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1. UVOD

Sekundarna struktura proteina ima bitnu ulogu u konacnoj strukturi proteina,
stabilnosti, presavijanju, bioloskim procesima i u samoj funkciji proteina. Zbog toga je oduvijek
bila predmet interesa, te se pokusSavala predvidjeti i usmjeriti, promijeniti, kako bi proteini
postali konformacijski fleksibilniji, stabilniji i time primjenjiviji. Veliku ulogu je imao i ferocen —
stabilna narancasta kristalna tvar aromatskog karaktera u kojoj je formalno stabilni 6p-
elektronski ciklopentadienilni anion (Cp’) vezan za Zeljezov (II) ion. RijeC je o delokaliziranoj
vezi u kojoj sudjeluju svi atomi liganda i ukupno 18 elektrona (po 6 iz dvaju prstenova i 6 iz
iona Zeljeza), Sto je svojstveno za strukturu plemenitog plina, time pogodujuci stabilnosti
ferocena [1]. Udaljenost izmedu dva ciklopentadienilna prstena ferocena iznosi 3,3 A $to
odgovara razmaku N**O u B-nabranoj plohi. To ide u prilog nastajanju vodikovih veza u
ferocenskim konjugatima s aminokiselinama i peptidima, Sto govori o potencijalu razliCitih
lanaca peptida za stvaranje intramolekulskih vodikovih veza. Tako nastale vodikove veze

induciraju tvorbu razlicitih oblika sekundarnih struktura.

Svrha ovog rada je sinteza ferocenskog dipeptida (Ac-D-Val-Fn-D-Val-Boc, Fn = ferocenilen, Ac
= acetil, Boc = tert-butoksikarbonil) i konformacijska analiza njegovih prekursora 1 (Boc-D-
Val-NH-Fn—-COOMe) i 2 (Ac-D-Val-NH-Fn-COOMe) izvedenih iz ferocen-1,1'-diamina i prirodne
aminokiseline valina (Slika 1). Pripravljeni spojevi podvrgnuti su spektroskopskim metodama
(NMR-, IR- i CD-spektroskopija) kako bi se ispitao utjecaj konjugacije valina s ferocenom na
stvaranje intramolekulskih vodikovih veza kao induktora tvorbe sekundarne strukture, te
utjecaj na konformaciju spoja. Usporedivat Ce se i konformacijske promjene dipeptida nastale
prelaskom terminalne Boc-zastitne skupine u Ac-zastitnu skupinu te utjecaj i promjene na

stabilizaciju dipeptida 1 i 2 intramolekulskim vodikovima vezama.

1( Boc-D-Val-NH-Fn-COOMe) 2 ( Ac-D-Val-NH-Fn-COOMe)
R=-CH (CH 3}

Slika 1. Struktura ferocenskog peptida 1 (Boc-D-Val-NH-Fn—-COOMe) i
2 (Ac-D-Val-NH-Fn-COOMe)



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Peptidi i proteini

Peptidi i proteini najvazniji su ¢imbenici i glavni izvor tvari za rast i razvoj tjelesnih tkiva,
sastavni su dio svake stanice i sudjeluju u svim Zivotno vaznim funkcijama poput enzimske
katalize, prijenosu molekula i ziv€anih impulsa, zastiti imunoloskog sustava, kontroli rasta i
diferencijaciji stanica [2]. Peptidi su polimeri nastali povezivanjem monomera (aminokiselina)
vezani posebnom vrstom amidne veze — peptidnom vezom nastalom kemijskom reakcijom
amino-skupine jedne aminokiseline i karboksilnom skupinom druge aminokiseline.
Aminokiseline se medusobno razlikuju po bocnim lancima koji su razliCite strukture, veliCine,
naboja, hidrofilnosti, sposobnosti stvaranja veza i reaktivnosti. Upravo to doprinosi izuzetnoj
raznolikosti peptida i proteina te utjece na krajnju strukturu tih polimera koja definira biolosku
aktivnosti i funkciju proteina. Razlikujemo Cetiri razine strukture proteina (Slika 2):

e Primarna struktura definirana je slijedom aminokiselina koje su u peptidnom lancu
povezane peptidnom vezom.

e Nastajanje intramolekulskih vodikovih veza izmedu donorskih i akceptorskih skupina
izmedu peptidnih lanaca dovodi do nastajanja sekundarnih struktura proteina od kojih
su najbitniji a-uzvojnica, p-nabrana ploha i razliciti okreti. Intramolekulske vodikove
veze odreduju sekundarnu strukturu proteina pa tako o-uzvojnicu karakteriziraju
vodikove veze izmedu NH-skupine aminokiselinskog ostatka (/) i CO-skupine
aminokiselinskog ostatka (/+4). B-nabrana ploha posljedica je vodikovih veza izmedu
dvaju razlicitih polipeptidnih lanaca i ovisno o njihovom usmijerenju ona moze biti
paralelna (lanci su orijentirani u istom smjeru) ili antiparalelna (lanci orijentirani u
suprotnom smjeru). Okreti doprinose stabilnosti proteina, utjeCu na nabiranje i
omogucavaju promjenu smjera polipeptidnih lanaca ¢ime omogucuju kompaktni oblik
proteina. Najcesdi tip okreta je B-okret koji se definira kao tetrapeptidna sekvenca u
kojoj je udaljenost izmedu ostataka Ca(/) i Ca(/+3) manja ili jednaka 7A.

e Tercijarna struktura predstavlja prostorni odnos aminokiselinskih ostataka koji su u
linearnom slijedu udaljeni jedan od drugog, no oblikovanjem se priblizavaju.

e Kvaterna struktura odnosi se na prostorni odnos izmedu polipeptidnih lanaca ili

podjedinica istog proteina [2,3].



a)

Slika 2. Razine strukture peptida i proteina: a) primarna struktura, b) sekundarna struktura
(a-uzvojnica, B-nabrana ploha), c) tercijarna struktura i d) kvaterna struktura [5]

Radi svoje vaznosti u svim bioloskim funkcijama i svoje raznolikosti pokazuju mogucénost
primjene u terapeutske svrhe, no njihova upotreba uvelike je ograni¢ena nepovoljnim
svojstvima. Proteini su vrlo nestabilne molekule podlozne razgradnji s proteolitickim enzimima
i reakciji s nezeljenim receptorima, te su polarne molekule koje ne mogu prolaziti kroz stani¢nu

membranu [2].

Iz navedenih razloga, istrazuju se peptidomimetici - spojevi nastali modifikacijom nepovoljnih

farmakoloskih svojstava prirodnih peptida kako bi se mogli koristiti u trazene klinicke svrhe.

2.1.1. Peptidomimetici

Upotrebom molekulskih kalupa (npr. ferocen) moguce je pripraviti peptide male
molekulske mase, stabilizirane u odredenoj konformaciji. Takvi peptidi nazivaju se
peptidomimeticima, a molekulski kalup uvodenjem intramolekulskih vodikovih veza (IHB)

stvara odredenu konformaciju poticuci nastajanje sekundarne strukture.

Ferocen se pokazao odli¢nim kalupom za indukciju razliCitih strukturnih elemenata jer se u
njegovim derivatima javljaju dobro definirane vodikove veze. Takoder, radi njegove strukture,
moguce je posti¢i kontrolu pri usmjeravanju i povezivanju peptidnih lanaca. Najvise su
proucavani peptidomimetici priredeni iz -aminokiselina (aminokiseline u kojima je amino-

skupina vezana na B-ugljikov atom) koji su stabilni na djelovanje proteolickih enzima i



metabolickih transformacija, bioloski aktivni i imaju mogucnost vezanja na odgovarajuce
receptore, a nazivaju se B-peptidima. Radi svoje stabilnosti koriste se u istrazivanjima inhibitora
proteaza, dizajnu peptidnih cjepiva (primjenjivih kod autoimunih bolesti) i antimikrobnih

peptidomimetika [4].

Cilj peptidomimetika jest oponasanje elemenata sekundarne strukture (o-uzvojnice, B-nabrane
plohe i B-okreta), pa se tako kao mimetici a-uzvojnice koriste peptoidi, B-peptidi, male
molekule i ferocenski peptidi, dok se kao mimetici B-plohe uglavnom koriste ciklicki i aciklicki

peptidi, te peptidi s umetnutim molekulskim kalupima [2].

U ovom radu sintetizirani su ferocenski konjugati s valinom te se ispituje tvore li ti peptidi
definirane intramolekulske vodikove veze i tako pokazuju potencijal nastajanja uredene

strukture.

2.1.2. Valin

Valin (Val, V) je aminokiselina koja kao pobocni ogranak sadrzi izopropilnu grupu Sto
ju €ini nepolarnom alifatskom aminokiselinom (Slika 3). To je esencijalna aminokiselina, dakle
organizam nema mogucnost biosinteze valina, stoga se dovoljna koli¢ina za normalnu funkciju

organizma mora osigurati kroz prehranu [6].

HoN

OH

Slika 3. Struktura valina

Valin je jedna od aminokiselina koja u proteinima i peptidima ima tendenciju tvorbe sekundarne
strukture B-nabrane plohe. Smatra se da je razgranata struktura izopropilne skupine valina
uzrok destabilizacije a-uzvojnice radi sterickin smetnji, pa je tako pobocni ogranak valina
pogodan za B-nabranu plohu u kojoj se lako smjesta na nacin da izviruje iz ravnine glavnoga

lanca [6].



Radeni su konjugati ferocenskih peptida s valinom gdje su se pokazali kao zanimljiv
molekularni model za bolesti u kojima B-nabrana ploha ima bitnu strukturnu ulogu, kao na
primjer u Alzheimerovoj i Parkinsonovoj bolesti. Alzheimerova bolest povezana je s
agregacijom amiloidnog B-peptida u fibrile u mozgu, stoga se stavio naglasak na identifikaciju
peptidnih sekvenci kljucnih za te agregacijske procese. Valin je u tim sekvencama nuzan radi
formiranja inicijalnih struktura, pa je koriSten za proucavanje interakcija izmedu peptidnih
supstituenata u topivim bioorganometalnim modelnim sustavima. Ferocen je imao ulogu
zacetnika okreta, a uocene se vodikove veze izmedu peptidnih lanaca s valinom, koje

rezultiraju strukturama nalik B-nabranim plohama [7].

2.1.3. Vaznost i uloga valina

Valin je aminokiselina koja pripada skupini aminokiselina razgranatog lanca (engl.
Branched Chain Amino Acid, BCAA) koje su gradivni elementi svih oblika zivota te djeluju kao
signalne molekule aktivirajuéi razli¢ite metabolicke procese — od sinteze proteina do izlucivanja
inzulina. Cak i manje promjene u metabolizmu BCAA uzrokuju brojne bolesti, ukljucujuci

dijabetes, rak i zatajenje srca [8].

Valin je nuzan za samoobnovu i odrzavanje hematopoetskih maticnih stanica, do te mjere da
se hematopoetske maticne stanice ne mogu proliferirati u uvjetima nedostatka valina. Takoder,
sugerirano je odrzavanje valina na potrebnoj razini kako bi se smanjile komplikacije kod

transplantacije takvih stanica [9].

Reverzna transkriptaza humane telomeraze sadrzi ocuvani slijed peptida u kojem valin ima
kljuénu ulogu vezanja i procesiranja nukleotida. Uklanjanje valina s njegovog polozaja dovodi
do znacajne promjene u aktivnosti enzima Sto implicira da je valin klju¢an u tocnosti i

ucinkovitosti ugradnje nukleotida [10].

Valin ima i klju¢nu ulogu u strukturnoj stabilnosti pojedinih enzima. Ribonukleaze su enzimi
koji kataliziraju razgradnju RNA molekula, a ribonukleaza A je jedna od najprimjenjivijih
nukleaza u istrazivanjima. Zamjenom valina u pojedinoj regiji ribonukleaze A istrazivao se
utjecaj te aminokiseline na stabilizaciju molekule i na taj nacin se pokazalo kako hidrofobni

ostatak valina ima klju¢nu ulogu za stabilnost navedenog enzima [11].

Nadalje, istrazivan je periferin — membranski protein lokaliziran na organelima osjetljivim na

svjetlost fotoreceptorskih stanica Cija se mutacija povezuje s teskim oblicima gubitka vida. 1z



tog razloga, istrazivana je sinteza tog proteina i uoceno je kako je pojedinacni ostatak valina
na odredenoj poziciji esencijalan za ovaj protein. Valin na trazenoj poziciji je nezamjenjiv i
visoko ocuvan u svim vrstama, pa je ta aminokiselina od funkcionalne vaznosti u periferinu
[12].

Valin, uz tirozin, tvori peptid angiotensin-(3-4) koji ima snazan utjecaj na homeostazu tjelesnih
tekucina djelovanjem na aktivne transportere Ca?* i Na?* bubreznih kanali¢a, radi ¢ega se
istrazuje njegova terapeutska primjena [13]. Sadrzan je u proteinima sirutke koji stimuliraju

povecanje unosa glukoze u miSi¢ima Sto rezultira ve¢im sadrZzajem glikogena u skeletnim

.....

U slucajevima srpaste anemije i inzulinske rezistencije valin djeluje Stetno. Srpasta anemija je
nasljedna bolest uzrokovana mutacijom u genu HBB koji kodira za B-podjedinicu hemoglobina,
a uzrokuje ju supstitucija adenina s timinom, Sto dovodi do zamjene glutaminske kiseline s
valinom. Kako je valin hidrofobna aminokiselina, dolazi do promjene u agregaciji hemoglobina
[15].

Dokazano je kako su aminokiseline razgranatog lanca, u koje spada i valin, povezane s
razvitkom inzulinske rezistencije. Otkriveno je da se nusprodukt metabolizma valina (3-
hidroksi-izobutirat, 3-HIB) izluCuje iz miSi¢nih stanica, aktivira transport masnih kiselina i
stimulira akumulaciju lipida u misi¢ima, Sto dovodi do inzulinske rezistencije. To stanje moze

dovesti do pojave dijabetesa [16].

2.2. Ferocen i organometalna kemija

Godine 1951., reakcijom ciklopentadienilmagnezijevog-bromida sa zeljezovim (II)
kloridom, prvi je puta pripravljen novi spoj okarakteriziran izvanrednom stabilnoS¢u pripisanoj
diciklopentadienilnoj strukturi povezanoj s ionom Zeljeza, molekulske formule CioHioFe (Slika
4) [17]. Ispravna struktura predlozena je godinu kasnije [18,19], a spoj je nazvan ferocenom
radi slinosti njegovih karbocikli¢éih prstenova s benzenom [20]. Otkri¢e ferocena, kao i
potpuno razjasnjavanje njegove aromatske "sendvic" strukture, dovelo je do brzeg razvitka
organometalne kemije — znanstvene discipline na granici organske i anorganske kemije koja
istrazuje spojeve koji sadrze metal-ugljik vezu. Takoder, spajanjem organometalne kemije i
biokemije, razvija se bioorganometalna kemija koja proucava konjugate organometalnih

spojeva i biomolekula (aminokiselina, peptida, ugljikohidrata, DNA...) [1].



Upravo radi svoje strukture, stabilnosti do 400 °C (taliste na 172,5 °C), reaktivnosti kao
elektrofil, reverzibilne oksidacije, stabilnosti na zraku, dobre topivosti u organskim otapalima i
mogucnosti tvorbe razlicitih derivata, ferocen je postao ikonom organometalne kemije. To je
ucinilo ferocen predmetom mnogih istrazivanja sto je rezultiralo s viSe od 18000 publikacija i
njegovom primjenom u biomedicini, elektrokatalizi, industriji polimera, biosenzora, baterija i

materijala i nanomedicini [21].

Slika 4. Strukturna formula i 3D struktura molekule ferocena

Tako je, na primjer, otkriveno izrazeno antitumorsko i antiproliferativno djelovanje ferocenskih
spojeva na melanom B16, Lewisov pluc¢ni karcinom i na razlicite humane tumore [22], te
antimikrobno djelovanje prema Gram-pozitivnim bakterijama antibiotika (penicilin,
cefalosporin i rifamicin) modificiranih ferocenom [23,24]. Koristi se u bioorganometalnoj kemiji
radi lipofilnosti koja omogucava prolazak kroz stanicne membrane, strukturne raznolikosti,
mogucnost razmjene liganda, redoks i katalitickih svojstava, stabilnosti i niske toksic¢nosti [25],
a cilj je razviti ucinkovite i primjenjive lijekove. Tako je razvijen ferocifen, terapeutik sintetiziran
po uzoru na tamoksifen i hidroksitamoksifen koji se koriste u terapiji raka dojke, koji takoder
pokazuje mogucénost takve primjene [26]. Analozi ferocena sintetizirani su i radi pojave
rezistencija na poznate antimalaricne lijekove, pa su istrazivani lijekovi poput feroklorokina,

koji su pokazali trazena svojstva [27,28].



2.2.1. Ferocenski konjugati s aminokiselinama

Priprava slozenijih ferocenskih molekula, u svrhu istraZivanja tvorbe uredenih struktura
i priprave peptidomimetika, zapoCinje od ferocenskih prekursora. Umetanjem ferocenskih
kalupa u peptidne strukture usmjerava se tvorba razliCitih elemenata slozene sekundarne
strukture. Ovisno o gradi tih kalupa, ferocenske biokonjugate moguce je tvoriti iz ferocen-1,1'-
dikarboksilne kiseline (Fcd, I), 1'-aminoferocen-1-karboksilne kiseline (Fca, II) ili ferocen-1,1'-

diamina (Fcda, III) kopulacijom s aminokiselinama (Slika 5) [2].
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Slika 5. Ferocenski peptidi izvedeni iz Fcd (I), Fca (IT) i Fcda (III) [2]

U ovom ZavrSnom radu ishodiSna molekula za sintezu spojeva 1-6 je 1'-aminoferocen-1-
karboksilna kiselina (Fca, II). Potrebno je uociti da konjugat IIa izveden iz Fca ima peptidne
niti poloZzene u antiparalelnom smjeru, za razliku od derivata Ia i IIIa Ciji su lanci usmjereni
paralelno usmjereni. Takoder, spojevi IIa sintetizirani su zamjenom prirodne aminokiseline
organometalnom kiselinom Fca. Navedeni razlozi takve spojeve Cine vjernim mimeticima

peptida, u kojima bi Fca mogla sluZiti kao zacetnik p-okreta [4].

Takvi produkti, nastali ugradnjom redoks-aktivnih organometalnih molekula u peptidne
sekvence, pokazali su se primjenjivima u mnogim istrazivanjima. Redoks potencijal ferocenske
grupe pod utjecajem je sekundarne strukture peptida i strukturnih promjena nastalih vezanjem
peptida. U takvim konjugatima blizina dvaju Cp-prstenova omogucuje nastajanje
intramolekulske vodikove veze (IHB) izmedu amidnih grupa estera aminokiselina suprotnih Cp-
prstenova, Sto omogucuje strukturnu stabilnost. Kristalografska istrazivanja disuptituiranih



ferocenskih derivata u kojima oba Cp-prstena sadrze estere aminokiselina ili peptida pokazuju
snazne vodikove veze, a u nekim slucajevima tvore kiralne supramolekulske sustave. Na
nastale intramolekulske vodikove veze ne utjeCu interakcije sa susjednim molekulama — ¢ak ni

prisutnost jakih vodikovih veza ne narusava nastale IHB [29].

Upotreba ferocenskih biokonjugata je raznolika. Njihova svojstva koriste se za osiguravanje
odgovarajué¢ih mjesta vezivanja, Sto rezultira izgradnjom umjetnih receptora za selektivno
prepoznavanje. Mogucénosti trodimenzionalnih strukturnih tvorbi proteina koriste se u svrhu
sinteze trazenih molekularnih receptora. Takoder su derivati ferocena pokazivali svojstva
kiralnih redoks-aktivnih receptora. Reakcije prijenosa elektrona ucestale su u bioloskim
sustavima, a njihovi redoks centri su okruzeni visoko uredenim strukturama polipeptida, koji
kontroliraju strukturno uredenje redoks centara, a time i reakcije prijenosa elektrona. Takve
reakcije istrazuju se pomocu ferocenskih peptida. Ti biokonjugati primjenu nalaze i u peptidnim
nukleinskim kiselinama (engl. Peptide nucleic acid, PNA), analozima DNA. Ulagani su znatni
napori u sintezu funkcionalnih derivata PNA, i ocekuje se da ¢e uvodenje redoks-aktivnih

derivata ferocena pruzati nova otkri¢a [30].



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

Sve kemikalije koriStene u sintezi bile su analiticke Cisto¢e, dok su otapala koriStena u
radu procisSéena prema standardnim postupcima [31]. Tijek reakcija i Cisto¢a sintetiziranih
spojeva ispitivani su tankoslojnom kromatografijom (TLC) na ploCicama silikagela (Fluka Silica
Gel) s fluoroscentnim indikatorom (254 nm). Produkti su procisceni tankoslojnom
preparativnom kromatografijom na silikagelu (“*Merck”, Kiselgel 60 HF;s4) uporabom smijesa
diklormetan/etil-acetat, diklormetan/metanol ili etilacetata 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).

IR-spektri uzoraka snimljeni su na spektrofotometru Bomem MB 100 Mid FT u CH,Cl,.

'H- i 13C-NMR-spektri odredeni su u CDCls i [Ds]-DMSO na spektrometrima Bruker AV300 ili
Bruker AV600 uz tetrametilsilan kao unutrasnji standard. H- i 13C-NMR-spektri bazdareni su
prema CDCl; (7.26 ppm, odnosno 77.16 ppm). Kemijski pomaci (8) izrazeni su u ppm.

Talista su odredena na Reichert Thermovar HT 1 BT 11 i nisu korigirana.

CD-spektri snimljeni su na CD-spektrofotometru Jasco-810 u CH.Cl, i DMSO, te na kalijevu

bromidu.

3.2. Postupak priprave ferocenskih dipeptida
Ciljni ferocenski konjugat 6 pripravljen je iz Boc-NH-Fn—-COOMe (Fca) postupcima

prikazanim na shemi 1. ViSestupanjska sinteza prekursora Boc-NH-Fn—COOMe (Fca) opisana

je u literaturi [32].
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3.2.1. Postupak priprave peptida 1 Boc-D-Val-NH-Fn-COOMe

Prekursor Boc—-NH-Fn—COOMe (Fca) (1 g, 2,8 mmol) otopi se u CH,Cl,, ohladi na 0 °C i
izloZi djelovanju plinovitog HCI. Nakon 15 minuta mijeSanja u ledenoj kupeliji, uvodenje HCl-a
nastavi se pri sobnoj temperaturi dok se TLC-om ne utvrdi zavrSetak reakcije. Otapalo se otpari
na rotacijskom vakuum-uparivacu, a nastali hidroklorid suspendira se u CH,Cl, te obradi sa
suviskom EtsN do pH~9. Dobiveni se slobodni amin kopulira s Boc-p-Val-OH (1,7 g, 7,6 mmol)
primjenom standardnog EDC/HOBt postupka. Nakon 48 sati mijeSanja pri sobnoj temperaturi,
rezultiraju¢a se reakcijska smjesa ispere zasicenom vodenom otopinom NaHCOs;, 10%-tnom
otopinom limunske kiseline i zasiéenom otopinom NaCl. Organski se sloj osusi bezvodnim Na;SO4
i upari do suha. Sirovi produkt prociScava se tankoslojnom preparativnom kromatografijom na

silikagelu uz CH,Cl,:EtOAc = 5:1 kao eluens. Dobivena je narancasta smola (0,82 g, 64%).

Boc-D-Val-NH-Fn—-COOMe (1) : Rf = 0.79 (CH:Cl2:EtOAc = 10:1), &+ = 139.4-143.1
C)C. IR (CHZC') Vmaxlcm_1 = 3422 Sr (NHslobodni), 3324 S| (NHaso(:irani), 1710_] (C=OCOOMe), 1683 _]
(C=08oc), 1636 sr (C=0cont), 1534 sr, 1498 sr, 1466 sr (amid II).

H-NMR (600 MHz, CDCls) §/ppm: 7,48 (s, 1H, NHrn), 5,20 (d, 7= 8,55 Hz, 1H, NHsoc),
4,74 (pt, 2H, Hen), 4,65 (s, 1H, Hen), 4,55 (s, 1H, Hen), 4,38 (pt, 2H, Hra), 4,03 (pt, 2H, Hex), 3,96-
3,93 (M, 1H, CHoval), 3,80 (s, 3H, CHs.coome), 2,19 (S, 1H, CHpwa), 1,46 (S, 9H, (CH3)s-50c), 1,02
(d, 7= 6.8 Hz, 3H, (CHs)yava), 0,98 (d, 7= 6.9 Hz, 3H, (CHs),-ovar)-

13C-NMR (150 MHz, CDCI5) §/ppm: 171,84 (CO3%»), 170,25 (COP:), 156,02 (COsoc),
94,58 (Cqrn), 77,01 (Cgroc), 72,56 (CHrn), 71,71 (Cqrn), 71,15, 71,06, 66,55, 66,35, 63,33 (CHrn),
63,06 (CHa-va), 51,64 (CHz-coome), 30,51 (CHg-va), 28,29 [(CH3)3-eoc], 19,35 [(CH3)y-avall, 17,73
[(CH3)y-bval].

3.2.2. Postupak priprave peptida 2 Ac-D-Val-NH-Fn-COOMe

U otopinu Boc-D-Val-NH-Fn—-COOMe (1) (0,73 g, 1,84 mmol) u CH.Cl; ohladenu na 0 °C
uvodi se plinoviti HCl. Nakon 3 sata mijeSanja na sobnoj temperaturi otapalo se upari, a

rezultirajudi hidroklorid suspendira se u suhom CHCl, (5 ml) i otopi dodatkom EtsN (V=0,2 mL,
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14,7 mmol) do pH~9. Nastaloj se otopini, ohladenoj na 0 °C, uz mijeSanje oprezno dokapa AcCl
(V=0,8 mL, 11 mmol). Nakon 15 minuta mijeSanja pri 0 °C, reakcija se prekine dodatkom vode.
Potom se reakcijska smjesa viSe puta ekstrahira s CH,Cl,. Organski se sloj ispere zasi¢enom
vodenom otopinom NaCl, osusi bezvodnim Na,SOs i upari do suha. Sirovi produkt prociS¢ava se
tankoslojnom preparativhom kromatografijom na silikagelu uz EtOAc kao eluens.

Ac-D-Val-NH-Fn-COOMe (2) : R¢ = 0.46 (EtOAc), t. = 145.8-148.7 °C. IR (CH.Cl)
Vmax/cm_1 = 3421 Sr (NHsIobodni), 3287 Sr, 3245 Sr (NHasocirani), 1711 _] (C=OCOOMe), 1684 j, 1670 j,
1661 j (C=Ocont), 1569, 1559, 1540, 1517, 1508, 1490, 1466 (amid II)

H-NMR (600 MHz, CDCls) §/ppm: 8,2 (s, 1H, NHer), 6,49 (d, 7= 9 Hz, 1H, NHao), 4,74
(pt, 2H, Hen), 4,60 (pt, 2H, Hen), 4,37 (pt, 2H, Hen), 4,03 (pt, 2H, Hey), 4,41 (t, 7= 8,3 Hz, 1H,
CHowvar), 3,78 (S, 3H, CHs.coome), 2,19-2,13 (m, 1H, CHpva), 2,10 (d, 3H, CHs.ac), 1,04 [d, J = 6,8
Hz, 3H, (CHs)yaval, 1,01 [d, J= 6,6 Hz, 3H, (CHs) -bvall.

13C-NMR (150 MHz, CDCls) 5/ppm: 171,97 (CO°), 170,49 (CO%.), 170,09 (COrc),
94,76 (Curn), 77,22, 77,02, 76,81, 72,59 (CHrn), 71,80 (Cqrn) 71,23, 71,06, 66,55, 66,43, 63,21
(CHr), 58,95 (CHawval), 51,67 (CHs-coome), 31,02 (CHguval), 23,39 (CHsac), 19,36 [(CHs)y-aval], 18,32
[(CH3)y-bval].

3.2.3. Postupak priprave peptida 3 Ac-D-Val-NH-Fn-COOH

U otopinu estera 2 (0,45 g, 1,13 mmol) u CH3OH (5 mL) doda se NaOH (45,2 mg, 1,13
mmol) i par kapi vode. Nakon 4 sata refluksiranja pri temperaturi od 65 °C, reakcijska se smjesa
upari, a ostatak zakiseli 10%-tnom otopinom HCI te ekstrahira EtOAc. Organski sloj ispere se

zasicenom otopinom NaCl, osusi bezvodnim Na,SOs i upari.

Ac-D-Val-NH-Fn-COOH (3) : R¢ = 0.79 (EtOAC), te > 200°C. IR (CH:Cl) Vmax/cm! =
3417 sr (NHsioboan), 3280 sr, 3237 st (NHasocran), 3152-3056 & (OH, COOH), 1712 j, 1684 j, 1656
j (C=Ocoon, conr), 1574, 1540, 1521, 1478 (amid II).
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3.2.4. Postupak priprave peptida 4 Ac-D-Val-NH-Fn-CON3

Otopini kiseline 3 (364 mg, 0,95 mmol) u acetonu doda se voda. Reakcijskoj se smjesi,
ohladenoj na 0 °C, dokapa otopina EtsN (111 mg, 1,1 mmol) u acetonu, te potom otopina CICOOEt
(77,1 mg, 0,71 mmol) u acetonu pazeci da temperatura ne prijede 5 °C. Nakon 30 minuta
mijeSanja, doda se otopina NaNs (93 mg, 1,43 mmol) u vodi. Nakon 1h mijeSanja u ledenoj kupelji
reakcijska se smjesa razrijedi hladnom vodom, ekstrahira s CH.Cl,, ispere 5%-tnom zasi¢enom
otopinom NaHCOs i zasicenom otopinom NaCl, osusi bezvodnim Na,SO4i upari do suha.

Ac-D-Val-NH-Fn-CONs (4) : R¢ = 0.54 (EtOAC). IR (CH:Cl) Vmax/Ccm™* = 3426 sr
(NHsiobodn), 3334 I (NHasocrani), 2136 j (N3), 1687 j, 1681 j (C=Ocons, conr), 1563, 1537, 1511,
1504, 1451 (amid II).

3.2.5. Postupak priprave peptida 5 Ac-D-Val-NH-Fn-NH-Boc

Otopina azida 4 (78 mg, 0,19 mmol) u fert-butil-alkoholu (5 mL) zagrijava se pri 65 °C
sve dok tankoslojna kromatografija upucuje na prisutnost supstrata (~5h). Reakcijska se smjesa

upari, a produkt procisti tankoslojnom preparativnhom kromatografijom uz EtOAc kao eluens.

Ac-D-Val-NH-Fn-NHBoc (5) : Rf = 0.59 (EtOAc). IR (CH.Cl) Vmax/cm™ = 3427
(NHslobodni), 3322 Sl, 3311 Sl, 3290 S| (NHasocirani), 1704 J, 1684 _], 1671 _] (C=OCONH), 1630, 1507,
1457 (amid II).

3.2.6. Postupak priprave peptida 6 Ac-D-Val-NH-Fn-NH-D-Val-Boc

Boc-zasticeni peptid 5 (150 mg, 0,3223 mmol) otopi se u CH,Cl,, ohladi na 0 °C i izloZi
djelovanju plinovitog HCl. Nakon 15 minuta mijeSanja u ledenoj kupelji, uvodenje HCl-a nastavi
se pri sobnoj temperaturi dok se TLC-om ne utvrdi zavrSetak reakcije. Smjesa se otpari na
rotacijskom vakuum-uparivacu, a nastali hidroklorid suspendira se u CH,Cl, te obradi sa suviSkom
EtsN do pH~9. Dobiveni se slobodni amin kopulira s Boc-D-Val-OH (140 mg, 0,6446 mmol)

primjenom standardnog EDC/HOBt postupka. Nakon 1 sat mijeSanja pri sobnoj temperaturi
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rezultirajuca se reakcijska smjesa ispere zasicenom vodenom otopinom NaHCOs;, 10%-tnom
otopinom limunske kiseline i zasicenom otopinom NaCl. Organski se sloj osusi bezvodnim Na,SO4
i upari do suha. Sirovi produkt procis¢ava se tankoslojnom preparativnom kromatografijom na

silikagelu uz EtOAc kao eluens.

Ac-D-Val-NH-Fn-NH-D-Val-Boc (6) : Rr = 0.49 (CH.Cl;:EtOAc = 5:1). IR (CH.CI)
Vmax/cm_1 = 3434 Sr (NHsIobodni), 3305 j, 3249 Sr (NHasocirani), 1715 j, 1683 j, 1668 j, 1637 _]
(C=Oconn), 1571, 1540, 1505, 1458 (amid II).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Uvod

Proucavani ferocenski biokunjugati sintetizirani su kopulacijom 1’-aminoferocen-1-
karboksilne kiseline (Fca) s prirodnim aminokiselinama kako bi se utvrdio utjecaj ferocenskog
kalupa i njegovih boc¢nih ogranaka na obrazac nastajanja intramolekulskih vodikovih veza (IHB).
Nadogradnjom ferocenskog kalupa aminokiselinama inducirana je tvorba razli¢itih strukturnih
elemenata, buduéi da je razmak izmedu ciklopentadienilnih prstenova molekule ferocena 3,3 A
Sto odgovara prosjecnoj duljini vodikove veze [33]. Ferocenski dipeptidi (1 i 2) pripravljeni u
ovom Zavrsnom radu sluze kao ishodisni dipeptidi za tvorbu ferocenskog tripeptida (6) koji ¢e se

koristiti u daljnjim istrazivanjima.

Sinteza peptida 1 i 2 zapoceta je deprotekcijom amino-skupine iz Fca djelovanjem plinovitog HCI.
Nakon obrade nastalog hidroklorida s EtsN uslijedila je kopulacija slobodnog ferocenskog amina
s Boc-D-Val-OH primjenom standardne HOBt/EDC metode pri ¢emu su dobiveni peptidi 1 i 2
(Shema 2). Rezultirajuéi dipeptidi 1 i 2 dobiveni su u jako dobrom iskoristenju (70-80%) u obliku

narancastih kristala.
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Shema 2. Priprava dipeptida 1 i 2 iz Fca

Ulazak valinske podjedinice u peptidu 1 potvrden je signalima protona bocnih ogranaka, tj.
singletom CHg.va skupine (6= 2,19 ppm) te dubletima (CH3)y-aval (6= 1,02 ppm), odnosno (CHz)y-
bval (0= 0,98 ppm) u 'H NMR-spektru peptida 1. Spomenute su skupine registrirane u 3C NMR-
spektru pri 8= 30,51 (CHg-va), 19,35 [(CH3)y-aval], te 17,73 [(CH3)y-bval.

Prelazak karbamatne u acetamidnu skupinu ocituje se u gubitkom singleta fert-butilnih protona
pri 0= 1,46 ppm te javljanjem dubleta acetilnih protona pri d= 2,10 ppm u njihovim *H-NMR-
spektrima. U 3C-NMR-spektrima ova se zamjena manifestira gubitkom signala karbonilnih i tert-
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butilnih C-atoma pri 8= 156,02 ppm odnosno &= 28,29 ppm te javljanjem novih signala pri 6=
170,09 ppm (COac) i 0= 23,39 ppm (CH3ac).

Pripravljeni peptidi 1 i 2 podvrgnuti su konformacijskoj analizi infracrvenom spektroskopijom (IR),
spektroskopijom nuklearne magnetske rezonancije (NMR) i cirkularnim dikroizmom (CD).

4.2. IR-spektroskopska analiza

Konformacijska analiza dobivenih spojeva zapoceta je primjenom IR-spektroskopije. Ta
instrumentalna metoda pruza uvid u sekundarnu strukturu polipeptida i proteina tako da mijeri
valnu duljinu i intenzitet apsorpcije infracrvenog zracenja. Na taj se nacin identificiraju funkcijske
skupine peptida te se dobiva pouzdan uvid u konformacijski prostor peptida u otopini [34]. Ukoliko
su frekvencije istezanja NH-skupina prisutne u podrucju nizem od 3400 cm?, to ukazuje na njihovo
sudjelovanje u vodikovim vezama (asocirane NH-skupine), dok se signali iznad 3400 cm™ pripisuju
NH-skupinama koje ne sudjeluju u vodikovim vezama (slobodne NH-skupine) (Slika 6).
Apsorpcijske vrpce karbonilnih esterskih skupina nadene ispod 1730 c¢cm indiciraju njihovo
sudjelovanje u vodikovim vezama.

-20 4

40 SLOBODNA
NH-SKUPINA

ASOCIRANA
NH-SKUPINA

Transmitancija (%)

-60 T T 1
3500 3400 3300 3200 3100

A (nm)

Slika 6. Prikaz podrucja istezanja N-H veza u IR-spektru [35]

U IR- spektru pripravljenih peptida 1 i 2 detektirane su vibracije istezanja slobodnih i asociranih

NH-skupina. Peptid 1 iskazuje jaci signal pri 3422 cm™ dok je signal asocirane NH-skupine pri
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3324 cm™ mnogo slabiji. Prevodenjem Boc-peptida 1 u Ac-peptid 2 dolazi do jacanja asocirane

vrpce, Sto ukazuje na povecanje broja konformera koji sudjeluju u vodikovim vezama (Slika 7).

Transmitancija (%)
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Slika 7. IR-spektri peptida Boc-D-Val-Fca-OMe (1) (gore) i peptida Ac-D-Val-Fca-OMe (2)
(dolje) [snimljeni u CH.Cl,, (—) ¢ = 5x102 M, (- - -) ¢ = 2,5x102? M, (----) ¢=1,25x102 M,
(--) c=6,13x103 M, (--) ¢ = 3x103 M]
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Mjerenjem koncentracijski-ovisnih IR-spektara odreduje se inter- ili intramolekulski karakter
vodikove veze. Postupnim razrjedivanjem otopine ispitivanog uzorka cijepaju se intermolekulske
vodikove veze uslijed ¢ega znatno opada intenzitet njihovih signala u podrucju nizem od 3400
cm. Na potencijalno prisutne intramolekulske vodikove veze razrjedivanje djeluje tako da se
intenzitet vrpci slobodnih i asociranih NH-skupina proporcionalno smanjuje, odnosno da se njihov
omjer ne mijenja.

Jaka indikacija stabilizacije konformacije peptida 1 i 2 vidljiva je iz podjednakog slabljenja omjera
intenziteta slobodne i asocirane NH-skupine (Slika 7) sto je omoguéeno tvorbom intramolekulskih
vodikovih veza (IHB).

4.3. NMR-spektroskopska analiza

NMR-spektroskopija je najmocnija spektroskopska metoda za odredivanje strukture
molekula, a u peptidnoj kemiji omogucuje razlikovanje slobodnih i asociranih NH-skupina.
Sudjelovanje u vodikovim vezama odreduje se pomocu kemijskog pomaka, pri ¢emu pomaci iznad
7 ppm (slabije polje) odgovaraju NH-skupinama ukljuenima u vodikovu vezu, odnosno

asociranim NH-skupinama.

Visoki kemijski pomaci NH-skupina vezanih za ferocensku jezgru u peptidima 1 i 2 podrzavaju
vodikove veze indicirane nalazima IR-spektroskopije. NH-skupina iz Boc, odnosno Ac-zastite

registrirana je pri viSem polju u *H NMR-spektru (Tablica 1).

Tablica 1. Kemijski pomaci (5/ppm) amidnih protona biokonjugata 1 i 2

Spoj Formula 0 (NHgoc/ac) | O (NHen)
1 Boc-D-Val-Fca-OMe 5,20 7,48
2 Ac-D-Val-Fca-OMe 6,49 8,2

[BINMR-spektri snimljeni su u CDCls pri ¢ = 5x102 M i 298 K
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Kako bi se dodatno rasvijetlio obrazac IHB, istrazeni su i NOE-kontakti amidnih skupina koje

sudjeluju u vodikovim vezama (Tablica 2). Poznato je da se odredivanje peptidnih sekundarnih

strukturnih elemenata temelji na analizi *H-'H NOE kontakata u NOESY NMR-spektrima peptida.

Tablica 2. NOE-kontakti (strelice) i intramolekulske vodikove veze (isprekidane crte) u moguéim

konformacijama peptida 1 i 2

Moguci konformeri

NOE kontakti

1 ( Boc-D-Val-NH-Fn-COOMe) -
..||I ‘

@@ y :‘J

e Foz

H xr =

o

c 0 —3 i

| = A ::*

@om | 5%

o 1 . #“ E;:

2 ( Ac-D-Val-NH-Fn-COOMe) - 4 2

Uzimajuéi u obzir kemijski pomak NHe, (6 > 7 ppm) te njegov NOE-kontakt s tert-butilnom

skupinom moze se pretpostaviti i tvorba NHr,--OCsc IHB (y-okret). MoZe se primijetiti da

promjena karbamatne u acetamidnu skupinu ne dovodi do promjene obrasca vodikovih veza,

buduéi da kontakti pronadeni u NOESY-spektru podrzavaju tvorbu 7-¢lanog prstena.
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18] deg cm’ mol”’

4.4. CD-spektroskopska analiza

Cirkularni dikroizam (CD) je spektroskopska metoda koja se koristi za identifikaciju
elemenata sekundarne strukture i odredivanje konformacijskih promjena kiralnih proteina [36].
Za tvorbu kiralnih struktura potrebne su jake IHB i takvo kiralno peptidno okruzenje ferocenskih
peptida omogucuije indukciju jakog Cottonovog efekta u podrucju ferocenskog kromofora (A~470
nm) [37]. Intralan¢ane vodikove veze u otopinama monosupstituiranih kiralnih ferocenskih
peptida induciraju uredene strukture ispitanih peptida u otopini koje se detektiraju CD-signalom

u ferocenskom podrucju (Tablica 3).

Tablica 3. UV/Vis-signali i Cottonovi efekti Boc- i Ac-dipeptida 1 - 2

Spoj Formula Amax / nm [6]/ deg cm? dmol™?
1 Boc-D-Val-NH-Fn-COOMe 477 -1190
2 Ac-D-Val-NH-Fn-COOMe 480 -813

Prisutnost IHB, pretpostavljenih NMR-spektroskopijom, potvrduje i oCuvanje CD-aktivnosti nakon

titracije s kompeticijskim otapalom (DMSO).

18] deg cm’ mal '

Slika 8. CD-spektri dipeptida 1 (lijevo) i 2 (desno) u CHxCl, [¢ = 5x103M (puna crta)] i uz dodatak
20 % DMSO (isprekidana crta)
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Srednje jaki pozitivni Cottonovi efekti u CD-spektrima dipeptida 1 i 2 u podrucju ferocenskog
kromofora potvrduju uredenu kiralnu okolinu. Za razliku od heterokiralnog peptida 2 kod kojeg
dodatak DMSO uzrokuje nesto zamijetnije slabljenje Cottonova efekta (16%), dodatak DMSO
gotovo ne utjece na jakost CD-signala (5%) homokiralnog peptida 1 Sto ukazuje na njegovu
stabilizaciju ja¢im IHB (Slika 8).
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5. ZAKLJUCCI

Peptidi 1 i 2 pripravljeni su standardnim metodama u jako dobrom iskoristenju (70-80%)

Struktura spojeva potvrdena je IR- i NMR-spektroskopijom (H, !3C, COSY- NOESY-
spektroskopija).

IR-spektroskopijom peptida 1 i 2 utvrdeno je postojanje dviju vrpci koje odgovaraju NH-

slobodnim i asociranim skupinama.
Razrjedivanjem diklormetanske otopine peptida Boc-D-Val-NH-Fn-COOMe (1) i Ac-D-
Val-NH-Fn—-COOMe (2) ne dolazi do signifikantnog smanjenja omjera intenziteta slobodne

i asocirane NH-skupine Sto upucuje na tvorbu jakih intramolekulskih vodikovih veza (IHB).

Visok kemijski pomak NH-skupina (8,2 ppm) upucuje na sudjelovanje navedenih amidnih

protona u vodikovim vezama.

NOE-kontakti amidnih skupina peptida 1 i 2 (NHr» i NHgoc/ac) Sugeriraju tvorbu intralancane
NHFn.--OCBoc IHB koja rezultira 7-¢lanim prstenom, odnosno y-okretom.

Terminalna zastitna skupina (Boc- ili Ac-) peptida 1 i 2 nema utjecaja na obrazac IHB.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavréni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi
nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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