisnost elipticiteta pri 217 nm o omjeru n(Sr**) / n(C6). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D241. a) CD titracija liganda C6 (c = 1,28 x 10 mol dm™; V = 2,40 cm®) s Ba(ClO4)2 (¢

= 0,0994 mol dm™) u metanolu; 3 = 25 °C; /= 1,0 cm. Spektri su korigirani za razrjedenje. b)

Ovisnost elipticiteta pri 217 nm o omjeru n(Ba?*) / n(C6). m eksperimentalne vrijednosti; —

izraCunane vrijednosti.
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Slika D242. Struktura kompleksa C53Ba** dobivena MD simulacijama u vakuumu. Vodikovi

atomi bo¢nih ogranaka peptida izostavljeni su zbog jasnoce.
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