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SazZetak:
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(konformacijska fleksibilnost, niska stabilnost) zbog c¢ega se intenzivno istrazuje podrudje
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1. UvOD

Odlucujuc¢i faktor bioloske aktivnosti i primjene prirodnih peptida jesu njihova
konformacijska fleksibilnost, niska stabilnost te biodostupnost $to izravno ima utjecaj i na
mogucnost koriStenja proteina u terapeutske svrhe, pa se stoga intenzivno istrazuje podrucje
peptidomimetika. Znanost o materijalima, medicina, organska sinteza, bioorganometalna
kemija i biokemija, asimetricna kataliza, nelinearna optika, znanost o polimerima te
biosenzorika i elektrokemija podrucja su Siroke primjene ferocena. PoboljSanje aktivnosti
odredenih terapeutika postize se ugradnjom ferocena u bioaktivne ili molekule ve¢ postojeceg
lijeka, a zahvaljujuci lipofilnom karakteru molekule ferocena, ferocenski derivati lako prolaze
staniéne membrane. Stoga Su istrazivanja na ferocenskim derivatima usmjerena na razvoj
visoko ucinkovitih 1 slabo toksicnih lijekova gdje ferocenski peptidi zauzimaju posebno mjesto.
Naime, konjugacijom ferocenske osnove (Fcd, Fca, Feda) i razli€ito strukturiranih peptidnih
lanaca, dolazi do tvorbe vodikove veze koja inducira nastajanje viSe elemenata sekundarne

strukture.

Cilj ovog rada bila je priprava i konformacijska analiza ferocenskih tripeptida 12-15
[Ac-L(D)-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-L(D)-Pro-Boc, Fn = ferocenilen, Ac = acetil, Boc = tert-
butoksikarbonil] (Slika 1) kao i njihovih prekursora 2-5 [Boc (Ac)-L(D)-Ala-D-Pro-NH-Fca-
COOMe] izvedenih iz ferocen-1,1'-diamina i peptidne sekvence Ala-Pro. Pri tome ¢e se
alterirati zastitne skupine (Boc, Ac) kao i kiralnost uvedenih aminokiselina [L(D)-Pro, L(D)-Ala],
da bi se ispitao utjecaj spomenutih elemenata na tvorbu intramolekulskih vodikovih veza [IHB,

(engl. Intramolecular Hydrogen Bond)] kao preduvijeta za tvorbu razli¢itih okreta.
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Ac-Ala-Pro-NH-Fn-NH-Pro-Boc

Slika 1. Ciljni tripeptidi 12-15



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PEPTIDI | PROTEINI

Peptidi 1 proteini imaju vaznu ulogu u brojnim zivotnim procesima ukljucujuéi
enzimsku katalizu, prijenos i pohranu odredenih molekula 1 iona, pokretljivost misica, ¢vrstoc¢u
kosti i koze, zaStitu imunoloskog sustava, stvaranje i provodenje Ziv¢anih impulsa te kontrolu
rasta i diferencijaciju stanica. Sastavljeni su od 20 aminokiselina povezanih amidnom, odnosno
peptidnom vezom, koje se medusobno razlikuju u veli¢ini, obliku, sposobnosti Stvaranja
vodikovih veza, naboju te kemijskoj reaktivnosti. Zahvaljuju¢i strukturnim razli¢itostima
aminokiselina i njihovim funkcijskim skupinama, peptidima i proteinima pripisuje se cijeli niz
bioloskih funkcija [1, 2].

Peptidna veza je amidna veza koja nastaje izmedu a-karboksilne skupine jedne i a-
amino skupine druge aminokiseline. Amidna veza pokazuje visoku stabilnost u razli¢itim
reakcijskim uvjetima (kiselim ili luznatim) i u prisutnosti drugih kemikalija te pri visokim
temperaturama. Visoka stabilnost amidne veze proizlazi iz sklonosti veze k stvaranju
rezonantnih struktura (Slika 2), $to joj daje svojstva dvostruke veze. Budu¢i da veza izmedu
karbonilnog ugljika i duSikovog atoma peptidne jedinice djelomi¢no posjeduje karakter
dvostruke veze, oko nje nema slobodne rotacije, a iz toga proizlazi i planarnost peptidne veze.
S druge strane, oko veza izmedu a-ugljikova atoma 1 karbonilnog ugljikova atoma te a-
ugljikova atoma i dusikova atoma s obje strane peptidne jedinice postoji visok stupanj slobodne
rotacije. Upravo ta ogranicena rotacija oko peptidne veze i slobodna rotacija oko a-ugljikova

atoma definiraju trodimenzionalnu strukturu svih proteina [1, 3, 4].
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Slika 2. Rezonancija amidne veze

Proteinske molekule mogu se opisati pomocu Cetiri razine strukturnih elemenata:
primarne, sekundarne, tercijarne i kvaterne strukture. Primarna struktura odnosi se na linearni

slijed aminokiselina povezanih peptidnim vezama. Sekundarna struktura odredena je



prostornim odnosom susjednih aminokiselinskih ostataka polipeptidnog lanca, a stabiliziraju ju
vodikove veze izmedu amino i karbonilne skupine na okosnici peptida. Prostorni odnos izmedu
svih aminokiselina polipeptidnog lanca predstavlja tercijarnu strukturu. Oblikovanje tercijarne
strukture dovodi do priblizavanja aminokiselinskih ostataka koji su u primarnom slijedu
aminokiselina udaljeni jedan od drugoga, a posljedi¢no i do oblikovanja trodimenzionalne
strukture polipeptida. Kvaterna struktura podrazumijeva prostorni odnos izmedu polipeptidnih

lanaca ili podjedinica unutar istog proteina [1, 5].

2.2. SEKUNDARNA STRUKTURA PEPTIDA | PROTEINA

Otprilike 50 % strukture svih proteina zauzima jedan od oblika sekundarne strukture.
Glavni predstavnici sekundarnih struktura jesu a-uzvojnica i -nabrana ploca (Slika 3) [6] te

razni okreti.

Slika 3. Sekundarne strukture: a) a-uzvojnica i b) f-nabrana ploca

a-Uzvojnica je Stapicasta struktura u kojoj je polipeptidna okosnica ¢vrsto uvijena, a
pobocni ogranci aminokiselina izbo€eni na vanjskoj strani same uzvojnice. Karbonilna skupina
svake aminokiseline n povezana je vodikovom vezom s amino skupinom aminokiseline n+4
[5].

B-Nabranu plocu karakterizira istegnuti polipeptidni lanac, a stabilizirana je vodikovim

vezama izmedu karbonilnih 1 amino skupina razli¢itih polipeptidnih lanaca. Ovisno o

3



usmjerenju polipeptidnih lanaca, B-nabrana plo¢a moze biti paralelna pri ¢emu su lanci
orijentirani u istom smjeru te antiparalelna pri ¢emu su lanci suprotnog usmjerenja [1].

Okreti omogucavaju promjenu smjera polipeptidnih lanaca pa tako tvore globularni i
kompaktni oblik molekule proteina. Dijele se na a-, B-, y-, 8- i n- okrete (Slika 4). Najces¢i su
B-okreti pri ¢emu je karbonilna skupina aminokiseline n povezana vodikovom vezom s amino

skupinom aminokiseline n+3 sto dovodi do naglog okreta polipeptidnog lanca [1].

[+2 0
0 +3
N N
i+1 HOH
B 0
HN O------%--H-N

Slika 4. Prikaz naj¢e$cih okreta (y—7-¢lani prsten, —10-Clani prsten i a—13-¢lani prsten)

Sekundarna struktura je vrlo vaZzna razina hijerarhijske klasifikacije proteinskih
struktura koja je nuzna za prepoznavanje trodimenzionalne strukture proteina [7]. Zeeshan i
suradnici pokazali su ovisnost bioloske aktivnosti proteina o veli¢ini promjene njihove
sekundarne strukture, $to posljedi¢no moze posluziti u koristenju proteina u terapeutske svrhe.
Sekundarna struktura peptida ima vaznu ulogu u bioloskoj aktivnosti antimikrobnih peptida.
Analozi peptida sa strukturom a-uzvojnice pokazali su jacu antimikrobioloSku aktivnost protiv
Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija u odnosu na f-nabranu plocu [8-10].

Sekundarna se struktura dokazuje pomocu IR-spektroskopije (IR, eng. Infrared), NMR-
spektroskopije (NMR, eng. Nuclear Magnetic Resonance) i CD-spektroskopije (CD, eng.
Circular Dichroism). Spektroskopska mjerenja sluze za procjenu agregacije i stabilnosti
proteina, ali 1 njegovih strukturnih znacajki koje se smatraju kriticnima za bioloSku aktivnost

proteina [11].



IR-spektroskopija daje informaciju o konformacijskom prostoru peptida u otopini.
Pomocu nje se procjenjuje proteinska struktura odredivanjem frekvencije pri kojoj kemijske
veze apsorbiraju infracrveno zracCenje, a jacina apsorpcije raste povecanjem polarnosti
kemijskih veza [11-13].

Nuklearna magnetska rezonanca je spektroskopska metoda koja daje pouzdan i detaljan
uvid u strukturu makromolekula, ukljucujuéi i proteine. Metoda pruza informaciju o lokaciji
sekundarnih strukturnih elemenata unutar proteinske sekvence [11].

CD-spektroskopija je metoda koja opisuje razli¢itu apsorpciju lijevog 1 desnog
polariziranog zracenja kiralnih molekula ili molekula s trodimenzionalnom strukturom koja
osigurava kiralno okruzenje. Cirkularni dikroizam daje informaciju o strukturnim elementima
koji sudjeluju u oblikovanju sekundarne strukture, ali i o utjecaju temperature, pH, naboja i
liganda na istu [14, 15].

2.3. PROLIN | ALANIN

2.3.1. Prolin

Prolin je jedna od 20 proteinogenih aminokiselina koju odlikuje iznimna
konformacijska krutost. Unutar prstena sadrzi a-dusikov atom koji utjeCe na bazi¢nost, ali 1
polarnost prolinskog ostatka. Sekundarni amin prolina, tijekom njegove ugradnje u
biopolimere, prelazi u tercijarni amin §to onemogucava stvaranje vodikove veze i moze utjecati
na prekid strukture peptida i proteina. Stovi$e, smatra se kako prolin usporava brzinu sinteze
proteina povecanjem entropije stvaranja peptidne veze [16-20].

Usprkos tome, prolin stabilizira sekundarne strukture peptida poput okreta, osobito ako
se nalazi ispred ili iza aromatske aminokiseline, i uzvojnica (poliprolin | i poliprolin II
uzvojnica). Takva su konformacijska svojstva potakla brojna istrazivanja vezana uz razvoj

prolinskih analoga korisnih, izmedu ostalog, i za sintezu bioaktivnih peptida [18, 21-24].

Amidna veza koju tvori prolin moze biti u cis (5 %) i trans (95 %) polozaju (Slika 5).
Cis-trans izomerizacija prolinskih sekvenci utje¢e na funkcije peptida i proteina u bioloskim

sustavima poput ulaska u stanicu, oligomerizacije, smatanja i katalize [21, 25].
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Slika 5. Cis-trans izomerizacija prolinske amidne veze

Peptidne sekvence bogate prolinom mogu stvarati konformaciju uzvojnice: poliprolin |
(PPI, eng. Polyproline 1 helix) i poliprolin 1l uzvojnicu (PPII, eng. Polyproline Il helix).
Poliprolin | uzvojnica posjeduje cis-amidne veze u polarnim organskim otapalima te njena
struktura nije pronadena u biolo§kim sustavima. S druge strane, poliprolin II uzvojnica stvara
trans-amidne veze u vodenim otopinama, a prisutna je u proteinima poput kolagenske trostruke
uzvojnice i rjede u globularnim proteinima gdje se svaki zavoj uzvojnice sastoji od 3

aminokiselinska ostatka (Slika 6).

Slika 6. Dio poliprolin Il uzvojnice

Karbonilne skupine su u PPII strukturi konformacijski ograni¢ene i bogate elektronima,
stoga predstavljaju dobra vezna mjesta za vodik. Osim toga, dostupnost PPIl uzvojnica
povecana je njihovim polozZajem na amino- ili karboksi-terminalnom kraju proteina, a njihova
im krutost olakSava vezanje odredenih molekula u odnosu na ostale peptidne sekvence. Veze
koje stvaraju prolinom bogate sekvence slabije su od onih u globularnim domenama, no one, s

druge strane, omogucuju brze 1 lakSe moduliranje prolinom bogatih regija [18, 23, 26].



Prolin sudjeluje u zastiti proteinskog integriteta smanjujuc¢i njihovu osjetljivost na ve¢inu
peptidaza te u poveéanju aktivnosti raznih enzima [16, 17]. Proteinima sline pripada 70 %
prolinom bogatih proteina kojima se pripisuje nekoliko uloga, a vezanje biljnih polifenola
(tanina) prisutnih u ljudskoj prehrani te smanjenje njihovih $tetnih u¢inaka jedne su od

najznacajnijih [27]. Pojedina istrazivanja pripisuju prolinu i antioksidativna svojstva [28-32]:

e smanjenje razine reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, eng. Reactive Oxygen Species) u
gljivica i kvasaca, a posljedi¢no i sprje¢avanje programirane stani¢ne smrti,
e zaStita ljudskih stanica od oksidativnog stresa koji moze uzrokovati kancerogenezu te

e smanjenje lipidne peroksidacije u stanicama algi izlozenih teskim metalima.

2.3.2. Alanin

Alanin je glukogena aminokiselina koja €ini veliki udio svih aminokiselina vecine proteina.
Aminokiseline poput valina, leucina i izoleucina mogu se pretvoriti u alanin. Razgradnjom
miSi¢nih proteina, tijekom posta ili drugog stresa, alanin se u velikim koli¢inama oslobada u
krvotok te dospijeva u jetru gdje prelazi u piruvat, a potom i u glukozu koja moze posluZiti

skeletnim misi¢ima kao izvor energije [33].

Budu¢i da se vodikove veze izmedu peptida i molekula vode natjecu s vodikovim vezama
u uzvojnici peptida, a-uzvojnica ne pokazuje potpunu stabilnost u vodi [34, 35]. Marqusee i
suradnici uocili su oblikovanje a-uzvojnice u peptidima koji sadrZze samo alanin 1 manji broj
nabijenih aminokiselinskih ostataka, lizina i1 glutamata Sto implicira ulogu alanina u
stabiliziranju kratkih uzvojnica. Najvjerojatnije objasnjenje ovih rezultata je veliki potencijal
individualnih alaninskih ostataka u oblikovanju uzvojnica, budu¢i da nema interakcija pobo¢nih
lanaca koje bi ih mogle stabilizirati [34]. Alanin je, medu 20 proteinogenih aminokiselina,
najvise sklon stvaranju uzvojnice (Slika 7), $to ukazuje na ulogu metilnog pobo¢nog ogranka u

smanjenju konformacijske slobode glavnog lanca u nesmotanom stanju [36].
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Slika 7. Tvorba a-uzvojnice u poli-Ala peptidu

Poli-Ala peptidi s otprilike 10 ostataka koji stvaraju a-uzvojnicu nisu topljivi u vodi
zbog nedostatka skupina koje mogu vezati vodik [37]. Topljivost alaninskih peptida moze se
povecati uvodenjem 3 ili viSe nabijenih ostataka, lizina ili glutaminske kiseline [34].
Supstitucija pojedinog alaninskog ostatka u peptidima nekom drugom aminokiselinom
uzrokuje odredene promjene u koli¢ini nastalih uzvojnica [36, 38-40]. Supstitucijom alanina
glicinom u peptidima, ovisno o poziciji iste, dolazi do destabilizacije a-uzvojnice ako je, prema

Lifson-Roig teoriji, omjer s vrijednosti® za alanin:glicin velik [41].

S druge strane, konformacijski temeljena istraZivanja na kratkolan€anim alaninskim
peptidima polucila su razliCite rezultate. Istrazivanje kationskog trialanina dovelo je do
zakljucka da on zauzima dvije konformacije na sobnoj temperaturi: strukturu sli¢nu poliprolin
IT uzvojnici (= 80 %) 1 manje ar-uzvojnicu [42]. Medutim, temeljem spektroskopskih mjerenja
utvrdena je prisutnost 50 % poliprolin I uzvojnice i 50 % strukture slicne B-nabranoj plo¢i [44,
45], dok tetraalanin zauzima ve¢inom oblik poliprolin II uzvojnice u vodi [46]. Poliprolin II
uzvojnica pokazala se dominantnom konformacijom alaninskih peptida, a sklonost alanina
stvaranju iste povecava se s brojem ostataka [47, 48]. Graf i suradnici utvrdili su kako priblizno
90 % trialanina zauzima strukturu poliprolin IT uzvojnice, a priblizno 10 % strukturu $-nabrane
ploce, dok struktura a-uzvojnice nije pronadena. Produljenjem lanca s tri na sedam alaninskih

ostataka nije doSlo do promjena u raspodjeli konformacija [49].

s vrijednost predstavlja parametar Zimm-Brag modela pomoéu kojeg se odreduje sklonost

stvaranju uzvojnice [43].



2.3.3. Vaznost sekvence prolin/alanin

Uvodenjem prolinskih ostataka u sekvencu poli-Ala peptida dolazi do ometanja vodikovih
veza i alaninski ostaci ne mogu vise stablizirati strukturu uzvojnice [50]. Sekvence koje sadrze
alanin 1 prolin imaju ve¢u mobilnost od sekvenci koje sadrze samo alanin ili samo prolin [51].
Sekvence bogate prolinom i alaninom (PAS, eng. Pro/Ala-rich sequences) pokazuju visoku
topljivost u puferima i odsutnost sekundarne i tercijarne strukture. Proteini konjugirani s
biosintetskim polimerima gradenima od prolina, alanina 1/ili serina pokazuju brojna pozeljna

svojstva [52]:

e visoka topljivost i stabilnost,
e potpuna bioloska funkcionalnost u in vitro i zivotinjskim modelima,
e visoka biodostupnost tijekom subkutane, intraperitonealne i intramuskularne primjene,

e znacajno produljeno vrijeme poluzivota u plazmi ovisno o duljini PAS lanca.

2.4. FEROCEN | FEROCENSKI PEPTIDI

2.4.1. Ferocen

Ferocen [Fe(CsHs)2] je slucajno otkrivena molekula gradena od dva anionska
ciklopentadienilna prstena koji doniraju 6 m elektrona Fe?* kationu smjestenom izmedu njih
(struktura "sendvica") [53]. Iznimna svojstva Cine ferocen vrlo vaznom molekulom u

organometalnoj kemiji [54]:

e stabilan je na zraku i do 400 °C,

e reagira kao superaromatski elektrofil,

e Dblago i reverzibilno oksidira oko + 0.4 V nasuprot zasi¢ene kalomelne elektrode (Slika
8) i

e dobro je topljiv u organskim otapalima.
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Slika 8. Reverzibilna oksidacija ferocena

Znanost o materijalima, medicina, organska sinteza, bioorganometalna kemija i
biokemija, asimetri¢na kataliza, nelinearna optika, znanost o polimerima te biosenzorika i
elektrokemija podrucja su Siroke primjene ferocena [55]. Pobolj$anje aktivnosti odredenih
terapeutika postize se ugradnjom ferocena u bioaktivne ili molekule ve¢ postojeceg lijeka (npr.
ferokin) ili zamjenom fenilnog prstena s ferocenom (npr. ferocifen) [56]. Zahvaljujuéi
lipofilnom karakteru molekule ferocena, ferocenski derivati lako prolaze stanicne membrane
[57]. Istrazivanja na ferocenskim derivatima usmjerena su na razvoj visoko uc¢inkovitih i slabo
toksi¢nih antikanceroznih lijekova, a najvjerojatniji mehanizam djelovanja takvih lijekova jest
inicijacija apoptoze tumorskih stanica pri ¢emu dolazi do zastite telomere od djelovanja
telomeraze i/ili smanjenja njezine aktivnosti [58]. Ferocifen je bioorganometalni terapeutik
sintetiziran prema strukturi primarnih lijekova u terapiji raka dojke, tamoksifena i
hidrotamoksifena (Slika 9), a pokazuje ucinkovitost i prema hormonski ovisnim [ER (+)] i
hormonski neovisnim [ER (-)] vrstama raka dojke [59]. lako mehanizam antiproliferativnog
ucinka hidroksiferocifena nije u potpunosti razjasnjen, vjerojatnim se smatra vezanje ferocifena

u aktivno mjesto estrogenskog receptora zahvaljujuéi interakcijama s His524 1 Asp351 [60].
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Slika 9. (a) Tamoksifen (R=H), hidroksitamoksifen (R=0H), (b) hidroksiferocifen

Ferocen posjeduje veliki potencijal u kreiranju antioksidansa Sto implicira njegovu
primjenu u razvoju novih vrsta lijekova za bolesti inducirane reaktivnim kisikovim vrstama
[61]. Polifenolne komponente, fitokemikalije s pozitivnim uc¢inkom na bolesti povezane sa
starenjem, koje sadrze ferocen mogu djelovati na stanice raka. Primjerice, difenolni spoj 1,1-
di-(4'-hidroksifenil)-2-ferocenil-but-1-en (Slika 10) pokazuje znacajniji antiproliferativni
uc¢inak na stanice ER (+) i ER (-) raka dojke u odnosu na 4-hidroksitamoksifen [62]. Osim
antikancerogenog ucinka, ferocenski derivati posjeduju antifungalna, antiparazitska i
antibakterijska svojstva [57]. Tako su razvijeni i ferocenski spojevi s antimalarijskom aktivnosti

poput ferokina i ferocenil meflokina [62].

é
—

Slika 10. 1,1-di-(4'-hidroksifenil)-2-ferocenil-but-1-en

OH

OH
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2.4.2. Ferocenski peptidi

Zahvaljuju¢i svojim elektronskim 1 elektrokemijskim svojstvima te kemijskoj

stabilnosti, ferocenski su polimeri, ukljucujuéi i ferocenske peptide, predmet velikog broja

istrazivanja [63]. Polimeri mogu sadrzavati ferocen na glavnom polimerskom lancu ili na

pobo¢nim lancima [54]. Unutar molekule ferocena, razmak izmedu dva ciklopentadienilna

prstena iznosi oko 3,3 A $to omoguéuje ferocenu izgradnju proteinskih sekundarnih struktura

poput B-nabrane plocCe te B- i y-okreta pomocu intramolekulskih vodikovih veza vaznih za

oblikovanje trodimenzionalne strukture i njithovo djelovanje u bioloskim sustavima [64]. Tri su

glavne skupine 1,1'-disupstituiranih ferocenskih peptida (Slika 11):

a. Fn-[CO-(AA)n-OMe]. (1) izvedeni iz ferocen-1,1'-dikarboksilne kiseline (Fcd,

V)

b. Y-(AA)n-Fca-(AA)m-OMe (1) izvedeni iz 1'-aminoferocen-1-karboksilne

kiseline (Fca, V)
c. Fn-[NH-(AA)n-Y]2

(I11) izvedeni iz ferocen-1,1'-diamina (Fcda, VI)

[Fn=ferocenilen, AA = prirodna aminokiselina, Y = Ac (acetil), Boc (tert-

butoksikarbonil), m=1, 2,...;

@”&%‘
@Y%&/

U

n=1,2..][65]

@ oy
@%W

U

Fe Fe Fe
Fed (IV) Fca (V) Fcda (VI)
Slika 11. Ferocenski peptidi I-111 izvedeni iz Fcd (1V), Fca (V) i Fcda (V1)

Najveci broj pripravljenih ferocenskih peptida pripada skupini I u kojoj je dikarboksilna

kiselina s aminokiselinom povezana amidnom vezom [66]. Stvaranje paralelnih B-nabranih
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ploca pripisuje se konjugatima izvedenima iz ferocenske dikarboksilne kiseline i ferocenskog
diamina, dok konjugate izvedene iz ferocenske aminokiseline karakterizira antiparalelno
usmjerenje peptidnih lanaca [65]. Torzijski kut @ (0 — 180°) izmedu dva peptida, kut
iskrivljenosti ® (0 — 5°) izmedu dva ciklopentadienilna prstena i kut izvijenosti 3 (5 — 30°)
izmedu ciklopentadienilnog prstena i amidne veze strukturni su parametri kojima peptidi I-111

ostvaruju razli¢ite konformacije (Slika 12) [67, 68].

(a) (b) (c) p
\_ Fé
o

Slika 12. Deformacija fleksibilne ferocenske molekule: (a) torzijski kut,

(b) kut iskrivljenosti i (c) kut izvijenosti

Ovisno o vrijednosti torzijskog kuta m, definiraju se 1,n'-rotacijski izomeri (n'=1-5) koje
tvore supstituenti na ciklopentadienilnim prstenovima (npr. ako je -36° < ® > 36°, onda se
1, n'-izomer imenuje kao 1, 1'-izomer). Deskriptori heli¢ne kiralnosti, P- ili M-, vazni su za
naznaku smjera Kkiralnosti. U P-izomerima, supstituent s vi$im prioritetom smjeSten je na
poziciju 1 "gornjeg" ciklopentadienilnog prstena, dok supstituent s nizim prioritetom zauzima
2" ili 3' poziciju na "donjem" ciklopentadienilnom prstenu §to odgovara rotaciji u smjeru
kazaljke na satu (o = 0 - 180°). S druge strane, supstituent na "donjem" prstenu M-izomera
zauzima 4' ili 5' poziciju $to odgovara rotaciji suprotnoj od P-izomera (o = 0 - -180°).
Nastajanje enantiomernih i dijastereoizomernih ferocenskih konjugata s aminokiselinama
omoguceno je zahvaljujuéi stereogenom centru aminokiseline vezane za ciklopentadienilni

prsten (Slika 13) [65, 69].
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Slika 13. Stereokemijski odnosi M- i P-heli¢nih ferocenskih konjugata s

L- i D-aminokiselinama

Ferocenski konjugati s aminokiselinama ¢esto se koriste u pripravi peptidomimetika.
Peptidomimetici su peptidni ili nepeptidni spojevi koji posjeduju sekundarnu strukturu
analognu prirodnim peptidima pri ¢emu mogu obavljati njihove bioloske funkcije [2, 70-72].
Budu¢i da je primjena prirodnih peptida kao lijekova ograni¢ena njihovim nepozeljnim
svojstvima (konformacijska fleksibilnost, niska stabilnost), detaljnja istrazivanja i uporaba

peptidomimetika usmjerena su u nadilaZenju tih prepreka [70, 73].

2.4.2.1. Ferocenski konjugati Fn-[CO-(AA)m-OMe]: (1) izvedeni iz Fcd (1V)

Ferocen-1,1'-dikarboksilna kiselina (Fcd, 1V) aktivira se pretvorbom u sukcinimidni ili
benzotriazolni ester (kiselinski klorid) te kopulira s N-terminalnim dijelom C-zasti¢enih
prirodnih aminokiselina pri ¢emu nastaju ferocenski konjugati I. Derivati | mogu zauzimati

razli¢ite konformacije, a tri glavne skupine ukljucuju "Herrickovu", "van Staverenovu" i

"Xuovu" konformaciju (Slika 14) [65].
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Slika 14. "Herrickova" konformacija (a), "Van Staverenova" konformacija (b) i

"Xuova" konformacija (c)

Hirao 1 suradnici istrazivali su utjecaj konfiguracije 1 slijeda prirodnih aminokiselina na
konformacijski prostor peptida I dobivenih kopulacijom Fcd (IV) s homo- i heterokiralnim
peptidnim  sekvencama  Ala-Pro/Pro-Ala. "Herrickova" konformacija utvrdena je
kristalografskom analizom konjugata Fn-(CO-L-Ala-L-Pro-OEt), (V1) pri cemu obje alaninske
podjedinice sudjeluju u dvjema interlan¢anim NHala---OCala intramolekulskim vodikovim
vezama [74, 75]. Pozitivan Cottonov efekt u ferocenskom podruéju utvrden je CD-
spektroskopskom analizom V11 koji upucuje na P-heli¢nost ferocena, dok Fn-(CO-D-Ala-L-
Pro-OEt)2 (VI11) pokazuje negativan Cottonov efekt $to se pripisuje M-heli¢nosti ferocena [76,
77]. Peptidi VII i VI predstavljaju konformacijske enantiomere pri ¢emu prvi tvori desno, a

drugi lijevo usmjerenu uzvojnicu (Slika 15).

Fn-(CO-Ala-Pro-OEt), (VI1) Fn-(CO-D-Ala-D-Pro-OEt), (VI1I11)
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Slika 15. ORTEP-dijagrami (gore) i CD-spektri (dolje) konformacijskih enantiomera
Fn-(CO-Ala-Pro-OEt); (VI1) i Fn-(CO-D-Ala-D-Pro-OEt)2 (VIII)

Adhikari i suradnici su pripravom konjugata Fn-(CO-Trp-OMe). (1X) i Fn-(CO-Thr-
OMe)2 (X) nastavili istrazivati ferocenske peptide I. Kristalografskom analizom peptida 1X
utvrdena je prisutnost dvaju interlan¢anih NHTrp---OCrtrp intramolekulskih vodikovih veza koje
tvore 10-¢lani IHB-prsten §to odgovara B-okretu (Slika 16). Analizom kristalne strukture
peptida X utvrden je nedostatak intramolekulskih vodikovih veza, §to upucuje na konformaciju
definiranu kao antikonformacija (Slika 16), dok u otopini istoimeni peptid zauzima
"Herrickovu" konformaciju. Pozitivan Cottonov efekt u ferocenskom podrucju utvrden je CD-
spektroskopskom analizom Fn-(CO-L-Trp-OMe). 1Xa s$to se pripisuje P-heli¢nosti, dok Fn-
(CO-D-Trp-OMe). IXb pokazuje efekt suprotnog predznaka sto ukazuje na M-heli¢nost

ferocena [78].
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Slika 16. ORTEP dijagrami Fn-(CO-Trp-OMe). (1X, a) i Fn-(CO-Thr-OMe). (X, b)
te antikonformacija (c)

2.4.2.2. Ferocenski konjugati Y-(AA)n-Fca-(AA)m-OMe (I1) izvedeni iz Fca (V)

1'-aminoferocen-1-karboksilna kiselina (Fca, V) prva je i najjednostavnija
bioorganometalna aminokiselina koja se, kopulacijom s C- i N- terminusom prirodnih
aminokiselina, moze ugraditi u peptide, a ujedno osigurava antiparalelnu orijentaciju peptidnih
lanaca [79, 80]. Ferocenski peptidi dobiveni ugradnjom Fca u alaninske di-, tri-, tetra-, penta- i
oktapeptide u otopini i ¢vrstom stanju pripravljeni su u Laboratoriju za organsku kemiju [80-
91].

Konjugati Boc-Fca-L-Ala (Xla) i Boc-Fca-D-Ala (XIb) dobiveni su kopulacijom
aktivirane Boc-Fca-OH s H-L-Ala-OMe i H-D-Ala-OMe. Iz kristalne strukture pripravljenih
derivata vidljiva je prisutnost vodikovih veza izmedu NHala---OCgoc koje rezultiraju 8-¢lanim
IHB-prstenovima s heli¢cnom kiralnosti: P-heli¢nost za Xla i M-heli¢nost za Xlb (Slika 17)
[82].
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Slika 17. Shematski prikaz i ORTEP-dijagrami enantiomernih dipeptida
M-Boc-Fca-L-Ala-OMe (Xla, lijevo) i P-Boc-Fca-D-Ala-OMe (XIb, desno)

Pomoc¢u IR-, *H-NMR- i CD- spektroskopskih analiza te DFT-analize utvrdena su dva
tipa konformerd (A i B) ferocenskih peptida Xla i XIb u otopini neovisno o apsolutnoj
konfiguraciji alaninske podjedinice (Slika 18). U konformerima A utvrdene su interlan¢ane
NHrca...OCala intramolekulske vodikove veze koje tvore 9-Clani prsten, dok interakcijom
NHala...OCgoc U konformerima B tipa nastaje 8-Clani prsten pri ¢emu interlancane vodikove

veze omogucuju tvorbu heli¢nih konformera.
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Slika 18. Hipotetske konformacije Xla i XIb u otopini

Barisic¢ 1 suradnici nastavili su istrazivanje ferocenskih peptida Il pripravom konjugata
Y-Fca-Pro-OMe Xlla,b (Xlla, Y=Ac; XlIb, Y=Boc) i Y-Pro-Fca-OMe Xllla,b (Xllla,
Y=Boc; XIllb, Y=Ac) kako bi utvrdili utjecaj prolina na njihova konformacijska svojstva [21].

Ferocenske konjugate Xlla i Xllb stabiliziraju interlancane NHrca...OCpro intramolekulske
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vodikove veze tvore¢i 9-¢lani IHB-prsten, dok peptidi XIlla i XIllb tvore 7-¢lani prsten §to

odgovara y-okretu (Slika 19).
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Slika 19. Intramolekulske vodikove veze u peptidima Xlla (Ac-Fca-Pro-OMe),
XI1b (Boc-Fca-Pro-OMe), Xllla (Boc-Pro-Fca-OMe) i XI11b (Ac-Pro-Fca-OMe)

Kristalografskom analizom konjugata Xllla utvrdena je konformacija stabilizirana
jednom N-H---O i ¢etiri slabe C-H---O intramolekulske vodikove veze, a dodatnu stabilizaciju
osigurava interlan¢ana dipolarna interakcija izmedu CO-skupine jednog i NH-skupine drugog

ciklopentadienilnog prstena (Slika 20).

Slika 20. Konformacija peptida Boc-Pro-Fca-OMe (XI11a) u kristalu
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2.4.2.3. Ferocenski konjugati Fn-[NH-(AA)m-Y]z2 (I11) izvedeni iz Fcda (VI)

Ferocenski konjugati izvedeni iz ferocen-1,1'-diamina (Fcda,V1) slabo su istrazeni, a
prve takve konjugate sintetizirali su Kratz i suradnici kopulacijom Fcda (V1) s L- i D-Ala [92].
Dobiveni konjugati Fn-(NH-Ala-Boc). (XI1Va) i Fn-(NH-D-Ala-Boc). (XI1Vb) u ¢vrstom stanju
tvore dva 10-¢lana THB-prstena koji su rezultat interlan¢anih NHrn---OCgoc vodikovih veza §to
odgovara strukturi -okreta (Slika 21). CD-spektroskopskom analizom utvrdena je heli¢na
kiralnost istoimenih peptida u otopini: XIVa poprima pozitivan Cottonov efekt u ferocenskom
podru¢ju $to upucuje na P-heli¢nost, dok XIVb poprima efekt suprotnog predznaka Sto

odgovara M-heli¢nosti ferocena.

CHs : HG M

H
BUOt— N ' N, o
“Y/X o
Q

@@
@@

H N

Slika 21. Shematski prikaz IHB i ORTEP-dijagrami enantiomernih dipeptida
Fn-(NH-Ala-Boc)2 (X1Va, lijevo) i Fn-(NH-D-Ala-Boc). (X1Vb, desno)
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U Laboratoriju za organsku kemiju pripravljeni su asimetricni konjugati Boc-AA-NH-
Fn-NH-Ac (XVa-d, AA = L-Ala, D-Ala, Val, Gly) "desimetrizacijom" ferocenskih peptida I11
[93]. U otopini konjugati XVa-d zauzimaju vise razli¢itih konformacija temeljenih na
intramolekulskim vodikovim vezama [82, 94] pri ¢emu bo¢ni ogranak prirodne aminokiseline
nema utjecaja na IHB u kojima sudjeluju na ferocen izravno vezane NH-skupine (Slika 22).
Ocekivano, pozitivan Cottonov efekt u ferocenskom podru¢ju poprima XVb s§to implicira na
P-heli¢nost ferocena, dok se kod XVc javlja efekt suprotnog predznaka sto ukazuje na M-

heli¢nost ferocenske jezgre.

--------------

S J o DA
N Ot Bu \/KN Ot Bu
N |
N LT o N
F Fe ;
N M e
e N
O O
A B-okret B y—okret
S S
N
N__OtBu \n/KN Ot Bu
N)\/ @ H
Nk D °
Fe K Fe
(@] O”
BN |
@N Me N M
H H
C rvs B-okret D rvs a-okret

Slika 22. Hipotetske konformacije A-D peptida
Boc-AA-NH-Fn-NH-Ac (XVa-d) u otopini

Barisi¢ i suradnici sintetizirali su konjugate Ac-Ala—NH-Fn—NH-Ala-Boc (XVIla) i
Fn—(NH-Ala—Ac)2 (XVIb) ¢ijom su konformacijskom analizom, u otopini i ¢vrstom stanju,
utvrdili prisutnost dvaju simultanih 10-¢lanih struktura nalik B-okretu izmedu dva supstituenta
neovisno o Boc ili Ac zaStitnim skupinama. U ¢vrstom stanju strukturu dodatno stabiliziraju

unakrsne intermolekulske vodikove veze (Slika 23) [95, 96].
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Slika 23. Molekulska struktura XVla (IHB su prikazane isprekidanim crtama)

Daljnje istrazivanje ferocenskih peptida 111 nastavili su Barisi¢ i suradnici pripravom
homo- i heterokiralnih ferocenskih peptida XVIla-h s Ala-Pro sekvencama [97].
Konformacijskom analizom peptida Ac-L-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-L-Ala-Ac (XVIIc)
utvrdena je prisutnost dvaju interlanc¢anih NHrn---OCAac intramolekulskih vodikovih veza koje
tvore 13-Clane prstenove (Slika 24, obrazac B). U peptidima Ac-L-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-
Pro-L-Ala-Boc (XVI1la) i Boc-L-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-L-Ala-Boc (XVIIh) uocena je
tvorba jednog 13-Clanog prstena, dok je drugi 10-Clani prsten stabiliziran interlancanim
NHrn---OCala intramolekulskim vodikovim vezama (Slika 24, obrazac A). Zamjenom L-Ala s
D-Ala u heterokiralnim peptidima Ac-D-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-D-Ala-Boc (XVIIb) i
Ac-D-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-D-Ala-Ac (XVI11d) dolazi do gubitka strukture 13-¢lanog
prstena Cije mjesto zauzimaju 7-Clane intralancane i 16-Clane interlancane intramolekulske

vodikove veze (Slika 24, obrazac C).

Slika 24. Obrazac IHB u homokiralnim peptidima XVIla, XVIlc i XVIlh (obrasci AiB) i
heterokiralnim peptidima XVI1Ib i XVIld (obrazac C); XVIla i XVIIb (R1 = Me,
R2 = OtBu), XVlIci XVIId (R1 =R2 = Me), XVIlIh (R1 = R2 = OtBu).
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2.5. TEORIJA FUNKCIONALA GUSTOCE (DFT, eng. Density Functional Theory)

Racunalna kemija ima sve vazniju ulogu u proucavanju brojnih kemijskih fenomena i
sloZzenih sustava. Razvoj DFT-a omogucio je njegovu primjenu u razumijevanju i razvoju
kataliti¢kih procesa u enzimima i zeolitima, transportu elektrona, prikupljanju i pretvaranju
solarne energije, razvoju lijekova i drugim znacajnim podrucjima znanosti i tehnologije [98].

Kvantno-mehani¢ke metode temelje se na rjeSavanju Schrodingerove jednadzbe koja
opisuje dinamicka svojstva ¢estica U sustavu ¢ija rjeSenja ukljuc¢uju kompleksne valne funkcije
definirane toCkama u konformacijskom prostoru [99]. Tako su Tomas i Fermi, potaknuti
Schrodingerovim istrazivanjima, ve¢ 1927. bili na tragu razvitka teorije, zacetkom moderne
teorije funkcionala gustoée smatra se 1964. godina kada su Hohenberg i Kohn ustanovili da
ukupna elektronska gustoca p to¢no odreduje sva svojstva N-elektronskog sustava pri cemu p
predstavlja fundamentalnu varijablu u teoriji elektronske strukture [100]. Na taj se nacdin
Schrodingerova jednadzba rjeSava na temelju elektronske gustoCe umjesto na temelju vise
valnih funkcija [101].

Teorija funkcionala gustoée opisana je dvama temeljnim Hohenberg-Kohnovim
teoremima. Prvi se odnosi na funkcional elektronske gustoce koji odreduje energiju osnovnog
stanja bilo kojeg elektronskog sustava. Dakle, izra¢unom elektronske gustoée p u
trodimenzionalnom prostoru odreduju se svojstva osnovnog stanja elektronskog sustava,
ukljucujuéi i energiju [102]. Drugi teorem odnosi se na princip varijacije za funkcional gustoce
nalik prethodno navedenom principu [103]. Kohn-Shamove jednadzbe (KS-LCAO) rijesile su
problem koji predstavljaju Hohenberg-Kohnovi teoremi, buduéi da oni ne opisuju potencijalnu
prirodu ili oblik funkcionala gustocée te nacine njegova odredivanja.

U istraZivanju struktura ferocenskih peptida vrlo se esto koriste rauni vezani uz teoriju
funkcionala gusto¢e (DFT) s ciljem odredivanja relativne stabilnosti optimiziranih konformera
na geometrijama koje sadrze razlicite funkcijske skupine. DFT racuni pokazali su se iznimno
vaznima u objasnjavanju konformacija ferocenskih konjugata koji tvore IHB u otopini. Metoda

je validirana eksperimentalnim metodama poput IR-, NMR- ili CD-spektroskopije [104].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI | METODE

Kemikalije koriStene u sintezi bile su analiticke Cisto¢e, dok su otapala koriStena u radu
proc¢is¢ena prema standardnim postupcima [105]. Tijek reakcija i kontrola ¢istoce sintetiziranih
spojeva ispitivani su tankoslojnom kromatografijom (TLC) na ploCicama silikagela (Fluka
Silica Gel) s fluoroscentnim indikatorom (254 nm). Detekcija neferocenskih spojeva provedena
je koristenjem UV-svjetlosti valne duljine 254 nm i ninhidrinom uz zagrijavanje. Produkti su
procis¢eni tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu (“Merck”, Kiselgel 60
HF254) uporabom smjesa diklormetan/etil-acetat kao eluensa.

Karakterizacija sintetiziranih spojeva provedena je pomocu infracrvene spektroskopije
(IR), nuklearne magnetske rezonance (NMR) i tekucinske kromatografije visoke razlucivosti
sa spektrometrijom masa (HPLC-MS). Talista su odredena na Reichert Thermovar HT 1 BT 11
I nisu korigirana.

IR-spektri uzoraka snimljeni su na spektrofotometru PerkinElmer Spectrum Two u
CHCl>.

'H- i BC-NMR-spektri odredeni su u CDCl3 na spektrometru Bruker AV600 uz tetrametilsilan
kao unutrasnji standard. Kemijski pomaci () izraZeni su u ppm.

UV/Vis- i CD-spektri snimljeni su na CD-spektrofotometru Jasco-810 u CHClI> i
DMSO.

Maseni spektri izmjereni su na Agilent Technologies 6410 Triple Quadrupole Mass
Spectrometer (ESI ionizacija).

DFT-racuni nac¢injeni su pomocu programa Gaussian 09/DFT (B3LYP, MO6 i MO6-
2X).

Sinteza Boc-Fca (V) [79] opisana je u literaturi te njezini spektroskopski podaci

odgovaraju literaturnima.
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3.2. POSTUPAK PRIPRAVE FEROCENSKIH PEPTIDA

3.2.1. Postupak priprave dipeptida 1

Boc-zasti¢ena ferocenska aminokiselina Fca V (1 g, 2,8 mmol) otopi se u diklormetanu,
ohladi na 0 °C i izlozi djelovanju plinovitog HCI. Nakon 30' mijeSanja u ledenoj kupelji te
otparavanja na rotacijskom vakuum-uparivacu nastali se hidroklorid suspendira u CH2Cl> i
obradi sa suviskom EtsN (pH~9). Dobiveni se slobodni amin kopulira s Boc-D-Pro-OH (1,18
g, 5,5 mmol) primjenom standardnog EDC/HOBt postupka. Nakon 1 sat mijeSanja pri sobnoj
temperaturi rezultirajuca se reakcijska smjesa ispere zasicenom vodenom otopinom NaHCOs,
10%-tnom otopinom limunske kiseline i zasi¢enom otopinom NaCl. Organski se sloj osusi
bezvodnim Na2SOs i upari do suha. Sirovi produkt procis¢ava se tankoslojnom preparativnom

kromatografijom na silikagelu uz CHxCl, : EtOAc =5 : 1 kao eluens.

Boc-D-Pro-Fca-OMe (1)

t; = 128-132 °C; R¢ = 0,33 (CHCl, : EtOAC =5 : 1).

IR (CH2Cl2) vmax/cm™: 3419 sr, 3405 st (NHsioboani), 3290 sr, 3234 sl (NHasocirani),
1706 j (C=Ocoome), 1694 j (C=0Ogoc), 1655 j (C=Oconn), 1561 j (amid II).

'H NMR* (600 MHz, CDCl3) &/ppm: 8,78 (s, 0,66H, n trans); 7,52 (S, 0,33H, NHis);
4,78 (s, 0,66H, CHrn trans); 4,77 (s, 0,66H, CHrn trans); 4,74 (S, 0,66H, CHen trans); 4,71-4,69 (m,
0,66H, CHEntrans); 4,64 (5, 0,33H, CHrnis); 4,49 (s, 0,34H, CHen cis); 4,47 (5, 0,65H, CHEntrans):
4,43 (s, 0,34H, CHencis); 4,40 (S, 0,34H, CHencis); 4,38 (s, 0,7H, CHentrans); 4,37 (s, 0,33H, CHen
cis); 4,36 (s, 1,03H, CHen cis + CHopro trans); 4,27 (dd, 0,34H, J = 3,4 Hz, J = 8,7 Hz, CHopro trans);
4,11-4,09 (s, 0,68H, CHencis); 4,00 (brs, 1,35H, CHentrans); 3,80 (S, 0,96 H, CHacoome trans); 3,78
(s, 2,06 H, CHacoomecis); 3,64-3,61 (m, 0,36H, CHsprocis); 3,53-3,50 (M, 0,36H, CHispro cis); 3,46-
3,43 (M, 0,7H, CHspro trans); 3,31-3,26 (M, 0,7H, CHapro trans); 2,47 (§j, 0,3H, CHppro cis); 2,42-
2,40 (m, 0,7H, CHgpro trans); 2,26-2,24 (M, 0,3H, CHgpro cis); 1,96-1,91 (m, 2H, CHypro); 1,89-
1,85 (m, 0,72H, CHgpro); 1,49 (s, 6H, CHsgoc trans); 1,45 (S, 3H, CHagoc cis).

13C NMR*, APT (75 MHz, CDCls) 8/ppm: 172,39 (COcoome cis); 172,21 (COcooMe trans);
171,52 (COco-NH cis); 170,24 (COco-NH trans); 156,34 (COgoc trans); 155,06 (COgoc cis); 95,30 (Cqrn
trans); 93,94 (Cqrn cis); 81,19 (Cqrn); 80,91 (Cagoc trans); 73,04; 71,10; 70,69; 66,54; 66,33; 62,54;
62,40; (CHen trans); 72,74; 71,44; 70,95; 66,84; 66,82; 63,77; 62,98 (CHrn cis); 72,90 (CHen);
61,59 (CHapro cis); 59,83 (CHapro trans); 52,25 (CHacoome cis); 52,08 (CHzcoome trans); 47,17
(CHaspro); 31,21 (CHapero cis); 28,33 (CHagoc); 27,21 (CHazpero trans); 24,71 (CHzypro trans); 23,77
(CHazypro cis).
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*Zbog slabog razdvajanja signala pri sobnoj temperaturi, NMR-spektri snimljeni su pri 228 K.

HRMS analiza za C22H2sN2OsFe (456,1342) nadeno: 456,132.

3.2.2. Postupak priprave tripeptida 2 i 3

Boc-zasti¢en dipeptid 1 (800 mg, 1,75 mmol) otopi se u diklormetanu te se ohladen na
0 °C izlozi djelovanju plinovitog HCI. Nakon 30' mijeSanja u ledenoj kupelji te otparavanja na
rotacijskom vakuum-uparivacu nastali se hidroklorid suspendira u CH2Cl> i obradi sa suviskom
EtzsN (pH~9). Dobiveni se slobodni amin kopulira s Boc-L-Ala-OH (662 mg, 3,5 mmol) i Boc-
D-Ala-OH (662 mg, 3,5 mmol) primjenom standardnog EDC/HOBt postupka. Nakon 1 sat
mijeSanja pri sobnoj temperaturi rezultirajuca se reakcijska smjesa ispere zasi¢cenom vodenom
otopinom NaHCO3, 10%-tnom otopinom limunske kiseline i zasi¢enom otopinom NaCl.
Organski se sloj osu$i bezvodnim Na>SOs i upari do suha. Sirovi produkt procis¢ava se
tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu uz CH2Cl, : EtOAc = 5 : 1 kao

eluens.

Boc-L-Ala-D-Pro-Fca-OMe (2)

Rt =0,61 (EtOAC).

IR (CH2Cl2) vmax/cm™: 3432 j (NHsiobodni), 3345 st (NHasocirani), 1708 j (C=Ocoowme),
1659 j, 1629 j (C=Oconn), 1561 j, 1544 j, 1499 j (amid II).

IH-NMR (600 MHz, CDCl3) &/ppm: 8,40 (s, 1H, NHrca); 5,50 (d, J = 6,60 Hz, 1H,
NHaia); 4,73 (s, 1H, H-10); 4,70 (s, 1H, H-7), 4,65-4,63 [m, 3H, CH-a (Pro), H-3, H-4]; 4,48-
4,46 [m, 1H, CHais), 4,37 (pt, 2H, H-8, H-9); 4,00 (pt, 1H, H-2, H-5); 3,86 [pt, 1H, CH2-5
(Pro)]; 3,80 (s, 3 H, COOMe); 3,51 [, 1H, J = 7,69 Hz, J = 9,14 Hz, CH,-§' (Pro)]; 2,51-2,48
[m, 1H, CH2-B (Pro)]; 2,17-,16 [m, 1H, CH2-y (Pro)]; 2,05-2,03 [m, 1H, CH-y' (Pro)]; 1,93 [pt,
1 H, CHz-B' (Pro)]; 1,93-1,91 [m, 1H, CH2-B' (Pro)]; 1,39 [s, 9 H, (CH3)3-80c]; 1,35 (d, J = 6,86
Hz, 3 H, CHz.am).

BC-NMR (150 MHz, CDCls) &/ppm: 173,22 (COaia); 172,01 (COcoome); 169,17
(COkca); 155,59 (COsoc); 95,66 (C-1, Fn); 80,04 (Cqgoc); 72,73 (C-8); 72,64 (C-9); 71,81 (C-6);
71,38 (C-10); 71,34 (C-7); 66,40 (C-3); 66,13 (C-4); 63,28 (C-5); 63,18 (C-2); 60,86 (C-a, Pro);
51,74 (CHs-coome); 48,42 (CHala); 47,29 (CH2-8, Pro); 28,56 [(CHs3)s-80c]; 27,71 (CH2-B, Pro);
24,88 (CHaz-y, Pro); 17,74 (CHs-ala).

ESI-MS: izracunato za C2sH33N3OsFe: 527,4; dobiveno [M] " na m/z 527,3.
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Boc-D-Ala-D-Pro-Fca-OMe (3)

tt = 184 °C; Rf = 0,78 (EtOAC).

IR (CH2Cl2) vmax/em™: 3431 j (NHsiobodni), 3303 st (NHasocirani), 1707 j (C=Ocoowme),
1657 j, 1634 j (C=Oconn), 1555 j, 1549 j, 1498 j (amid II).

'H-NMR (600 MHz, CDCls) &/ppm: 8,83 (s, 0,14H, NHrca cis); 8,47 (s, 0,86H, NHeca
trans); 9,35 (d, J = 7,39 Hz, 0,86H, NHala trans); 5,11 (d, J = 7,39 Hz, 0,14H, NHaia cis); 4,90 (s,
0,14H, H-10cis); 4,86 (s, 0,14H, H-7is); 4,74 (s, 0,86H, H-10¢rans); 4,71 (s, 0,86H, H-7trans); 4,66
[s, 0,34H, CH-a(Pro) cis, H-3cis]; 4,65 [, 1,66H, CH-0(Pro)trans, H-3trans]; 4,51 [m, 1,62H, CHala
trans, H-4trans]; 4,49 (M, 0,22H, CHalacis); 4,42-4,41 (m, 0,16H, H-4is); 4,35 (s, 0,86H, H-8trans);
4,33 (s, 0,86H, H-9trans); 4,04 (s, 0,28H, H-2cis, H-5¢is); 3,99 (S, 1H, H-2trans); 3,98 (s, 1H, H-
Strans); 3,79 (s, 2,54H, COOMeérans); 3,76 (s, 0,46H, COOMecis); 3,69-3,66 [m, 0,86H, CH>-
' (Pro)trans]; 3,60 [td, 0,86H, CH2-y(Pro)rans]; 3,36 [m, 0,14H, CH2-y' (Pro)cis]; 3,27 [m, 0,14H,
CHaz-y(Pro)cis]; 2,72-2,68 [m, 0,56H, CH2- (Pro)cis, CH2-6 (Pro)cis, CH2-8" (Pro)cis, CH2-p'
(Pro)cis]; 2,48 [m, 0,86H, CH2-B (Pro)]; 2,19-2,17 [m, 0,86H, CH2-8 (Pro)trans]; 2,06-2,02 [m,
0,86H, CH2-8' (Pro)trans]; 1,93-1,91 [m, 0,86H, CH2-B' (Pro)rans]; 1,51 [s, 1,64H, (CH3)3-8oc cis];
1,44 [s, 7,36H, (CH3)3-Boc trans]; 1,38 (d, J = 6,74 Hz, 2,4H, CHs.alatrans); 1,32 (d, J = 6,74 Hz,
0,6H, CHs-alacis).

B3C-NMR (150 MHz, CDCl3) &/ ppm: 173,86 (COaia trans); 172,75 (COala cis); 171,68
(COcooMe trans); 169,13 (COrca trans); 168,90 (COFrca cis); 156,68 (COgoc cis); 155,34 (COgoc trans);
96,22 (C-1,Fncis); 95,66 (C-1,Fntrans); 80,57 (Cqpoccis); 79,99 (Cqoc trans); 72,65 (C-8trans); 72,60
(C-9trans); 72,43 (C-8cis); 72,33 (C-9cis); 72,12 (C-6trans); 71,99 (C-6¢is); 71,30 (C-10trans); 71,24
(C-10cis); 71,13 (C-Ttrans); 70,93 (C-7cis); 66,49 (C-3trans); 66,34 (C-4irans); 65,86 (C-3cis, C-4cis);
63,37 (C-2cis, C-5¢is); 63,02 (C-5trans); 62,81 (C-2trans); 61,42 (C-a, Procis); 60,48 (C-a., Protrans);
51,73 [CHacoome trans]; 49,06 (CHalacis); 47,99 (CHalatrans); 47,50 (CH2-3, Proyrans); 46,76 (CH2-
3, Procis); 31,25 (CH2-B, Procis); 28,62 [(CHs)s-goc cis]; 28,51 [(CH3)s-Boc trans]; 26,75(CH2-f,
Protrans); 25,34 (CH2-y, Prorans); 22,27 (CHa-y, Procis); 18,63 (CHaala trans)-

ESI-MS: izracunato za C2sH33N3OsFe: 527,4; dobiveno [M]* na m/z 527,3.

3.2.3. Postupak priprave tripeptida 415

U suspenziju Boc-peptida 2 (800 mg, 1,52 mmol), odnosno 3 (800 mg, 1,52 mmol), u
EtOAc ohladenu na 0 °C uvodi se plinoviti HCI. Nakon 20 minuta mijeSanja u ledenoj kupelji

otapalo se upari, a rezultiraju¢i hidroklorid peptida 2, odn. 3 suspendira u suhom diklormetanu
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(8 ml) i otopi uz dodatak EtsN (1,67 mL, 12,1 mmol). Nastaloj se otopini, ohladenoj na 0 °C,
uz mijeSanje oprezno dokapa acetil-klorid (649 pL, 9,12 mmol). Nakon 15 min. mijeSanja pri
0 °C, reakcijska se smjesa izlije u vodu i viSe puta ekstrahira diklormetanom. Organski se sloj
ispere zasi¢enom vodenom otopinom NaCl, osusi bezvodnim NazSOs i upari do suha. Sirovi
produkt procis¢ava se tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu uz EtOAc

kao eluensa.

Ac-L-Ala-D-Pro-Fca-OMe (4)

R = 0,61 (n-BUOH : CHsCOOH : H,0 = 60 : 25 : 15).

IR (CH2Cl2) vmax/cm™: 3438 j (NHsiobodni), 3322 j (NHasocirani), 1707 j (C=Ocoome), 1669,
1659 (C=Oconn), 1548, 1510 (amid I1).

'H-NMR (600 MHz, CDCls) 8/ppm: 8,33 (s, 1H, NHeca); 6,79 (d, J = 5,4 Hz, 1H, NHaL);
475 (s, 1H, H-2); 4,71 (s, 1H, H-5), 4,67-4,64 (M, 3H, CHaia, H-7, H-10): 4,60 [m, 1H, CH-a
(Pro)]; 4,41 (s, 1H, H-8); 4,37 (s, 1H, H-9); 4,00 (s, 1H, H-3): 3,99 (s, 1H, H-5): 3,92 [pt, 1H,
CH2-5 (Pro)]; 3,78 (s, 3H, COOMe); 3,51 [q, 1 H, J = 3,5 Hz, J = 3,5 Hz, CHo-8' (Pro)]; 2,42-
2,41 [m, 1H, CH2-B (Pro)]; 2,14-2,12 [m, 1H, CH.-y (Pro)]; 2,05-2,03 [m, 2H, CH2-y' (Pro),
CHz-B' (Pro)]; 1,93-1,91 [m, 1H, CHz-B' (Pro)]; 2,01 (s, 3H, CHa-ac); 1,37 (d, J = 6,8 Hz, 3H,
CHz-ann).

13C-NMR (150 MHz, CDCls) 8/ppm: 172,62 (COaiw); 172,37 (COcooms); 170,76
(COnc); 169,32 (COrea): 95,93 (C-1, Fn): 72,94 (C-8): 72,79 (C-9); 71,58 (C-6); 71,39 (C-10):
71,18 (C-7); 66,43 (C-3): 66,22 (C-4); 63,08 (C-5); 63,03 (C-2): 61,08 (C-a, Pro); 51,76 (CHs.
coome); 47,69 (CHaia); 47,39 (CH2-8, Pro); 28,39 (CH.-B, Pro); 24,71 (CHz-y, Pro); 23,00 (CHa-
Ac); 16,90 (CHz3-ala).
ESI-MS: izracunato za C22H27N30sFe: 469,3; dobiveno [M] ¥ na m/z 469,3.

Ac-D-Ala-D-Pro-Fca-OMe (5)

tt =57 °C; Rt = 0,65 (n-BuOH : CH3COOH : H20 =60 : 25 : 15).

IR (CH2Cl2) vmax/cm™: 3422 j (NHsiobodni), 3289 sr (NHasocirani), 1708 j (C=Ocoome),
1674, 1638 (C=OconH), 1555, 1539, 1510 (amid II).

IH-NMR (600 MHz, CDCls) 8/ppm: 9,11 (s, 0,14H, NHrca cis); 8,43 (s, 0,86H, NHrca
rans); 6,51 (d, J = 7,2 Hz, 0,86H, NHata trans); 6,27 (d, J = 5,1 Hz, 0,14H, NHaua cis); 4,78 (dq, J
=7,6 Hz, 7,1 Hz, 1H, CHa); 4,74 (pt, 1H, H-10); 4,70 (pt, 1H, H-7); 4,66 (pt, 1H, H-3); 4,61
[dd, J = 8,2 Hz, 3,0 Hz, 1 H, CH-o. (Pro)]; 4,47 [pt, 1H, H-4], 4,37 (pt, 1H, H-8); 4,34 (pt, 1H,
H-9); 4,04 (pt, 0,14H, H-2¢s, H-5cis); 3,99 (pt, 1,86H, H-2trans, H-5trans); 3,78 (s, 2,6H,
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COOMeétrans); 3,76 (5, 0,4H, COOMegis); 3,72-3,70 [m, 1H, CH2-8'(Pro)]; 3,62 [td, 1H, CH2-8
(Pro)]; 2,42 [m, 1H, CHz-y (Pro)]; 2,23-2,18 [m, 1H, CH2-y' (Pro)]; 2,04-2,01 [m, 1H, CH-f'
(Pro)]; 2,06 (s, 0,4H, CHa.accis); 2,00 (s, 2,6H, CH3-ac trans); 1,97-1,93 [m, 1H, CH2-B (Pro)];
1,41 (d, J = 6,8 Hz, 2,45H, CH3-alatrans); 1,36 (d, J = 6,9 Hz, 0,55H, CHa3-Alacis).

BBC-NMR (150 MHz, CDCl3) 8/ppm: 173,28 (COala trans); 172,02 (COpla cis); 171,91
(COcoomecis); 171,81 (COcoometrans); 171,22 (COFcacis); 169,68 (COrcatrans); 169,22 (COactrans);
168,86 (COnc cis); 96,19 (C-1cis); 95,60 (C-1irans); 72,65 (C-8); 72,56 (C-9); 72,10 (C-6); 71,41
(C-10); 71,13 (C-7); 66,58 (C-2cis); 66,45 (C-2trans); 66,38 (C-5trans); 65,99 (C-5cis); 63,52 (C-
3cis); 63,24 (C-4cis); 63,14 (C-3trans); 62,84 (C-4irans); 61,49 (C-a, Procis); 60,56 (C-a, Protrans);
51,75 (CHs-coome trans); 51,74 (CH3-coome cis); 47,62 (CH2-8, Pro); 46,84 (CHala); 31,43 (CHo-
B, Procis); 27,24 (CH2-B, Protrans); 25,28 (CHa-y, Protrans); 23,27 (CHz-ac trans); 22,84 (CH2-y,
Procis); 22,27 (CHs-Accis); 18,40 (CH3-Alatrans); 16,46 (CHz3-alacis).

ESI-MS: izratunato za C22H27N30sFe: 469,3; dobiveno [M+H] " na m/z 470,3.

3.2.4. Postupak priprave Ac-L-Ala-D-Pro-Fca-OH (6) i Ac-D-Ala-D-Pro-Fca-OH (7)

U otopinu estera 4 (800 mg, 1,7 mmol), odnosno 5 (800 mg, 1,7 mmol) u 7 mL metanola
doda se 100 mg NaOH (1,7 mmol) i par kapi vode. Nakon 1 sat refluksiranja pri temperaturi od
65 °C, reakcijska se smjesa upari, ostatak zakiseli 20%-tnom otopinom HCI te ekstrahira etil-

acetatom. Organski sloj ispere se zasi¢enom otopinom NaCl, osusi bezvodnim Na2SOj i upari.

Ac-L-Ala-D-Pro-Fca-COOH (6) R = 0,23 (EtOAC).
IR (CHZCIZ) Vmax/(:m_l: 3432 SI (NHsIobodni), 3306] (NHasocirani), 3118 § (OH, COOH),
1710, 1673, 1632 (C=Ocoon, conn), 1544 j (amid I1).

Ac-D-Ala-D-Pro-Fca-COOH (7) Rf = 0,23 (EtOAC).

IR (CHZCIZ) Vmax/(:m_l: 3420 Sr (NHsIobodni), 3300 J (NHasocirani), 3114'3001 é (OH,
COOH), 1692, 1626 (C=Ocoow, conn), 1542 j (amid I1).

3.2.5. Postupak priprave Ac-L-Ala-D-Pro-Fca-CON3 (8) i Ac-D-Ala-D-Pro-Fca-CON3
(9)

Otopini kiselina 6 (1 g, 2,19 mmol), odnosno 7(1 g, 2,19 mmol) u 10 mL acetona doda

se par kapi vode. Reakcijskoj se smjesi, ohladenoj na 0 °C, dokapa otopina EtsN
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(0,26 g, 2,49 mmol) u acetonu, te otopina CICOOEt (0,052 g, 1,64 mmol) u acetonu pazeci da
temperatura ne prijede 5 °C. Nakon 30 minuta mijeSanja, doda se otopina NaN3 (0,215 g, 3,29
mmol) u vodi. Nakon 1h mijesanja u ledenoj kupelji reakcijska se smjesa razrijedi hladnom
vodom, ekstrahira diklormetanom, ispere 5%-tnom zasi¢enom otopinom NaHCOz3 i zasi¢enom

otopinom NaCl, osusi bezvodnim NaSOz i upari do suha.

Zbog nepredvidene situacije vezane za COVID-19 i nedostupnosti instrumenata,

spojevi nisu podrobno spektroskopski identificirani.

Ac-L-Ala-D-Pro-Fca-CONB3 (8):

Ri=0,17 (CH2Cl, : MeOH =9 : 1).

IR (CH2Cl2) vimax/cm™: 3438 sr (NHsiobodni), 3317 j (NHasocirani), 2135 j (N3), 1711, 1677,
1625 (C=Ocons, conn), 1545, 1511 (amid I1).

Ac-D-Ala-D-Pro-Fca-CONs (9):

R¢=0,21 (CHxCl2: MeOH =9 : 1).

IR (CH2Cl2) vmax/em™®: 3423 st (NHsiobodni), 3291 st (NHasocirani), 2136 j (N3), 1711, 1680,
1625 (C=Ocons, conn), 1557, 1510 (amid I1).

3.2.6. Postupak priprave Ac-L-Ala-D-Pro-Fn-NHBoc (10) i Ac-D-Ala-D-Pro-Fca-
NHBoc (11)

Otopina azida (400 mg) u 8 mL tert-butil-alkohola zagrijava se pri 65 °C sve dok na
TLC ima traga supstrata (~5h). Reakcijska se smjesa upari, a produkt procisti tankoslojnom

preparativnom kromatografijom (EtOAc).

Ac-L-Ala-D-Pro-Fn-NHBoc (10)

Rt = 0,33 (EtOAC).

IR (CH2Cl2) vmadem™: 3437 sr (NHsiobodni), 3329 j (NHasocirani), 1714 j, 1666 j
(C=Oconn), 1543 j (amid I1).

Ac-D-Ala-D-Pro-Fca-NHBoc (11)

Rf = 0,25 (EtOAC).

IR (CH2Cl2) vmax/em™: 3426 j (NHstobodni), 3305 st (NHasocirani), 1674, 1641 (C=OconH),
1556 j, 1532 j (amid ).
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3.2.7. Postupak priprave tripeptida Ac-L-Ala-D-Pro!-NH-Fn-NH?-L-Pro?-NBoc (12),
Ac-L-Ala-D-Prot-NH-Fn-NH2-D-Pro?>-NBoc  (13), Ac-D-Ala-D-Pro!-NH!-Fn-NH?-L-Pro?-
NBoc (14) i Ac-D-Ala-D-Pro!-NH!-Fn-NH?-D-Pro2-NBoc (15)

Boc-zasti¢eni prekursor 10 tj. 11 (300 mg, 0,57 mmol) otopi se u EtOAc, ohladi na 0 °C
1 izlozi djelovanju plinovitog HCl. Nakon 30' mijeSanja u ledenoj kupelji te otparavanja na
rotacijskom vakuum-uparivacu nastali se hidroklorid suspendira u CH2Cl> i obradi sa suviskom
EtsN (pH~9). Dobiveni se slobodni amin kopulira s 250 mg (1,14 mmol) Boc-D/L-Pro-OH
primjenom standardnog EDC/HOBt postupka. Nakon 1 sat mijesanja pri sobnoj temperaturi
rezultirajuca se reakcijska smjesa ispere zasi¢enom vodenom otopinom NaHCO3, 10%-tnom
otopinom limunske kiseline 1 zasi¢enom otopinom NaCl. Organski se sloj osusi bezvodnim
Na:SOs i upari do suha. Sirovi produkt procis¢ava se tankoslojnom preparativnom

kromatografijom na silikagelu uz CHxCl : EtOAc =5 : 1 kao eluens.

Ac-L-Ala-D-Pro-NH!-Fn-NH?2-L-Pro>-NBoc (12)

t: = 109,7 °C; R¢ = 0,41 (EtOAC).

IR (CH2Cl2) vmax/em™: 3434 sl (NHsiobodni), 3308 j (NHasocirani), 1691, 1674, 1648
(C=Oconw), 1549, 1533, 1478 (amid I1).

'H-NMR (600 MHz, CDCl3) 8/ppm: 8,48 [s, 1H, NH); 8,33 [s, 1H, NH?r); 8,01 (s,
1H, NHan); 5,37 (s, 1H, H-10); 5,31 (s, 1H, H-7); 4,84 (dq, J = 7,5 Hz, 6,8 Hz, 1H, CHa);
4,64 [dd, J = 8,5 Hz, 4,6 Hz, 1H, CH-a (Prol)]; 4,21 (pt, 2H, H-2, H-5); 4,14 [m, 1H, CH-a
(Pro2)]; 3,95 (s, 2H, H-3, H-4); 3,91 (s, 1H, H-8); 3,90 (s, 1H, H-9); 3,84-3,82 [m, 1H, CH,-
8'(Pro2)]; 3,65 [ddd, J = 10,5 Hz, 7,8 Hz, 5,5 Hz, 1H, CH2-8 (Pro1)]; 3,58 [td, J = 10,1 Hz, 6,9
Hz, 1H, CH2-8 (Pro2)]; 3,42 [td, J = 10,3 Hz, 7,0 Hz, 1H, CH-8' (Pro1)]; 2,26 [m, 1H, CH.-
v (Pro2)]; 2,19 [m, 1H,CHz-y (Pro1)]; 2,12-2,07 [m, 2H, CH2-B, CHo-B' (Pro1)]; 2,06-2,03 [m,
2H, CH2-B, CH2-B' (Pro2)]; 2,00 (s, 3H, CHs-ac); 1,98-1,93 [m, 1H, CHa-y' (Prol)]; 1,85-1,83
[m, 1H, CH2-y' (Pro2)];1,48 [s, 9H, (CH3)3-80c]; 1,35 (d, J = 6,66 Hz, 3H, CHs.ala).

13C-NMR (150 MHz, CDCls) 8/ppm: 171,43 (COau); 171,25 (COrn2); 169,94 (COFn1);
169,29 (COAc); 155,08 (COgoc); 96,37 (C-6); 96,08 (C-1); 80,72 (Cqgoc); 65,81 (C-8); 65,65 (C-
9); 64,72 (C-3); 64,69 (C-4); 62,44 (C-7); 62,39 (C-10); 61,20 (C-2); 61,19 (C-5); 60,91 (C-a,
Pro2); 60,60 (C-a, Prol); 48,02 (CH2-8, Pro2); 47,40 (CH2-5, Prol); 47,32 (CH, Ala); 30,54
(CHa-B, Pro2); 29,68 (CH2-B, Prol); 28,65 [(CHs)s-soc]; 25,03 (CH2-y, Prol); 24,76 (CHa-y,
Pro2); 23,50 (CHs-ac); 18,80 (CHz-Al).

ESI-MS: izracunato za C3oH1NsOsFe: 623,5; dobiveno [M+H] * na m/z 624,6.
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Ac-L-Ala-D-Pro!-NH!-Fn-NH?2-D-Pro>-NBoc (13)

t = 109,7 °C; R¢ = 0,41 (EtOAC).

IR (CH2Cl2) vimax/cm®: 3424 sl (NHstobodni), 3305 j, 3255 j (NHasocirani), 1686, 1665, 1629
(C=Oconn), 1570, 1508, 1481 (amid I1).

'H-NMR (600 MHz, CDCls) 8/ppm: 9,44 [s, 0,9H, NHn trans); 9,22 [s, 0,1H, NHen cis);
9,16 [s, 0,9H, NHZkn trans); 9,20 [s, 0,1H, NHZk, cis); 6,65 (S, 0,1H, NHauacis); 6,54 (d, J = 7,26
Hz, 0,9H, NHaua trans); 5,37 (s, 1H, H-10); 5,31 (s, 1H, H-7); 4,84 (dq, J = 7,5 Hz, 6,8 Hz, 1H,
CHau); 4,64 [dd, J = 8,5 Hz, 4,6 Hz, 1H, CH-a (Prol1)]; 4,21 (pt, 2H, H-2, H-5); 4,14 [m, 1H,
CH-a (Pro2)]; 3,95 (s, 2H, H-3, H-4); 3,91 (s, 1H, H-8); 3,90 (s, 1H, H-9); 3,84-3,82 [m, 1H,
CH2-8'(Pro2)]; 3,65 [ddd, J = 10,5 Hz, 7,8 Hz, 5,5 Hz, 1H, CH2-5 (Pro1)]; 3,58 [td, J = 10,1
Hz, 6,9 Hz, 1H, CH2-6 (Pro2)]; 3,42 [td, J = 10,3 Hz, 7,0 Hz, 1H, CH-&' (Pro1)]; 2,26 [m, 1H,
CHa-y (Pro2)]; 2,19 [m, 1H,CHa-y (Pro1)]; 2,12-2,07 [m, 2H, CH2-B, CH2-B' (Pro1)]; 2,06-2,03
[m, 2H, CH2-B, CH2-B' (Pro2)]; 2,00 (s, 3H, CHa.ac); 1,98-1,93 [m, 1H, CHy-y' (Prol)]; 1,85-
1,83 [m, 1H, CH2-y' (Pro2)];1,48 [s, 9H, (CHs)s-80c]; 1,35 (d, J = 6,66 Hz, 3H, CHs-ala).

3C-NMR (150 MHz, CDCls) 8/ppm: 171,43 (COal); 171,25 (COrn2); 169,94 (COFn1);
169,29 (COAc); 155,08 (COgoc); 96,37 (C-6); 96,08 (C-1); 80,72 (Cqgoc); 65,81 (C-8); 65,65 (C-
9); 64,72 (C-3); 64,69 (C-4); 62,44 (C-7); 62,39 (C-10); 61,20 (C-2); 61,19 (C-5); 60,91 (C-a,
Pro2); 60,60 (C-a, Prol); 48,02 (CH2-8, Pro2); 47,40 (CH2-8, Prol); 47,32 (CH, Ala); 30,54
(CHa-B, Pro2); 29,68 (CH-B, Prol); 28,65 [(CHs)s-goc]; 25,03 (CH2-y, Prol); 24,76 (CH.-y,
Pro2); 23,50 (CHs-ac); 18,80 (CHs.At).
ESI-MS: izratunato za C3oH1NsOsFe: 623,5; dobiveno [M+H] * na m/z 624,6.

Ac-D-Ala-D-Pro*-NH!-Fn-NH?-L-Pro2-NBoc (14)

t. = 109,7 °C; R¢ = 0,41 (EtOAC).

IR (CH2Cl2) vmax/em™: 3417 sl (NHsiobodni), 3302 j (NHasocirani), 1689, 1675, 1647
(C=Oconw), 1564, 1545, 1534, 1513 (amid II).

'H-NMR (600 MHz, CDCls) 8/ppm: 8,56 [s, 1H, NH); 8,27 [s, 1H, NH?r); 6,92 (s,
1H, NHai); 5,37 (s, 1H, H-10); 5,31 (s, 1H, H-7); 4,84 (dq, J = 7,5 Hz, 6,8 Hz, 1H, CHau);
4,64 [dd, J = 8,5 Hz, 4,6 Hz, 1H, CH-a (Prol)]; 4,21 (pt, 2H, H-2, H-5); 4,14 [m, 1H, CH-a
(Pro2)]; 3,95 (s, 2H, H-3, H-4); 3,91 (s, 1H, H-8); 3,90 (s, 1H, H-9); 3,84-3,82 [m, 1H, CH,-
8'(Pro2)]; 3,65 [ddd, J = 10,5 Hz, 7,8 Hz, 5,5 Hz, 1H, CH2-8 (Pro1)]; 3,58 [td, J = 10,1 Hz, 6,9
Hz, 1H, CH2-8 (Pro2)]; 3,42 [td, J = 10,3 Hz, 7,0 Hz, 1H, CH2-8' (Pro1)]; 2,26 [m, 1H, CH.-
vy (Pro2)]; 2,19 [m, 1H,CHz-y (Pro1)]; 2,12-2,07 [m, 2H, CH2-B, CHo-B' (Pro1)]; 2,06-2,03 [m,
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2H, CH2-B, CH2-B' (Pro2)]; 2,00 (s, 3H, CHz-ac); 1,98-1,93 [m, 1H, CHz-y' (Prol)]; 1,85-1,83
[m, 1H, CHz-y' (Pro2)];1,48 [s, 9H, (CH3)3-8oc]; 1,35 (d, J = 6,66 Hz, 3H, CHs.-ala).

3C-NMR (150 MHz, CDCl3) 8/ppm: 171,43 (COau); 171,25 (COFn2); 169,94 (COrn1);
169,29 (COAc); 155,08 (COgoc); 96,37 (C-6); 96,08 (C-1); 80,72 (Cqgoc); 65,81 (C-8); 65,65 (C-
9); 64,72 (C-3); 64,69 (C-4); 62,44 (C-7); 62,39 (C-10); 61,20 (C-2); 61,19 (C-5); 60,91 (C-a,
Pro2); 60,60 (C-a, Prol); 48,02 (CH»-8, Pro2); 47,40 (CH2-8, Prol); 47,32 (CH, Ala); 30,54
(CH2-B, Pro2); 29,68 (CH2-B, Prol); 28,65 [(CHs)s-gocl; 25,03 (CHz-y, Prol); 24,76 (CHz-y,
Pro2); 23,50 (CHs-ac); 18,80 (CHs-ala).
ESI-MS: izraGunato za C3oH41NsOgFe: 623,5; dobiveno [M+H] * na m/z 624,6.

Ac-D-Ala-D-Pro*-NH!-Fn-NH?-D-Pro?-NBoc (15)

tt=110,3 °C; R = 0,56 (EtOAC).

IR (CH2Cl2) vimax/cm™: 3424 sl (NHstobodni), 3302 j, 3254 j (NHasocirani), 1690, 1667, 1629
(C=Oconr), 1571, 1511, 1481 (amid I1).

IH-NMR (600 MHz, CDCl3) 8/ppm: 9,38 (s, 1H, NH); 9,23 (s, 1H, NHZ); 6,23 (d,
J =76 Hz, 1H, NHau); 5,37(s, 1H, H-10); 5,30 (s, 1H, H-7); 4,80 (dg, J =7,8 Hz, 7,1 Hz, 1H,
CHa); 4,69 [dd, J =8,3 Hz, 5,3 Hz, 1H, CH-a (Prol)]; 4,28 [dd, J =8,1 Hz, 4,7 Hz, 1H, CH-a.
(Pro2)]; 4,19 (s, 1H, H-2); 4,09 (s, 1H, H-5); 3,94 (s, 1H, H-3); 3,93 (s, 1H, H-4); 3,90 (s, 1H,
H-8); 3,89 (s, 1H, H-9); 3,80 [td, J = 10,0 Hz, 7,0 Hz,1H, CH,-8'(Pro1)]; 3,72 [td, J = 10,0 Hz,
7,0 Hz, 1H, CH2-8 (Pro1)]; 3,63 [ddd, J = 10,5 Hz, 7,7 Hz, 5,6 Hz, 1H, CH-5'(Pro2)]; 3,42 [td,
J=10,6 Hz, 7,0 Hz, 1H, CH2-6 (Pro2)]; 2,22-1,98 [m, 8H, CH2-y, CH2-y' (Prol),CH2-y, CH2-y'
(Pro2), CH2-B, CH2-p' (Pro1), CHz-B, CH2-B' (Pro2)]; 1,99 [s, 3H, CHs-ac); 1,47 [s, 9H, (CHs)s-
Boc]; 1,46 (d, J = 7,15 Hz, 3H, CH3.a1).

13C-NMR (150 MHz, CDCls) 8/ppm: 171,57 (COgn2); 171,43 (COaua); 169,92 (COrna);
169,57 (COac); 155,00 (COgoc); 96,40 (C-6);96,24 (C-1); 80,60 (Cqgoc); 65,79 (C-8); 65,71 (C-
9); 64,65 (C-3); 64,62 (C-4); 62,34 (C-7); 62,31 (C-10); 61,18 (C-2); 61,14 (C-5); 60,62 (C-a,
Prol); 60,44 (C-a, Pro2); 47,98 (CH»-8, Prol); 47,36 (CH2-6, Pro2); 46,98 (CHaia); 30,52 (CH2-
B, Pro2); 29,60 (CH2-B, Prol); 28,62 [(CH3s)s-soc]; 25,26 (CH2-y, Prol); 24,77 (CHz-y, Pro2);
23,33 (CHa-ac); 18,07 (CH3-Ala).
ESI-MS: izracunato za C3oH1NsOsFe: 623,5; dobiveno [M]* na m/z 623,3.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. UVOD

U Teorijskom dijelu ovog Diplomskog rada napravljen je pregled konformacijskih
svojstava ferocenskih biokonjugata I, 11 i 111 koji su pripravljeni kopulacijom ferocen-1,1’-
dikarboksilne kiseline Fcd (IV) odnosno 1’-aminoferocen-1-karboksilne kiseline Fca (V) s
prirodnim aminokiselinama (Slika 11).

Budu¢i da je ferocen idealan kalup za tvorbu vodikovih veza (udaljenost izmedu dva
ciklopentadienilna prstena iznosi 3,3 A) [106], njegovo umetanje u peptidne lanace omogugit
¢e tvorbu razli¢itih strukturnih elemenata (uzvojnice, plohe i okreti). Obrasci IHB na kojima se
temelji tvorba sekundarnih strukturnih elemenata u peptidima I, 11 i 111 odredeni su strukturom
ferocenskog sintona (Fcd, Fca, Fcda) te strukturom i apsolutnom konfiguracijom prirodnih
aminokiselina.

U nastavku istrazivanja vezanih za pripravu peptida izvedenih iz Fcda koja su provedena
u sklopu Disertacije [96], odlucili smo pripraviti i strukturno karakterizirati stereoizomerne vise

homologe peptida I1la (tripeptidi 12-15) (Slika 25).

O o)
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@N)J\Q)\ \N)J\Me
H H
Fe . i
N
0

Ac-Ala-Pro-NH-Fn-NH-Pro-Boc

Slika 25. Stereoizomerni ferocenski tripeptidi I11a

Kako smo prethodno napomenuli, na tvorbu vodikovih veza osim same strukture
ferocenskog sintona utjece i kiralnost uvedenih aminokiselina. Zato smo odlucili pripraviti
ferocenske homo- i heterokiralne tripeptide I11a uvodenjem D/L prolina i D/L alanina te utvrditi
kako promjena kiralnosti aminokiselina utjece na tvorbu IHB. U nastavku ¢emo opisati sintezu

i konformacijsku analizu ferocenskih tripeptida Illa:
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e Ac- -D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc (12), heterokiralan tripeptid

e Ac- -D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc (13), heterokiralan tripeptid
e Ac- -D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc (14), heterokiralan tripeptid
o Ac- -D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc (15), homokiralan tripeptid

te njihovih prekursora:

e Boc-D-Pro-Fca-COOMe (1), dipeptid

e Boc- -D-Pro-NH-Fca-COOMe (2), heterokiralan tripeptid
e Boc- -D-Pro-NH-Fca-COOMe (3), homokiralan tripeptid
e Ac- -D-Pro-NH-Fca-COOMe (4), heterokiralan tripeptid
e Ac- -D-Pro-NH-Fca-COOMe (5), homokiralan tripeptid

4.2. SINTEZA | KONFORMACIJSKA ANALIZA PREKURSORA TRIPEPTIDA llla

4.2.1. Sinteza dipeptida Boc-D-Pro-Fca-OMe (1)

Priprava peptida 1 zapocinje deprotekcijom amino-skupine iz Fca djelovanjem
plinovitog HCI. Nakon obrade nastalog hidroklorida s EtsN uslijedila je kopulacija slobodnog
ferocenskog amina s Boc-D-Pro-OH primjenom standardne HOBt/EDC metode pri ¢emu je
dobiven peptid 1 (Shema 3) [107].

o) O
)JVN Ot Bu
©\N)J\Ot Bu @” 5T
H 1. HClyjinovit/CHACl, Fo —/0

Fe ﬁ 2. Et;N ?

@OMe 3. Boc-D-Pro-OH ©/I\0Me
EDC/HOBt
V (Fca) 1 (Boc-D-Pro-Fca-OMe)

Shema 3. Priprava dipeptida 1 (predstavnika peptida I1) iz Fca (V)

Mjerenjem H- i 3C-NMR-spektara prolinskog peptida 1 pri sobnoj temperaturi
dobiveni su prosireni i srasli signali koje nije bilo moguce asignirati. Njegova je struktura stoga
odredena mjerenjem NMR-spektara pri 228 K pri ¢emu je uocen dupli set signala koji odgovara

cis- i trans-izomerima.
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'H-, 13C-, COSY- i HMBC-spektroskopijom najprije smo asignirali prolinske trans- i
cis-Cy—atome pri 6 = 24,37 odn. 23,43 ppm. Pri tomu smo visi kemijski pomak pripisali trans-
izomeru, a prema visinama signala odredili njihov omjer (trans : cis = 67 : 33). Razlika
kemijskih pomaka Cp— (6 = 26,87 ppm) i C,— atoma (6 = 24,37 ppm) iznosi 2,5 ppm ¢ime je

dodatno potvrdena dominacija trans-izomera.

4.2.2. Sinteza i konformacijska analiza tripeptida Boc-L-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe
(2), Boc-D-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe (3), Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe (4) i Ac-D-Ala-
D-Pro-NH-Fca-COOMe (5)

4.2.2.1. Sinteza tripeptida 2-5

Tripeptidi 2-5 pripravljeni su iz Boc-D-Pro-Fca-OMe (1) prema postupcima za
deprotekciju i kopulaciju opisanih u prethodnom poglavlju. Deprotekcijom terminalnih amino-
skupina Boc-dipeptida 1 djelovanjem plinovitog HCI uz naknadnu obradu dobivenih
hidroklorida s EtsN dobiveni su odgovarajuci nestabilni amini koji su potom in situ kopulirani
s prethodno aktiviranim Boc-zasticenim aminokiselinama (L-Ala, D-Ala) u Boc-tripeptide 2 (89
%) i 3 (95 %). Njihovi su acetamidni analozi 4 (54 %) i 5 (61 %) pripravljeni djelovanjem AcClI
na slobodne amine nastale nakon deprotekcije odgovaraju¢ih Boc-tripeptida prethodno

opisanim postupkom (Shema 4).
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Shema 4. Priprava tripeptida 2-5 iz dipeptida 1

Kopulacija L- odn. D-Ala s prolinskim N-terminusom dipeptida 1 o¢ituje se u *H-NMR-
spektrima konjugata 2 i 3 dubletima (6 ~ 1,3 ppm) i multipletima (6 ~ 4,51 ppm) njihovih
metilnih, odn. metinskih protona, dok se alaninski signali u **C-NMR-spektrima javljaju pri &
~ 48 ppm (CHaia) te 8 ~ 18 ppm (CHzala). Karbonilna skupina iz novonastale peptidne veze
spojeva 2 i 3 registrirana je signalom pri 6 ~ 173 ppm. Transformacija Boc-peptida 2 i 3 u Ac-
analoge 4 i 5 ocituje se gubitkom singleta tert-butilnih protona pri & ~ 1,5 ppm te javljanjem
singleta acetilnih protona pri & ~ 2 ppm u njihovim *H-NMR-spektrima. U 3C-NMR-spektrima
ova se zamjena manifestira gubitkom signala karbonilnih i tert-butilnih C-atoma pri & ~ 155

ppm odn. 6 ~ 28 ppm te javljanjem novih signala pri & ~ 169 ppm (COac) i 6 ~ 23 ppm (CHzac).

S obzirom da pripravljeni tripeptidi sadrze homo- (3 i 5) odn. heterokiralne (2 i 4) Ala-
Pro sekvence s razli¢itim terminalnim zaStitnim skupinama, u nastavku ovoga poglavlja opisat

¢emo utjecaj kiralnosti 1 strukture zastitnih skupina na njihova konformacijska svojstva.

4.2.2.2. IR-spektroskopska analiza tripeptida 2-5

Kako je spomenuto u Teorijskom dijelu, IR-spektroskopija je metoda koja daje pouzdan
uvid u konformacijski prostor peptida u otopini [108]. Istezne frekvencije NH-skupina u

podruéju nizem od 3400 cm™ ukazuju na njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama, dok se
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signali iznad 3400 cm™ pripisuju slobodnim NH-skupinama (Slika 26). Apsorpcijske vrpce
karbonilnih esterskih skupina nadene ispod 1730 cm™ upuéuju na njihovo sudjelovanje u

vodikovim vezama.

N
o
1
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NH-SKUPINA

ASOCIRANA
NH-SKUPINA

Transmitancija (%)

A
S
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3500 3400 3300 3200 3100
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Slika 26. Prikaz podrucja isteznih frekvencija NH-skupina

Karakter vodikove veze (inter- ili intramolekulski) odreduje se mjerenjem
koncentracijski ovisnih IR-spektara. Postupnim razrjedivanjem 50 mM otopine ispitivanog
uzorka cijepaju se intermolekulske vodikove veze uslijed ¢ega znatno opada intenzitet njihovih
signala u podruéju nizem od 3400 cm™. Ako su u molekuli prisutne intramolekulske vodikove
veze njihov intenzitet razrjedivanjem slabi proporcionalno slabljenju signala slobodne NH-

skupine.

IR-spektri Boc- i Ac-zasti¢enih tripeptida 2-5 u podru¢ju N-H isteznih vibracija sadrze
dvije vrpce razli¢itih intenziteta koje se pripisuju slobodnim (> 3400 cm™) odn. asociranim
(< 3400 cm™) NH-skupinama. Pri tomu u Boc-tripeptidima (2 i 3) te Ac-tripeptidu (5)
prevladava signal slobodnih NH-skupina, dok kod Ac-heterokiralnog tripeptida (4) prevladava

signal asociranih NH-skupina (Tablica 1).
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Tablica 1. Istezne vibracije® NH- i CO-skupina tripeptida 2-5

WNH WNH Vco vco co
'(ffg__)‘ Formula (slob.) (asoc.) | (ester) | (amid 1) | (amid 1)
1561

) 1659
2 | Boc-L-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe | 3432j | 3345sr | 1708 1629 1544
1499
1555

) 1657
3 | Boc-D-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe | 3431j | 3303sr 1707 1634 1549
1498
) 1669 1548

4 | Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe 3438sr | 3322j 1707

1659 1510
1555

) 1674
5| Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe 3422j | 3289sr | 1708 1638 1539
1510

[@1R-spektri snimljeni su u CH2Clz, ¢ = 5x1072 M.

Da bi se utvrdio karakter apsorpcijskih vrpci < 3400 cm™ u IR-spektrima analiziranih

biokonjugatd 2-5, njihova asocijacija ispitana je postupnim razrjedivanjem njihovih

diklormetanskih otopina u koncentracijskom rasponu od 5x102 M do 3x10° M. Kako se moze

vidjeti iz Slike 27, smanjenjem koncentracije dolazi do proporcionalnog slabljenja vrpci

asociranih i slobodnih NH-skupina u svim otopinama tripeptida. Zbog toga je predlozena

stabilizacija ispitivanih tripeptida intramolekulskim vodikovim vezama (IHB).
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Slika 27. Koncentracijski-ovisni IR-spektri® biokonjugata 2-5

[BlIR-spektri snimljeni su u CHzCly, [(—) ¢ = 5x102 M, (---) ¢ = 2,5x102 M, (-) ¢ =
1,25x102 M, (--) ¢ = 6,13x103 M, (- - +) ¢ = 3x10° M].

U sklopu Disertacije [96] pripravljeni su enantiomeri nasih tripeptida prikazani na Slici 28.

Boc-
Boc-
Ac-
Ac-

-D-Pro-NH-Fca-COOMe (2) ! Boc-
-D-Pro-NH-Fca-COOMe (3) i Boc-
i Ac-
-D-Pro-NH-Fca-COOMe (5) i Ac-

-D-Pro-NH-Fca-COOMe (4)

-L-Pro-NH-Fca-COOMe (XVI11)
-L-Pro-NH-Fca-COOMe (X1X)

-L-Pro-NH-Fca-COOMe (XX)

-L-Pro-NH-Fca-COOMe (XXI)

Slika 28. Stereoizomerni odnosi pripravljenih tripeptida
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Usporedbom IR-spektara stereoizomera te enantiomera moze se zakljuciti da kod
prethodno pripravljenih heterokiralnih tripeptida 16 1 18 prevladava signal asociranih NH-
skupina. Takav obrazac u ovom radu prati samo heterokiralni tripeptid 4. Bitno je spomenuti

da su tripeptidi 4 i 18 u enantiomernom odnosu, stoga su se takve asocijacije i o¢ekivale.

4.2.2.3. NMR-spektroskopska analiza tripeptida 2-5

NMR-spektroskopska analiza omogucava jasniji uvid u obrasce vodikovih veza koje se
prethodno predlazu IR-spektroskopijom. Tom je tehnikom moguée razlikovati pojedine NH-
skupine u molekuli te na temelju njihovih kemijskih pomaka zakljuciti sudjeluju li u vodikovim
vezama. Ako NH-skupina ima kemijski pomak iznad 7 ppm, takva ¢e se skupina proglasiti
asociranom.

U vecini predstavnika ranije opisanih ferocenskih peptida | i 1l pokazalo se da NH-
skupine koje sudjeluju u vodikovim vezama rezoniraju pri & > 7 ppm, dok su slobodne NH-
skupine registrirane pri visSem polju (6 <7 ppm). Moguca su i odstupanja od ovog pravila ovisno
0 kemijskoj okolini donorske NH-grupe.

Primjenom 2D NMR-spektroskopije (COSY, HMBC) provedena je asignacija *H- i 13C-
NMR-spektara pripravljenih konjugata.

Karakteristika svih peptida 2-5 jest visok kemijski pomak NH-skupina iz Fca (6 > 8
ppm) §to upucuje na njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama. Kemijski pomaci alaninskih
amidnih protona (6 < 7 ppm) sugeriraju da NH-skupine udaljene od ferocenske jezgre (2-5)
nisu donori vodikove veze. Na temelju kemijskih pomaka prolinskih metilenskih skupina [
(Co/Cp) < 8 (Cy/Cs)] te razlike u kemijskim pomacima Cp— i Cy—atoma (Ad < 6 ppm), zakljucili
smo da svi ispitivani biokonjugati zauzimaju trans-polozaj oko imidne veze (Tablica 2).

U NMR spektrima Boc- i Ac-tripeptida (2 i 4) s konstituiraju¢im heterokiralnim Ala-
Pro sekvencama pojavljuju se i signali cis-izomera. Integriranjem povrsina amidnih protona u
'H-NMR-spektrima te odredivanjem omjera visine signala prolinskih ugljikovih atoma u *C-
NMR spektrima odreden je omjer trans- i cis-izomera koji pri 298 K u peptidima 2 i 4 iznose
86:14.
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Tablica 2. Kemijski pomaci (8)® amidnih protona u tripeptidima 2-5

(N HFca)trans (N HFca)cis (N HAIa)trans (N HAIa)cis
1<) Formula
i 8 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm)
8,47 8,83 5,35 511
2 | Boc-L-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe
(0,86 H) (0,14 H) (0,86 H) (0,14 H)
3 | Boc-D-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe 8,40 / 5,50 /
8,43 911 6,51 6,27
4 Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe
(0,86 H) (0,14 H) (0,86 H) (0,14 H)
5 | Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe 8,33 / 6,80 /

[B(INMR-spektri snimljeni su u CDCls pri ¢ = 5x102 M i 298 K.

Dodatni uvid u obrasce i karakter vodikovih veza daju koncentracijski i temperaturno
ovisni spektri te titracija 50 mM otopine konjugata s kompeticijskim otapalom DMSO. lako je
kao dio ovog Diplomskog rada bilo predvideno i provodenje spomenutih spektroskopskih
mjerenja, zbog situacije s pandemijom COVID-19 te posljedi¢ne nedostupnosti instrumenta za
analizu mjerenja se nisu provela.

Potencijalnu ulogu prolina kao zacetnika B—okreta u svim ispitivanim homokiralnim i
heterokiralnim tripeptidima 2-5 ispitali smo NOESY NMR-spektroskopskom analizom.

Odredivanje peptidnih sekundarnih strukturnih elemenata temelji se na analizi *H-'H
NOE kontakata u njihovim NOESY-NMR-spektrima [104, 109, 110].

NOESY-NMR-spektroskopske analize tripeptida 2 sugeriraju njegovu stabilizaciju
intramolekulskom vodikovom vezom u kojoj sudjeluju NH-skupina vezana na ferocen te
karbonilna karbamatna skupina. Prema strukturi tripeptida 2, takva bi se IHB mogla realizirati
unutar peptidnog lanca vezanog na gornji ferocenski prsten koja rezultira 10-¢lanim [HB
prstenom (NHrca---OCpoc) (Prilog 1).

Sli¢no, u homokiralnom analogu 3 NH-skupina vezana na ferocen prema prethodno
opisanim analizama tvori intralan¢anu vodikovu vezu s karbamatnom skupinom
(NHFrca:--OCpoc) inducirajuci B—okret (Prilog 1).

Zamjenom terminalne zaStitne skupine mijenja se obrazac vodikovih veza u NOESY
spektrima Ac-analogd 4 i 5 pa na temelju kontakata moZzemo pretpostaviti da se u ovim

peptidima uspostavljaju NHrca---NHaia Vodikove veze koje tvore 8-¢lani IHB prsten (Prilog 2).
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4.2.2.4. CD-spektroskopska analiza tripeptida 2-5

Cirkularni dikroizam (CD) je spektroskopska metoda koja se koristi za odredivanje
sekundarnih strukturnih elemenata u kiralnim peptidima [11, 104]. Pokazalo se da
uvodenjem ferocenskog kromofora (A ~ 480 nm) u kiralno peptidno okruzenje | i 11 dolazi do
pojave Cottonovog efekta koji je posljedica heli¢ne kiralnosti uzrokovane interlancanim IHB
[67, 75-77, 79-91, 111-117]. Na predznak Cottonovog efekta utjeCu otapalo, zastitne skupine
te vrsta i slijed vezanih prirodnih aminokiselina.

Kako smo na temelju IR- i NMR-spektroskopskih mjerenja pretpostavili tvorbu
intralan¢anih vodikovih veza NHrca:--OCgoc/ac KOje dovode do tvorbe p—okreta u peptidima 2 i
3 te NHrca*Nala 8-Clanim prstenovima u peptidima 4 i 5, odlué¢ili smo provesti CD-
spektroskopsku analizu. Kako vodikove veze induciraju kiralno uredenje oko ferocenskog

kromofora (A ~ 480 nm) o¢ekuje se CD-aktivnost ispitanih peptida.

Polozaj apsorpcijskih vrpci karakteristiénih za ferocenski kromofor (464 — 496 nm)
ukazuje na kiralno uredenje ispitanih peptida. Sirok raspon apsolutnih vrijednosti Cottonovih
efekata (242 do 3073 deg cm? mol™) upucuje na razli¢ite stupnjeve kiralnog uredenja (Tablica
3). Nize vrijednosti Cottonovih efekata (Me < 1000 deg cm? mol™) u peptidima 4 i 5 mogu se
objasniti prisutno$¢u malog suviSka uredenih konformera u njihovim otopinama. Jaci CD-
signali peptida 2 i 3 upucéuju na prisutnost visokouredenih kiralnih struktura, $to potkrepljuje
nalaze IR- i NMR-spektroskopije (Slika 29).

Tablica 3. UV/Vis-signali i Cottonovi efekti u tripeptidima 2-5[

Amax/ NM [0 ]/ deg cm? dmol*
g Formula CH,Cl, + CH.Cl, +
(9p] CH2C|2 CHzClz

DMSO DMSO

2 Boc-L-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe 464 454 1832 388
3 Boc-D-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe 481 482 3073 3606
4 Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe 496 486 242 876
5 Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe 490 485 786 919

[BlCD-spektri mjereni su u CH2Cl2 (¢ = 5x10°M ) i uz dodatak 20 % DMSO.
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Slika 29. Cottonovi efekti u CD-spektrima peptida 2-5(@

[B(lCD-spektri mjereni su u diklormetanu (c = 5x1073M).
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4.3. SINTEZA | KONFORMACIJSKA ANALIZA TRIPEPTIDA Illa

4.3.1. Sinteza i konformacijska analiza tripeptida Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-
Boc (12), Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc (13), Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-
Boc (14) i Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc (15)

4.3.1.1. Sinteza tripeptida 12-15

Peptidi 12-15 pripravljeni su iz peptida 10 i 11 deprotekcijom Boc-zasticenih amino-
skupina djelovanjem plinovitog HCI te su odgovaraju¢i hidrokloridi obradeni s EtsN.
Uobicajenim HOBt/EDC postupkom dobiveni slobodni amini kopulirani su s Boc-D/L-Pro-OH
u72%i 74 % tripeptida 12 i 13, odn. 84 % i 80 % tripeptida 14 i 15 (Shema 5).
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Shema 5. Priprava tripeptida 12-15

Ulazak nove prolinske podjedinice registriran je u *H-NMR-spektrima peptida 12-15
signalima njezinih metilenskih (6 = 1,8-3,5 ppm) i metinskih protona (6 ~ 4 ppm). Signali
pirolidinskih [CHopro (6 ~ 60 ppm), CHa2s (6 ~ 47 ppm), CH2p (6 ~ 29,74 ppm) te CHzy (6 ~ 24
ppm)] i karbonilnih ugljikovih atoma iz nove imidne veze pri & ~ 170 ppm u *C-NMR-
spektrima dodatno potvrduju strukturu tripeptida 12-15.

4.3.1.2. IR- spektroskopska analiza tripeptida 12-15

U IR-spektrima svih tripeptida (¢ = 5x102 M) vidljiva su dva seta signala u podrugju
isteznih vibracija NH-skupina pri ¢emu dominiraju signali asociranih NH-skupina
(< 3400 cm™) (Tablica 4), dok su istezne vibracije slobodnih NH-skupina iznad 3400 cm™ slabe.
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Tablica 4. Istezne vibracije® NH- i CO-skupina tripeptida 12-15

WNH WH Vco co
=) Formula
& (slob.)! | (asoc.)E! | (amid 1) | (amid II)
1691 1549
12 | Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc | 3434sl | 3308 1674 1533
1648 1478
) 1686 1570
3305j
13 | Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc | 3424sl — 1665 1508
) 1629 1481
1564
1689
) 1545
14 | Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc | 3417sl | 3302j 1675 1534
1647
1513
3302] 1690 1571
15 | Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc | 3424sl 3254 1667 1511
1629 1481

[B1R-spektri snimljeni su u CH2Clz, ¢ = 5x1072 M.

Na Slici 30 vidljivo je da tripeptidi 13 i 15 imaju izrazajnije signale asociranih NH-

skupina. Mjerenjem IR-spektara postupnim razrjedivanjem diklormetanskih otopina ispitivanih

uzoraka tripeptida 12-15 dolazi do proporcionalnog slabljenja signala i slobodne i asocirane

NH-skupine, §to sugerira sudjelovanje asociranih NH-skupina u intramolekulskim vodikovim

vezama (IHB) u tripeptidima 12-15.
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Valna duljina (nm)

Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc
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Slika 30. Koncentracijski-ovisni IR-spektri® biokonjugata 12-15

[BlIR-spektri snimljeni su u CH2Cly, [(—) ¢ = 5x102 M, (---) ¢ = 2,5x102 M, (-) ¢ =
1,25x102 M, (--) ¢ = 6,13x103 M, (- - -) ¢ = 3x10° M].

U sklopu Disertacije [96] pripravljeni su enantiomeri nasih tripeptida prikazani na Slici 31.

Ac-| - /2-D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc (13) i Ac-0-/la-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc (XXI1)
Ac-0-/12-D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc (15) | Ac-1 - /12-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc (XXI11)
|

Slika 31. Enantiomerni odnosi pripravljenih tripeptida

Sva 4 enantiomera pokazuju dominaciju signala asociranih NH-skupina.
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4.3.1.3. NMR-spektroskopska analiza tripeptida 12-15

Karakteristika svih tripeptida jest visok kemijski pomak amidnih protona (NH, i

NH?g,) vezanih za ferocensku jezgru (8 > 8 ppm) $to ukazuje na njihovo sudjelovanje u

vodikovim vezama. Budu¢i da se alaninske NH-skupine tripeptida 13, 14 i 15 registriraju pri

viSem polju (& <7 ppm), upitna je njihova donorska uloga u HB (Tablica 5). Zamjetan je pomak

alaninske NH-skupine tripeptida 12 u nize polje (8,01 ppm) $to govori o sudjelovanju tog

protona u vodikovoj vezi. Razlika u kemijskim pomacima prolinskih metilenskih skupina [

(Co/Cp) < & (Cy/Cs)] te razlika u kemijskim pomacima Cp— i C,— atoma (6 < 6 ppm) indiciraju

da tripeptidi 12-15 zauzimaju trans-polozaj oko imidne veze. U NMR spektrima heterokiralnog

tripeptida 13 javljaju se i signali cis-izomera ¢iji je udio (10%) odreden integriranjem povrsina

amidnih protona u H-NMR-spektrima i odredivanjem omjera visine signala prolinskih

ugljikovih atoma u **C-NMR-spektrima.

Tablica 5. Kemijski pomaci (8)® amidnih protona u tripeptidima 12-15

(NHan)trans (N Han)cis (N Han)trans (N HZFn)cis (N HAla)trans (NHAla)cis

=) Formula

e 8 (ppm) | 3(ppm) | 8 (ppm) | &(ppm) | 3 (ppm) | 3 (ppm)
Ac-L-Ala-D-Prol-NH!-

12 | o NH-L-Pro?-NBoc 8,48 / 8,33 / 8,01 /

. Ac-L-Ala-D-Pro'-NH™ | g 44 9,22 9,16 9,10 6,54 6,65
Fn-NH?-D-Pro>-NBoc | (090mH) | (010H) | (0.90H) | (0.10H) | (0.90H) | (0,10 H)
Ac-D-Ala-D-Pro-NH*-

14 | NHALProtNBoe | 858 / 8,27 / 6,92 /
Ac-D-Ala-D-Pro-NH-

15 9,38 / 9,23 / 6,23 /

Fn-NH2-D-Pro%-NBoc

[FINMR-spektri snimljeni su u CDCls pri ¢ = 5x102 M i 298 K.

NOE-kontakti u spektrima peptida 12-15 dani su u Prilozima 3-6 te upucuju na tvorbu

vodikovih veza koje su uspostavljene putem razli¢itih IHB-prstenova. Tripeptidi 13 i 15 tvore
10- (NHgr"OCpgoc) i 13-¢lane (NH?mnOCac) IHB-prstenove. Tripeptid 12 ostvaruje vodikove
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veze NH?g, " OCala i NHaia " OCgoc putem. Prema NOESY spektrima tripeptid 14 tvori vodikove
veze sudjelovanjem samo amidnog NH?, protona u vodikovoj vezi s OCac i OCaia. O¢ito je da
D-Pro koji je vezan na obje ciklopentadienilne jedinice pogoduje tvorbi 10- (NHg,OChgoc) i
13-¢lanih (NH?%"OCac) IHB-prstenova. Promjenom Kkiralnosti prolina na donjem prstenu
dolazi do onemogudéavanja sudjelovanja NHg, protona u tvorbi vodikovih veza. MozZe se
zakljuciti da promjenom kiralnosti peptidne sekvence dolazi do promjene obrasca vodikovih

veza.

4.3.1.4. CD-spektroskopska analiza tripeptida 12-15

Kako prethodne analize tripeptida 12-15 ukazuju na prisutnost IHB, o¢ekuje se i visok
stupanj kiralnog uredenja u otopini Sto se ocituje izrazitom CD-aktivnoS¢u. ViSestruko
poveéane vrijednosti Cottonovih efekata heterokiralnog peptida 13 (24093 deg cm? dmol™) i
homokiralnog peptida 15 (31472 deg cm? dmol™) u odnosu na analoge 12 i 14 upuéuju na

postignuti vi$i stupanj kiralnog uredenja zbog jakih vodikovih veza (Tablica 6).

Tablica 6. UV/Vis-signali i Cottonovi efekti u tripeptidima 12-158

Amax/ NM [0 ]/ deg cm? dmol*
g Formula CH.Cl + CH.Cl +
(7p] CH2C|2 CH2C|2

DMSO DMSO

12 | Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc 477 464 1603 2279
13 | Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc 472 472 24093 20124
14 | Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc 464 469 3066 1897
15 | Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc 471 471 31472 30013

[BICD-spektri mjereni su u CH2Cl; (¢ = 5x10°M ) i uz dodatak 20 % DMSO.

Pretpostavku o jakim IHB moguce je dodatno ispitati titracijom 5 mM otopine peptida
s kompeticijskim otapalom (DMSO). Ukoliko u otopini postoje visokouredene strukture,
dodatak DMSO-a ne¢e zamjetno utjecati na intenzitet Cottonovog efekta. Iz Tablice 9 vidljivo
je da dodatak DMSO-a kod heterokiralnog peptida 13 uzrokuje nesto zamjetnije slabljenje
Cottonova efekta (16 %), dok njegov dodatak gotovo ne utjece na jakost CD-signala (5 %)
homokiralnog peptida 15 $to ukazuje na njegovu stabilizaciju ja¢im IHB (Tablica 6, Slika 32).
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Zamjetniji pad jakosti CD-signala od 38 % vidljiv je kod tripeptida 14, dok kod tripeptida 12
dolazi do povecanja intenziteta u signalu nakon dodatka DMSO (42 %).

A (nm)

Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc
(12) (13)

3000 0

2000 '1 \\‘ -10000
’ )

1000+ -20000

o7 T T T T T "\:"“l"“‘ ’"‘: 1 -30000 T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600 650 350 400 450 500 550 600 650
Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc
(14) (15)

[ 6] degcm?mol?

-1000 10000

-2000 -20000

-3000 | -30000

T T T T T T T T 1
400 500 600 350 400 450 500 550 600 650

Slika 32. Cottonovi efekti u CD-spektrima peptida 12-15
[BICD-spektri mjereni su u diklormetanu [c = 5x10°M (puna crta)] i uz dodatak 20 % DMSO

(isprekidana crta).

Na Slici 31 prikazani su enantiomeri (XXI11 i XXI1) tripeptida 13 i 15 koji su prethodno
pripravljeni u sklopu Disertacije [96]. Enantiomeri pokazuju suprotan predznak CD-aktivnosti,
dok je iznos Cottonovog efekta u potpunosti jednak, kao i redukcija signala nakon dodatka
DMSO (Slika 33).
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A (nm)

[ 6] degcm? molt
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Slika 33. Cottonovi efekti u CD-spektrima peptida 13 i 15 te njihovih
enantiomera XXI1 i XXI11

[B(lCD-spektri mjereni su u diklormetanu [c = 5x10°3M (puna crta)] i uz dodatak 20 % DMSO

(isprekidana crta)

4.3.1.5. DFT-modeliranje tripeptida 12-15

DEFT (teorija funkcionala gustoce, engl. Density Functional Theory) je racunalna metoda

koja moZe posluziti za prouCavanje konformacijskog prostora koje zauzimaju ferocenski

konjugati [118].

Matematickim modeliranjem tripeptida 12-15 moguce je dobiti jednu od prikazane 4

konformacije A, B, C i D (Slika 34).
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Slika 34. Hipotetske konformacije tripeptida 12-15

U Tablici 7 prikazane su konformacije kojeg svaki tripeptida moze zauzeti, pri ¢emu je

najstabilnija ona koja ima 0 kJ mol™ energije.

Tablica 7. Relativna energija (u kJ mol™?) najstabilnijih konformera u kloroformu pri 298 K*

KONFORMER E IHB NHFc(Ac)' . 'OCBoc NHFC(AC)' . 'OCAc NHFC(Ac)"'OCAIa NHAIa"'OCBUc NHFc(Boc)"‘OCAc NHFC(BUC)"'OCAIa
;i OBRAZAC  10-¢lani 10-&lani 7-Clani 16-&lani 13- ¢lani 10-&lani

15-1 0.00 A 2.85 - - - 2.83

15-2 2.02 A 2.87 - - - 2.84

15-3 432 A 2.86 - - - 2.82

13-1 0.00 A 2.87 - - - 2.86

13-2 0.12 A 2.86 - - - 2.86

13-3 0.71 A 2.85 - - - 2.86

13-4 0.88 A 2.85 - - - 2.87

12-1 0.00 B 2.95 - 2.83 - 2.96
12-2 0.70 B 2.94 - 2.83 - 2.93
12-3 2.09 C - 2.85 2.86 - 2.93
12-4 3.74 C 2.85 2.86 - 2.95
14-1 0.00 D 3.17 - - - - 2.88
14-2 411 C - 2.92 2.89 2.87

*Qbrazac IHB veza prikazan je na Slici 34.
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Iz Tablice 7, kao i sa Slike 35 moze se vidjeti da najstabilniju konformaciju tripeptida
13 i 15 karakteriziraju dvije interlan¢ane IHB uspostavljene izmedu NH-skupina vezanih na
ferocenski prsten i karbonila iz zaStitnih skupina zatvaraju¢i 10-Clane i 13-Clane prstenove
(NH--OCgoc i NH?--OCax¢) $to odgovara konformaciji tipa A. Racunalno pretpostavljeni IHB
obrasci odgovaraju pronadenim kontaktima u NOESY spektrima tripeptida 13 i 15 (Prilog 4,
Prilog 6).

Tripeptid 12 (Slika 36, Tablica 7) ostvaruje najnizu energiju stabilizacijom putem
konformacije B, koja pretpostavlja tvorbu triju IHB veza: intralanéane NH*---OCac (10-¢lani
prsten), NH?--OCaia (10-&lani prsten) te NHaia'*OCgoc (16-¢lani prsten). Usporedujuéi DFT
modelirane vodikove veze s NOESY spektrima tripeptida 12 (Prilog 3) moze se zakljuditi da
su vodikove veze NH?--OCaia te NHaja*OCgoc Ostvarene u oba slu¢aja, dok u NMR spektru
izostaju kontakti koji bi potvrdili postojanje intralanéane NH*:--OCx. koja zatvaral0-¢lani IHB
prsten.

Najstabilnija konformacija tripeptida 14 stabilizirana je intramolekulskim vodikovim
vezama prikazanim u konformeru D (Slika 34) pri ¢emu dolazi do zatvaranja dvaju 10-Clanih
prstenova: NH---OCgo; te NH?--OCal. U NOESY spektrima pronadeni su kontakti koji
podrzavaju tvorbu NH2-OCaja te NH2--OCac (Prilog 5).
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Slika 35. Graficki prikaz odnosa u relativnoj energiji najstabilnijih konformera tripeptida 13 i

15 s udaljenostima X—H---Y veza (u A)
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Slika 36. Graficki prikaz odnosa u relativnoj energiji najstabilnijih konformera tripeptida 12 i

14 s udaljenostima X—H---Y veza (u A)
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5. ZAKLJUCCI

1. Prvi dio ovog diplomskog rada obuhvaca pripravu i konformacijsku analizu tripeptida
Boc-L-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe (2), Boc-D-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe (3), Ac-L-Ala-D-
Pro-NH-Fca-COOMe (4) i Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fca-COOMe (5):

v Boc-tripeptidi 2 i 3 pripravljeni su u izvrsnim iskoriStenjima od 89 % tj. 95 % dok
su njihovi acetamidni analozi 4 i 5 pripravljeni u nesto nizem iskoristenju od 54 %
odn. 61 %.

v" U Boc-tripeptidima (2 i 3) te Ac-tripeptidu (5) prevladava signal slobodnih NH-
skupina, dok kod Ac-heterokiralnog tripeptida (4) prevladava signal asociranih NH-
skupina.

v’ Karakteristika svih peptida 2-5 jest visok kemijski pomak NH-skupina iz Fca (& > 8
ppm) §to upucuje na njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama.

v Natemelju kemijskih pomaka prolinskih metilenskih skupina te razlike u kemijskim
pomacima Cp— i C,—atoma zakljucili smo da svi ispitivani biokonjugati zauzimaju
trans-polozaj oko imidne veze.

v" Prema rezultatima spektroskopskih analiza, homo- i heterokiralni Boc-tripeptidi 2 i
3 ostvaruju konformaciju B-okreta uspostavljanjem NHgca-OCgoc IHB.

v’ Zamjena zastitnih skupina Boc-peptida 2 i 3 odrazila se na IHB-obrasce
rezultiraju¢ih Ac-analoga 4 i 5. Uvedena Ac-skupina ne akceptira H-vezu te se
pripadajuéi peptidi stabiliziraju 8-¢lanim NHgca*Naia IHB-prstenovima.

v" Sirok raspon apsolutnih vrijednosti Cottonovih efekata peptida 2-5 (242 do 3703

deg cm? dmol™) upuéuje na razlicite stupnjeve kiralnog uredenja.

2. Uvodenjem amino-skupine na N-terminus donjeg ciklopentadienilnog prstena
prekursora 10 i 11 pripravljeni su Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc (12), Ac-L-Ala-D-
Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc (13), Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc (14) i Ac-D-Ala-D-
Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc (15) za koje je nac¢injena konformacijska analiza primjenom IR-,

CD- i 'H-NMR-spektroskopije i racunalnih postupaka:

v’ Iskori$tenje reakcije za tripeptide 12 i 13 iznosi 72 % i 74 %, odn. 84 % i 80 % za
tripeptide 14 i 15.
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U IR-spektrima svih tripeptida (¢ = 5x102 M) vidljiva su dva seta signala u podruéju
isteznih vibracija NH-skupina pri ¢emu dominiraju signali asociranih NH-skupina.
Tripeptidi 13 i 15 imaju izrazajnije signale asociranih NH-skupina.
Koncentracijski-ovisna IR-spektroskopija tripeptida 12-15 ukazuje na karakter
asocijacija NH-skupina: dolazi do ravnomjernog slabljenja intenziteta apsorpcijskih
vrpci 1 slobodnih i asociranih NH-skupina, pa zakljuujemo da se radi o
intramolekulskim vodikovim vezama (IHB).

Visok kemijski pomak amidnih protona (NHen i NH?) tripeptida 12-15 vezanih za
ferocensku jezgru (6 > 8 ppm) ukazuje na njihovo sudjelovanje u vodikovim
vezama.

Alaninske NH-skupine registriraju se pri viSem polju (6 < 7 ppm) pa je upitna
njihova donorska uloga u HB.

Na temelju kemijskih pomaka prolinskih metilenskih skupina te razlike u kemijskim
pomacima Cp— i Cy—atoma zakljucili smo da tripeptidi 12-15 zauzimaju trans-
polozaj oko imidne veze.

U IR-spektrima dominiraju intramolekulski asocirane NH-skupine; NMR-analiza
upucuje na NHrn-skupine kao donore vodikove veze.

Prema NOESY spektrima tripeptida 12-15 moze se zakljuciti da promjenom
kiralnosti peptidne sekvence dolazi do promjene obrasca vodikovih veza.

Jaki pozitivni Cottonovi efekti (~ 30000 deg cm? dmol™?) za tripeptide 13 i 15 ¢&iji se
intenzitet tek neznatno mijenja dodatkom DMSO indiciraju tvorbu visokouredenih
M-uzvojnica.

Racunalno pretpostavljeni IHB obrasci odgovaraju pronadenim kontaktima u
NOESY spektrima tripeptida 13 i 15 [njihovi NOE-kontakti upucuju na tvorbu
vodikove veze koja je uspostavljena putem 10- (NHfOCgoc) i 13-¢lanih
(NH?g,"OChac) IHB-prstenoval.

Usporedbom DFT analize s NOESY spektrima tripeptida 12 vidljivo je da su
vodikove veze NH?-:OCala te NHaja'*OCgoc Ostvarene su u oba slué¢aja, dok u NMR
spektru izostaju kontakti koji bi potvrdili postojanje intralan¢ane NH*---OCac koja
zatvaralO-clani IHB prsten.

U NOESY spektrima tripeptida 14 pronadeni su kontakti koji podrzavaju tvorbu
NH?:---OCala te NH?--OCac, dok su DFT analizom predlozene vodikove veze koje
se ostvaruju NH*-OCgoc te NH?--OCara putem.
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7. PRILOZI

7.1. Prilog 1. Predlozene konformacije B—okreta u peptidima 2 i 3 (NOE-kontakti ozna¢eni su kvadrati¢ima, a predlozene IHB crticama)

3 (Boc-D-Ala-D-Pro-Fca-OMe) 2 (Boc-L-Ala-D-Pro-Fca-OMe)
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7.2. Prilog 2. Predlozene konformacije B—okreta u peptidima 4 i 5 (NOE-kontakti oznaceni su kvadrati¢ima, a predlozene IHB crticama)
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7.3. Prilog 3. Predlozene konformacije u peptidu 12 (NOE-kontakti oznac¢eni su kvadrati¢ima, a predlozene IHB crticama)
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7.4. Prilog 4. Predlozene konformacije u peptidu 13 (NOE-kontakti oznac¢eni su kvadrati¢ima, a predlozene IHB crticama)
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7.5. Prilog 5. Predlozene konformacije u peptidu 14 (NOE-kontakti oznac¢eni su kvadrati¢ima, a predlozene IHB crticama)
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7.6. Prilog 6. Predlozene konformacije u peptidu 15 (NOE-kontakti oznac¢eni su kvadrati¢ima, a predlozene IHB crticama)
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Ton %fmf

Tea Stipcic¢



