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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Supramolekulska kemija je grana kemije koja se bavi proucavanjem sustava u kojima se
diskretne kemijske vrste povezuju nekovalentnim vezama u supramolekulske komplekse.'
Pritom se ostvarene interakcije izmedu molekule ,,domacina* — receptora i molekule ,,gosta“ —
supstrata temelje na molekulskom prepoznavanju i komplementarnosti. Kod vezanja neutralnog
supstrata prevladavaju vodikove veze i Van der Waalsove interakcije, dok se nabijene ionske
viste vezu pomocu elektrostatskih interakcija.> Kao molekule receptora ¢esto se koriste
makrocikli€ki spojevi poput ciklodekstrina, ciklopeptida, kaliksarena, krunastih etera i
kukurbiturila. Navedeni receptori imaju dobro definirane strukture veznog mjesta §to im
omogucuje vezanje iona,” molekula,* ali i drugih makrocikli¢kih spojeva,’ stoga pronalaze
svoju upotrebu u brojnim podrué¢jima medicine i farmaceutike.®’

Medu makorociklickim receptorima, svojom raznoliko$¢u, svojstvima i potencijalnom
primjenom isti¢u se manji ciklopeptidi koji sadrze do desetak podjedinica. Ciklopeptidi su,
opcenito, skupina spojeva koja u prirodi nastaje kao produkt metabolizma nizih organizama
poput bakterija, gljiva i biljaka.® Sastavljeni su od aminokiselinskih monomera medusobno
povezanih peptidnom vezom u cjeloviti prsten.” Zajednicko svojstvo svih ciklopeptida je
izrazenija bioaktivnost i proteoliticka stabilnost u odnosu na njihove aciklicke (linearne)
analoge. Nadalje, konformacijska zakocenost njihove okosnice, sukladno makrociklickom
efektu, povecava stabilnost kompleksa nastalih vezanjem ionskih vrsta na glavni lanac
ciklopeptida. Slabija ion-receptorska svojstva linearnih analoga mogu se objasniti ¢injenicom
da vezanje gosta na okosnicu linearnih peptida uzrokuje znacajne konformacijske promjene pri
¢emu dolazi do gubitka stupnjeva slobode, $to nepovoljno utjeCe na entropijski doprinos
reakcijskoj Gibbsovoj energiji kompleksiranja.?

Ciklopeptidi se medusobno uvelike strukturno razlikuju, $to uvjetuje njihova svojstva
poput toksi¢nosti, specifi¢nosti prema vezanju odredenih iona, antibiotskim svojstvima i sli¢no,
stoga je 1 njihova primjena vrlo Siroka. Naj¢esce koristeni ciklopeptidi su iz prirodnih izvora te
se koriste u medicini, biomedicini 1 neurologiji. Primjerice, na slici 1 prikazan je wewakazole
B, prirodni ciklopseudopeptid izoliran iz cijanobakterije Moorea producens iz Crvenog mora.
Navedeni spoj ima antitumorska svojstva, specifi¢no za ljudski H460 rak pluéa.® Nadalje,

skupina cikloheksapeptida, pod imenom ehinokandini, ima sposobnost inhibicije sinteze -1,3-
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§ 1. Uvod 2

D-glukana koji je kljuéna komponenta stani¢ne stijenke gljivica te na taj nacin djeluju kao
antifungicidi.®” Pseudoksilalemicini su ciklotetrapeptidi primarno izolirani iz gljivice
Pseudoxylaria sp. X802 s izrazenim antibakterijskim svojstvima, prvenstveno za Gram-
negativne patogene bakterije. S obzirom na izrazenu bioloSku aktivnost, mogucénost sinteze u

laboratoriju 1 njihova antibakterijska svojstva predstavljaju velik potencijal za komercijalne

NH N H 0
N N N

Slika 1. Ciklopseudopeptid wewakazole B.®

antibiotike.”'0

U ovom istraZivanju koristen je cikloheksapeptid PhesGly: (slika 2) dalje oznacen kao
L. Navedenom ciklopeptidu odreden je afinitet prema zemnoalkalijskim kationima (Mg?*, Ca?",
Sr?*, Ba®") i anorganskim anionima (Cl-, Br-, HSO4~, H,PO4") u acetonitrilu. Kationi i anioni

su odabrani prema prija$njim istrazivanjima nase grupe'!!?

1 istraZivanjima opisanim u
literaturi.'>!* Otapalo je odabrano s obzirom na ja¢inu solvatacije iona, pri ¢emu je acetonitril
jedan od najslabije ion-solvatirajucih otapala,' §to poveéava stabilnost nastalih kompleksa. S
obzirom na vrlo malu topljivost navedenog peptida (<5%10~> mol dm™) vezanje iona bilo je
moguce pratiti jedino fluorimetrijskim titracijama pri ¢emu su odredene 1 konstante ravnoteze

kompleksiranja. Strukturne karakteristike nastalih kompleksa proucavane su racunalnim

simulacijama molekulske dinamike.
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Slika 2. Struktura cikloheksapeptida PhesGly> (L).
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§ 2. Literaturni pregled 4

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kompleksiranje ciklopeptida

2.1.1. Opcenito o ciklopeptidima

Ciklopeptidi su makrociklicki spojevi sastavljeni od monomernih podjedinica
aminokiselina povezanih kovalentnom vezom u prsten. U slucaju glava-rep ciklizacije ostvaruje
se veza izmedu N-terminalnog duSika amino-skupine 1 C-terminalnog karbonilnog ugljika pri
¢emu nastaje amidna skupina.” Navedena kovalentna veza naziva se peptidna veza, a odlikuju
ju planarnost nastale amidne skupine i nemoguénost rotacije oko C—N osi. Kisik iz karbonilne
skupine je elektronegativniji u odnosu na dusik, stoga ima parcijalno negativan naboj, dok dusik
iz amino-skupine ima parcijalno pozitivan naboj §to ¢ini navedenu vezu polariziranom.!%!” Kod
ciklopeptida svaka je aminokiselina s oba svoja kraja povezana peptidnom vezom za susjednu
aminokiselinu ¢ime se dobiva zatvoreni prsten. Navedeno ogranicava fleksibilnost okosnice
ciklopeptida i ¢ini ih metabolicki stabilnijim u odnosu na njihove aciklicke analoge.!' Takoder,
sekundarna amidna skupina peptida ima moguénost stvaranja vodikovih veza s drugim
amidnim skupinama, molekulama otapala ili supstratima poput kationa i aniona. Ovisno o
medumolekulskim interakcijama koje peptidne veze ostvaraju s drugim molekulama/ionima
ciklopeptid mijenja svoju konformaciju.!* Ciklopeptidi pokazuju selektivnost pri vezanju
ovisno o kompatibilnosti veli¢ine ciklopeptida i gosta. U slu¢aju manjih ciklopeptida prsten je
relativno uzak bez naglasene Supljine, stoga ti spojevi preferentno vezu ione u odnosu na
neutralne molekule 1 makrociklicke spojeve. Za koordinacijske veze s kationima na
raspolaganju su karbonilni kisici amidnih skupina'*!# dok su za ostvarivanje vodikovih veza s
anionima zasluzni NH protoni iz istih skupina.'®!® Za razliku od sinteti¢kih organskih molekula
s upitnom biokompatibilnosti, ciklopeptidi predstavljaju sigurne, ucinkovite 1 selektivne
prijenosnike.!? S anionima ostvaruju medumolekulske interakcije poput vodikovih veza, koje
se promjenom uvjeta i okoline (primjerice promjenom polarnosti okruZenja), mogu prekinuti
pri ¢emu dolazi do otpustanja aniona na zeljenu lokaciju. Transmembranski transport je bioloski

vrlo vazan proces za sve stanicne aktivnosti. Abnormalnosti transportera ili nemogucnost
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§ 2. Literaturni pregled 5

transporta dovode do brojnih bolesti poput cisti¢ne fibroze, epilepsije, bubrezne tubularne

acidoze i drugih.!®2!

2.1.2. Ciklopeptidi kao ionski akceptori

Vezanje kationa na cikloheksapeptide temelji se na elektrostatskom privlacenju parcijalno
negativno nabijenih karbonilnih kisika ciklopeptida koji koordiniraju pozitivno nabijene
katione.!® Relativno rigidna struktura tih spojeva omogucuje im preciznije orijentiranje
funkcionalnih skupina koje sudjeluju u interakcijama pri ¢emu je smanjen entropijski trosak
reorganizacije samog cikloheksapeptida u odnosu na linearne analoge. Naime, aciklicki analozi
moraju pro¢i kroz veéi broj konformacijskih promjena, a naposljetku zbog svoje fleksibilne
strukture najc¢esce ne ostvaruju maksimalan broj interakcija sa supstratom.

Iako je njihova struktura rigidna, ciklopeptidi prolaze kroz znacajne konformacijske
promjene pri kompleksiranju s ionima.!**? Promjena konformacije ciklopeptida utjece na
njegov afinitet prema odredenom ionu te omogucava smanjenje odbojnih interakcija i
optimizaciju koordinacije u nastalom kompleksu.?? Promjene konformacija moguée je pratiti
metodama poput cirkularnog dikroizma 1 NMR-spektroskopije $to nadalje omogucava
identifikaciju sekundarnih stabilnih struktura i detaljnu strukturnu karakterizaciju.'*

Ovo istrazivanje potaknuto je radom Niu i sur. u kojem autori opisuju kompleksiranje
cikloheksapeptida (Ala-Pro-Gly),. U tom radu su odredene i konstante stabilnosti nastalih
kompleksa Sto omogucava usporedbu rezultata. Autori su koristili cirkularni dikroizam kako bi
pratili promjene spektara nastale dodavanjem otopina koje sadrze istrazivane katione. Pri tome
su pretpostavili da ciklopeptid veze katione na specifi¢an nacin $to uzrokuje konformacijske
promjene koje se mogu pratiti navedenom metodom te da se vezanje odvija u dva stupnja. U
prvom stupnju nastaje 1:1 kompleks, dok u drugom stupnju dolazi do vezanja dodatnog
ciklopeptida ili kationa, $to ovisi o analitickim koncentracijama pojedinih vrsta. Takoder,
pretpostavili su da ciklopeptid preferabilno veze katione s ve¢im radijusom, poput kalcijeva i
barijeva kationa, u odnosu na magnezijev kation. Pokazano je da navedeni ciklopeptid pokazuje
svoj potencijal kao ionski akceptor i transporter.

Osim eksperimentalnih, provedena su 1 raunalna istraZivanja sli¢ne tematike. Shahangi
i sur.?® Kori$tenjem teorije funkcionala gusto¢e (DFT, engl. Density Functional Theory) autori

su istrazili selektivnost ciklopeptida prema vezanju kationa i proveli strukturnu analizu
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dobivenih supramolekulskih sustava. Zakljucili su da ciklopeptid bolje veZze manje katione
zemnoalkalijskih metala, poput magnezijeva i kalcijeva, u odnosu na stroncijev i barijev kation.
Tim redoslijedom opada 1 stabilnost samih kompleksa. Takoder, pokazano je da ciklopeptidi
prolaze kroz konformacijske promjene kako bi ostvarili optimalne interakcije s navedenim
kationima. Ovo teorijsko istrazivanje pokazalo je da je moguce dizajnirati ciklopeptide
selektivne prema odredenim ionima koji nadalje imaju potencijalnu primjenu kako ionski
receptori ili transporteri.

Suvremena istraZivanja pokazuju da cikloheksapeptidi mogu biti koristeni kao senzori

12" Glavna prepreka koristenja

1 receptori aniona s potencijalnom ulogom transportera.
cikloheksapeptida u komercijalno dostupnim lijekovima je nedostatak oralne dostupnosti istih.
Novija istrazivanja bave se razliitim strategijama modifikacije kako bi otklonile ovaj

problem.?+%

2.2. QOdredivanje konstanti stabilnosti

Supramolekulski kompleksi izmedu dvije 1ili viSe jedinki nastaju ostvarivanjem
intermolekularnih nekovalentnih interakcija. U svrhu kvantifikacije afiniteta receptora prema
molekulama 1/ili ionima, odnosno stabilnosti nastalih kompleksa odreduju se njihove konstante
stabilnosti. Sustav u kojem se zbiva reakcija izmedu dvije jedinke: liganda (L) i metalnog

kationa (M*) u odnosu 1:1 moze se opisati na sljede¢i naéin:

L(sln) + M*(sln) = ML*(sln) (1)

Za navedenu reakciju standardna konstanta ravnoteZe definirana je kao:
Ke=TIla i ()
Pri ¢emu je & aktivitet pojedine vrste koja sudjeluje u reakciji, a v; pripadajuci stehiometrijski

koeficijent. Ako je sustav (1) u ravnotezi, to se moze zapisati na sljede¢i nacin:

o a(ML") vy +[ML¥]c
aMPa@)  yy+[MF]p[L]

3)
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§ 2. Literaturni pregled 7

U navedenoj formuli x4 predstavlja koeficijent aktiviteta pojedine vrste, c® odgovara standardnoj
koncentraciji (1 mol dm™), dok uglate zagrade predstavljaju ravnoteznu koncentraciju. Kod
razrijedenih otopina korektno je pretpostaviti da su koeficijenti aktiviteta svih ionskih vrsta
priblizno jednaki, a koeficijenti aktiviteta neutralnih vrsta iznose priblizno 1. Primjenom
navedenih pretpostavki, jednadzba (3) se moze pojednostaviti na:

o _ [ML*]c°

Ko g =R e @

U navedenoj jednadzbi K. oznacava koncentracijsku konstantu ravnoteze. Gornja jednadzba
moze se svesti na jednu nepoznanicu koriStenjem jednadzbe bilance masa:
ey = [M*] + [ML7] (5)
¢, = [L] + [ML"] (6)
u kojima su cy+ i ¢, analiticke koncentracije vrsta M" i L. UvrStavanjem jednadZbi (5) i (6) u
jednadzbu (4) dobiva se izraz:

[ML¥]

= (7

€7 (epm+—[ML*])(cL—[ML*])

pri ¢emu koncentracijska konstanta ravnoteZe ovisi samo o analitickim koncentracijama vrsta
M" i L te o ravnoteznoj koncentraciji ML".

U suvremenoj znanosti konstante stabilnosti odreduju se mjerenjem nekog svojstva
sustava koje ovisi o koncentraciji vrsta koje sudjeluju u reakciji. U slucaju flourimetrijskih
titracija mjeri se intenzitet fluorescencije koji je ovisan o koli¢ini dodanog titransa pri ¢emu se

mogu odrediti konstante stabilnosti do reda veli¢ine = 108,
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2.3. Fluorescencija i fluorimetrijske titracije

Fluorescencija je proces u kojem se atomi ili molekule iz osnovnog vibracijskog pobudenog
elektronskog stanja vra¢aju u osnovno elektronsko stanje pri cemu otpustaju energiju u obliku
fotona vece valne duljine od pobudnog zracenja. Flourescencijska emisija dogada se kroz 10
us ili manje.?

Vrsta koja fluorescira naziva se fluorofor. Medu molekulama s najintenzivnijom
fluorescencijskom emisijom su one koje sadrze aromatske prstenove. Intenzitet fluorescencije
ovisi o temperaturi, pH, otapalu, rasprSenju i koncentraciji kisika u otapalu, ali ponajvise o
primarnom okruzenju fluorofora u molekuli §to omoguéava pracenje reakcija kompleksiranja
fluorimetrijskim titracijama.?

Cikloheksapeptid L pogodan je za fluorimetrijsko istrazivanje kompleksiranja iona jer
sadrzi aminokiselinu fenilalanin ¢ija benzenska skupina ima sposobnost fluorescencije.
Vezanjem iona dolazi do promjena u raspodjeli elektronske gustoce, ali 1 do konformacijskih
promjena domacina $to naj¢eSce uzrokuje porast ili smanjenje intenziteta fluorescencije. 1z
spektara dobivenih fluorimetrijskom titracijom moguce je i1 odrediti standardnu konstantu
ravnoteZe nastalog kompleksa.

Intenzitet fluorescencije uzorka u kiveti mjeri se spektrofluorimetrom, a ovisan je o

koncentraciji tvari X prema formuli:

F =klogpexl[X] (®)

Konstanta £ je konstanta proporcionalnosti koja ovisi o instrumentu, /o je intenzitet upadnog
zracenja, ¢ je kvantno iskoriStenje fluorescencije (omjer broja molekula koje fluoresciraju i
ukupnog broja pobudenih molekula), ex je molarni apsorpcijski koeficijent tvari X pri
odredenoj valnoj duljini emisije, / je duljina optickog puta, a [X] je ravnoteZna koncentracija
tvari koja fluorescira. Ovu relaciju moguce je koristiti samo u razrijedenim sustavima jer pri
ve¢im koncentracijama dolazi do odstupanja od linearne ovisnosti intenziteta o koncentraciji
fluorescentne vrste. Takoder, potrebno je obratiti pozornost na fotostabilnost svih sudionika
reakcije jer ukoliko dode do fotoraspada fluorescentno aktivne vrste, prikupljeni podatci nece

biti reprezentativni.
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§ preg

2.4. Simulacije molekulske dinamika

Simulacije molekulske dinamike su uz Monte-Carlo metode osnovna racunalna metoda
pretrazivanja konformacijskog prostora molekula. Pocetak simulacije je pocetni skup
koordinata i brzina nakon ¢ega se sustav propagira u vremenu prema Newtonovim zakonima
gibanja uz koriStenje polja sila za opis intra- i intermolekulskih interakcija. Simulacijom se
dobiva trajektorija, odnosno niz vremenski ovisnih tocaka u faznom prostoru sustava. Metoda
je u teoriji deterministicka, Sto znaci da ako dvije simulacije po¢nu iz identi¢nih pocetnih
koordinata i brzina, rezultat ¢e biti jednake trajektorije. U praksi, metoda je deterministicka do
na numericku preciznost racunala. Uvodenjem termostata, u ¢ijim se izrazima Cesto nalaze i
nasumicni ¢lanovi, metoda postaje stohasticka.

Tijek simulacije moZe se opisati na sljede¢i nacin: prvo je potrebno odabrati pocetni
polozaj atoma kojima se dodjeljuju pocetne brzine principom slucajnog odabira. Pri tome je

nuzno postivanje Maxwell-Boltzmannove raspodjele za odredenu temperaturu:

o —mvl2
L) = —" 2kpT
p(vi) /mBT e2s ©)

U navedenoj relaciji p predstavlja funkciju raspodjele iznosa brzine, vi je iznos vektora brzine

i-te jezgre, m; masa i-te jezgre, ks Boltzmannova konstanta, a 7 je termodinamicka temperatura.
Pri dodjeljivanju pocetnih koli¢ina gibanja treba obratiti pozornost na ekviparticijski teorem,

naime ukupna kineti¢ka energija sustava mora zadovoljavati izraz:
_ 3
(Ex) = SkgT (10)

Koli¢ine gibanja racunaju se iz brzina, odnosno poloZaja i masa prema jednadzbi:

d?r;
miFZI = fi (11)
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Gdje ri predstavlja polozaj i-te jezgre. Slijedi racunanje sila koje djeluju na pojedine atome,
odnosno odredivanje meduatomskih interakcija, koje se najées¢e odreduju iz potencijalne

energije sustava prema jednadzbi:

0
fi= ar; U(ry, 12,13, o, Tiy) (12

Iz tih sila se, zatim, prema drugom Newtonovom zakonu racunaju ubrzanja atoma:

a(t) = 19 (13)

1

Iz poznatih poloZaja, koli¢ina gibanja i ubrzanja atoma racunaju se novi polozaji i koli€ine
gibanja u kratkom vremenskom intervalu, za koji se pretpostavlja da se sila ne mijenja. Novo
izraCunati pocetni polozaji i akceleracije se zapisuju te se postupak iterativno nastavlja.
Navedeno se ponavlja dok se ne uspostavi ravnoteza, nakon ¢ega slijedi spremanje podataka u
obliku trajektorija. Trajektorije se dobivaju nekim od propagacijskih algoritama, od kojih je

t27

¢esto koristeni velocity Verlet”'. Navedeni algoritam racuna poloZaj i-te jezgre, ri, u trenutku

t+At rauna iz polozaja, brzine i akceleracije te jezgre u trenutku ¢:
ri(t + At) = () + v (DAL + - ()AL (14)
A brzina svakog atoma rac¢una se prema jednadzbi:
v; (t + %At) = vi(t) + 5 a; (DAt (15)

Kao rezultat simulacije dobiva se trajektorija, odnosno koordinate atoma kao funkcije vremena.
Naposljetku, potrebno je analizirati trajektorije kako bi se dobili reprezentativni podatci o
sustavu. Tijekom simulacije dolazi do prelaska kineticke energije u potencijalnu 1 obrnuto te
samim tim promjene temperature sustava. Kako bi se temperatura odrzavala priblizno
konstantnom kroz cijelu simulaciju potrebno je koristiti dodatan algoritam za regulaciju

kineticke energije Cestica u sustavu, odnosno termostat. Analogno, kako bi se regulirao tlak, do
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¢ije promjene dolazi zbog promjene sila koje djeluju na atome, moguce je koristiti dodatan
algoritam—barostat. Kako bi ¢estice na granicama sustava bile u istom okruZenju kao i one u
sredini kutije osnovna kutija se periodicki ponavlja u prostoru. Dakle, u slu¢aju kubi¢nog oblika

kutije, oko originalne kutije dodatno je postavljeno jos 26 njenih replika.?® >
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

Za pripremu otopina u eksperimentima koriSten je cikloheksapeptid PhesGly> (L) kojeg su
pripravili i procistili doc. dr. sc. Nikola Cindro i apsolvent Mirko Duvnjak na Zavodu za
organsku kemiju. Takoder, koriStene su soli: tetrabutilamonijev perklorat (Acros Organics, 98
%), kalcijev perklorat tetrahidrat (Sigma-Aldrich, 99 %), magnezijev perklorat heksahidrat
(Aldrich, 99 %), stroncijev perklorat trihidrat (Alfa Aeser, 98 %), barijev perklorat (Fluka, > 98
%), tetraetilamonijev klorid (Sigma, > 98 %)), tetrabutilamonijev bromid (Sigma-Aldrich, > 99,0
%, p.a.), tetrabutilamonijev dihidrogenfosfat (Sigma-Aldrich > 99,0 %, p.a.). Kao otapalo
koriSten je acetonitril (Fisher Chemical, HPLC Gradient grade, > 99,9 %, p.a.) bez dodatnog

prociS¢avanja.

3.2. Fluorimetrijske titracije

Fluorimetrijske titracije provedene su pomocu spektrofluorimetra Cary Eclipse tvrtke Varian.
Titracije su izvedene ru¢nim dodavanjem titransa u kvarcnu kivetu duljine opti¢kog puta 1 cm.
Pobudna valna duljina iznosila je 260 nm, a fluorimetrijska emisija snimana je u rasponu od
270 nm do 500 nm. Eksitacijski 1 emisijski prorezi bili su Sirine 10 nm. Spektri su snimani s
korakom od 1 nm i integracijskim vremenom od 0,4 s. Sve titracije provedene su pri konstantnoj
temperaturi od (25,0 £ 0,1) °C. Otopina cikloheksapeptida L (¢ = 1,94 x 107> mol dm> —
2,19 x 107° mol dm™?) pocetnog volumena 2,2 — 2,3 mL titrirana je otopinama soli:

e tetrabutilamonijeva perklorata (c = 0,0151 mol dm~ — 0,0501 mol dm™),

e kalcijeva perklorata tetrahidrata (¢ = 1,42 x 10~ mol dm™ — 7,70 x 10~ mol dm™),

e magnezijeva perklorata heksahidrata (c = 2,21 x 107> mol dm> — 0,0300 mol dm™>),

e stroncijeva perklorata trihidrata (¢ = 2,21 x 10 mol dm™ — 0,0305 mol dm™),

e barijeva perklorata (c = 2,21 x 107> mol dm™ - 0,0301 mol dm™3),

e tetractilamonijeva klorida (¢ = 7,86 x 10~ mol dm™),

e tetrabutilamonijeva bromida (c = 0,0748 mol dm™).
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Podatci su obradeni multivarijatnom regresijskom analizom te su odredene konstante ravnoteze
nastanka pojedinih kompleksa pomocéu programskog paketa HYPERQUAD?™, a titracijski
spektri i rezultati prikazani su pomoéu programa OriginPro 7.5.3

Svaka titracija provedena je jednom zbog niske dostupnosti koriStenog

cikloheksapeptida i velike vremenske zahtjevnosti.

3.3. Simulacije molekulske dinamike

Cikloheksapeptid L je najprije konstruiran u programu Avogadro. Simulacije molekulske
dinamike provodene su pomocéu programskog paketa Gromacs 2022.6.° Prije pocetka
simulacije, u datoteke koje sadrze koordinate i brzine atoma cikloheksapeptida, dodane su
pocetne koordinate pojedinih iona (ili atoma). Koristeno je polje sila Charmm36°%37 za
komplekse s kationima i OPLS-4A4?"*" za komplekse s anionima. Na podetku svih simulacija
ciklopeptidni ionski kompleks nalazio se u centru kutije dimenzija 6 nm X 6 nm X 6 nm.
Simulacije su najprije provodene u vakuumu, a zatim u otapalu uvodenjem eksplicitnih

molekula acetonitrila.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Kationi
4.1.1. Detaljna analiza vezanja kalcijeva kationa i perkloratnog aniona

4.1.1.1. Kompleksiranje ciklopeptida L. s TBACIO4

Prije istrazivanja afiniteta vezanja metalnih kationa bilo je potrebno pronaci prikladni protuion
koji se nec¢e ili ¢e se vrlo slabo vezati na ligand. Titracijom cikloheksapeptida otopinom
tetrabutilamonijeva perklorata u acetonitrilu, prikazanoj na slici 3, pokazano je kako se
perkloratni anion vrlo slabo veze na ligand. Znacajniji stupanj nastanka kompleksa opazen je
tek pri vrlo visokim omjerima aniona i peptida koji u daljnjim titracijama nece biti postignuti

Sto ga Cini dobrim izborom za protuion u solima kationa ¢ije je vezanje proucavano.

3104
RIF a) .- b)
3004 /; 284nm | L]
300+
200 1
n
290
100 - .
L |
= o
0 T T T T 1 280 T T T T T T T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
A/ nm n(CIO,)/ n(L)

Slika 3. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 1,99 x 107 mol dm>) s TBACIO4
(c=0,0501 mol dm>) u acetonitrilu, 9= (25,0 = 0,1) °C; Vo (L) = 2,2 cm?; Aex = 260 nm, Slitex
=10 nm, Slitem = 10 nm; spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost relativnog intenziteta

fluorescencije pri 284 nm o omjeru mnozina dodanog TBACIlO4 1 spoja L.
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4.1.1.2. Kompleksiranje ciklopeptida L s ionom Ca*"

Na pocetku istrazivanja provedena je titracija odabranog cikloheksapeptida s kalcijevim
perkloratom tetrahidratom u acetonitrilu. Kalcijev ion je imao veci prioritet u odnosu na ostale
radi istrazivanja Niu i sur."* u kojem su provedene titracije slinog cikloheksapeptida s
otopinom kalcijevog perklorata u acetonitrilu. U nasoj titraciji uocene su promjene koje ukazuju
na nastanak kompleksa (slika 4) medutim nije bilo moguce odrediti predvidene konstante

ravnoteze nastanka kompleksa opisane u radu.

RIF a) 450- b)
4004 RIF 64 om
u
400 . . -
300
n
350 .
200 .
-
| |
100 300 =
L
u
0 T iy T § T g T T 1 20-Y+——F——7—+ 77777
300 350 400 450 500 0 10 20 30 40 50 60 70
Alnm n(Ca*)/ n(L)

Slika 4. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 1,99 x 107 mol dm™) s Ca(ClO4):
(c =2,96 x 107 mol dm™) u acetonitrilu, 3 = (25,0 £ 0,1) °C; Vo (L) = 2,2 cm?; Aex = 260 nm,
Slitex = 10 nm, Slitem = 10 nm; spektri su korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost relativnog

intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru mnoZzina dodanog Ca(ClO4)2 1 spoja L.

Nemoguénost odredivanja konstanti stabilnosti literaturno opisanih kompleksa ucinila
je daljnje istrazivanje ovog sustava neophodnim. Pretpostavljeno je da tre¢i kompleks koji
nastaje ne odgovara kompleksu L(Ca*"), opisanom u literaturi.> Takav kompleks imao bi naboj
+4 1 dva kalcijeva kationa na vrlo maloj udaljenosti, $to je energijski vrlo nepovoljno. Umjesto
toga pretpostavljeno je da nastaje kompleks koji sadrzi cikloheksapeptid, kalcijev kation i
perkloratni anion, dakle kompleks LCa?" veZe perkloratni anion, a ne jo$ jedan kalcijev kation.
Navedeno je potvrdeno kombiniranom titracijom prikazanom na slici 5, u kojoj je otopina

cikloheksapeptida titrirana otopinom kalcijeva perklorata tetrahidrata do omjera kalcija i
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liganda 6,15, nakon Cega je nastavljena titracija otopinom tetrabutilamonijeva perklorata pri
¢emu su otopine titransa sadrzavale ligand koncentracije jednake pocetnoj koncentraciji
titranda kako se ona ne bi mijenjala tijekom eksperimenta. Promjene u spektru ukazuju na

nastavak reakcije i nastanak nove vrste §to potvrduje nastajanje kompleksa (LCaClO4)".

a) 550
RIF

284 nm
500 4

5004 ¢
RIF -

400 | Dodatak TBA(CIO,)
¥ 450
300/
2004 400
100 350+
0 T T T T ¥ I 1 300 T v T T T T T T T T T T T T T '
300 350 400 450 500 0O 20 40 60 80 100 120 140
Alnm n(CIlO,) / n(L)

Slika 5. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 1,99 x 10 mol dm™) s Ca(ClOa),
(c1=1,42 x 107* mol dm>; c2 = 1,02 x 10~ mol dm ) i TBACIO4 (c = 0,0151 mol dm™>) u
acetonitrilu, = (25,0 £ 0,1) °C; Vo (L) = 2,2 cm?; Jex = 260 nm, Slitex = 10 nm, Slitem = 10 nm;
b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru mnozina dodanog ClO4~

1 spoja L. m eksperimentalne vrijednosti; — izraCunane vrijednosti.

Nakon §to su stehiometrije svih kompleksa koji, u znacajnoj koli€ini, nastaju u
opisanom sustavu bile poznate, pristupilo se odredivanju njihovih konstanti stabilnosti. Za
odredivanje tri konstante stabilnosti bilo je potrebno vrlo detaljno pokriti veliki raspon omjera
iona i cikloheksapeptida. Navedeno je postignuto koriStenjem tri razliCite koncentracije otopine
kalcijeva perklorata tetrahidrata (slika 6). Medutim, tako kompleksan sustav nije bilo moguce
pouzdano okarakterizirati dok god postoji promjena intenziteta fluorescencije koja nastaje

uslijed razrjedenja.
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Slika 6. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 1,99 x 107> mol dm®) s Ca(ClOa4),
(c1 = 1,42 x 10* mol dm™; ¢ = 1,32 x 107 mol dm>; ¢; = 7,60 x 107> mol dm™) u acetonitrilu,
$=(25,0£0,1) °C; Vo (L) =2,2 cm®; Jex = 260 nm, Slitex = 10 nm, Slitem = 10 nm; spektri su
korigirani za razrjedenje. b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru

mnozina dodanog Ca(ClO4): 1 spoja L.

U svrhu rjeSavanja problema razrjedenja titracija je provedena tako da je u otopinu
titranda dodavana otopina titransa koja sadrZi jednaku koncentraciju cikloheksapeptida kao 1
titrand (soli su otopljene u otopini cikloheksapeptida u acetonitrilu, stoga nema razrjedenja).
Na taj nacin uspjesno su odredene tri konstante ravnoteze (slika 7, tablica 1). Tijek reakcije u
obliku distribucijskih dijagrama, prikazan je na slici 7 ,,Sendvi¢* kompleks L>Ca*" nastaje na
samom pocetku reakcije, do omjera kalcijeva kationa i liganda od 0,50, i tijekom reakcije
nestaje. Kompleksa LCa*" nastaje oko 10% te kroz titraciju njegova koncentracija ostaje gotovo
konstantna. Kompleks (LCaClO4)" po€inje se znacajnije stvarati tek nakon omjera kationa i

liganda od 6,5, a zatim kontinuirano nastaje do kraja titracije.
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Slika 7. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 1,99 x 10 mol dm™) s Ca(ClOa),
(c1=1,42x10*moldm3; c2=1,32 x 10 mol dm™>; c3=7,70 x 10> mol dm>) u acetonitrilu,
3=(25,0+0,1) °C; Vo (L) = 2,2 cm?®; dex = 260 nm, Slitex = 10 nm, Slitem = 10 nm; b) Ovisnost
relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o omjeru mnoZina dodanog Ca(ClO4):2 1 spoja

L. m eksperimentalne vrijednosti; — izracunane vrijednosti.

a) b)
S 100 Slobodni L @ 100 —— Slobodni L
£ —L,Ca” g —L,ca”
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5 a0 | E g0 )
S ——(LCaClo,)| o —— (LCaCIO,)
g o = =
é 604 & 60 /
g 8
> 40 R 40
20 20 4
04 0] —"
T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 0 5 10 15 20
n(CaZ*) / n(L) broj dodatka

Slika 8. a) Distribucijski dijagram ovisnosti stupnja nastanka kompleksa izrazenog preko
receptora L o omjeru mnozina dodanog Ca** i spoja L, 9 = (25,0 = 0,1) °C; b) Distribucijski
dijagram ovisnosti stupnja nastanka kompleksa o rednom broju dodatka Ca(ClOas)a,
9 = (25,0 = 0,1) °C; pravokutnicima su oznaceni dodatci pojedinih koncentracija otopine
Ca(ClO4), (svijetlo ruzicasti pravokutnik: ¢c; = 1,42 x 107 mol dm; ruzicasti pravokutnik:

c2 = 1,32 x 1073 mol dm3; smedi pravokutnik: c3= 7,70 x 107> mol dm>). .
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Tablica 1. Usporedba kumulativnih konstanti ravnoteze nastanka kalcijevih kompleksa spoja
L odredenih fluorimetrijskim titracijama i literaturnih podataka za kompleksiranje strukturno

slicnog cikloheksapeptida s kalcijevim kationom u acetonitrilu, $ = (25,0 = 0,1) °C.

Eksperimentalno odredene Literaturne'?

Kompleks logK Kompleks logK
L2Ca?* 10,69 L1,Ca*" 6,48
LCa?" 435 L1Ca* 4,85
(LCaClOq4)* 7,39 L1(Ca*" ) 8,10

Strukturne karakteristike kompleksa dobivene su simulacijama molekulske dinamike.
Rezultati simulacija pokazuju da se kalcijev kation veze preko karbonilnih kisika u svim
kompleksima. U kompleksu LCa?* (slika 9a) kalcijev kation vezan je u prosjeku sa 4 karbonilna
kisika dok je u ,,sendvi¢* kompleksu LoCa®" (slika 9b) kalcijev kation koordiniran u prosjeku
preko 8 karbonilnih kisika cikloheksapeptida (tablica 3). Strukturu kompleksa (LCaClO4)" u
otopini nije bilo moguce dobiti koristenjem odabranog klasi¢nog polja sila. Za reprezentativne
rezultate potrebno je koristiti kombinaciju molekulske mehanike i kvantno mehanickih racuna

(MM/QM metode), Sto izlazi izvan okvira ovog istrazivanja.

Slika 9. a) kompleks LCa**—peptid : Ca®" =1 : 1.
b) ,.Sendvi¢* kompleks L,Ca*'—peptid : Ca* =2 : 1.
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4.1.2. Magnezijev perklorat

Provedena je fluorimetrijska titracija otopine cikloheksapeptida u acetonitrilu s dvjema
otopinama magnezijeva perklorata heksahidrata razli¢itih koncentracija (slika 10a). Tijekom
titracije relativni intenzitet fluorescencije raste, a najve¢a promjena uocena je pri 284 nm (slika
10b). Iz provedene fluorimetrijske titracije, uspjeSno su odredene tri konstante ravnoteze

nastanka kompleksa (tablica 2).

300 a) 300+ b)
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Slika 10. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 2,11 x 107 mol dm™>) s Mg(ClO4),
(c1 = 2,21 x 1073 mol dm™; ¢z = 3,00 x 1072 mol dm™) u acetonitrilu, 3 = (25,0 +0,1) °C;
Vo (L) = 2,2 cm?; Aex =260 nm, Slitex = 10 nm, Slitem = 10 nm; b) Ovisnost relativnog intenziteta
fluorescencije pri 284 nm o omjeru mnozina dodanog Mg(ClO4): 1 spoja L. m eksperimentalne

vrijednosti; — izraCunane vrijednosti.

Prva konstanta ravnoteZe odgovara kompleksu LMg*" te iznosi log = 5,18. Osnovni
spektar ima drugi najveci intenzitet (slika 12), a tijekom titracije kontinuirano raste do udjela
oko 30 % (slika 11). Druga konstanta odgovara ,,sendvi¢* kompleksu LoMg?*, a iznosi logf =
11,11. Navedeni kompleks ima osnovni spektar najveéeg intenziteta u odnosu na ostale vrste
koje nastaju u otopini tijekom titracije (slika 12). Koncentracija ,,sendvi¢* kompleksa naglo
raste do omjera kationa i cikloheksapeptida koji iznosi 0,95, nakon cega opada uslijed nastanka
ostalih kompleksa (slika 11). Analogno titraciji s kalcijevim perkloratom, u slucaju
magnezijeva perklorata nastaje ternarni kompleks u kojem su peptid, Mg?* i ClO4~ u omjeru
1:1: 1, ¢ija je konstanta nastanka logf = 7,15. Koncentracija navedenog kompleksa raste do

udjela oko 70 % te on odgovara najzastupljenijoj vrsti u otopini na kraju titracije (slika 11).
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Slika 11. a) Distribucijski dijagram ovisnosti
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stupnja nastanka kompleksa izrazenog preko

receptora L o omjeru mnoZina dodanog Mg*" i spoja L, 9 = (25,0 + 0,1) °C; b) Distribucijski

dijagram ovisnosti stupnja nastanka kompleksa o rednom broju dodatka Mg(ClO4)a,

9 =(25,0+0,1) °C; pravokutnicima su oznaceni dodatci pojedinih koncentracija otopine

Mg(ClO4), (svijetlo ruzi€asti pravokutnik: c1 = 2,21 x 107> mol dm™>; ruzi€asti pravokutnik:

c2=0,0300 mol dm™).
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Slika 12. Osnovni emisijski spektri pojedinih kompleksa koji nastaju tijekom titracije spoja L

s Mg(ClO4)2 u acetonitrilu, $ = (25,0 £ 0,1) °C.
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1z trajektorija simulacija molekulske dinamike odredena su reprezentativne strukture
kompleksa. Vidljivo je da magnezij u kompleksu LMg*" (slika 13a) u prosjeku ostvaruje 5
interakcija s karbonilnim kisicima cikloheksapeptida. Nadalje, u ,,Sendvi¢* kompleksu, LoMg?*
(slika 13b) magnezijev kation u prosjeku stvara 5 koordinacijskih veza s karbonilnim kisicima

cikloheksapeptida.

a) b)

Slika 13. a) kompleks LMg*" — peptid : Mg*" =1 : I;
b) ,,.Sendvi¢* kompleks LoMg?" — peptid : Mg?" =2 : 1 simulirani u acetonitrilu.
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4.1.3. Stroncijev perklorat

Analogno, provedena je fluorimetrijska titracija otopine cikloheksapeptida u acetonitrilu s
dvjema otopinama stroncijeva perklorata heksahidrata razli¢itih koncentracija kako bi se
detaljnije obuhvatio Siri raspon omjera peptida i kationa (slika 14a). Relativni intenzitet
fluorescencije tijekom titracije raste do omjera Sr** i peptida koji iznosi oko 150, nakon ¢ega
pada. Relativni intenzitet fluorescencije najvise se mijenja pri valnoj duljini 284 nm (slika 14b).
Odredene su tri konstante ravnoteze nastanka kompleksa (tablica 2).

a) b)

RIF

325
284 nm 1 -
300+
275
250+
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200+

300 350 400 450 500 1756 50 100 150 200 250 300
Alnm n(Sr*) / n(L)

Slika 14. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 1,94 x 107 mol dm™>) s Sr(ClOa),

(c1 = 2,21 x 107 mol dm™>; ¢2 = 0,0305 mol dm™) u acetonitrilu, $ =(25,0+0,1) °C;

Vo (L) = 2,2 cm?; Aex = 260 nm, Slitex = 10 nm, Slitem = 10 nm; b) Ovisnost relativnog intenziteta

fluorescencije pri 284 nm o omjeru mnozina dodanog Sr(ClO4)2 1 spoja L. m eksperimentalne

vrijednosti; — izraCunane vrijednosti.

Nastanak kompleksa LSr*" opisan je konstantom logB = 3,06. Nadalje, konstanta

b 413

nastanka ,,sendvi¢“ kompleksa iznosi logh = 9,22, a odgovara kompleksu L,Sr**. Konstanta
stabilnosti posljednje detektirane vrste, ternarnog kompleksa LSr(Cl04)", iznosi logB = 6,24.
Osnovni spektar ,,sendvi¢™ kompleksa ima veéi intenzitet od osnovnih spektara ostalih vrsta
koje nastaju u otopini tijekom titracije (slika 16). Slijedi intenzitet svojstvenog spektra
ternarnog kompleksa LSr(ClO4)*, zatim kompleksa LSr**, dok najmanji intenzitet ima &isti

cikloheksapeptid.
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Koncentracija LSr*" kompleksa raste do udjela od 10 % pri nizim omjerima kationa i

cikloheksapeptida te ostaje gotovo konstantna do kraja titracije (slika 15). ,,Sendvi¢ “ kompleks

nastaje na pocetku titracije i dolazi do udjela od 80 % te nakon omjera kationa 1 liganda koji

iznosi 8 pada naustrb nastanka ternarnog kompleksa LSr(ClO4)", koji raste tijekom cijele

titracije do kona¢nog udjela od gotovo 90 %.
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| | |
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— Slobodni L
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Slika 15. a) Distribucijski dijagram ovisnosti stupnja nastanka kompleksa izraZzenog preko

receptora L o omjeru mnozina dodanog Sr*" i spoja L, 9 = (25,0 = 0,1) °C; b) Distribucijski

dijagram ovisnosti stupnja nastanka kompleksa o rednom broju dodatka Sr(ClO4),

9 =(25,0+0,1) °C; pravokutnicima su oznaceni dodatci pojedinih koncentracija otopine

Sr(ClO4)2 (svijetlo ruziGasti pravokutnik: ¢; = 2,21 x 10~ mol dm; ruzidasti pravokutnik:

c2=10,0305 mol dm™).
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Slika 16. Osnovni emisijski spektri pojedinih kompleksa koji nastaju tijekom titracije spoja L

s Sr(ClO4)2 u acetonitrilu, 9 = (25,0 + 0,1) °C.

Reprezentativna struktura pokazuje da je kompleks u kojem su peptid i Sr** u odnosu
1 : 1 piramidalnog oblika. Kation je iznad ravnine prstena peptida te u prosjeku stvara 4
koordinacijske veze s karbonilnim kisicima peptida (slika 17a). U ,,sendvi¢* kompleksu kation
je u sredini izmedu dva peptida te je u prosjeku okruzen s 9 karbonilnih kisika (tablica 3) s

kojima tvori koordinacijske veze (slika 17b).

a)

Slika 17. a) kompleks LSr*" — peptid : Sr** =1 : 1,

b) ,.Sendvi¢* kompleks L>Sr*" — peptid : Sr** =2 : 1 simulirani u acetonitrilu.

Emilija Petrovi¢ Hadar



§ 4. Rezultati i rasprava 26

4.1.4. Barijev perklorat

Provedena fluorimetrijska titracija otopine cikloheksapeptida u acetonitrilu s dvjema otopinama
barijeva perklorata heksahidrata razli¢itih koncentracija (slika 18a) pokazuje nastanak tri
kompleksa (tablica 2). Najveca promjena intenziteta fluorescencije uocena je pri 284 nm (slika

18b).

300+ a) 325 b)
RIF RIF 6 m
250 3001
4 B ] a
200 A 2751
150 250
100 225
50 200
0 T T T T T T T T 1 1754 T T T T T T T T 4 T T T 1
300 350 400 450 500 0 50 100 150 200 250 300
2+
Al nm n(Ba®) / n(L)

Slika 18. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 1,94 x 10> mol dm™) s Ba(ClOa4)
(c1 =2,21 x 107 mol dm™3; 2 = 3,01 x 1072 mol dm™>) u acetonitrilu, 3 = (25,0 +0,1) °C;
Vo (L) = 2,2 cm?; Aex = 260 nm, Slitex = 10 nm, Slitem = 10 nm; b) Ovisnost relativnog intenziteta
fluorescencije pri 284 nm o omjeru mnoZzina dodanog Ba(ClO4)2 1 spoja L. m eksperimentalne

vrijednosti; — izraCunane vrijednosti.

Prva konstanta ravnoteZe odgovara kompleksu LBa®" te iznosi log8 = 3,54. Druga
konstanta odgovara ,,sendvi¢® kompleksu L,Ba’", a iznosi logh = 9,42. Treca konstanta
ravnoteze odgovara kompleksu LBa(ClO4)" te iznosi logB = 6,26.

Osnovni spektar najveceg intenziteta odgovara ,,sendvi¢” kompleksu (slika 20.),
njegova koncentracija raste pri omjerima kationa 1 peptida do 8, nakon ¢ega pada do udjela
manjeg od 5 % (slika 19). Sljedeci po jacini intenzitet svojstvenog spektra odgovara ternarnom
kompleksu LBa(ClO4)" (slika 20) ¢ija koncentracija raste kroz cijelu titraciju te naposljetku
doseze udio iznad 80 % (slika 19). Cisti peptid ima najmanji intenzitet svojstvenog spektra
(slika 20) i tijekom titracije se trosi (slika 19). Intenzitet svojstvenog spektra kompleksa LBa*"
vedi je od onog za Cisti peptid, a manji u odnosu na kompleks LBa(ClO4)" (slika 20). Pri
omjerima kationa i peptida do 15, koncentracija kompleksa LBa?" raste do gotovo 20 % nakon

¢ega opada do kraja titracije (slika 19).
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Slika 19. a) Distribucijski dijagram ovisnosti stupnja nastanka kompleksa izraZzenog preko
receptora L o omjeru mnozina dodanog Ba®"i spoja L, 3 = (25,0 £ 0,1) °C; b) Distribucijski
dijagram ovisnosti stupnja nastanka kompleksa o rednom broju dodatka Ba(ClOs)a,
9=(25,0+0,1) °C; pravokutnicima su oznaceni dodatci pojedinih koncentracija otopine
Sr(ClOa): (svijetlo ruziGasti pravokutnik: ¢; = 2,21 x 10> mol dm; ruzidasti pravokutnik:

c2=0,0301 mol dm™).

——L
—— LBa(CIO,)
2.5x10" 4 ——LBa
RIF | LB

2.0x10" 4

1.5%10" 4

1.0x107

5.0x10°

0.0

T T T T T — T 1
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Al nm

Slika 20. Osnovni emisijski spektri pojedinih kompleksa koji nastaju tijekom titracije spoja L

s Ba(ClO4)2 u acetonitrilu, 3 = (25,0 £ 0,1) °C.

Barijev kation u kompleksu LBa** nalazi se iznad ravnine prstena cikloheksapeptida te
u prosjeku ostvaruje 4 koordinacijske veze s karbonilnim kisicima (slika 21a). U ,,sendvic*
kompleksu kation je vezan preko, u prosjeku, 9 karbonilnih kisika (tablica 3) te je smjesten u

sredini izmedu dva cikloheksapeptida (slika 21b).
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Slika 21. a) Kompleks LBa** — peptid : Ba*" =1 : 1;

b) ,,sendvi¢“ kompleks L,Ba®*" —peptid : Ba** =2 : 1 simulirani u acetonitrilu.

Emilija Petrovi¢ Hadar



§ 4. Rezultati i rasprava 29

4.2. Vezanje kationa na spoj L

Istrazivani cikloheksapeptid L veze katione u acetonitrilu §to je utvrdeno fluorimetrijskim
titracijama i potvrdeno simulacijama molekulske dinamike. Pokazano je da u titracijama s
perkloratima zemnoalkalijskih metala nastaju tri razli¢ita kompleksa, od kojih je prvi koji
nastaje 1:1 kompleks LM?*, dok nadalje vezanjem dodatnog liganda ili perkloratnog aniona
nastaju preostala dva kompleksa. ,,Sendvic* kompleks nastaje na samom pocetku titracije, pri
nizim omjerima kationa 1 cikloheksapeptida te u ostatku titracije postepeno nestaje.
Dodavanjem otopine kationa iznad omjera kationa i liganda koji iznosi 1 : 1 dominantno nastaje
kompleks LM?* te je njegova koli¢ina u prosjeku konstanta ili blago pada u nastavku titracije.
Vezanjem perkloratnog aniona na navedeni kompleks nastaje tre¢a vrsta (LMCIO4)", koja nije
opisana u literaturi, odnosno krivo je pripisana kompleksu s dva kalcijeva iona.'> Kompleks
(LMCIO4)" nastaje pri ve¢im omjera kationa i liganda te se njegova koli¢ina do kraja titracije
kontinuirano povecava. Dakle, iako je odabran anion kojeg ligand vrlo slabo veze, pokazano je

da ga kompleksi LM** vrlo dobro vezu.

Tablica 2. Konstante ravnoteze (log £ 1 log K) nastalih kompleksa u acetonitrilu, 9 = (25,0 £

0,1) °C; odredeno fluorimetrijskim titracijama.

Kation Peptid:kation:ClO4™ logp logK
2:1 11,11 5,93

Mgt 1:1 5,18 5,18
1:1:1 7,15 1,97

2:1 10,44 531

Calt 1:1 5,13 5,13
1:1:1 8,63 3,50

2:1 9,22 6,16

sr2t 1:1 3,06 3,06
1:1:1 6,24 3,18

2:1 9,42 5,88

Ba?* 1:1 3,54 3,54
1:1:1 6,26 2,72
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Tablica 3. Prosjecan broj karbonilnih kisika peptida koji s kationom tvore koordinacijske
veze u acetonitrilu, rezultati simulacija molekulske dinamike.

Prosjecan broj karbonilnih kisika

Kation L,M2* Lv2t
Mgt 5,0 5,0
Cat 7,9 43
o2t 9,0 4.4
Ba2t 9,2 4.4

S obzirom na vrijednosti konstanti nastanka pojedinih kompleksa (tablica 2), te na
prosjecan broj interakcija koje u prosjeku ioni ostvaruju s karbonilnim kisicima
cikloheksapeptida (tablica 3) moze se provesti komparativna analiza rezultata. U nizu
proucavanih zemnoalkalijskih kationa, najpovoljnije vezanje pokazuje magnezijev kation, a
razlog tome je ¢injenica da je navedeni kation dovoljno malen te se smjesta u sredinu prstena
cikloheksapeptida (slika 13b) i okruzuje u prosjeku s 5 karbonilnih kisika. Kao takav je potpuno
desolvatiran, Sto je entalpijski nepovoljno, pogotovo zato Sto je magnezijev kation malog
promjera (0,71 A)"° i velike gustoée naboja (AsoH(Mg>*, MeCN) > 1600 kJ mol™)!5. S druge
strane, s obzirom na to da otapalo gubi svoju strukturiranost oko kationa, nastanak kompleksa
je entropijski povoljan. Sli¢an trend pokazuje 1 kalcijev kation, Cija promjena entalpije
solvatacije u acetonitrilu niza u odnosu na magnezijev kation (iznosi oko 1580 kJ mol™)'%, ali
je on prevelik da bi u potpunosti bio u ravnini prstena cikloheksapeptida, stoga se smjeSta malo
iznad ravnine prstena te je kompleks piramidalnog oblika pri ¢emu su ostvarene u prosjeku 4
koordinacijske veze s karbonilnim kisicima. Kation je dodatno zaklonjen jednom fenilnom
skupinom (slika 9b), stoga je potpuno okruzen atomima cikloheksapeptida, odnosno
desolvatiran i na taj nacin je njegov nastanak entropijski povoljan.

S druge strane, stroncijev 1 barijev kation se slabije vezu u opisane komplekse, a
medusobno pokazuju slican trend. Zbog svoje veli¢ine oni su, u 1:1 kompleksima (slike 17b i
21b), iznad prstena cikloheksapeptida te su samo djelomi¢no desolvatirani. Njihova
desolvatacija je povoljnija u odnosu na magnezijev i kalcijev kation (AsoH(Sr**, MeCN) =
1460 kJ mol”!, AsovH(Ba**, MeCN) = 1335 kJ mol™)'®, ali su svojom veli¢inom manje
kompatibilni s cikloheksapeptidom L. U prosjeku ostvaruju izmedu 4 i 5 koordinacijskih veza

s karbonilnim kisicima cikloheksapeptida koje su slabije u odnosu na magnezijev i kalcijev
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kation, stoga su i konstante ravnoteze manje. S druge strane nastanak ,,sendvic* kompleksa
(slike 17a1i21a) iz 1:1 kompleksa je izrazito povoljan, kationi ne moraju izlaziti iz prstena, ve¢
se nalaze na povoljnoj poziciji te se dodatno stabiliziraju karbonilnim kisicima drugog
cikloheksapeptida ostvarujuci u prosjeku 9 interakcija s karbonilnim kisicima.

Iako struktura ternarnog kompleksa koji sadrzi cikloheksapeptid, zemnoalkalijski kation
i perkloratni anion nije uspjesno odredene ra¢unalnim metodama, iz strukture kompleksa LM?*
mogu se donijeti neke pretpostavke. Nacelno je mogu¢ nastanak dva tipa ternarnog kompleksa.
Kod prvog tipa, perkloratni anion veZe se sa suprotne strane u odnosu na kation. U peptidnoj
vezi, kut izmedu karbonilnog kisika i amidne skupine je 180°, stoga ¢e anion u kompleksu u
kojem su karbonilni kisici usmjereni prema kationu, teze ostvarivati vodikove veze s amidnim
protonima koji su vrlo razmaknuti. Kako bi bio dovoljno blizu za ostvarivanje interakcija anion
mora biti desolvatiran, §to je entalpijski nepovoljno. Nastajat ¢e manji broj slabijih vodikovih
veza te Ce stabilnost ternarnog kompleksa biti manja u odnosu na kompleks u kojem su
cikloheksapeptid i kation u odnosu 1:1. Drugi nacin vezanja perkloratnog aniona na 1:1
kompleks je povezivanje sa strane kationa, odnosno stvaranje ionskog para. U tom slucaju
perkloratni anion ne ostvaruje nikakve interakcije s cikloheksapeptidom i na taj nacin nije
stabiliziran, jedine interakcije koje ostvaruje su privlacne interakcije s kationom. Dolazi do
kompeticije izmedu elektrostatskog privlacenja kationa 1 aniona te solvatacije aniona. Kao i u
prethodnom tipu, nastanak ternarnog kompleksa je manje povoljan u odnosu na nastanak 1:1

kompleksa.
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4.3. Anioni

Koristeni cikloheksapeptid sadrzi Sest sekundarnih amidnih skupina, $to ga ¢ini dobrim
donorom vodikove veze. Stoga su provedene fluorimetrijske titracije 1 simulacije molekulske
dinamike s monoatomnim 1 poliatomnim anionima te su odredene konstante nastanka pojedinih

kompleksa te broj amidnih protona koji sudjeluju u interakciji s anionom.

4.3.1. Tetraetilamonijev klorid

Provedena je fluorimetrijska titracija otopine cikloheksapeptida u acetonitrilu s otopinom
tetraetilamonijevog klorida (slika 22a). Relativni intenzitet fluorescencije najviSe se mijenja pri
valnoj duljini 284 nm 1 raste tijekom cijele titracije (slika 22b). S obzirom na izgled
distribucijske krivulje (slika 23) u odnosu na tijek titracije i oblik svojstvenih spektara (slika
24), sami rezultati nisu pouzdani. Nastala koli¢ina kompleksa je oko 10 %, stoga ne mozemo
tvrditi da je izraCunata konstanta ravnoteZe reprezentativna, ipak odredena je u svrhu usporedbe

s drugim anionima u nizu.

a) b)

RIF 2801
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255 1

T T = T T 2 250 T T T T T
300 350 400 450 500 0 50 100

Alnm n(Cr) 7 n(L)

Slika 22. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 2,13 x 107 mol dm>) s TEACI
(c=17,86 x 102 mol dm™>) u acetonitrilu bez razrjedenja, 9= (25,0 £ 0,1) °C; Vo (L) = 2,2 cm?;
Aex = 260 nm, Slitex = 10 nm, Slitem = 10 nm; b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije
pri 284 nm o omjeru mnozina dodanog TEACI i spoja L. m eksperimentalne vrijednosti;

— izraCunane vrijednosti.
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Slika 23. a) Distribucijski dijagram ovisnosti stupnja nastanka kompleksa izrazenog preko
receptora L. o omjeru mnozina dodanog Cl™ i spoja L, 3 = (25,0 £0,1) °C; b) Distribucijski
dijagram ovisnosti stupnja nastanka kompleksa o rednom broju dodatka TEACI,
9=(25,0+0,1) °C.

L
LCI

2.5x107
RIF

2.0x107 -

1.5x107

1.0x107

5.0x10° 4

0.0 T T T T T T 1
300 350 400 450 500

Alnm
Slika 24. Osnovni emisijski spektar kompleksa koji nastaje tijekom titracije spoja L s TEACI

u acetonitrilu, 4= (25,0 £ 0,1) °C.

Konstanta nastanka kompleksa iznosi logf = 1,69, a odgovara kompleksu LCI". Osnovni
spektar navedenog kompleksa je ve¢i u odnosu na cisti ligand (slika 24). Reprezentativna
struktura pokazuje da u kompleksu LCI™ anion se nalazi iznad ravnine prstena te u prosjeku 3

do 4 amidna protona sudjeluju u vodikovoj vezi s anionom (slika 25).
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Slika 25. Kompleks LCI™ — peptid : CI" =1 : 1 simuliran u acetonitrilu.
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4.3.2. Tetrabutilamonijev bromid

Analogno, provedena je fluorimetrijska titracija otopine cikloheksapeptida u acetonitrilu s
otopinom tetrabutilamonijevog bromida (slika 26a). Relativni intenzitet fluorescencije najvise

se mijenja pri valnoj duljini 284 nm i nelinearno pada tijekom cijele titracije (slika 26b).

300+ a) _ b)
RIF 280
2504 R|F284 nm |
260 -
2004 ]
240

150
1004 220
50+ 200+
0 T T T T T T T T T 1 180 T T T T T T
300 350 400 450 500 0 200 400 600 800 1000
2/nm n(Br) / n(L)

Slika 26. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 1,99 x 10 mol dm™>) s TBABr
(c=17,49 x 1072 mol dm™>) u acetonitrilu bez razrjedenja, 9= (25,0 £ 0,1) °C; Vo (L) = 2,2 cm’;
Aex = 260 nm, Slitex = 10 nm, Slitem, = 10 nm; b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije
pri 284 nm o omjeru mnoZina dodanog TBABr 1 spoja L. m eksperimentalne vrijednosti;

— izraunane vrijednosti.
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Slika 27. a) Distribucijski dijagram ovisnosti stupnja nastanka kompleksa izrazenog preko

receptora L. o omjeru mnozina dodanog Br™ i spoja L, 9 = (25,0 £ 0,1) °C; b) Distribucijski

dijagram ovisnosti stupnja nastanka kompleksa o rednom broju dodatka TBABT,

9=(25,0+0,1)°C.
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Slika 28. Osnovni emisijski spektar kompleksa koji nastaje tijekom titracije spoja L s TBABr

u acetonitrilu, $ = (25,0 £ 0,1) °C.
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Konstanta nastanka kompleksa LBr~ iznosi logP = 2,60 te kompleks nastaje tijekom
cijele titracije do udjela od 90 % (slika 27). Osnovni spektar navedenog kompleksa ima manji
intenzitet u odnosu na Cisti ligand (slika 28). U prosjeku 3 amidna protona sudjeluju u
stvaranju vodikove veze s bromidom, a sami se bromid nalazi iznad ravnine prstena

cikloheksapeptida (slika 29).

Slika 29. Kompleks LBr™ — peptid : Br =1 : 1 simuliran u acetonitrilu.

Emilija Petrovi¢ Hadar



§ 4. Rezultati i rasprava 38

4.3.3. Tetrabutilamonijev dihidrogenfosfat

U nastavku istrazivanja provedena je fluorimetrijska titracija otopine cikloheksapeptida u
acetonitrilu s otopinom tetrabutilamonijevog dihidrogensulfata (slika 34a) kako bi se istrazilo
vezanje poliatomnog aniona. Relativni intenzitet fluorescencije najviSe se mijenja pri valnoj
duljini 284 nm i tijekom titracije raste do omjera 1:1, a zatim pada do konstantne vrijednosti
(slika 34b). Iz oblika navedene krivulje moze se pretpostaviti nastanak vise kompleksa s
razli¢itim omjerima liganda 1 aniona. U skladu s time iz provedene fluorimetrijske titracije,

uspjesno su odredene tri konstante ravnoteze nastanka kompleksa.

300+ 290 -
RIF RIF284 nm T
250 2804
200 2704
150 - 260,
1001 1
250+

50 4

240-

0 T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T

300 350 400 450 500 6 1t 2 3 4 5 6 7 8

Alnm n(H,PO, ")/ n(L)

Slika 34. a) Fluorimetrijska titracija spoja L (¢ = 1,96 x 107> mol dm>) s (TBA)H2POs4
(c =5,54 x 10 mol dm™) u acetonitrilu, 3 = (25,0 £ 0,1) °C; Vo (L) = 2,2 cm?; Aex = 260 nm,
Slitex = 10 nm, Slitem = 10 nm; b) Ovisnost relativnog intenziteta fluorescencije pri 284 nm o
omjeru mnozina dodanog (TBA)H2PO41 spoja L. m eksperimentalne vrijednosti; — izra¢unane

vrijednosti.
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Slika 35. a) Distribucijski dijagram ovisnosti stupnja nastanka kompleksa izrazenog preko
receptora L. o omjeru mnozina dodanog H>PO4™ i spoja L, $ = (25,0 + 0,1) °C; b) Distribucijski
dijagram ovisnosti stupnja nastanka kompleksa o rednom broju dodatka (TBA)H2POs,
$=(25,0£0,1)°C.
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Slika 36. Osnovni emisijski spektri pojedinih kompleksa koji nastaju tijekom titracije spoja L

s (TBA)H2PO4 u acetonitrilu, 9 = (25,0 = 0,1) °C.
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Prva konstanta odgovara kompleksu u kojem su peptid i H2PO4 u odnosu 2 : 1, a iznosi
logp = 10,36. Osnovni spektar navedenog kompleksa ima najveéi intenzitet u odnosu na ostale
vrste koje nastaju u otopini tijekom titracije (slika 36). Koncentracija L2H,PO4  kompleksa
raste do omjera 0,60 i udjela od oko 30 %, nakon cega opada uslijed nastanka ostalih kompleksa
(slika 35).

Druga konstanta ravnoteze odgovara kompleksu LH>PO4 te iznosi logf = 5,20.
Osnovni spektar ima manji intenzitet u odnosu na kompleks L2H>PO4™ (slika 36), a tijekom
titracije kontinuirano raste do omjera 1,2 pri kojem ima udio od oko 10 % (slika 35). U prosjeku
ostvaruje 4,64 interakcija s amidnim protonima cikloheksapeptida, §to je vidljivo na
reprezentativnoj strukturi (slika 37).

Dihidrogenfosfat ima izraZzeno svojstvo dimerizacije (konstanta dimerizacije u
acetonitrilu iznosi log = 3,38%). U skladu s navedenim nastaje kompleks u kojem je na
cikloheksapeptid vezan dimer dihidrogenfosfata L(H2PO4),>". Konstanta nastanka navedenog
kompleksa iznosi logff = 11,13, a njegova osnovni spektar ima najnizi intenzitet u odnosu na
ostale zastupljene vrste. Koncentracija kompleksa raste tijekom cijele titracije, a naposljetku

njegov udio iznosi iznad 98 % (slika 36).

Slika 37. Kompleks LH2PO4™ — peptid H2PO4™ =1 : 1 simuliran u acetonitrilu.
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4.4. Vezanje aniona na spoj L

Koristeni cikloheksapeptid sadrzi sekundarne amidne skupine koje s anionima stvaraju
vodikove veze, ali su konstante stabilnosti kompleksa koji sadrze anione (tablica 4) znaCajno
nize u odnosu na komplekse koji sadrze katione (tablice 2). Istrazivane anione moguce je
podijeliti u dvije skupine, prema pokazanim trendovima vezanja. U slu¢aju monoatomih
aniona, desolvatacija je entalpijski nepovoljna, ali to je kompenzirano ostvarivanjem u prosjeku
tri vodikove veze te povoljnim interakcijama izmedu aniona i fenilnih prstenova. S druge strane,
poliatomni anion, dihidrogenfosfat, ima viSe srediSta koja mogu ostvarivati vodikove veze s
cikloheksapeptidom (kisikovi atomi) te su konstante stabilnosti, za sva tri kompleksa koja
stvara s ciklopeptidom L, vece u odnosu na monoatomne anione. U prosjeku ostvaruje 4 ili vise
vodikovih veza, a zbog veliCine aniona fenilne skupine se orijentiraju izvan prstena

cikloheksapeptida.

Tablica 4. Konstante ravnoteZze (log f 1 log K) nastalih kompleksa u acetonitrilu,

9=(25,0%0,1) °C; odredeno fluorimetrijskim titracijama.

Anion Peptid:anion logp logK
Cr 1:1 1,69 1,69
Br~ 1:1 2,60 2,60

2:1 10,36 5,16

H2P04_ 11 5,20 5,20

1:2 11,13 5,93

Tablica 5. ProsjeCan broj kontakata amidnih protona peptida i1 kisika oksoaniona u

kompleksima stehiometrijskog omjera 1:1, rezultati simulacija molekulske dinamike.

. Prosjecan broj
Anion s,
amidnih protona
Cr 3,49
Br- 2,88
H.PO4 4,64

Emilija Petrovi¢ Hadar



5. Zakljudak 42
§ j

§ 5. ZAKLJUCAK

Ovo istrazivanje pruza uvid u interakcije cikloheksapeptida s kationima i anionima, odnose
konstanti stabilnosti nastalih kompleksa te njihove strukture. Cikloheksapeptid L uspjesno veze
zemnoalkalijske katione ostvarivanjem koordinacijskih veza preko karbonilnih kisika. Uvid u
strukture i stabilnosti nastalih kompleksa dobiveni su provodenjem fluorimetrijskih titracija i
simulacija molekulske dinamike. Pokazano je da cikloheksapeptid u reakcijama s perkloratima
zemnoalkalijskih metala stvara 3 razli¢ita kompleksa. Osnovni kompleks je LM?" u kojem su
cikloheksapeptid 1 kation u omjeru 1:1, a preostali kompleksi nastaju vezanjem dodatnog
liganda ili perkloratnog aniona. Svi istrazeni zemnoalkalijski metali pokazuju sli¢an trend.
»Sendvic* kompleks nastaje na samom pocetku titracije, pri niskim omjerima kationa i liganda
te njegova koncentracija dalje kroz titraciju opada. Pri omjerima cikloheksapeptida i kationa
ve¢im od 1:1 nastaje kompleks LM?* te njegova koncentracija ostaje gotovo konstanta kroz
cijelu titraciju, usprkos dominantnom nastanku ternarnog kompleksa. U istrazivanju je utvrdeno
nastajanje kompleksa (LMCIO4)", §to se ne slaZe s istrazivanjem Niu i sur.' te dokazuje da je
vezanje dodatnog kationa na 1:1 kompleks nepovoljno, ve¢ dolazi do vezanja ,,inertnog*
aniona.

Postoji dobra korelacija izmedu konstanti stabilnosti pojedinih kompleksa odredenih iz
fluorimetrijskih titracija te samog izgleda i1 prosje¢nog broja ostvarenih interakcija izmedu
liganda 1 kationa odredenih simulacijama molekulske dinamike. Konstanta stabilnosti za
nastanak 1:1 kompleksa najveca je u slu¢aju vezanja magnezijeva kationa na cikloheksapeptid
zbog njihove medudobne kompatibilnosti. Simulacijama molekulske dinamike je pokazano da
se magnezijev kation smjesta unutar prstena cikloheksapeptida i ostvaruje optimalne interakcije
s karbonilnim kisicima. S druge strane, nastanak ,,sendvi¢* kompleksa najpovoljniji je u slucaju
stroncijeva i barijeva kationa jer njihova veli¢ina omoguc¢uje povoljno pozicioniranje izmedu
dva cikloheksapeptida i ostvarivanje veceg broja koordinacijskih veza, $to je u slaganju s
konstantama stabilnosti kompleksa. Ternarni kompleks ima znafajno manje konstante
stabilnosti zbog nepovoljnih entalpijskih uvjeta vezanja aniona.

Konstante stabilnosti nastanka kompleksa cikloheksapeptida i aniona niZe su u odnosu
na katione, pri ¢emu su konstante stabilnosti nastanka kompleksa s poliatomnim anionom vece

u odnosu na monoatomne anione. lako je u sluaju vezanja aniona desolvatacija entalpijski

Emilija Petrovi¢ Hadar



5. Zakljucak 43
§ j

nepovoljna, kompenzirana je stvaranjem vodikovih veza i povoljnim interakcijama s fenilnim
prstenovima.

Vezanje bromida pokazalo se povoljnije u odnosu na klorid zbog vece kompatibilnosti
veli¢ine prstena cikloheksapeptida i aniona te povoljne interakcije s fenilnim skupinama.
Poliatomni anion, dihidrogenfosfat, ima vise srediSta preko kojih ostvaruje vodikove veze s
ligandom S§to rezultira ve¢im konstantama stabilnosti. Anioni se, opcenito, smjestaju iznad
ravnine prstena cikloheksapeptida 1 u prosjeku interagiraju s 3—4 amidna protona.

Rezultati istrazivanja upucuju na to da navedeni cikloheksapeptid ima potencijalnu
primjenu kao kationski i anionski transporter. Njegova cikli¢ka struktura omoguéuje potrebnu
rigidnost 1 stabilnost, smanjuje entropijski utroSak prilikom vezanja iona te osigurava
selektivnost 1 afinitet za specificne katione 1 anione. Takoder, cikloheksapeptid je
biokompatibilan, a njegova rigidnost smanjuje vjerojatnost proteoliticke razgradnje, Sto ga €ini
sigurnim za upotrebu u bioloskim sustavima. Nadalje, potencijalno moze biti koriSten kao
fluorimetrijski senzor iona. Njegov afinitet i visoka osjetljivost prema odredenim kationima i
anionima omogucuju mu otkrivanje istih u slozenim smjesama, §to je vrlo znac¢ajno u podrucju
analiticke kemije.

Daljnjim istrazivanjem bilo bi korisno odrediti 1 ostale termodinamicke parametre
kompleksiranja te utvrditi razlog nepouzdanosti titracije s TEACI. Takoder, u svrhu bolje
identifikacije ternarnih kompleksa, trebalo bi provesti simulacije koje kombiniraju metode

molekulske mehanike i1 kvantno-mehanickih rac¢una.
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§ 7. SAZETAK

ION-RECEPTORSKA SVOJSTVA CIKLOHEKSAPEPTIDA PhesGly: U
ACETONITRILU

Emilija Petrovi¢ Hadar

Cikloheksapeptid sastavljen od 4 uzastopna fenilalanina i 2 glicina moze vezati katione
ostvarivanjem koordinacijskih veza s karbonilnim kisicima, odnosno anione stvaranjem
vodikovih veza pomocu amidnih skupina. U otopinama cikloheksapeptida i perklorata
zemnoalkalijskih metala nastaju 3 razli¢ita kompleksa: ,sendvic“ kompleks gdje su
cikloheksapeptid i kation u omjeru 2:1, kompleks gdje su cikloheksapeptid i kation u omjeru
1:1 te ternarni kompleks gdje su cikloheksapeptid, kation i perklorat u omjeru 1:1:1. Iako
ternarni kompleks ima znafajno manje konstante stabilnosti, dokazano je da nastaje u
reakcijama kompleksiranja. Kationi u 1:1 kompleksima u prosjeku ostvaruju 4-5
koordinacijskih veza s karbonilnim kisicima §to je pokazano simulacijama molekulske
dinamike.

Konstante stabilnosti nastanka kompleksa cikloheksapeptida i aniona niZe su u odnosu
na katione, pri ¢emu su konstante stabilnosti nastanka kompleksa s poliatomnim anionom vece
u odnosu na monoatomne anione. Anioni se smjestaju iznad ravnine prstena cikloheksapeptida

1 u prosjeku interagiraju s 3—4 amidna protona.

Kljucne rijeci: cikloheksapeptid, fluorimetrija, kompleksiranje, MD simulacije

Mentor: izv. prof. dr. sc. Gordan Horvat
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§8. SUMMARY

ION-RECEPTOR PROPERTIES OF CYCLOHEXAPEPTIDE PhesGly:
IN ACETONITRILE

Emilija Petrovi¢ Hadar

A cyclohexapeptide composed of 4 consecutive phenylalanines and 2 glycines can bind cations
via coordination bonds with carbonyl oxygens, and anions through hydrogen bonds with amide
groups. Complexation reactions with alkaline earth metals perchlorates yield 3 different
complexes: a complex where the cyclohexapeptide and cation are in a 1:1 ratio, a "sandwich"
complex where the cyclohexapeptide and cation are in a 2:1 ratio, and a ternary complex where
the cyclohexapeptide, cation, and perchlorate are in a 1:1:1 ratio. Although the ternary complex
has significantly lower stability constants, it has been shown that it forms in complexation
reactions. Cations in 1:1 complexes typically form 4-5 coordination bonds with carbonyl
oxygens, as demonstrated by molecular dynamics simulations.

The stability constants for the formation of cyclohexapeptide-anion complexes are
lower compared to those with cations. Also the stability constants for complexes with
polyatomic anion are higher comparing to those with monoatomic anions. Anions position
themselves above the plane of the cyclohexapeptide ring and typically interact with 3—4 amide

protons.

Key words: complexation, cyclohexapeptide, fluorimetry, MD simulations

Mentor: Assoc. Prof. Gordan Horvat
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