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1. UvOD

Proteini su bioloSke makromolekule prisutne u svim stanicama gdje imaju veliku vaznost
u odrzavanju strukture i funkcionalnosti svih oblika Zivota. Zbog svoje velike strukturne raz-
nolikosti, sudjeluju u enzimskoj katalizi, prijenosu i pohrani drugih molekula, kontroli rasta i
diferencijaciji stanica te za$titi imuniteta (Barisi¢, 2018a).

Unato¢ brojnim poZeljnim strukturnim karakteristikama te sudjelovanju u krucijalnim bio-
loskim procesima, primjena proteina u medicinske svrhe ograni¢ena je njihovom niskom pro-
teolitickom stabilnoS¢u te niskom selektivnoScu, $to je dovelo do razvoja peptidomimetike kao
interdisciplinarnog znanstvenog podrucja kojim su objedinjene organska kemija, biokemija,
farmakologija i biotehnologija. Peptidomimetici su peptidni ili nepeptidni spojevi koji opona-
Saju ili inhibiraju bioloSko djelovanje prirodnih peptida i proteina oponaSanjem njihove 3D-
strukture ¢ime zadrzavaju sposobnost interakcije s bioloSkim metama, uz jednak ili ¢ak una-
prijeden bioloski u¢inak (Barisi¢, 2018a; Kovacevi¢isur., 2021).

U Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta zadnjih se go-
dina sintezi peptidomimetika pristupa umetanjem 1,1'-disupstituiranih ferocenskih kalupa u
peptidnu sekvenciju s ciljem indukcije okreta, dok uspostava vodikovih veza izmedu podand-
nih peptidnih lanaca vezanih na ferocenske prstenove inducira tvorbu strukture nalik 3-nabra-
noj ploc¢i (Barisi¢, 2018a).

U ovom radu opisana je sinteza i strukturna karakterizacija konjugata metil 1'-
aminoferocen-1-karboksilata i alanina. Najprije je opisana sinteza dvaju enantiomemih
dipeptida Boc-L—Ala—_NH-Fn—CO-OMe (2) i Boc—D—Ala—NH-Fn—CO-OMe (3) koji su bili
prekursori za sintezu Ac—-L—-Ala—NH-Fn—-CO-OMe (4) i Ac-D—Ala—_NH-Fn—-CO-OMe (5)
kao ciljnih spojeva. Potom je provedena spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije
(NMR) pri ¢emu su snimljeni 1H-, 13C-, COSY i NOESY NMR-spektri dipeptida 4 i 5 kako bi
se provela njihova strukturna i konformacijska karakterizacija. U 'H- i 3C-NMR spektrima
ocekuje se gubitak signala protona iz Boc-skupine te pojava signala protona iz Ac-zastitne
skupine, dok se u NOESY NMR spektrima ocekuje pojava kontakata izmedu udaljenih
donorskih i1 akceptorskih skupina ¢ime bi se indicirala tvorba intramolekulskih vodikovih veza

te uspostava okreta.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. Grada i struktura proteina

Proteini su vazne bioloske makromolekule, neophodne za odvijanje esencijalnih pro-
cesa u Zivim organizmima poput prijenosa ziv¢anih impulsa, enzimske katalize, kontrole rasta
i diferencijacije stanica. [zgradeni su iz 20 razli€itih, proteinogenih aminokiselina medusobno
povezanih peptidnim vezama. U aminokiselinama se izmedu amino- i karboksilne skupine na-
lazi sredi$nji ugljikov atom (C,-atom) na koji je uz vodik vezan bo¢ni ogranak R, $to ih ¢ini
kiralnim i opti¢ki aktivnim molekulama (uz iznimku glicina na ¢iji su C,-atom vezana dva
vodikova atoma) (slika 1.). Javljaju se u dva enantiomerna oblika (L- i D-), a u prirodnim je

proteinima utvrdeno prisustvo samo L-aminokiselina (Stryer i sur., 2013).

p-Alanin L-Alanin
I [ | = [l
COOH_ D) ol 'COOH
[ ZRCALO \)\C

CHy
NH,

Slika 1. L- i D- enantiomeri alanina (KneZzevi¢, 2013).

Uslijed nekovalentnih interakcijaizmedudijelova peptidne okosnice kao ibo¢nih ogra-
naka dolazi do nabiranja proteina u uredene trodimenzijske strukture i tvorbe nativne konfor-
macije, ¢cime se omogucava njihovo biolosko djelovanje. S obzirom na trodimenzijsku struk-
turu, definirane su Cetiri strukturne razine proteina: primarna, sekundarna, tercijarnaikvatema
struktura (Stryerisur., 2013).

Primarna struktura definirana je slijedom aminokiselina povezanih amidnom vezomu
polipeptidnom lancu.

Do uspostave sekundarne strukture dolazi uslijed tvorbe vodikovih veza (eng. Intramo-
lecular Hydrogen Bond, IHB) izmedu donorske (N—H) i akceptorske (C=0) skupine iz amino-
kiselina, 1 to unutar istog ili izmedu susjednih polipeptidnih lanaca §to omogucuje njihovo na-
biranje i zauzimanje pravilne strukture poput o.-uzvojnice, f-nabrane ploce te raznih okreta, a

koja od njih ¢e se formirati ovisi o obrascu vodikove veze:



o.-uzvojnicaje spiralnaicvrsta struktura ¢iju unutras$njost ¢ini u heliéno namotanaokosnica
peptidnog lanca, dok su aminokiselinski ogranci orijentirani prema van. Za ¢vrstocu i sta-
bilnost a-uzvojnice zasluzne su vodikove veze nastale povezivanjem C=0 skupine amino-
kiselinskog ostatka i te N—H skupine aminokiselinskog ostatka i+4 Sto uzrokuje zatvaranje
13-¢lanih IHB-prstenova,
B-nabranaplo¢anastaje povezivanjem dvaju ili viSe istegnutih polipeptidnih lanaca izmedu
kojih se uspostavljaju NH--OC vodikove veze. S obzirom na usmjerenje lanaca, f-nabrana
plo¢a moze biti paralelna [pri ¢emu su lanci jednako usmjereni (gledano od N- prema C-
terminusu), a vodikovim vezama zatvaraju se 12-¢lani prstenovi] te antiparalelna (susjedni
peptidni lanci imaju suprotnu orijentaciju te dolazi do tvorbe 10- i 14-Clanih prstenova)
(Kovacevi¢, 2014),
okreti su mjesta u polipeptidnoj okosnici na kojima dolazi do nagle promjene smjera oko-
snice, a odgovorni su za nabiranje okosnice i zauzimanje globularne strukture (Kovacevi¢
isur, 2021). Stabiliziraju se intramolekulskim vodikovim vezama, pri ¢emu nastaju prste-
novirazli¢itih veli¢ina. U slu¢aju uspostave 7-Clanog prstena govorimo o y-okretu, zatva-
ranje 10-Clanog prstena rezultira nastajanjem P-okreta, 13-¢lani prsten odgovara o.-uzvoj-
nici, dok zatvaranjem 16-Clanog prstena nastaje m-okret. Naj¢esc¢i su B-okreti, definirani
tetrapeptidnom sekvencijom za koju je karakteristicna udaljenost izmedu ostataka C(7) 1
Cy(i+3) manjaili jednaka 7A. Zahvaljujuéisvojoj hidrofilnosti, okreti se nalaze na povrsini
proteinskih molekula §to im omoguéava sudjelovanje u molekulskom prepoznavanju te in-
terakcijama s drugim molekulamazbog ¢egasu Cesto ukljueniu imunoloske, metabolicke,
endokrine i hematoloske reakcije u organizmu (Kovacevi¢, 2014; Nair i sur., 2014).
Tercijarna struktura predo¢ava prostorni odnos aminokiselinskih ostataka kojisu u li-
nearnom slijedu vrlo udaljeni, a u bliski kontakt dolaze savijanjem polipeptidnog lanca.

Proteini ¢ija grada ukljucuje dva ili viSe polipeptidna lanaca zauzimaju kvatemu

strukturu kojom je opisan njihov prostorni razmjestaj te uspostavljene interakcije (Kovacevic,

2014).

2.2. Peptidomimetici

lako se proteini odlikuju brojnim bioloSkim 1 strukturnim karakteristikama koje upu-

¢uju na njihov golemi terapeutski potencijal, primjena u medicinske svrhe im je ogranicena

uslijed mnogih nezeljenih biokemijskih i farmaceutskih svojstava (Jeri¢, 2004; Kovacevic i
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sur., 2021). Naime, zbog polarnog karaktera proteini nisu u moguénosti prolaziti kroz stani¢nu
membranu i krvno-mozdanu barijeru te su nestabilni u fizioloskim uvjetima. Osim toga, mo-
guénost zauzimanja razlicitih energetski ekvivalentnih konformacija dovodi do interakcija s
nezeljenim receptorima te do otezanog vezanja na zeljene receptore. Takoder, zbog niske me-
tabolicke stabilnosti u gastrointestinalnom traktu, podlozni su djelovanju proteolitickih enzima
te se brzo se izluCuju kroz jetru i bubrege. Potreba za prevladavanjem opisanih nepovolnih
svojstava proteina dovela je do intenziviranja istraZivanja mimetikaprirodnih peptida i proteina
kao heterogene skupine spojeva ¢ija je glavna karakteristika oponasanje fizikalnih i biokemij-
skih svojstava peptida (Jeri¢, 2004; Kovacevi¢ i sur., 2014).

Peptidomimetici se definiraju kao peptidni ili nepeptidni spojevi koji kao ligandi imaju
mogucénost oponaSanja ili inhibicije bioloSkog djelovanja peptidnih receptora zahvaljujuéi za-
uzimanju sekundarnih strukturnih elemenata (c.-uzvojnica, B-nabrana ploca te - i y-okreti)
analognih sekundarnim strukturnim elementima prisutnima u bioaktivnim konforrmacijama
prirodnih peptida, §to im omogucava oponasanje njihovih bioloskih funkcija (Giannis i Kolter,
1993; Kovacevié¢ i sur., 2021). U usporedbi s prirodnim peptidima, kod peptidomimetika je
uocena veca metabolicka stabilnost i selektivnost, bolja bioraspolozivost i neznatne nuspojave
(Giannis i Kolter, 1993). Otkri¢e potencijalnih terapeutskih peptida predstavlja prvi korak u
razvoju njihove primjene, a modifikacija nepovoljnih svojstava prirodnih peptida ¢ime se po-
boljSavaju njihova farmakoloska svojstva omogucava uporabu peptidomimetika u terapeutske

svrhe (Wangi sur., 2022).

2.3. Bioorganometalna kemija

Bioorganometalna kemija je znanstvena disciplina koja se bavi prou¢avanjem konju-
gata biomolekula i organometalnih spojeva za koje je karakteristicno prisustvo barem jedne
metal-ugljik veze koja potjece iz organske molekule. Kontrola bioloske aktivnosti bioorgano-
metalnih spojeva omogucena je elektronskim i sterickim efektima izmedu metalnog i ugljiko-
vogatoma (Jaouenisur.,2006;Popovi¢,2012). Na aktivnostbioorganometalnih spojeva, osim
metalainjegovog oksidacijskog stanja, znacajanutjecajimabrojipolozajbiomolekulau spoju
te njegova geometrija u prostoru. Medutim, veliki je izazov razjasniti kemijsko djelovanje bi-
oorganometalnih spojevadirektno u stanicama (Zhangi Sadler, 2017). Od prirodnih bioorga-
nometalih spojeva, najvise se isti¢e vitamin B12 s CH3-Co vezom, a njegova glavna uloga jest
biometiliranje ekoloski vaznih metalnih iona poput Hg2" i Sn** koji mogu tvoriti komplekse

toksi¢ne po zdravlje ljudi (Fish i Jaouen, 2003).



U jednu od najpoznatijih skupina bioorganometalnih spojeva ubrajaju se metalocenti,
molekule izgradene od dvaju ciklopentadienilnih prstenova vezanih na atom metala. Istraziva-
nje metalocena dozivjelo je propulzivni razvoj nakon otkri¢a ferocena koji u svojoj strukturi
sadrzi dva ciklopentadienilna prstena vezana na atom zeljeza i smatra se njihovim glavnim
predstavnikom (Gasser i sur., 2011). Tijekom posljednjeg desetljeca, bioorganometalna kemija
dozivjela je snazan i brz razvoj uslijed ¢ega je sintetizirano i prouceno mnostvo bioorganome-
talnih spojeva koji su svoju primjenu nasli u podruc¢jima biokemije, biomedicine, biotehnolo-
gije, farmacije, bioanalitike (biosonde, genosenzori, imunotestovi...), te u dijagnosticiranju i

terapiji karcinoma (slika 2.) (Rapi¢ i Caki¢ Semenéi¢, 2011; Zhang i Sadler, 2017).

organometalni ] - .
spojevi i terapija bioanaliza i senzori

L organometallics J L bioanalysis and sensors

and therapy

r bioorganometalna kemija 1
L bioorganometallic chemistry J

- molekulsko
toxicology prepoznavanje eNzymes,;
enviroment proteins, peptides

u vodenom mediju
molecular recognition
in aqueous medium
Slika 2. Pet glavnih istrazivackih podruc¢ja u bioorganometalnoj kemiji

(Rapi¢ i Caki¢ Semen¢i¢, 2011).
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2.3.1. Ferocen

Ferocen [(CsHs),Fe] je bioorganometalni spoj u kojem se Zeljezov kation (Fe2*) nalazi
vezan izmedu dvaju 67-elektronskih ciklopentadienilnih aniona (Cp-) zbog ¢ega je prepoznat-
ljiv kao ,,sendvi¢-molekula®. S obzirom na to da je ferocen malailipofilna molekula s odli¢nim
redoks-svojstima, dobre topljivosti u organskim otapalimai stabilnosti u zraku te se jednosta-
vno kemijski modificira, najceséi je predmet proucavanja u bioorganometalnoj kemiji (Kovac
i sur., 2016). U dana$nje vrijeme, njegovo je podru¢je primjene Siroko te ga je osim u bioorga-
nometalnoj kemiji moguce pronaciu bioanalitiCkoj kemiji, opti¢kim i redoks-uredajima, sen-
zorima, u brojnim Katalitickim procesima, te biomedicini i lijekovima (Astruc, 2017; Cakié

Semenci¢ isur., 2017).



2.3.2. Ferocenskibiokonjugati s aminokiselinama
Zbog svoje specifi¢ne strukture, ferocen se ¢esto koristi kao rigidni kalup koji umeta-
njem u peptidnu okosnicu inducira tvorbu okreta i struktura nalik B-plo¢ama, ograni¢avajuci
pritom konformacijsku slobodu peptida ¢ime se smanjuje njegova fleksibilnost (Kovacéevic i
sur., 2021). Prilikom sinteze peptidomimetika, 1,1'-disupstituirani feroceni pokazali su se od-
licnim kalupima za uvodenje okreta zahvaljujuéispecifiénoj udaljenosti od 3,3 A izmedu dvaju
ciklopentadienilnih prstenovakoja omogucavauspostavu IHB izmedu dvaju peptidnih lanaca
vezanih naferocenske prstenove ¢ime se postize struktura nalik B-nabranoj plo¢i (Barisi¢ isur.,
2012).
Prema strukturi ferocenskog prekursora, disupstituirani ferocenski peptidomimetici di-
jele se u tri skupine:
e Fn-[CO-AK-OMe]: (I) izvedeni iz ferocen-1,1'-dikarboksilne kiseline i prirodnih ami-
nokiselina pri ¢emu se tvori 10-¢lani IHB-prsten,
e Y-AK-NH-Fn-CO-AK-OMie (Il)izvedeni iz 1'-aminoferocen-1-karboksilne kiseline i
prirodnih aminokiselina, a karakteriziraih prisustvo 12-¢lanog IHB-prstena, te
e Fn—[NH-AK-Y]2 (111) izvedeni iz ferocen-1,1-diamina i prirodnih aminokiselina, a us-
postavlja se 14-¢lani IHB-prsten (2 simultana 10-¢lana IHB-prstena ili strukture nalik -
okretima) [Fn = ferocenilen, AK =aminokiselina, Y = Ac (acetil), Boc (tert-butoksikarbo-
nil)] (Barisi¢, 2018a).

Naime, simetri¢no disupstituirani konjugati I stabilizirani su intramolekulskim vodiko-

vim vezama odn. 10-¢lanim IHB-prstenima $to rezultira uspostavom B-okreta. Nadalje, kod
simetri¢no disupstituiranih konjugata I11 takoder dolazi do tvorbe IHB koje u ovom slucaju
omogucuju nastajanje dvaju B-okreta. Uz to, za konjugate I i 111 karakteristi¢no je samo para-
leno usmjerenje peptidnih lanaca. Za razliku od toga, konjugati 11 specifi¢ni su po tome $to
induciraju okrete pri ¢emu su peptidni lanci antiparalelni, odnosno imaju suprotno usmjerenje.
Rezultati  prethodno provedenih istrazivanja  alaninskih  konjugata 1V
(Y-NH-Fn—AK-CO-OMe) i V (Y-AK-NH-Fn—CO-OMe) (Y = Ac, Boc; AK = L-Ala, D-
Ala), ukazuju na uspostavu elemenata sekundarne strukture, a konformacijska svojstva nave-
denih ferocenskih dipeptida ovisnasu o broju i vrsti donora vodikove veze. Kod konjugata IV
uoceno je iskljucivo prisustvo IHB, dok su konjugati V stabilizirani inter- i intramolekulskim
vodikovim vezama. Osim toga, zamjena voluminozne Boc- s Ac-zastitnom skupinom nije uz-

rokovala znac¢ajne konformacijske promjene, a kod enantiomernih konjugata s L- odn. D-Ala
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takoder nije doslo do promjene konformacijskih svojstava (Barisi¢ i sur., 2012). Na slici 3.
prikazani su konjugati IV i V.

Fe Fe
T
___________ v
; WP
@“E/I\N)\x F©/N Y P F@J ﬁ/?\x
e o e & e
@\om @om @l\om
v

Slika 3. Uspostava vodikovih veza kod konjugata IV 1 V (IHB su oznacene isprekidanim
crtama) (Bari$i¢ i sur., 2012).

U sklopu ovog zavr$nog rada pripravljene su veée kolic¢ine alaninskih konjugata V, koji
¢e za potrebe realizacije ciljeva definiranih Radnim planom HRZZ-projekta biti derivatizirani

u heteroanularno disupstituirane peptidomimetike.



3. EKSPERIMENTALNIDIO

3.1. Materijalii metode rada

Kemikalije koriStene u sintezi bile su analiti¢ke Cistoce, dok su otapala koriStena u radu
prociS¢ena prema standardnim postupcima (Armarego i Perrin, 1988).

Kontrola cisto¢e sintetiziranih spojeva i tijek reakcija ispitivani su tankoslojnom
kromatografijom (TLC) na ploCicama silikagela (Fluka Silica Gel) s fluoroscentnim
indikatorom (254 nm). Produkti su proc¢is¢eni tankoslojnom preparativnom kromatografijom
na silikagelu (“Merck”, Kiselgel 60 HF,s4) uporabom etil-acetata kao eluensa.

Strukturna karakterizacija sintetiziranih spojeva provedena je pomocu spektroskopije
nuklearne magnetske rezonancije (NMR). 'H- i 3C- NMR-spektri odredeni su u CDCI; na
spektrometru Bruker AV300 uz tetrametilsilan kao unutrasnji standard. 2D NMR spektri
(COSY; NOESY) izmjereni su kako bi se olakSala asignacija signala. Kemijski pomaci (0)
izrazeni su u ppm. Cijepanja signala u NMR-spektrima: s (singlet), d (dublet), t (triplet), q
(kvartet), pt (pseudotriplet).

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

Sinteza Boc-NH-Fn—-CO—-OMe (1) opisana je u literaturi (Barisi¢ i sur., 2002), a ovdje

dobiveni spektroskopski podaci odgovaraju literaturnim navodima.
3.2.  Sinteza ciljnih peptida 4i 5
Ciljni dipeptidi Ac—-L-Ala—NH-Fn—-CO-OMe (4) i Ac-D—-Ala—NH-Fn—CO-OMe (5)

sintetizirani su prema ranije objavljenom postupku (BariSi¢ i sur.,, 2012) prikazanim na

shemi 1.
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Shema 1. Sinteza dipeptida 415.

3.2.1. Sinteza dipeptida Boc—L—Ala—NH-Fn—-CO-OMe (2) i
Boc—D—Ala—NH-Fn—CO-OMe (3)

Potpuno zasti¢ena ferocenska aminokiselina Boc-NH-Fn—CO-OMe (1) (1 g, 2,8 mmol)
otopljena je u diklormetanu i podvrgnuta Boc-deprotekciji djelovanjem plinovitog HCI-a pri
0°C (slika 4.). Nakon ~30 minuta mijeSanja u ledenoj kupelji te otparavanja na rotacijskom
vakuum-uparivacu, nastali se hidroklorid ferocenske aminokiseline suspendira u CH,Cl, i
obradi suviskom Et;N (pH~9). Tako dobiveni slobodni amin kopulira se s Boc—-L—-Ala—OH,
odnosno Boc—D—-Ala—OH (0,8 g, 4,2 mmol) primjenom standardnog EDC/HOBt postupka.
Tijek reakcije prati se TLC-metodom u sustavu CH,Cl, : EtOAc =5 : 1 uzimanjem uzorka iz
reakcijske smjese. Nakon 1 sat mijeSanja pri sobnoj temperaturi, rezultirajuca se reakcijska

smjesa ispere zasicenom vodenom otopinom NaHCO3, 10%-tnom otopinom limunske kiseline
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te ponovnozasi¢enom vodenom otopinom NaHCO 3. Organski se sloj osusibezvodnimNa,SO4

i uparido suha. U tablici 1. navedeni su supstrati i reagensi koriSteni za sintezu dipeptida 2 i 3.

Slika 4. Boc-deprotekcija Boc-NH-Fn—CO-OMe (1) djelovanjem plinovitog HCI
(Bebek, 2012).

Tablica 1. Supstrati i reagensi koriSteni tijekom sinteze dipeptida 2 1 3.

Supstrat Aminokiselina  Reagensi za kopulaciju Masa
(g/mmol) (g/mmol) (g/mmol) sirovog
EDC HOBt  Pprodukta
(8
2 Boc-NH-Fn—-CO-OMe (1) Boc-L-Ala-OH 0,96 g; 0,68 g; 13¢g
(1 g; 2,8 mmol) (0,8 g;4,2mmol) 5,04 mmol 5,04 mmol
3  Boc-NH-Fn—-CO-OMe (1) Boc-D-Ala-OH 0,96 g; 0,68 g; 19¢
(1 g; 2,8 mmol) (0,8 g;4,2 mmol) 5,04 mmol 5,04 mmol

10



3.2.2. Sinteza dipeptida Ac—L—Ala—NH-Fn—CO-OMe (4) i
Ac—D—-Ala—NH-Fn—-CO-OMe (5)

Ciljni Ac-dipeptidi 4 i 5 sintetizirani su iz prekursora Boc—L-Ala—NH-Fn—-CO-OMe (2) i
Boc—D-Ala-NH-Fn—-CO-OMe (3). U suspenziju pojedinacnog Boc-peptida (2 1 3) u
diklormetanu pri 0°C uvodi se plinoviti HCIl. Nakon §to se TLC-om utvrdi potpuno
deprotektiranje peptida, otapalo se upari, a nastali se hidroklorid suspendira u suhom
diklormetanu i otopi uz Et;N do pH~7. Dobivena se otopina slobodnog amina ohladina 0 °C
te se uz mijesanje oprezno se dokapa acetil-klorid. Nakon 15' mijeSanjapri 0 °C, reakcijska se
smjesa izlije u vodu i viSe puta ekstrahira diklormetanom. Organski se sloj ispere zasi¢enom
vodenom otopinom NaCl, osusi bezvodnim Na,SOy i upari do suha. Sirovi produkt pro¢iscen
je tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu uz EtOAc pri ¢emu se dobiva
700 mg (4) 1 800 mg (5) narancastih kristala. Na slici 5. prikazan je postupak prociS¢avanja
sirovog produkta Ac-L—Ala—-NH-Fn—-CO-OMe (4) tankoslojnom kromatigrafijom na
silikagelu, dok je na slici 6. prikazano uparavanje diklormetanske otopine prociS¢enog

dipeptida 4. U tablici 2. navedeni su supstrati i reagensi koriSteni za sintezu dipeptida 41 5.

Slika 5. Procis¢avanje sirovog produkta tankoslojnom preparativnom kromatografijom

(vlastita fotografija).
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Slika 6. Uparavanje diklormetanske otopine prociSéenog dipeptida 4
(vlastita fotografija).

Tablica 2. Supstrati i reagensi koriSteni tijekom sinteze dipeptida 4 15.

Supstrat AcCl IskoriStenje Opis produkta
(mg/%)
(g/mmol) (ml)
Boc-L-Ala-NH-Fn—-CO-OMe (2) 1,22 700 mg narancasti kristali
(1,3 g; 3,02 mmol) (62,27%)
Boc-D-Ala-NH-Fn—CO-OMe (3) 1,78 800 mg narancasti kristali
(1,9 g; 4,42 mmol) (48,63%)

12



4. REZULTATI I RASPRAVA

41. Uvod

U sklopu ovog zavrSnog rada sintetizirani su enantiomerni ferocenski dipeptidi
Ac—-L-Ala—NH-Fn—-CO-OMe (4) i Ac-D—Ala—NH-Fn—CO-OMe (5) ¢ije strukturne formule

prikazuje slika 7.

e

H )(L H Me O
N N
@/ V\N Me @/ \[/I\N)J\Mc}
| o | o A
Fe 0 Fe 0
@\DME @)\OME

4 5

Slika 7. Strukturna formula sintetiziranih ferocenskih dipeptida 4 i 5.

Strukturna karakterizacijasintetiziranih spojevaprovedena je pomocu spektroskopije nu-
klearne magnetske rezonancije (NMR), jedne od najvaznijih instrumentalnih metodau organ-
skoj kemiji za odredivanje kemijske strukture molekula (Lazar, 2005). Kako bi se ispitala se-
kundarna struktura pripravljenih dipeptida 4 i 5, u Centru za nuklearnu magnetsku rezonanciju
na Institutu Ruder Boskovi¢ snimljeni su jednodimenzijski (H; 13C) i dvodimenzijski (COSY;
NOESY) NMR-spektri. Obrada snimljenih spektara izvrsena je u programu SpinWorks 4.

1z ITH NMR-spektra moguce je dobiti Cetiri vrste informacija: (1) broj signala koji odgo-
vara broju razli¢itih vrsta vodikovih atoma u molekuli, (2) kemijski pomak koji govori o kojoj
se vrsti vodikovih atoma radi, (3) povrsina ispod signala koja odgovara broju vodikovih atoma
odgovarajuce vrste, (4) cijepanje signala koje ukazuje na broj susjednih vodikovih atoma (Ba-
ri§i¢, 2018b).

13C NMR-spektroskopija omogucava detekciju ugljikovih atoma, a s obziromna to da je
manje je osjetljiva od 1H NMR-spektroskopije, signali ugljikovih atoma slabiji su od signala
protona (Barigi¢, 2018b).

Dvodimenzijskaspektroskopija COSY (eng. Correlation Spectroscopy) metodaje zade-
tekciju homonuklearnih korelacija kroz susjedne veze $to omogucava identifikaciju susjednih

vodikovih atoma medusobno povezanih kovalentnim kemijskim vezama (Elyashberg, 2015).
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U peptidnoj kemiji znac¢ajnu ulogu ima 2D NOESY (eng. Nuclear Overhauser Enhan-
cement Spectroscopy) spektroskopija kojom se ispituje prostorni odnos dviju vodikovih jezgri
¢ija je udaljenost u prostoru manja od 5 A (Elyashberg, 2015). Za odredivanje elemenata se-
kundarne strukture u peptidima, upotrebljavaju se analize TH-1H NOE kontakata u njihovim
NOESY NMR spektrima (Hasl, 2020).

4.2. Priprava dipeptida Boc—L—Ala—NH-Fn—CO—-OMe (2) i
Boc—D-Ala—NH-Fn—CO-OMe (3)

Deprotekcija amino-skupine iz prekursora Boc—-NH-Fn—-CO—-OMe (1) provedenaje u
diklormetanu pomocu plinovitog HCI pri ¢emu nastaje nestabilni hidroklorid ferocenske
aminokiseline koji se obradi sa suviskom Et;N. Potom slijedi kopulacija rezultirajuéeg
slodobnog amina s Boc—L—-Ala—OH i Boc—D-Ala—OH primjenom standardne EDC/HOBt
metode. U tablicama 3. i 4. navedeni su rezultati provedenih spektroskopskih mjerenja za
resintetizirane ferocenske dipeptide Boc-L-Ala-NH-Fn—CO-OMe (2) 1
Boc—-D—-Ala—NH-Fn—-CO-OMe (3) koji su preuzeti iz prethodno objavljenog rada (Barisi¢ i
sur., 2012).

Tablica 3. Rezultati provedenih mjerenja za dipeptid 2 (BariSi¢ i sur., 2012).

Dipeptid 2

Re-vrijednost 0,5 (CH,CL: EtOAc=5: 1)

TaliSte (t;) 102-105 °C

'H- i BC- NMR spektroskopija

IH-NMR (300 MHz, CDCl3) 8/ppm: 7.64 [s, 1H, NHp,], 5.14 [d, J = 7.6 Hz, 1H, NHyy],
4.76 (m, 2H, 7-H, 10-H), 4.68 (s, 1 H, 2-H), 4.57 (s, 1 H, 5-H), 4.38 (m, 2H, 8- H, 9-H), 4.23
[m, 1H, CHayl, 4.04 (m, 1H, 4-H), 4.02 (m, 1H, 3-H), 3.80 (s, 3H, CHscoome), 1.48 [s, 9H,
CHigodl, 1.42 [d, J=7.07 Hz, 3H, CH3aL].

3C-NMR (APT, 75 MHz, CDCl3) 8/ppm: 171.89 [COcoome], 171.19 [CO 414, 156,1 [COpols
95.30 (C-1),80.6 [Cqpocl, 72.71(2C, C-8,C-9), 72.14 (C-6), 71.40(C-10), 71.26 (C-7), 66.64
(C-4), 66.38 (C-3),63.31 (C-2), 62.99 (C-5), 51.81 [2C, CHscoome, CHawl, 28.52 [CHspod],
17.95 [CHan].
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Tablica 4. Rezultati provedenih mjerenja za dipeptid 3 (BariSi¢ i sur., 2012).

Dipeptid 3
Revrijednost 0,49 (CH,CL: EtOAc =5:1)
Taliste (t:) 102-107 °C

TH- i 3C- NMR spektroskopija dipeptida 3

IH-NMR (300 MHz, CDCl3) 8/ppm: 7.63 [s, 1H, NHp,], 5.14 [d, J = 6.93 Hz, 1H, NHy,],
4.76 (m, 2H, 7-H, 10-H), 4.68 (s, 1H, 2-H), 4.57 (s, 1 H, 5-H), 4.38 (m, 2H, 8-H, 9-H), 422
[m, 1H, CHaw], 4.04 (m, 1H, 4-H), 4.02 (m, 1H, 3-H), 3.80 (s, 3H, CHscoome), 1.48 [s, 9H,
CHigodl, 1.43 [d, J = 6.98 Hz, 3H, CH3aL].

13C-NMR, APT (75 MHz, CDCl3) &/ppm: 171.88 [COcoomel, 171.17 [COAL], 156.02
[COBocl, 95.28 (C-1), 80.61 [Cypoc], 72.70 (2C, C-8, C-9), 72.13 (C-6), 71.39 (C-10), 71.25
(C-7), 66.64 (C-4), 66.38 (C-3), 63.30 (C-2), 62.99 (C-5), 51.80 [2C, CH3c00mes CHaral,
28.51 [CHapoc], 17.94 [CH3 ).

4.3. Priprava strukturna karakterizacija ciljnih enantiomernih dipeptida

Ac—-L—-Ala-NH-Fn—CO-OMe (4) i Ac—D—-Ala—NH-Fn—CO-OMe (5)

Prethodno sintetizirani enantiomerni dipeptidi 2 i 3 podvrgnuti su Boc-deprotekciji
nakon ¢ega surezultirajuéi hidrokloridi suspendirani u diklormetanu i tretiranis Ets;N, kako je
to opisano pod 4.2. Nastali slobodni amini podvrgnuti su djelovanju acetil-klorida pri ¢emu su
nastali ciljni peptidi Ac-L—Ala—NH-Fn—-CO—-OMe (4) i Ac-D—-Ala—NH-Fn—CO-OMe (5).

Pretvorba dipeptida 2 13 u ciljne enantiomerne dipeptide 4 15 pracena je tankoslojnom
kromatografijom u sustavu CH,Cl, : EtOAc =5 : 1. Na samom pocetku reakcije na startnu
liniju kromatografske ploc¢ice staklenom se kapilarom nanese reaktant (R), a u drugu tocku
reakcijska smjesa (RS) i razvije se po€etni kromatogram. Ukoliko su kao na prikazanoj slici 8.
RevrijednostizaR 1 RS jednake, reakcijajoSnije zapocela. Stoga se nakon odredenog vremena
(15")ponovno na kromatografsku plo¢icunanesuR i RS pri ¢emu se uo¢ava pojavljivanje nove
mrlje slabijeg intenziteta i vec¢e Re-vrijednosti koja odgovara produktu (P). Reakcija se provodi

priistim uvjetima sve do nestanka mrlje RS 1 njene pretvorbeu P.
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Slika 8. TLC-pracenje tijeka reakcije 2 > 413 =2 5.

U tablicama 5. 1 6. prikazani su rezultati provedenih spektroskopskih mjerenja za
novosintetizirane ferocenske dipeptide 4 i 5, kojima je nedvojbeno dokazana njihova kemijska
struktura. S obzirom na to da se radi o enantiomernim spojevima, njihova su skalarna svojstva
vrlo sli¢na i odgovaraju onima opisanima u prethodno objavljenoj publikaciji (BariSi¢ i sur.,
2012).

Tablica 5. Rezultati provedenih mjerenja za dipeptid 4.

Dipeptid 4

Revrijednost 0,4 (EtOAc)

TaliSte (t;) 102-105 °C

TH- i 3C- NMR spektroskopija

IH-NMR (300 MHz, CDCl3) 8/ppm: 8.29 [s, 1H, NHp,], 6.60 [d, J = 7.49 Hz, 1H, NHy,],
4.75 (m, 1H, 7-H), 4.73 (m, 1H, 10-H), 4.66 (m, 1H, 2-H), 4.61 [m, 2H, CHar], 4.37 (m,
2H, 8-H, 9-H), 4.04 (m, 1H, 4-H), 4.01 (m, 1H, 3-H), 3.78 (s, 3H, CHscoome), 2.08 [s, 3H,
CHiad, 1.44 [d, J=7.00 Hz, 3H, CH;a1].

13C-NMR (APT, 75 MHz, CDCls) 8/ppm: 171.91 [COcoome], 170.9 [COaL], 170.65 [COAJ,
95.36(C-1),72.62 (2C, C-8,C-9),72.16 (C-6), 71 .38(C-10),71.25 (C-7), 66.61 (C-4), 66.31

(C-3), 63.29 (C-2), 63.03 (C-5), 51.80 [CH3co0Me], 49.43 [CHAaLa], 23.40 [CH3ac], 18.20
[CH3A1a]~
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Tablica 6. Rezultati provedenih mjerenja za dipeptid 5.

Dipeptid 5

Re-vrijednost 0,4 (EtOAc)
TaliSte (t¢) 102-107 °C

'H-i BC- NMR spektroskopija

TH-NMR (300 MHz, CDCl3) 8/ppm: 8.23 [s, 1H, NHg,], 6.54 [d,J = 7.29 Hz, 1H, NHaj.],
4.75 (m, 1H, 7-H), 4.73 (m, 1H, 10-H), 4.67 (m, 1 H, 2-H), 4.61 [m, 2H, CHay.], 4.38 (m, 2H,
8-H, 9-H),4.04 (m, 1H, 4-H),4.01 (m, 1H, 3-H), 3.79 (s, 3H, CH3coome), 2.09 [s, 3H, CHiac],
1.45 [d, J = 6.96 Hz, 3H, CHaai].

13C-NMR, APT (75 MHz, CDCl3) &/ppm: 171.88 [COcoomel, 170.86 [COaw], 170.63
[COAc], 95.32 (C-1), 72.61 (2C, C-8, C-9),72.19 (C-6), 71.40 (C-10), 71.25 (C-7), 66.63 (C-
4),66.31 (C-3), 63.34 (C-2), 63.04 (C-5), 51.80 [CH3co0me], 49.41 [CHar], 23.43 [CH3acl,
18.13 [CH;3a1].

4.3.1. NMR spektroskopska analiza dipeptida 4 i 5

U 'H NMR-spektrima dipeptida 4 i 5 (slike 9. i 10.) amidni protoni iz alaninske
podjedinice (NHai,) javljaju se u dubletima zahvaljujuéi svojoj sprezi sa susjednim metinskim
protonima, dok su protoni iz NHg, predstavljeni kao singleti. Protoni iz CH3aj, takoder su
registrirani kao dubleti zbog sprege s jednim vodikovim atomom iz susjedne metinske skupine.
Najvisi kemijski pomak pripisuje se odsjenjenim protonima iz NH-skupina vezanima na
ferocenskiprsten [6=8,29 ppm (4); 0= 8,23 ppm (5)], dok je najnizi kemijski pomak zabiljezen
kod protona iz CH31, [0= 1,44 ppm (4); 6= 1,45 ppm (5)]. Upravo visoki kemijski pomaci za
NHg, upucuju na njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama, budu¢i da vodikova veza
odsjenjuje proton koji zbog toga rezonira prijac¢em polju. Istovremeno, NH,j, protoni javljaju
se pri jacem polju (& < 7 ppm), §to indicira njihovo nesudjelovanje u vodikovim vezama. U
odnosu na 'H NMR-spektre Boc-prekursora 2 i3, u 'H NMR-spektrima dipeptida 4 1 5 uocljiv
je ocekivani izostanak singleta protona iz Boc-zasStitne skupine [o= 1,48 ppm (2, 3)] te se
javljaju novi signali pri 6= 2,08 ppm (4), odnosno 6= 2,09 ppm (5) koji pripadaju metilnim

protonima iz acetilne skupine.
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Slika 9. "H NMR-spektar dipeptida Ac-L—Ala—_NH-Fn—CO-OMe (4).
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Slika 10. '"H NMR-spektar dipeptida Ac—D—Ala—_NH-Fn—CO-OMe (5).

18



U 13C NMR-spektrima takoder se uo¢ava izmjena zastitnih skupina gubitkom signala iz
CH3poc pri 0= 28,52 ppm (2) 10=28,51 ppm (3) ijavljanjem novih CHjx signala pri 6=23,40
ppm (4)1 0= 23,43 ppm (5) te nestankom signala iz COg,.[6= 156,1 ppm (2); o= 156,02 ppm
(3)] i pojavom novih COx.signala pri 6= 170,65 ppm (4) 16=170,63 ppm (5) (slike 11.112.).
Dobiveni rezultati 'H- i 13C-NMR spektroskopije u skladu su s rezultatima iz prethodno

objavljenog rada (BariSi¢ i sur., 2012) u kojem je provedenasinteza i konformacijska analiza

dipeptida 2-5.
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SpinwWorks 4. FT-D
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Slika 12. 3C NMR-spektar dipeptida Ac—D—Ala—NH-Fn—-CO-OMe (5).

COSY spektroskopijomdipeptida 4 i 5, odnosno odgovaraju¢im izvandijagonalnim pi-
kovima (*'cross peaks") CHzajla—>CHaja | CHala—>NHaja potvrdeno je da su protoni iz metinske
skupine iz alanina (CHajs) na susjednom poloZaju u odnosu na amidne protone iz alaninske
podjedinice (NHaja) te protone iz metilenske skupine alanina (CH3aja) Sto prikazuje COSY

spektar naslici 13.
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Slika 13. COSY NMR-spektar dipeptida Ac—L—Ala—NH-Fn—CO-OMe (4).

Zbog mogucénosti tvorbe intramolekulskih vodikovih veza te uspostave okreta, ferocen-
ski dipeptidi 4 i 5 podvrgnuti su analizi NOESY -spektroskopijom pri ¢emu su za dipeptid 5
nadeni NOE kontakti izmedu NHg, I CHscoome KOji se pripisuju intramolekulskoj vodikovoj
vezi NHg,---OCcoome kOjom se zatvara 6-Clani interlanéani IHB-prsten (slika 14). S obzirom
nato da su dipeptidi4 i 5 uenantiomernom odnosu, pretpostavlja se daje isti interlan¢ani IHB-
prsten uspostavljeniu dipeptidu 4. U NOESY spektrima peptida objavljenih u prethodnoj pu-
blikaciji (Barisi¢ i sur., 2012) opisani NOE kontakti nisu bili uoceni.
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5. ZAKLJUCCI

. Ciljni dipeptidi Ac—L—Ala—NH-Fn—CO—-OMe (4) i Ac-D—Ala—NH-Fn—CO—-OMe (5) pri-
pravljeni su iz prvotno sintetiziranih dipeptida Boc—-L—Ala—NH-Fn—-CO-OMe (2) i
Boc-D-Ala—NH-Fn—-CO-OMe (3) u iskoristenju od 62,27% (4) 148,63% (5).

Enantiomerni dipeptidi 4 i 5 sintetizirani su u ve¢im koli¢inama i u nesto vi§im iskori$te-
njima u odnosu na prethodno istrazivanje, te ¢e posluziti za potrebe realizacije ciljeva de-
finiranih Radnim planom HRZZ-projekta gdje ¢e biti kopulirani s hidrofobnim aminokise-

linama u heteroanularno disupstituirane peptidomimetike.

. IH- i1 13C-NMR spektrima dipeptida 4 i 5 potvrden je o¢ekivani izostanak signala koji pri-

padaju Boc-zastitnoj skupini te su zapazeninovisignali koji pripadaju Ac-zastitnoj skupini.

U IH NMR-spektrima dipeptida 4 i 5 prisutna su dva dubleta koja pripadaju amidnim pro-
tonima iz alaninske podjedinice (NHas) koji su spregnuti sa susjednim metinskim proto-

nima te protonima iz CHsay, kK0ji su u sprezi s vodikovim atomom iz metinske skupine.

Protoni iz NHg, javljaju se kao singleti te odlikuju najvisim kemijskim pomacima [6= 8,29

ppm (4); 6= 8,23 ppm (5)] $to indicira njihovo sudjelovanje u IHB.

. COSY NMR-spektrima ferocenskih dipeptida 4 i 5 potvrdeno je da su protoni iz CHzap N2
susjednom poloZaju u odnosu na amidne protone iz NHa,i protone iz metilenske skupine

alanina (CHaaya).

U NOESY NMR-spektru dipeptida Ac—-D—Ala—NH-Fn—CO—-OMe (5) nadenisu NOE kon-
takti izmedu NHg, i CHaac Koji se pripisuju intramolekulskoj vodikovoj vezi NHgp---OCco.
ome Koja omogucuje tvorbu 6-¢lanog interlan¢anog IHB-prstena. Zbog enantiomernog od-
nosa sintetiziranih dipeptida, pretpostavlja se da je spomenuti 6-¢lani interlan¢ani prsten

uspostavljen i u dipeptidu 4.
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