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1. UVOD

Bioorganometalna kemija je znanstvena disciplina na granici biokemije i
organometalne kemije koja proucava konjugate organometalnih spojeva i biomolekula,
pri ¢emu su osobito vazni spojevi metalocena s biomolekulama. Ti kompleksi su znacajni
kako s teorijskog stanovista (mimetici proteina i ugljikohidrata) tako i zbog moguce
primjene u biokemiji, biologiji, biomedicini, itd. [1].

Muramildipeptid [(MDP, MurNAc-L-Ala-D-/GIn, MurNAc= A-acetil-muraminska
kiselina)], je produkt koji nastaje enzimskom hidrolizom peptidoglikana, sastavnog dijela
stani¢ne stijenke Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, a predstavlja najmanju
imunoloski aktivnu komponentu u peptidoglikanu stanicne stijenke.

Poznato je da postoji velik broj bioloski aktivnih, ali nazalost Kklinicki
neupotrebljivin peptida, pa se takve molekule modificiraju na nacin da se unaprijedi
njihova farmakoloska primjena. Tako se i MDP podvrgava raznolikim strukturnim
modifikacijama, bilo da se vrsi zamjena Secernog ili dipeptidnog fragmenta.

U sklopu ovog zavrSnog rada sintetizirat ¢e se ferocenski muropeptid 5 sluzeci se
postupcima opisanima u literaturi [2]. Kopulacijom C-terminusa muraminske i A
terminusa ferocenske aminokiseline pripravit ¢e se bioorganometalni muropeptid 5 (slika
1), Cija Ce se strukturna svojstva ispitati NMR- i IR- spektroskopijom, te ¢e se predloZiti

njegove preferentne konformacije u otopini.
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Slika 1. Sinteza ferocenskog muropeptida 5 konjugacijom O-zasticene MurNAc (4)

i Fca-OMe (3)



2. TEORIJSKI DIO

2.1. STRUKTURAI SVOJSTVA MURAMILDIPEPTIDA

Muramildipeptidi su sastavni djelovi peptidoglikana stani¢nih stijenki Gram-
pozitivnih i Gram-negativnih bakterija. Peptidoglikani su prirodni polimeri sastavljeni od
alterniraju¢ih molekula Aacetilglukozamina (GIcNAc) i AMacetiimuraminske kiseline
(MurNAc) medusobno povezanih b-1,4-glikozidnom vezom, pri ¢emu je MurNAc
kopulirana s prirodnim aminokiselinama [3]. Enzimskom hidrolizom peptidoglikana
nastaju muramilpeptidi koji sadrze najmanje po jednu MurNAc i prirodnu aminokiselinu
[4-7].

Muramildipeptid (A-acetil-muramil-L-alanil-D-izoglutamin) (slika 2) je jedinica
peptidoglikana koja ukazuje adjuvansku aktivnost (adiuvare, lat. pripomodi). Adjuvanti
utjeCu na produkciju citokina ¢ija je uloga u organizmu da pojacavaju, ubrzavaju ili
produzuju specificnu imunoreakciju na odredeni antigen. Time se omogucéava bolja
obrana organizma od patogenih organizama zbog ¢ega se Cesto dodaju u cjepiva koja

nisu dovoljno imunogenicna [8].
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Slika 2. Struktura A-acetil-muramil-L-alanil-D-izoglutamina

1974. godine otkriveno je da je MDP minimalna strukturna jedinica koja je
odgovorna na imunoadjuvantsku aktivnost Freundovog adjuvansa. Od tada se provode
brojna istrazivanja u cilju sinteze, izolacije i utvrdivanja aktivnosti muramildipeptida, ali i
ostalih muramilpeptida [9]. S ciljem Sto bolje karakterizacije imunostimulacijskog efekta
i adjuvantske aktivnosti sintetiziran je velik broj razlicitih derivata muramilpeptida koji

su podvrgnuti istrazivanju odnosa strukture i bioloske aktivnosti [SAR, (engl. Structural-



Activity Relationship) ]. Utvrdeno je da kemijska struktura i stereokemija imaju veliki
utjecaj na biolosku aktivnost modificiranih derivata i analoga MDP [10,11,12].
Konformacijskom analizom MDP primjenom, 'H NMR-spektroskopije i molekulskog
modeliranja, potvrdena je tvorba 10-¢lanog B-okreta (COwymac ™ * NHaa IHB). Alternativni
B-okret koji bi bio rezultat CO 4 """ NHigIHB nije potvrden [13,14].

Sinteza vecih produkata enzimske hidrolize peptidoglikana je sloZzen postupak,
dok je muramildipeptid moguce pripraviti jednostavnom kemijskom sintezom primjenom
Jeanloz/Flowersova postupka [15]. Iz D- glukozaminhidroklorida II koji se nakon
protekcije reaktivnih NH,- i OH-skupina i reakcije s D, L-a-klorpropionskom kiselinom
prevodi u dijastereomernu smjesu muraminske III i izomuraminske kiseline IV (Shema
1). O-zasticena muraminska kiselina III kopulacijom s prirodnim dipeptidom L-Ala-D-
iGIn uz deprotekciju OH-skupina pretvara se u MurNAc-L-Ala-D-iGln (MDP, I) (Shema 1).
(S }Izomer muraminske kiseline IV na isti nacin daje izoMurNAc-L-Ala-D-iGIn (izoMDP)

Cija je adjuvantska aktivnost znacajno smanjena u odnosu na MDP [12].
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(a) anhidrid octene kiseline, NaH; (b) fenilmetanol, H*; (c) PhACHO, H" ili 2,2-dimetoksipropan,H*;
(d) NaH, b,L-a-klorpropionska kiselina (kloroctena kiselina, klorbutanska ili mlijecna kiselina; (e)
ester dipeptida i EEDQ ili DCC, HOBt ili Woodwardov reagens K ili izobutil klorkarbonat; (f)
octena kiselina (aq.); (g) H, / Pd, H+;

R4, R, =CH; ili Ry = H, R, = CgH5; Ry = H, CH3, C,Hs5; dipeptid = L-Ala-D-isoGIn

Shema 1. Sinteza muramildipeptida I (MDP)



Kao sastavni dio stanicne stijenke, MDP moze posluziti kao biomarker za
detekciju bakterijskih fragmenata u okolisSu [16]. Obzirom da u ljudskom organizmu ne
postoje enzimi koji bi hidrolizirali muramildipeptid do muraminske kiseline, prisustvo
MurNAc u tkivima i tjelesnim tekucinama moze upudivati na postojanje odredenih
poremecaja ili oboljenja [17]. Otkricem faktora S, faktora odgovornog za spavanje, po
prvi puta su u ljudskom tkivu (mozak, jetra i bubrezi) detektirane molekule
muramildipeptida [18, 19]. Povecane koncentracije muraminske kiseline zabiljezene su
kod pacijenata s urinarnim infekcijama, te u cerebrospiralnoj tekucini pacijenata oboljelih

od pneumokoknog meningitisa [20, 21].
2.1.1. Analozi i derivati MDP i njihova bioloska aktivnost

Mnogi derivati i analozi MDP bili su predmet istrazivanja kako bi se poboljSala
njihova aktivnost i selektivhost, a smanjile nuspojave kao Sto su upalne reakcije,
povisena temperatura i indukcija autoimmune reakcije. Dokazano je da i male promjene
u primarnoj strukturi utjecu na konformaciju, a samim time i na bioloSka svojstva i
aktivnost derivata i analoga MDP (slika 3). Adjuvantska aktivnost o¢uvana je kod ve¢ine
derivata muramildipeptida. Antikancerogena aktivnost uo¢ena je kod derivata MDP kod
kojih je R* skupina zamjenjena glukozaminom i acilom i kod derivata MDP kod kojih je R®
skupina zamjenjena O-acilom (tj. mikolinskom kiselinom, masnim kiselinama,
kinolinskom grupom). Antibakterijsku aktivnost pokazuju derivati kojim je R' skupina je
zamjenjena a-C-acilom, pB-C-acilom i glukozaminom. Takoder, antibakterijsku aktivnost
imaju i derivati ¢ija je R® skupina zamjenjena C-acilom , NH, ili A~acilom. Pirogena
aktivnost zamjecena je kod derivata ¢ija je R skupina zamjenjena a- ili p-O-alkilom (Me,

Bn) i kod derivata koji na mjestu X imaju L-aminokiselinu (Ala, Ser, Val, Thr) [15].
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Slika 3. Supstitucija odredenih skupina u MDP-u
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Sakupljanjem i analiziranjem rezultata SAR-studija (engl. Structural Activity
Relationship) uoCeno je da je konfiguracija aminokiselinskih kiralnih centara (&
konfiguracija prve aminokiseline i R-konfiguracija C-terminalne aminokiseline) klju¢na za
imunomodulacijsku aktivnost sintetiziranih peptida, dok A-acetil-D-glukozaminski ostatak

vezan na dipeptidnu podjedinicu nema esencijalnu ulogu [22 - 24].

Buduéi da je dokazano kako Secerni dio molekule muramildipeptida nije
odgovoran za imunostimulacijsku aktivhost [24], sinteza derivata MDP odvijala se u
smjeru tvorbe novih imunoaktivnih derivata - demuramilpeptida. Demuramilpeptidi mogu
imati zamjenjen glukozaminski fragment s raznim acilnim i karbociklicnim skupinama

kao i andamatilnim derivatima.
2.1.2. Konjugati MDP i njihova bioloska aktivnost

Konjugiranjem MDP s bioloski aktivnim spojevima ne samo da se zadrzavaju
prirodna bioloSka svojstva, ve¢ se poboljSavaju i njihova farmakoloska svojstva i jaca

samoobrana infekcijom napadnutog organizma.

Tuftsin,  fizioloSki  tetrapeptid  (H-Thr-Lys-Pro-Arg-OH),  odlikuje  se
imunoadjuvantskim svojstvima: stimulira fagocitozu makrofaga i granulocita, te
ostvaruje antibakterijsku i antitumorsku aktivnost [25]. Vezivanjem derivata tuftsina s A-
acetil-glukozaminil-muramil-dipeptidom (GMDP, V) preko a-amino-skupine terminalnog
Thr-ostatka pripravljen je konjugat VI, dok je konjugat VII dobiven vezivanjem GMDP s
g-amino-skupinom lizinskog ostatka tuftsina (slika 4) [26]. Imunoloski testovi konjugata
GMDP i tuftsina indiciraju visokodjelotvornu adjuvantsku aktivnost: stimuliraju stvaranja
antitijela u testovima na ovalbumin kao i u reakcijama odgodene osjetljivosti (DTH, engl.

Delayed Type Hypersensitivity) te potiu fagocitozu [11].
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Slika 4. Konjugati GMDP-tuftsin

U cilju postizanja poboljSane bioloske aktivnosti i smanjenja negativnih
nuspojava MDP, pripravljeni su i analozi VIII u kojima je Secerna podjedinica
zamijenjena derivatom ciklopropana (slika 5). Ispitivanje njihove bioloske aktivnosti nije

dalo ocekivane rezultate [27].

NH

0. _NH,

0]
S N COOH

0 H
VIl

Slika 5. Struktura MDP-a i njegovog ciklopropanskog analoga VIII



2.1.3. Klini¢ka ispitivanja derivata i analoga MDP

Klinicka ispitivanja derivata i analoga MDP prikazanih u tablici 1. dala su

obecavajuce rezultate:

Tablica 1. Derivati i analozi MDP odobreni od Europske agencije za lijekove* i Americke

uprave za hranu i lijekove**

MDP-Lys(L-18), Muroctasin, Romurtide**

MN-[ N-(acetil-muramil)-L-alanil-D-izoglutaminil]

-\P-stearoil-L-lizin - lipofilni derivat uveden u
lije¢enje leukopenije izazvane zraCenjem [28,
29].

MTP-PE, Mifamurtid*

Muramil-tripeptid-fosfatidiletanolamin, lipofilni
analog koji stimulira monocite/makrofage da
uniStavaju razlicite tumorske stanice in vitro i in
vivo. Klinicki je testiran na pacijentima s
recidivom osteosarkoma i melanoma, a u
kombinaciji s drugim  antikancerogenim
agensima povecava izglede za dugoro¢no
izlijecenje kod pacijenata s tim bolestima [30,
31].
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Syntex adjuvant formulation (SAF)**

Emulzija s MDP[Thr] koristi se kao veterinarsko
cjepivo u SAD [32]. Pokazao se izvrsnim
adjuvantom u kontaktima s virusom gripe i
malarije. Zbog toga Sto se koristi kao emulzija
ulja u vodi, najefikasniji je s amfifilnim
antigenima zbog duljeg zadrzavanja antigena u

ulju i mogucnosti produljenja imuno-odgovora.

H, OH

HO

HO
H,;C

NHAc

CO-L-Thr-D-GInNH,,
OH

XI

B30-MDP

Ispituje se moguénost njegova utjecaja na
unapredenje imunogenosti cjepiva. Takoder,
ispituju se dodatne modifikacije s kolesterolom,
dimiristoilfosfatidilkolinom (DMPC), distearoil-
fosfatidilkolinom (DSCP), dipalmitoilfosfatidil-
kolinom (DPPC) ili dipalmitoilfosfatidilglicerolom
(DPPG) u cilju poboljsanja farmakodinamskih

svojstava [33].
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Murabutid**

Sintetski analog koji je pokazao izvrsnu
ucinkovitost i primjenljivost kod ljudi (suzbija
replikaciju HIV) [34].
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2.2 STRUKTURA I SVOJSTVA FEROCENA

Ferocen (fero- + c[iklopentadi]enlil]), diciklopentadienil-zeljezo, (CsHs),Fe, ¢ine
dva ciklopentadienilna prstena, izmedu kojih je smjeSten atom Zeljeza, zbog ¢ega spoj
ima aromatska svojstva. Najpoznatiji je predstavnik metalocend, spojeva s tzv.

strukturom sendvi¢a, u kojima je metalni atom uklopljen izmedu organskih prstenastih

struktura (slika 6).

Slika 6. Struktura diciklopentadienil-zeljeza

Nakon otkrica ferocena (1951. godine) i njegove potpune Kkarakterizacije
nastupilo je razdoblje intenzivhog razvoja organometalne kemije. Granice organometalne
kemije pomaknute su u svim smjerovima, kako u teorijskom smislu tako i u samoj
primjeni. Pojedini tipovi organometalnih spojeva izrazito su nestabilni i osjetljivi na
djelovanje zraka ili vode pa se koriste samo u bezvodnim uvjetima i atmosferi inertnog
plina. Ipak mnogi od njih mogu se odrzati u bioloskim uvjetima, Sto je vazan preduvjet
za primjenu tih molekula u farmakologiji. Osim primjene u farmakologiji, ti se spojevi
rabe u katalizi (npr. Ziegler-Nattina polimerizacija), asimetri¢cnoj sintezi, olefinskoj
metatezi, itd [35, 36].

Ferocen moze tvoriti brojne biokonjugate sa aminokiselinama, peptidima,
proteinima, DNA, RNA, PNA, ugljikohidratima, hormonima itd. Razlog tomu je stabilnosti
ferocenske podjedinice u vodenom mediju te povoljna elektrokemijska svojstva [37].
Ferocen se smatra zacetnikom B-okreta [38]. B-Okret je opdi strukturni element u gradi
proteina koji je posljedica intramolekulskih vodikovih veza tipa N-H'**O=C izmedu
antiparalelnih peptidnih lanaca. Bitno svojstvo B-okreta je da je CO-skupina ostatka i
vezana vodikovom vezom na NH-skupinu ostatka (i+2) te zatvara 10-Clani prsten (Slika

7). Ako je CO-skupina vezana na NH-skupinu ostatka (i+) nastaje y-okret koji zatvara



7-Clani prsten, a vezanjem na NH-skupinu ostatka (i+.3) nastaje a-uzvojnica koja zatvara

13-¢lani prsten.

Od prirodnih peptida zacetnici okreta su neke aminokiseline (npr. prolin), dok su
kod peptidnih mimetika zacetnici okreta male pogodno funkcionalne molekule kao Sto su

dibenzofuran, bipiridin, norbornan i za nas najzanimljiviji ferocen te mnogi drugi.

i+1 _H N

i mﬂ\ C-terminus

N-terminus

w-HN—

Slika 7. o, B i y-okret

Heteroanularno disupstituirani feroceni su osnova molekulskih predlozaka za
dizajn okreta i struktura slicnim B-plohama. Njihovi su slobodno rotirajudi
ciklopentadienilni (Cp) prstenovi udaljeni oko 3.3 A, &to je idealno za uspostavljanje
intramolekulskih vodikovih veza u konjugatima s prirodnim aminokiselinama [39-41].
Ovisno o strukturi ferocenskog prekursora, 1,1'-disupstituirani ferocenski peptidi dijele se
u tri glavne skupine: (7)) Fn-[CO-(AA)m-OMe], (XIV) izvedeni iz ferocen-1,1"-
dikarboksilne kiseline (Fed, XVII), (/) Y-(AA)n-Fca-(AA)m-OMe (XV) izvedeni iz 1'-
aminoferocen-1-karboksilne kiseline (Fca, XVIII) te (/i) Fn-[NH-(AA)m-Y], (XVI)
izvedeni iz ferocen-1,1’-diamina (Fcda, XIX) [Fn = ferocenilen, AA = prirodna

aminokiselina, Y = Ac (acetil), Boc (tert-butoksikarbonil), m =1, 2,...; n =1, 2,...] [42].

Simetri¢no supstituirane peptide XIV i XVI odlikuje paralelno usmjerenje
podandnih peptidnih lanaca, dok su u ferocenskim peptidima XV peptidni lanci

orijentirani antiparalelno (slika 8) [43].
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XIv

Fed (XVII)

Fe

Fca (XVIII)

A
XVI
Fe

Fcda (XIX)

Slika 8. Ferocenski peptidi XIV-XVI izvedeni iz Fcd (XVII), Fca (XVIII) i Fcda (XIX)

(IHB su oznacene isprekidanim crtama)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Sve kemikalije koristene u sintezi bile su analiticke cisto¢e, dok su otapala

koristena u radu procis¢ena prema standardnim postupcima [44].
3.2. METODE

Tijek reakcija i kontrola Cistoce sintetiziranih spojeva ispitivani su tankoslojnom
kromatografijom (TLC) na ploCicama silikagela (Fluka Silica Gel) s fluoroscentnim
indikatorom (254 nm). Produkti su prociS¢eni tankoslojnom preparativhom
kromatografiom na silikagelu (“Merck”, Kiselgel 60 HF,s4) uporabom smjesa
diklormetan/etil-acetat = 5:1 kao eluensa. Karakterizacija sintetiziranih spojeva
provedena je pomocu infracrvene spektroskopije (IR), nuklearne magnetske rezonance
(NMR), elementarne analize i tekucinske kromatografije visoke razluCivosti sa

spektrometrijom masa (HPLC-MS).
IR-spektri uzoraka snimljeni su na spektrofotometru Bomem MB 100 u CH,Cl,.

'H- | 3C-NMR-spektri odredeni su u CDCl;, Bruker Advance DRX 400 uz

tetrametilsilan kao unutrasnji standard. Kemijski pomaci (8) izraZzeni su u ppm.

Maseni spektri izmjereni su na Agilent Technologies 6410 Triple Quadrupole Mass

Spectrometer (MS ionizacija).

Sinteza Boc-Fca (1) I O-zasticene MurNAc (4) opisana je u literaturi [45, 46], a

spektroskopski podaci odgovaraju literaturnima.
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3.2.1. Sinteza Mur-Fn-COOMe

Fe HCI_/ CH,CI Fe

1 2

o 1. EDC, HOBt o
PhC o PhT o
o #(SNH 0
© N Fe ’ 0o
*I NH \L NH
o
N

NH,

NEt;/ CH,Cl,
COOMe

4

Ac’ O_Ph

e
Fe

5 @—COOMe

Shema 2. Sinteza ferocenskog muropeptida 5 (Mur-Fn-COOMe)

Priprava hidroklorida ferocenske aminokiseline (2)

U otopinu MBoc zasti¢ene ferocenske aminokiseline [Boc-Fn-COOMe, 1 (0.5
mmol)] u suhom etil-acetatu ohladenu na 0°C uvodi se suhi plinoviti HCI pola sata.
Nakon 30" mijeSanja pri sobnoj temperaturi, otapalo se upari, a u tikvici zaostaje Zuti
talog HCI'HN-Fn-COOMe 2.

Sinteza Mur-Fn-COOMe (5)

Muraminska kiselina 4 se otopi u suhom CH,Cl,. Njeno dispergiranje pospjesuje
se u ultrazvucnoj kupelji. Doda se EDC (1,5 mmol) i HOBt (1,5 mmol) uz mijeSanje.

Reakcija se provodi pola sata pri sobnoj temperaturi.

HCI'HN-Fn-COOMe 2 (0.25 mmol) suspendira se u suhom CH,Cl,, otopi uz
dodatak EtsN (pH 8) i doda aktiviranoj kiselini. Nakon Sto se tankoslojnom
kromatografijom u sustavu (diklormetan:etilacetat = 5:1) utvrdi da je sav slobodan amin
izreagirao, dodaje se sljededi obrok ferocenskog amina 3 (0.25 mmol). Reakcija se

provodi 48h na sobnoj temperaturi uz mijeSanje.
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ProciS¢avanje sintetiziranog Mur-Fn-COOMe 5

Otopina se prebaci u lijevak za ekstrakciju i doda se 5%-tna otopina NaHCOs.
Ekstrakcija se ponovi 3 puta uz dodatak diklormetana. Zatim se provodi ekstrakcija s
10%-tnom otopinom limunske kiseline i nakon toga s zasi¢enom otopinom NaCl.
Dobiveni organski sloj se osusi bezvodnim Na,SO, i upari na vakuum uparivacu do suha.
Sirovi produkti razdvoje se tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu uz

smijesu otapala: diklormetana i etil-acetata (5:1) kao eluensa.

Reakcijom je dobiveno 34,7 mg muropeptida 5 (0,16 mmol, 31 %) u obliku
narancastih, praskastih kristala. Rr= 0,63 (CH,Cl, : EtOAc = 5 : 1).

IR (CHZCIZ) Vmax/cm_l: 3430 sr (NHsIobodni)r 3374 sr (NHasocirani)r 1733 J (Coester)l

1H NMR (400 MHz, CDCl;) &/ppm: 7,75 (s, 1H, NHyma); 7,45-7,32 (m, 10H,
CHpn); 6,42 (d, 1H, Juy sz = 9:21 Hz, NHacert); 5,57 (S, 1H, CHoonaiigen); 4,91 (d, 1H, Jy.r
o = 3,73 Hz, H-1); 472-4.71 (M, 4H, Fius, Fins, Fina, Figs): 4,69-4,47 (m, 2H,
OCH,:=Ph, OCH,5~Ph); 4,35 (s, 2H, Fiwz, Fpe); 4,33-4,32 (m, 1H, H-2); 4,23 (dd, 1H,
In6a s = 46 HZ, Juss ne = 10,09 Hz, H-6a); 4,11 (q, 1H, Jonskey crz-exei = 6,79 Hz,
CHur); 3,98 (pt, 2H, Fis, Fna); 3,88-3,86 (m, 1H, H-5); 3,79-3,74 (m, 2H, H-6b, H-
3); 3,72 (s, 3H, CHzeger); 3,67 (t, 1H, H-4); 1,93 (s, 3H, COCHs); 1,44 (d, 3H, Joz-kti; cn-
ikei = 6,58 Hz, CH3jati)-

13C NMR (100 MHz, CDCl5) 8/ppm: 171,57 (COuser); 171,54 (COumg); 171,01
(COqceti); 136,92; 136,60 (Cpp); 129,10-125,87 (CHpy); 101,46 (CHpenziiden); 97,36 (C1);
95,73 (Cq,); 82,08 (C4); 79,10 (CHpi); 78,76 (C3); 72,26 (Fnc3); 72,21 (Fncy); 71,69
(Cen); 71,09 (Fnez); 71,03 (Fnes); 70,02 (CH,Ph); 68,82 (C6); 65,97 (Fncs, c4); 62,96
(C5); 62,30 (Fncs); 62,01 (Fnc); 52,68 (C2); 51,61 (CHizeger); 23,47 (COCH3); 19,92
(CH3-akti) -

MS(FD): m/z (%) = 712,6 (100) [M]**. Elementarna analiza za Cs;H4N,0qFe: C
62,37; H5,66; N 3,93. Pronadeno: C 62,30; H 5,78; N 3,71.
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4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. UVOD

U Teoriiskom dijelu Zavrsnog rada dan je pregled prethodno opisanih analoga i
derivata muramildipeptida (MurNAc-L-Ala-D-izoGIn, MDP) (v. 2.1.1. i 2.1.2.). Kako se
pokazalo da kemijske modifikacije glukopiranoznog prstena i/ili prirodne peptidne
sekvence iz MDP znacajno utjeu na njegova bioloSka svojstva, a imajuéi na umu da do
sada nisu poznati ferocenom modificirani muropeptidi, odlucili smo pripraviti ferocenski
analoga MDP 5 prikazanog na slici 9. Za ocekivati je da ¢e umetanje ferocena,

dokazanog zacetnika okretd, utjecati na konformacijski prostor rezultirajuéeg

Fe e}

Slika 9. Ferocenski konjugat s muraminskom kiselinom 5

biokonjugata.

4.2. PRIPRAVAI KONFORMACIJSKA ANALIZA FEROCENSKOG
MUROPEPTIDA Mur-Fn-COOMe 5

U cilju priprave i strukturne karakterizacije ferocenom modificiranog muropeptida
5 (slika 9), kopulirali smo O-zasticenu M-Ac-Mur-OH 4 i ferocenski amin 3 (shema 2)
[2]. Za ocCekivati je da e ciklopentadienilni supstituent (COOMe) imati utjecaja ne samo
na sekundarnu suktrukturu, nego i na bioloska svojstva izvedenih muropeptida

modifikacijom njihovog 3D oblika, lipofilnosti i metabolicke stabilnosti.

Kondenzacija ferocenskog amina NH,-Fn-OMe 3 s O-zasticenom A-Ac-Mur-OH 4

provedena je koriStenjem uobicajenog postupka EDC / HOBt (shema 2).
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4.2.1. Sinteza ferocenskog muropeptida

Boc-zasti¢eni ferocenski amin BocNH-Fn-COOMe 1 pripravlijen je prema
postupcima utvrdenima u nasem Laboratoriju [45]. Primjenom standardne metode EDC /
HOBt, aktiviran je C-terminus iz muraminske kiseline 4 te joj je dodan netom
deprotektirani ferocenski amin H,N-Fn-COOMe 3 (deprotekcija je provedena djelovanjem
plinovitog HCl u CH,Cl, uz naknadnu obradu hidroklorida s NEt3). Naime, pokazalo se (7)
da su ferocenski amini nestabilni, odnosno podlozni intermolekulskoj polimerizaciji to se
na TLC-plocici detektira kao viSe zuto obojenih mrlja te (i) da se vrijeme potrebno za
kondenzaciju ferocenskih amina s razliCitim aminokiselinama produljuje razmjerno
veli¢ini aminokiseline s kojom stupa u reakciju (primjerice, kondenzacija ferocenske
aminokiseline s Ala zavrSena je nakon nekoliko minuta, dok s Phe traje nekoliko sati)
[47]. Napredovanje reakcije pratili smo tankoslojnom preparativnom kromatografijom
(TLC).

PhTO o 1. EDC, HOBt
(@) >
o) \ 2. FcA-NH, (3)
j ANHS  ph
O"OH Ac N
4

Shema 3. Sinteza ferocenskog muropeptida 5 (Mur-Fn-COOMe)

Da bismo Sto kvalitetnije proveli konformacijsku analizu, osim spektroskopske
analize pripravljenog muropeptida 5, u narednim poglavljima prikazat ¢emo i rezultate

spektroskopskih mjerenja ugljikohidratnog prekursora- muraminske kiseline 4.
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4.2.2. IR-spektroskopska analiza

IR-spektroskopija je metoda koja daje pouzdan uvid u konformacijski prostor
peptida u otopini [48]. Istezne frekvencije NH-skupina u podruéju nizem od 3400 cm™
ukazuju na njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama, dok se signali iznad 3400 cm™
pripisuju slobodnim NH-skupinama. Apsorpcijske vrpce karbonilnih esterskih skupina
nadene ispod 1730 cm™ indiciraju njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama.

Karakter vodikove veze (inter- ili intramolekulski) odreduje se mjerenjem

koncentracijski-ovisnih IR-spektara. Postupnim razrjedivanjem otopine ispitivanog
uzorka cijepaju se intermolekulske vodikove veze uslijed ¢ega znatno opada intenzitet
njihovih signala u podru&u nizem od 3400 cm™. Ukoliko su, pak, u molekuli prisutne
intramolekulske vodikove veze njihov intenzitet razrjedivanjem slabi proporcionalno
slabljenju signala slobodne NH-skupine.

U IR-spektrima ispitivanog muropeptida 5 te njihovog ugljikohidratnog
prekursora 4 javljaju se vrpce slobodnih i asociranih NH-skupina (tablica 2). U
ugljikohidratnom prekursoru M-Ac-Mur-OMe 4 prevladava vrpca asocirane NH-skupine. U
karbonilnom dijelu spektra, esterske karbonilne skupine spoja 4 apsorbiraju pri valnim
duljinama ~1730 cm™ &me je indicirano njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama u
otopini. Signali amidnih skupina v(NH) pri 3376 cm™ u diklormetanskoj otopini peptida 5

(c = 5x10 M) (Tablica 2) ukazuju na sudjelovanje u vodikovim vezama.

Tablica 2. Istezne vibracije NH- i CO-skupina prekursora 4 te muropeptida 5

SpOj Formula VNH VNH Vco Vco Veco
(slob.) (asoc.) | (ester) | (amidI) | (amidII)
4 MAc-Mur-OMe | CH,Cl, 3431sl 3356sr 1732j 1674j 1538;j
5 Mur-Fn-COOMe | CH,Cl, 3430sr 3376sr 1733j 1706j 1538j
1679j

[3l]R-spektri snimljeni su u CH,Cl,, ¢ = 5x102 M
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Karakter (inter- ili intramolekulski) asociranih NH-skupina registriranih izmedu
3356 i 3430 cm™ u IR spektrima prekursora 4 kao i biokonjugata 5 ispitan je
razrjedivanjem od ¢ = 5x102 M do 3x10™ M (tablica 3)., pri ¢emu se o&ekuje slabljenje
signala intermolekulski acociranih NH-skupina. Kako se omjer intenzitetd slobodnih i
asociranih vrpci razrjedivanjem ne mijenja, moze se pretpostaviti sudjelovanje amidnih

skupina u /intramolekulskim interakcijama.

Tablica 3. Koncentracijski-ovisan IR-spektar'® prekursora 4 te biokonjugata 5

Valna duljina (nm)

MN-Ac-Mur-OMe (4) Mur-Fn-COOMe (5)

Iransmitancija (%o)
[R*)

-4 — T T T T 1 T T ' T T T T 1T T T T
3550 3500 3450 3400 3350 3300 3230 3200 3150 3550 3800 3450 3400 3350 3300 3250

[al1R-spektri snimljeni su u CH,Cl,, [(—) ¢ = 5x10%2 M, (----) ¢ = 2,5x102 M, (--)
c=1,25x102 M, (--) c= 6,13x103 M, (* * ) ¢ = 3x103 M].

4.2.3. NMR- spektroskopska analiza

NMR-spektroskopska analiza omogucéava jasniji uvid u obrasce vodikovih veza,
prethodno indiciranih IR-spektroskopijom. Naime, tom je tehnikom moguce razlikovati
pojedine NH-skupine u molekuli te na temelju njihovih kemijskih pomaka zakljuditi
sudjeluju li u vodikovim vezama (kemijski pomaci iznad 7 ppm pripisuju se asociranim

NH-skupinama). Dakako, pri tome treba imati na umu da registrirani protonski kemijski
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pomak predstavlja prosjek svih doprinose¢ih konformacija zahvaljujuéi brzoj ravnoteZi
izmedu slobodnih i vezanih stanja [49, 50].

Karakteristika NHw wac-protona iz biokonjugata 5 jest da se u 'H-NMR spektrima
detektiraju kao dubleti zbog sprege s protonom na C-2 poziciji glukopiranoze, dok je
NHamig-proton detektiran kao singlet. Asignacija svih protona konjugata 5 izvrSena je
pomoc¢u dvodimenzijskih spektara (COSY, HMBC i HSQC) (tablica 4).

Prema naprijed rec¢enom, vidljivo je da je proton iz peptidne veze muropeptida 5
ukljucen u vodikovu vezu (d =7,74 ppm), dok proton iz acetamidne skupine vezane na
SeCernu jezgru ne sudjeluje u vodikovim vezama (6 =6,38 ppm) (Tablica 4), dok u
slucaju prekursora M-Ac-Mur-OMe 4 acetamidni proton sudjeluje u vodikovim vezama (0
=7,49 ppm).

Tablica 4. Kemijski pomaci (8)'®! amidnih protona spoja 4 i biokonjugata 5

Spoj Formula Otapalo | SNHuumac | 8 NHamid

(ppm) (ppm)

4 MN-Ac-Mur-OMe CDCl; 7,49

5 Mur-Fn-COOMe CDCl; 6,38 7,74

[AINMR-spektri snimljeni su u CDCl; pri ¢ = 5x102 M i 298 K.

Intramolekulski karakter vodikovih veza, sugeriran rezultatima koncentracijski-
ovisne IR-spektroskopije dodatno je potvrden koncentracijski-ovisnom NMR-
spektroskopijom. Naime, razrjedivanje otopine biokonjugata 5 nije utjecalo na kemijske
pomake njihovih NH-protona za koje je indicirano sudjelovanje u HB, Sto je vidljivo iz
slike 10.

19



& /ppm

6,5

c/ mm

c Onn Onn
(mM) (amid) (acetamid)
50,00 7,743 6,386
25,00 7,737 6,360
12,50 7,734 6,348
6,25 7,733 6,337
3,13 7,732 6,336
1,56 7,731 6,336
0,70 7,731 6,336

Slika 10. Koncentracijska ovisnost kemijskih pomaka IHB-asociranih NH-skupina u

biokonjugatu 5

20



5. ZAKLJUCCI

e Sintezom u jednom koraku pripravljen je ferocenski muropeptid Mur-Fn-
COOMe u 30%-tnom iskoristenju.

e Struktura spoja potvrdena je IR- i NMR-spektroskopijom. NMR pomaci amidnog

protona upucuju na njegovo sudjelovanje u vodikovoj vezi.

e Konformacijskom analizom pripravljenog muropeptida u otopini, a na temelju IR-
spektara i koncentracijski ovisnih NMR-spektara indicirano je sudjelovanje

amidnog protona iz peptidne veze u intramolekulskoj vodikovoj vezi.

e Acetamidni proton iz muropeptida ne sudjeluje u vodikovoj vezi.

e U nastavku istrazivanja pripravljeni muropeptid elongirat ¢e se izoglutaminom, s
ciljem dobivanja pravog analoga muramildipeptida. Pripravljenom analogu ispitat
¢e se imunostimulacijska aktivnost u suradnji s prof. Z. Jakopin sa Sveudilista u

Ljubljani.
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PRILOZI

POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AA = aminokiselina

Ac = acetil

Ala = alanin

Boc = tert-butoksikarbonil

d = dublet

dd = dublet dubleta

EDC = N’-(3-dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid-hidroklorid

Et = etil

EtOAc = etil-acetat

Fc = ferocenil

Fca = 1’-aminoferocen-1-karboksilna kiselina

Fcd = ferocen-1,1'-dikarboksilna kiselina

Fcda = ferocen-1,1'-diamin

Fn = 1,1'-ferocenilen

HOBt = 1-hidroksibenzotriazol-hidrat

HB = vodikova veza (eng. Hydrogen Bond)

IHB = intramolekulska vodikova veza (engl. Intramolecular Hydrogen Bond)
IR = infracrvena spektroskopija [asoc. (asocirana); slob. (slobodna)]
m = multiplet

Me = metil

MDP = muramil-dipeptid



MS = maseni spektar

pt = pseudotriplet

q = kvartet

SAR = odnos strukture i bioloSke aktivnosti (engl. Structural-Activity Relationship)
t = triplet

s = singlet



