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1. UVOD



Peptidomimetici su peptidi male molekulske mase, stabilni u odredenoj konformaciji, a
dobivaju se uporabom malih neprirodnih aminokiselina ili drugih molekulskih kalupa. Svojstva
peptidomimetika kao Sto su povoljna bioloska aktivnost, dobra djelotvornost i selektivnost,
niska toksi¢nost te dobra bioraspolozivost ¢ine ih pogodnim kandidatima za koristenje u
farmakologiji. Vazna grupa peptidomimetika su ureidopeptidi koji se dobivaju uvodenjem
ureido-skupine kao zamjene za amidnu vezu. Sinteza ureidopeptida temelji se na kemijskoj
reakciji kondenzacije ferocenskog izocijanata s prirodnim aminokiselinama. Cilj ovog
zavrsnog rada jest priprava ferocenskih bisureidopeptida tipa I koji u svom sastavu imaju
glicinsku, fenilalaninsku i valinsku podjedinicu. Pripravljeni spojevi biti ¢e karakterizirani IR i

NMR spektroskopijom.

R
A ome
N 0 R = H, CH(CH3),, CHyPh
A ome
0

Slika 1. Kemijska struktura bisureidopeptida I
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2.1. Ferocen

Ferocen je organometalni spoj Zeljeza koji se pojavljuje u obliku narancastih kristala
(Slika 2.). [1]

Slika 2. Narancasti kristali ferocena [2]

Najpoznatiji je predstavnik metalocena, organometalnih kompleksa koji se sastoje od
dvaju paralelnih aromatskih prstenova izmedu kojih je ugraden atom ili ion metala, poznatih i
pod nazivom ,sendvi¢ — spojevi* (Slika 3.). [3]

Slika 3. Molekulska struktura ferocena — ,sendvic — spoj" [4]



Upravo je slucajno otkrice ferocena 1951. Godine, zahvaljujuéi Pausonu i Kellyju, bilo
zasluzno za eksplozivan rast nove znanstvene discipline - organometalne kemije. Ferocen se

sastoji od dvaju ciklopentadienilnih prstenova (Cp) izmedu kojih je smijesten jedan atom

Zeljeza (Cp-Fe-Cp) (Slika 4.). [3]

Fe

2

Slika 4. Kemijska struktura ferocena [4]

Smatra se da je izmedu centralnog Zeljeza i ciklopentadienilnih prstenova rije¢ o
delokaliziranoj vezi u kojoj sudjeluju svi atomi liganda. [3] Cp — ligandi u ferocenu ponasaju
se kao da su zadrzali 6n - elektronsku strukturu te se na taj nacin tumadi
~superaromati¢nost" kompleksa u smislu stabilnosti. Zahvaljujuéi ve¢ spomenutoj ,sendvic¢ —

strukturi® ferocena, ta molekula ima i posebna stereokemijska, odnosno kiropticka svojstva.

[3]

Ferocen je wvrlo fleksibilna molekula zbog mogucénosti rotacije veze izmedu
ciklopentadienilnih prstenova i atoma Zeljeza, odnosno rotacije veze Cp-Fe-Cp. To je posebno
uocljivo u heteroanularno premostenim sustavima koji se nazivaju ferocenofani zato Sto u

njima moZze dodi do znatne ,iskrivljenosti* ferocenske jezgre. [5]

Ferocen nastaje interakcijom zeljeza i ugljika u nezasicenim ciklickim ugljikovodicima. U
toj vezi sudjeluje ukupno 18 elektrona, Sto je svojstvo strukture plemenitog plina, stoga ta
spoznaja upucuje na stabilnost ferocena. [6] Ferocen se moze sintetizirati reakcijama
Grignardovog reagensa ciklopentadienilnog prstena magnezijeva bromida i zeljezova klorida
[7], reakcijom Zzeljezova pentakarbonila s ciklopentadienilom [8] te reakcijom Zeljeza s

plinovitim ciklopentadienilom. [9]

Uz sve ove znacajke, ferocen karakteriziraju i brojne reakcije elektrofilne supstitucije,
kao Sto je Friedel — Craftsoevo aciliranje, Sto upucuje na analogiju s benzenom. U usporedbi
s benzenom ferocen je reaktivniji zbog vece sklonosti protoniranju i reakcijama s Lewisovim

kiselinama te oksidaciji zeljeza u fericenijev ion.[3]
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Zahvaljujuci ve¢ spomenutoj aromatskoj reaktivnosti ferocena i mogucoj transformaciji

njegovih supstitucijskih produkata, mogu nastati brojni ferocenski derivati. [6]

Derivati su ferocena vrlo znacajni zbog iznimne stabilnosti u bioloskim uvjetima i svoje
netoksicnosti te se u farmakologiji testiraju kao lijekovi. Derivati ferocena primjenjuju se
takoder i u biokemiji, mikrobiologiji, medicini, a koriste se i u znanosti o materijalima
(kompleksi s prijenosom naboja, termotropni tekuci kristali, ferocenski polimeri i dendrimeri,

elektro — opticki materijali). [6]

2.2. Organometalna i bioorganometalna kemija

Razvojem znanosti u 20. stolje¢u dolazi do nastajanja nove discipline na grani¢nom
podruéju organske i anorganske kemije — organometalne kemije. Organometalna kemija

znanstvena je disciplina koja istrazuje spojeve koji sadrze vezu metal - ugljik. [3]

U novije vrijeme spajanjem organometalne kemije i biologije, odnosno biokemije
razvila se novija znanstvena disciplina, kao modifikacija organometalne kemije,
bioorganometalna kemija (Slika 4.). Bioorganometalna kemija proucava bioloski aktivne
komplekse u kojima su vezom ugljik-metal povezani klasi¢ni organometalni ligandi i

biomolekule (DNA, ugljikohidrata, steroida, aminokiselina, peptida). [3]

BIOLOGIJA ANORGANSKA KEMIJA ORGANSKA KEMIJA
BIOANORGANSKA KEMIJA ORGANOMETALNA KEMIJA

~N S

BIOORGANOMETALNA KEMIJA

Slika 5. Shema nastajanja bioorganometalne kemije - spajanjem klasi¢nih kemijskih i
bioloskih disciplina [3]
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Na samom pocetku bioorganometalna kemija opisivala je samo organometalne spojeve
s bioloskom funkcijom, odnosno njihove transformacije u zivom organizmu. Zatim je jedan
dio kemicara otkrio mnoge organometalne spojeve iznimne stabilnosti u bioloSkim uvjetima,
dok je drugi dio prepoznao vaznost te potencijalnu bioloSku aktivnost spomenutih spojeva.

Taj dvostrani proces doveo je do eksplozivnog razvoja same dispicline. [3]

Glavna istrazivacka podrucja bioorganometalne kemije su organometalni spojevi kao
terapeutici, bioanaliza i senzori, enzimi, proteini i pepetidi, molekulsko prepoznavanje u

vodenom mediju te toksikologija i okolis.[6]

2.2.1. Organometalni spojevi

Prema opce prihvacenoj definiciji, organometalni spoj sadrzi barem jednu vezu metal —
ugljik koja potjeCe iz organske molekule. Opcenito su organometalni spojevi smatrani
nestabilnima, odnosno neotpornima na djelovanje zraka ili vode. Pojedini su organometalni
spojevi vrlo osjetljivi pa su stabilni samo u bezvodnim uvjetima i atmosferi inertnog plina.
[10] Medutim, neki od njih mogu se odrzati i u bioloskim, odnosno vodenim uvjetima. Jedan

od takvih organometalnih spojeva je ferocen. [10]

2.2.2. Ferocen kao stabilni organometalni spoj

Vaznost ferocena i ostalnih stabilnih organometalnih spojeva proizlazi iz dostupnosti
velikog broja njihovih derivata te pogodnih elektrokemijskih svojstava. [11] Zahvaljujuci tim
povoljnim svojstvima, organometalni spojevi i njihovi derivati vrlo su popularne molekule za
bioloske primjene, pogotovo u farmakologiji. Ferocen je vrlo vazan u smislu stvaranja boljih
farmakoloskih svojstava anorganskih spojeva stvarajuci njihove organometalne analoge.
Naime, uvodenjem ferocena anorganskim spojevima povecava se bioloSka aktivnost spoja
zbog nastajanja oksidiranih vrsta blizu aktivnog centra. Na taj nacin pripravljen je
bioorganometalni spoj hidroksitamoksifen. Hidroksitamoksifen smatran je analogom
tamoksifenu, antikancerogenom spoju koji se koristi kao lijek za rano otkriven karcinom
dojke. Uz hidroksitamoksifen, supstitucija komponente anorganskog spoja ferocenilom cesto

se koristi u pripravi bioorganometalnih derivata antimalarika pri lijeCenju malarije.[12]
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2.3. Peptidni mimetici

Biokemijski spojevi sastavljeni od L-aminokiselina kao Sto su proteini i peptidi imaju
vaznu ulogu u ljudskom organizmu. Veoma su bitni u imunoloskim, neuroloskim i ostalim
bioloSkim procesima koji se odvijaju u ljudskom organizmu jer djeluju kao neurotransmiteri,
receptori, neuromodulatori, enzimi i antigeni. [13] To znadi da oni sluze kao tvari koje
prenose zivéane impulse izmedu stanica, posljedicno ¢ak mijenjaju aktivnost mozga,
kataliziraju brojne biokemijske reakcije koje se odvijaju u ljudskom organizmu te ,brane"

ljudski organizam od brojnih bolesti.

Bez obzira na njihovu veliku biolosku aktivnost i opéenito Siroku primjenu, primjena
peptida u farmakologiji kao lijekova je ogranicena. Neki peptidi u potpunosti su upotrebljivi
kao lijekovi bez ikakvih modifikacija, dok se drugi nikako ne mogu koristiti u farmakologiji.
Njihova ograni¢enost proizlazi iz brojnih nepogodnosti uzrokovanim njihovim unosom u
bioloski sustav. UnoSenjem takvih molekula u bioloski sustav one se vrlo lako protealiziraju te
su previSe hidrofilne da bi prosle kroz stanicnu membranu i krvno — mozdanu barijeru. Uz to,
ogranicenost proizlazi i iz svojstva velike fleksibilnosti koje im omogucava interakciju s

razlicitim receptorima Sto dovodi do nastajanja nepozeljnih nuspojava. [6]

Upravo zbog tih ogranicenih svojstava peptida, znanstvenici su bili primorani nadi
rjeSenje u nekim drugim spojevima cija bi bioloska aktivnost bila slicna onoj peptida, ali bi ti
spojevi imali bolja i manje ograni¢ena svojstva. Spojevi bi trebali biti manje toksicni te imati
bolju selektivnost, poboljSanu metabolicku stabilnost te bolju djelotvornost. RjeSenje je
nadeno razvojem novog interdisciplinarnog znanstvenog podrucja koje objedinjuje organsku
kemiju, biotehnologiju, biokemiju te farmakologiju — peptidomimetike. Tu veliku vaznost

imaju peptidni mimetici ili pseudopeptidi. [14]

Peptidni mimetici su manje molekule koje imaju sklonost poprimanja Zeljene konformacije,
odnosno mogu pokazati povoljniju biolosku aktivnost od nativnih biomolekula (peptida,
proteina). Njihova sekundarna strukturna svojstva su sli¢na svojstvima prirodnih peptida te
zbog toga mogu oponasati njihovu biolosku funkciju. [15] Razlika izmedu svojstava peptida i
peptidnih mimetika za koristenje u farmakologiji prikazana je u Tablici 1. [16]
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Tablica 1. Razlika svojstava peptida i peptidnih mimetika za koriStenje u farmakologiji [16]

* bioraspolozivost = brzina apsorpcije i koli¢ina lijeka koji dospije u sistemsku cirkulaciju te

se zatim izluCuje kroz urin

PEPTIDI PEPTIDNI MIMETICI
Nestabilnost stabilanost

slaba bioraspolozivost* dobra bioraspolozivost*
veca toksi¢nost manja toksi¢nost

loSija metabolicka stabilnost bolja metabolicka stabilnost
loSija selektivnost bolja selektivnost

losa svojstva lijeka dobra svojstva lijeka

Bioloska aktivnost proteina odredena je protein — protein interakcijama koje ukljucuju
elemente sekundarne strukture. Peptidni mimetici poboljSavaju svojstva nativnih peptida i
istovremeno oponasaju njihove sekundarne strukturne elemente te na taj nacin ostvaruju
istu ili povoljniju biolosku aktivnost. Strukturne modifikacije peptida na biolosku aktivnost
izvedenih peptidomimetika daju brojne posljedice. Minimizirano je vezanje konformacijski
ograniCenih struktura na nezeljene receptore, a povecan je afinitet vezanja za ciljani
receptor, reduciran je stupanj enzimske degradacije te uvodenjem hidrofobnih ostataka ili
zamjenom amidne veze dolazi do lakSeg transporta peptidnog mimetika kroz stanicnu

membranu.[16]

Pseudopeptidi su izvedeni od peptida modificiranjem peptidnog lanca ili ugradivanjem
induktora okreta u peptide. [17] Pripraviti se mogu uporabom malih neprirodnih
aminokiselina ili nekih drugih malih molekula koje sluze kao kalupi. Takva mala molekula -
kalup uvodenjem intramolekulskih vodikovih veza ili kombiniranjem vodikovih veza i
hidrofobnih interakcija stvara i prenosi odredenu konformaciju iz uredene regije prema
neuredenom podrucju lanca te na taj nacin potiCe stvaranje sekundrane ili tercijarne
strukture. Jednostavnije re¢eno kalup uzrokuje nastajanje elemenata sekundarne strukture
(a - uzvojnice, B - nabrane ploce, okreta), odnosno uzrokuje svijanje proteina u smislu

nastajanja odredenog sekundarnog strukturnog elementa. [18]

U kemiji peptidomimetika trebalo bi razlikovati pojmove i razliCite vrste

peptidomimetika. Tako postoje pseudopeptidi, odnosno peptidomimetici koji sadrzavaju
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pseudopeptidnu vezu koja sluzi kao zamjena amidne veze. Pseudopeptidna veza je bitna jer
povecava otpornost prema enzimskoj degradaciiji, povecava specificnost i biolosku aktivnost
receptora. Uz pseudopeptide, poznati su joS peptidni analozi, odnosno peptidomimetici s
modificiranim bocnim ograncima, depsipeptidi u kojima je amidna veza zamijenjena
esterskom, peptoidi u kojima je bocni lanac pomaknut s a - C atoma na amidni dusikov
atom. U retro — inverznim peptidima izmijenjena je konfiguracija pripadajucih aminokiselina
(L — aminokiseline zamijenjene su D — aminokiselinama) te sadrze peptidni lanac obrnutog
smijera, dok retropeptid takoder ima obrnuti slijed peptidnog lanca, ali konfiguracija

aminokiselina nije izmijenjena. [19]

2.3.1. Ureidopeptidi

Vazno mjesto medu peptidnim mimeticima imaju ureidopeptidi. Ureidopeptidi su

peptidomimetici u kojima je amidna skupina zamijenjena ureido — skupinom (Slika 6.). [6]

1
i
\
/ J
z J
A\

Slika 6. Ureidopeptid [19]

Ureido — skupina (Slika 7.) je donor — akceptor vodikove veze, Sto je bitno za bolju

topljivost u vodenoj sredini i za poboljSanje medudjelovanja s receptorima. [16]
@
H I H
—N—C—N—
Slika 7. Ureido - skupina
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Nastajanje ureidopeptida se prvenstveno moze zamisliti pretvorbom amidne skupine u
ureido — skupinu. Brojna nepozeljna svojstva peptida mogu se ,popravljati® prilikom cega se
mijenja struktura skeleta peptida Sto dovodi do nastajanja peptidnih mimetika. Tako se slaba
topljivost u vodi moze poboljSati uvodenjem polarnih funkcijskih skupina, slaba otpornost
peptida na hidroliticki u€inak peptidaza moze se poboljsati uvodenjem D — aminokiselina,

eliminacijom amidnih veza te modifikacijom terminalnih skupina.[19]

Prevodenje peptida u peptidne mimetike moze se izvesti zamjenom peptidne veze s
nepeptidnim analozima, ugradnjom nepeptidnih molekula u peptidnu sekvencu,

konjugiranjem bocnih ogranaka s malim molekulama te ciklizacijom glavnog lanca. [6]

Ureidopeptide je moguce pripraviti provodenjem nekoliko vrsta kemijskih reakcija. Oni
nastaju reakcijom aminokiseline ili peptida s ureinskom aminokiselinom, kondenzacijom
peptida ili aminokiseline s izocijanatom ili kondenzacijom aminokiselinskog peptidnog
izocijanata s aminom. Ferocenski amini vrlo su nestabilni, a peptidni izocijanati komercijalno
nedostupni, Sto upucuje da je najjednostavniji i najces¢i postupak priprave ureidopeptida

kondenzacija peptida ili aminokiseline s izocijanatom i obrnuto.[6]

Sureshbabu i suradnici sintetizirali su Bsmoc — ureidopeptide (Shema 1.). To su
ureidopeptidi  koji sadrze Bsmoc grupu (1,1-dioksobenzo[b]tiofen-2-iimetiloksikarbonil).
Sintetizirali su ih prvo prevodeéi Bsmoc — aminokiselinu 1 u Bsmoc — aminokiselinski azid 2
koji su zagrijavanjem preveli u izocijanat 3. Daljnjom reakcijom kondenzacije izocijanata 3 i
odgovaraju¢e aminokiseline sintetiziran je ureidopeptid 4. IskoriStenje provedenih reakcija
iznosilo je 85 %, dok je struktura sintetiziranog ureidopeptida karakterizirana metodama 'H

NMR, *C NMR i masenom spektroskopijom. [20]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Materijali

Kupovni reagensi i kemikalije su koriSteni bez prociS¢avanja, dok su otapala susena i
prociStavana prema preporu¢enom postupku suSenja agensima i/ili destiliranjem preko

molekulskih sita veli¢ine 3A.

3.2. Metode rada

Za pracenje tijeka reakcije je koriStena metoda tankoslojne kromatografije.
Tankoslojna kromatografija je provedena na plo¢ama 60 F - 254 presvucenih slojem silika
gela Merck u odgovarajuem sustavu otapala. Za detekciju izoliranih komponenata je

koriStena UV - svjetlost valne duljine 254 nm.

Kromatografija na koloni je provedena na silika gelu (Fluka, 0.063 — 0.2 nm), dok su
staklene kolone punjene pod utjecajem gravitacijske sile uz eluens diklormetan. Preparativna
tankoslojna kromatografija provedena je na staklenim plo¢ama prevucenim silika gelom
(Merk, Kisagel 60 HF,s4), dok je za mobilnu fazu koristeno otapalo diklormetan. Temperature
taliSta sintetiziranih spojeva su odredene na instrumentu Kofler (Reichert, Wien) i nisu

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

Spektri 'H-NMR i *C-NMR su snimljeni na spektrometru Bruker Avance 300 i 600 MHz.
Svi uzorci su otopljeni u acetonu i DMSO-d; i mjereni pri 298 K u NMR cjevcici od 5 mm.
Kemijski pomaci (&) u 'H-NMR i *C-NMR spektrima su izrazeni u ppm u odnosu prema
tetrametilsilanu (TMS, 6 0,0 ppm), a konstante sprege (J) u hercima (Hz). Pojedinacne
rezonancije su asignirane na temelju njihovih kemijskih pomaka, intenziteta signala,

multipliciteta signala i konstanti sprega H-H.
Tumacenje spektroskopskih oznaka i kratica:

IR-spektri: v = rastezanje (stretching), & = deformacije (bending), j = jaka vrpca, sr =

srednja vrpca, S = Siroka vrpca.
'H-NMR-spektri: s = singlet, d = dublet, t = triplet, q = kvartet, m = multiplet.

Najveci dio pokusa izveden je u atmosferi inertnog plina i u bezvodnoj sredini
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A. Priprava 1,1'-ferocenkarboksiazid (3)

1.CHscoCl 1. Br,, dioksan
Fe 2. AICl5, CH,Cly Fe 2. NaOH, H,0
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2 3

B. Priprava bisureidopeptida 5a-c
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3.3. 1,1'-Diacetilferocen (1)

Suspenziji aluminijeva klorida (17.2 g, 0.13 mol) u suhom diklormetanu (30 mL)
dokapa se otopina acetil-klorida (10.7 mL, 0.15 mol) u istom otapalu (20 mL). Tako
pripravljen Perrierov kompleks zagrije se do temperature vrenja te mu se preko lijevka za
dokapavanje polako dokapa otopina ferocena (10 g, 0.054 mol) u suhom diklormetanu (40
mL). Nakon 5 sati refluksiranja reakcijska se smjesa prebaci u ¢asu s ledom i askorbinskom
kiselinom te ekstrahira s diklormetanom. Organski se sloj dobro ispere 5 % - thom otopinom
NaHCOs3, 5 % - tnom otopinom KOH i zasi¢enom otopinom NaCl do neutralnog, a zatim osusi
bezvodnim Na,SO,i upari do suha pri ¢emu je dobiveno 12.9 g (88 %) narancastih kristala; &
[13] = 116 — 125°C, £ = 130 — 131°C.

3.4. Ferocen-1,1'-dikarboksilna kiselina (2)

U otopinu NaOH (9.75 g, 0.2414 mol) u vodi (59 mL) ohladenu na 0 °C, doda se brom (Br,)
(3.6 mL, 0.07 mol), te dokapa 1,4-dioksan (C4HgO,) (40 mL, 0.349 mol). Pri temperaturi 0-5
°C u obrocima se dodaje 1,1'-diacetilferocen 1 (3 g, 0.012 mol). Nakon 30 minuta mijeSanja,
neizreagirani brom se ukloni dodatkom zasi¢ene otopine natrijeva tiosulfata (Na,S,0s).
Reakcijska se smjesa profiltrira i zakiseli koncentriranom HCI pri Cemu se istalozi 3.04 g (98
%) narancastih kristala 2. t; > 250°C. [21]

IR (CH,Cl) vima/cm™ = 3480 & (OH), 1677 j (C=0, COOH)

3.5. Ferocen-1,1'- dikarboksazid (3)

Ferocen-1,1 "-dikarboksilna kiselina 2 (550 g, 2.37 mmol) se suspendira u vodi (0.5 mL) i
otopi dodatkom acetona. U reakcijsku smjesu ohladenu na 0 °C dodan se NEt; (0.77 ml, 2.79
mmol) u acetonu (10 mL), a potom otopina CICOOEt (0,77 mL, 4.05 mmol) u acetonu (4
mL). Nakon 30 min mijeSanja pri 0 °C u reakcijsku smjesu dodana je vodena otopina NaNs
(624 mg, 4.75 mmol). Reakcijska se smjesa mijeSa 1 sat pri 0 °C, potom prenese u ohladenu
vodu i ekstrahira diklormetanom. Organski sloj se ispere 5 %-tnom vodenom otopinom
NaHCO; zasicenom vodenom otopinom NaCl, potom osusi bezvodnim Na,SO, i upari do
suha. Sirovi talog je procis¢en tankoslojnom kromatografijom uz eluens diklormetan : etil-
acetat (10:1), nakon uparavanja dobiveno je 332 mg (75 %) crvenih kristala azida 3.t; 112-
115 °C.

IR (CH,CL) vma/ €m™; 2138 j (N5), 1687 j (CON;).
'H-NMR (CDCl;) 8/ ppm: 4.83 (s, 2H, H-2, H-5', Fc), 4.52 (s, 2H, H3'-H4', Fc).
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3C-NMR, APT (CDCl5) &/ ppm: 176.7 (C=0, CONs), 72.55 (2C, C2-C5), 72.0 (1C, Cq),
70.1 (C-2, C-5, Fc), 71.6 (C-3, C-4, Fc).

3.6. Ferocen-1,1'-bisizocijanat (4)

Otopina diazida 3 (149.6 mg, 0.46 mmol) u toluenu (1.8 mL) zagrijava se pri 80°C.
Nakon 2 sata zagrijavanja iz reakcijske smjese se upari toluen, a zaostaje smjesa izocijanata

4 i polaznog dikarboksiazida 3 koja je narancasto-crvene boje.

IR (CH,CL) Vmax/cm™: 2273 j (N=C=0).

3.7. Opci postupak priprave bisureidopeptidi 5a - ¢

U otopini smjese spoja 4 (0.769 mmol) u diklormetanu doda se L-AA-OMe (AA = Gly,
Val, Phe) prethodno pripravljen iz L-AA-OMe x HCl (1.77 mmol) dodatkom NEt;. Nakon 1.5
sati mijeSanja magnetnom mijeSalicom pri sobnoj temperaturi dodaje se H,O te se smjesa
ekstrahira diklormetanom i zasi¢enom vodenom otopinom Na,COs. Organski spoj se ispere
vodom, osusi bezvodnim Na,SO, te upari na rotacijskom vakuum - uparivacu. Dobiveni
ostatak procis¢en je s pomocu tankoslojne preparativnhe kromatografije u sustavu otapala
CH,Cl; : EtOAc = 10 : 1.

Fc-NH-CO-Gly-OMe (5a): dobiveno m = 137.1 mg (40 %), u obliku zutih kristala 5a;

IR (CH,CL) vma/cm™ = 3401 (sr, NH slobodna), 3356 (sl, NH asocirana), 1721 (j C=0,
COOCHs3), 1674 (amid I).

'H NMR (300 MHz, (CDs),CO) &/ ppm = 7.22 (s, 1H, NH), 6.27 (t, 1H, NHg,), 4.57 (s, 2H,
CH-Fc), 3.99 (d, 2H, CH,ay), 3.95 (pt, 2H, CH-Fc), 3.75 (s, 3H, OCH;).

13C NMR (300 MHz, (CD;),CO) &/ ppm= 172.96 (s, C=Oester), 156.01 (s, C=Ourea), 99.58
(s, Fc-Cq), 64.12 (s, CH-Fc), 61.12 (s, CH-Fc), 51.60 (s, OCHs;) 41.73 (s, CHy,qy).

Fc-NH-CO-Val-OMe (5b): dobiveno m = 173.1 mg (43 %), u obliku zutih kristala 5b

IR (CH,CL,) vma/cm™ = 3405 (sr, NH slobodna), 3356 (sl, NH asocirana), 1722 (j, C=0,
COOCH;), 1669 (amid I).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 5/ ppm = 7.64 (s, 1H, NH), 6.35 (d, 1H, NHy,), 4.35 (d, 2H,
CH-Fc), 4.77 (q, 1H, CHa,Val), 3.87 (s, 2H, CH-Fc), 3.69 (s, OCHs), 2.08 (m, 1H, CH), 0.92
(m, 6H, CHs).
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13C NMR (300 MHz, DMSO-d6) &/ ppm= 173.44 (s, C=0Oester), 156.13 (s, C=Ourea), 97.60
(s, Fc-Cq), 65.33 (s, CH-Fc), 61.87 (s, CHa,va), 58.16 (s, CH-Fc), 52.14 (s, OCH3) 30.91 (s,
CH), 19.49 (s, CHs,Val), 18.53 (s, CHs,Val).

Fc-NH-CO-Phe-OMe (5c): dobiveno m = 58.3 mg (12 %), u obliku zute smole 5c.

IR (CH.CL) vmax/cm™ = 3404 (sr, NH slobodna), 3348 (sl, NH asocirana), 1730 (j, C=0,
COOCHs3), 1674 (amid I).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8/ ppm = 7.67 (s, 1H, NH), 7.38-7.16 (m, 5H, Ph), 6.24 (d,
1H, NHppe), 4.49-4.44 (m, 1H, CHo, pre), 4.24 (s, 2H, CH-Fc), 3.76 (s, 2H, CH-Fc), 3.61 (s,
OCH3), 3.01-2.94 (m, 2H, CH,).
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4. REZULTATI I RASPRAVA



4.1. Uvod

Cilj ovog zavrSnog rada je sinteza C2-simetri¢nih bisureidopeptida 5a-c koji u svom
sastavu imaju glicinsku, valinsku i fenilalaninsku podjedinicu. Pripravljenim spojevima biti ¢e
odredena kemijska struktura primjenom IR i NMR spektroskopije. Rad je podijeljen u dva
dijela pri ¢emu se prvi dio odnosi na sintezu intermedijera ferocen-1,1'-bisizocijanata (4), koji
se potom kopulira s odgovaraju¢im metilnim esterima Gly/ L-Val/ L-Phe dajudi
bisureidopeptide 5a-c. U drugom su dijelu prociSéeni dobiveni spojevi primjenom
preparativne tankoslojne kromatografije te su strukture sintetiziranih spojeva potvrdene

koristenjem IR i NMR spektroskopije.

5a;R=H
5b, R= CH(CH3)2
5¢; R = CH,Ph

Slika 8. Kemijska struktura bisureidopeptida

4.2. Priprava intermedijara ferocen-1,1'-bisizocijanat (4)

Sinteza kljunog intermedijara, bisizocijanta 4, zapocinje pripravom 1,1'-
diacetilferocenom (1) u obliku narancastih kristala i iskoristenju od 88 % iskoristenju, sluzedi
se postupcima opisanim u literaturi, koji se oksidira otopinom natrijeva hidroksida, broma i
dioksana u dikiselinu 2 (98 %) (Shema 2.).[22]
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Shema 2. Priprava spoja 2.

Djelovanjem smjese reagensa NEts;, CICOOEt i NaNs na dikiselinu 2 u vodenoj otopini

pripravljen je bisazid 3 (75 %). Curtisovom pregradnjom bisazida 3 zagrijavanjem u toluenu

pripravljen je ferocenil-1,1'-bisizocijanat (4) (Shema 3.). [23] Tijek Curtiusove pregradnje

azida 3 praten je IR-spektroskopijom pri ¢emu se prati smanjenje karakteristicne

apsorpcijske vrpce azida pri 2135 i 1683 cm™ odnosno nastajanje i poveéanje vrpce

svojstvene za NCO-skupinu spoja 4 pri 2259 cm™,

<

Fe

@—com

2

COCOH

1. NEt3, aceton
2. CICOOEt aceton

3. NaN3, H,O
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Shema 3. Priprava spoja 4

U IR spektru spoja 3 uoleni su pikovi pri 2138 i 1687 cm™ koji odgovaraju CON;

skupini. Zagrijavanjem u suhom toluenu pri 80 °C dolazi do smanjenja pika koji odgovara

azidu i istovremenog povecanja pika pri 2273 cm™ koji odgovara izocijanatu 4. U *H NMR

spektru (CDCIs) vidljivi su protoni pri & 4.83 i 4.52 ppm koji odgovaraju ferocenskom prstenu

spoja 3. °C NMR spektar ukazuje na postojanje CON; skupine pri & 176.7 ppm.

ProciS¢avanije bisizocijanata 4 nije provedeno zbog bliskih R¢-vrijednosti azida 3 i spoja 4.
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4.3. Ferocenski bisureidopeptidi (5a-c)

Priprava C2-simetri¢nih ureidopeptida 5a-c koji sadrze glicinsku, valinsku, odnosno
fenilalaninsku podjedinicu, ukljucuje kopulaciju slobodne amino skupine aminokiseline i
ferocenil-1,1'"-bisizocijata 4. [24] Neprocis¢eni bisizocijanat 4 kopuliran s Gly-OMe, (nastao iz
Gly-OMeeHCI djelovanjem NEt3) daje ureidopeptid 5a u obliku zutih kristala uz iskoriStenje

od 40 % procis¢enog spoja (Shema 4.).

9
(o @Nx
Gly-OMe *HCI H

Fe
CH,Cl>/ NEt;3

H
)\/OMe
0
H
)\/OMe
0

Shema 4. Priprava ureidopeptida 5a.

U IR-spektru (CH,Cl,) konjugata 5a vidljive su dvije apsorpcijske vrpce pri 3401 cm™ i
3356 cm™ koje se pripisuju slobodnoj odnosno asociranoj NH skupini te jake apsorpcijske
vrpce pri 1721 ecm™ i 1674 cm™ koje odgovaraju isteznim frekvencijama karbonilnih skupina

estera odnosno amida I.

U 'H-NMR-spektru spoja 5a (aceton-d6) vidljivi su protoni NH skupine pri & 7.22 ppm
koji pripadaju ureilenskoj skupini te pri & 6.27 ppm koji su pripisani glicinskoj podjedinici.
Metilenski protoni glicinske podjedinice registrirani pri 0 3.99 ppm, a metilni protoni esterske

skupine registrirani su pri & 3.75 ppm.

Karbonilni ugljikovi atomi esterske skupine i peptidne veze odituju se u “C-NMR-
spektru signalima pri & 172.96 i & 156.01 ppm. Metilni ugljikov atom glicinske podjedinice

nalazi se pri 0 41.73 ppm, dok se metilni ugljikov atom estera ocituje pri d 51.60 ppm.

Ureidopeptid 5b pripravljen je na slican nacin kao i spoj 5a, kopulacijom sirovog
bisizocijanata 4 i L-Val-OMe dobiven je Zuti kristalinicni spoj 5b uz 43 %-tno iskoristenje

procis¢enog spoja (Shema 5.).
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Shema 5. Priprava spoja 5b

U IR-spektru (CH,Cl,) spoja 5b prisutne su dvije apsorpcijske vrpce pri 3405 i 3356 cm’
! koje se pripisuju slobodnoj i asociranoj NH skupini. Jake apsorpcijske vrpce pri 1722 i 1669

cm™! odgovaraju isteznim frekvencijama karbonilnih skupina estera odnosno amida.

U 'H-NMR-spektru (DMSO) vidljivi su protoni NH skupine koji su dodijeljeni valinskoj
podjedinici pri & 6.35 i ureilenskoj skupini pri & 7.64 ppm. Metinski i metilenski proton
aminokiseline je vidljiv pri d 4.77 i d 2.08 ppm, dok je metilni protom esterske skupine vidljiv
pri O 3.69 ppm. Prisutnost valinske podjedinice potvrdena je i pristutnoséu dviju metilnih

skupina pri d 0.92 ppm.

Karbonilni ugljikovi atomi esterske skupine i peptidne veze odituju se u C-NMR-
spektru signalima pri d 173.44 i & 156.13 ppm. Metilenski i metilni ugljikovi atomi valinske
podjedinice nalazi se pri 0 61.87 i 30.91 ppm, dok se metilni ugljikov atom estera ocituje pri
0 52.14 ppm.

Ureidopeptid 5c¢ pripravljen je kopulacijom sirovog bisizocijanata 4 i L-Phe-OMe pri
¢emu nastaje Zeljeni spoj kao Zuta smola u 12 %-tnom iskoristenje prociS¢éenog spoja
(Shema 6).

o  CHaPh
£ : : N A /'\[/OMe
NCO  phe-OMe .Hal @H N
F Fe n o
e
CH,Cly/ NEt3 )?\ CH,Ph
NCO Me
- P
H H o

Shema 6. Priprava spoja 5¢
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U IR-spektru (CH,Cl,) spoja 5c¢ prisutne su dvije apsorpcijske vrpce pri 3404 i 3348 cm’
! koje se pripisuju slobodnoj i asociranoj NH skupini. Jake apsorpcijske vrpce pri 1730 i 1674

cm™ odgovaraju isteznim frekvencijama karbonilnih skupina estera odnosno amida.

U 'H-NMR-spektru (DMSO) vidljivi su protoni NH skupine koji su pripisani
fenilalaninskoj podjedinici pri & 6.24 i ureilenskoj skupini pri & 7.67 ppm. Multipleti pripisani
fenilnoj skupini fenilalanina su zabiljeZeni pri & 7.38-7.16 ppm, metinski i metilenski proton
aminokiseline je vidljiv pri d 4.46 i 0 2.98 ppm, dok je metilni protom esterske skupine vidljiv

pri d 3.61 ppm.
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5. ZAKLJUCAK



o VisSestupanjskom sintezom pripravlien je klju¢ni intermedijar ferocenil-1,1"-

bisizocijata (4) te bisureidopeptidi 5a-c, u srednjem do dobrom iskoriStenju.

o U IR spektrima, snimljenim kao diklormetanske otopine (¢ = 102 M), za sve
ureidopeptide 5a-c prisutne su apsorpcijske vrpce pri ~3400 cm™i ~3350 cm™ koje
se mogu pripisati slobodnim i asociranim NH-skupinama. Apsorpcijska vrpca za
karbonilnu skupinu estera aminokiseline registrirana je pri ~1725 cm™ $to ukazuje

na sudjelovanje esterske funkcije u vodikovim vezama.

o 'H i C-NMR-spektri spojeva 5a-c sadrze kemijske pomake olekivane za
pretpostavljenu strukturu. U 'H-NMR spektrima vidljivi su kemijski pomaci protona
NH-skupine direktno vezane uz ferocensku podjedinicu pri & 7.22-7.67 ppm te
kemijski pomaci za NH proton oko 6.30 ppm koji ukazuju na prisustvo ureilenske

podjedinice.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni 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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