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§1. UVOD



Proteini su linearni polimeri (makromolekule) koji za osnovne gradevne jedinice imaju
aminokiseline d¢iji slijed definira njihova svojstva i funkciju u bioloSkim sustavima.!
Zahvaljujuci svojoj strukturnoj raznolikosti sudjeluju u mnogim bioloskim procesima u kojima
imaju ulogu gradevnih elemenata i enzimskih katalizatora, a nuzni su za pravodoban
imunoloski odgovor, rast i diferencijaciju stanica i sl. Usprkos velikom terapeutskom
potencijalu, njihova primjena je ograniCena uslijed proteoliticke i konformacijske
nestabilnosti.>®> U svrhu prevladavanja nedostataka prirodnih peptida razvio se
interdisciplinarni pristup koji podrazumijeva suradnju i medusobno nadopunjavanje relativho
mladih znanstvenih disciplina kao Sto su peptidomimetika i medicinska kemija, a u skorije
vrijeme moze se govoriti i o razvoju kemijske biotehnologije. Peptidomimetici su male
peptidne ili nepeptidne molekule koje oponasaju elemente peptidne sekundarne strukture
koji sudjeluju u molekulskom prepoznavanju te su stoga doprinose unaprijedenoj bioloskoj
aktivnosti. Medu brojnim razli¢itim pristupima u dizajnu peptidomimetika izdvaja se
koriStenje malih, rigidnih molekulskih kalupa koji nakon umetanja u neuredeni peptidni lanac

induciraju tvorbu uredene sekundarne strukture.

Tijekom posljednjih 10-ak godina u Laboratoriju za Organsku kemiju Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta istrazuju se 1,1'-disupstituirani feroceni kao mogudci kalupi za
pripravu konformacijski spregnutih peptida, Sto je rezultiralo objavljivanjem brojnih
znanstvenih publikacija.* U nastavku tih istrazivanja, a u sklopu ovog zavrsnog rada, opisat
¢e se sinteza homokiralnog tripeptida Boc-L-Pro-L-Ala-NH-Fn-COOMe. Uloga ferocenskog
kalupa u indukciji okreta, kao i utjecaj prirodnih aminokiselina (Ala i Pro) na konformacijska
svojstva izvedenog biokonjugata u otopini ispitat ¢e se uobicajenim spektroskopskim
metodama (IR-, NMR- i CD-spektroskopija). Na temelju rezultata prethodnih istrazivanja,
oCekuje se tvorba intramolekulskih vodikovih veza [IHB, (engl. Intramolecular Hydrogen
Bond)] unutar peptidnog lanca. Nadalje, ocekuje se potvrda ranije opisane uloge Pro kao
zaCetnika B-okreta u homokiralnim peptidima. Osim toga, u suradnji s Laboratorijem za
tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije naseg Fakulteta provodi se ispitivanje

citotoksi¢nog i antitumorskog djelovanja novosintetiziranog tripeptida.
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2.1. Struktura i svojstva proteina

Proteini predstavljaju izuzetno vazne bioloSke makromolekule jer imaju klju¢nu ulogu

u raznim bioloskim procesima poput procesa stanicnog prepoznavanja, prijenosa Zivcanih
impulsa, enzimskoj katalizi, odrZzavanju strukture i funkcionalnosti. Nastaju povezivanjem
proteinogenih aminokiselina reakcijom karboksilne skupine jedne aminokiseline s amino-
skupinom druge aminokiseline pri ¢emu se stvara rigidna i planarna amidna (peptidna) veza,
koja je zapravo rezonancijski hibrid dviju doprinoseéih rezonancijskih struktura.
a-Aminokiseline su derivati organskih karboksilnih kiselina kod kojih je vodikov atom u a-
polozaju zamijenjen amino-skupinom pri ¢emu rezultira stereogeni centar koji je u prirodnim
aminokiselinama i peptidima L-konfiguracije. U strukturi svake aminokiseline prisutan je
sredisnji ugljikov atom (Ca-atom) na kojeg su vezane amino- i karboksilna skupina, atom
vodika te bocni ogranci koji se medusobno razlikuju nabojem, veli¢éinom, oblikom, kemijskom
reaktivnoScu i sposobnoScu stvaranja vodikovih veza.>® Zahvaljujuci interakcijama izmedu
okosnice i aminokiselinskih ogranaka, proteini se nabiru i zauzimaju visoko-uredene
trodimenzijske strukture Sto omogucava njihovu biolosku aktivnost. Poznate su Cetiri razine u
strukturi peptida i proteina: primarna, sekundarna, tercijarna i kvaterna struktura (slika 1).
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Slika 1. Strukturne razine peptida i proteina’



Primarna struktura peptida odredena je slijedom kovalentno vezanih aminokiselina u
polipeptidnom lancu.

Sekundarna struktura predstavlja prostorni odnos aminokiselinskih ostataka koji su u
linearnom slijedu medusobno blizu. Razlikujemo dvije periodi¢ne strukture stabilizirane
vodikovim vezama izmedu donorske (N-H) i akceptorske (C=0) skupine iz peptidne okosnice:
a-uzvojnicu i B-nabranu plocu. Osim njih, u elemente sekundarne strukture ubrajaju se i
okreti. a-Uzvojnica je StapiCasta, zbijena i ¢vrsta struktura nastala nabiranjem polipeptidne
okosnice prilikom stvaranja vodikove veze izmedu NH-skupine aminokiselinskog ostatka / te
C=0 skupine aminokiselinskog ostatka /+4 Sto rezultira zatvaranjem 13-Clanih IHB-
prstenova. B-Nabrana ploca izgradena je od dvaju ili visSe polipeptidnih lanaca povezanih
NH:--CO vodikovim vezama, a ovisno o orijentaciji lanaca B-nabrana plo¢a poprima
odgovarajuéi oblik. U paralelnim B-nabranim plo¢ama lanci su orijentirani paralelno tvoredi
12-Clane prstenove, dok se antiparalelne B-nabrane ploce odlikuju suprotnom orijentacijom
lanaca te 10- i 14- ¢lanim prstenovima. Okreti su aperiodicki opéi strukturni elementi u gradi
proteina odgovorni za promjenu smjera peptidnih lanaca, nabiranje proteina i stvaranje
globularnog oblika proteinskih molekula. Uspostavljanje intramolekulskih vodikovih veza
unutar istog peptidnog lanca za posljedicu ima savijanje lanca, a naj¢esce ih induciraju Asn,
Gly i Pro zahvaljujuci svojim torzijskim svojstvima. Ovisno o broju konstituirajucih
aminokiselinskih ostataka razlikujemo a, B, y, 0 i n-okrete. Ukoliko je zatvoren 7-Clani prsten
radi se o y-okretu, 10-Clani prsten odgovara B-okretu, 13-Clani prsten rezultira a-uzvojnicom,
dok je n-okret posljedica tvorbe 16-Clanog IHB-prstena. B-Okreti su najceséi strukturni
elementi globularnih proteina, a obuhvacaju cetiri aminokiselinska ostatka kod kojih
udaljenost izmedu Ca(i) i Ca(#3) ne prelazi 7A . Smijesteni su na povréini proteinske
molekule, ostvaruju interakcije s razliCitim receptorima te tako izravno sudjeluju u
imunoloskim, metabolickim, hematoloskim i endokrinoloskim reakcijama zbog Cega postoji
veliki interes za razvoj malih spregnutih mimetika B-okreta koji bi se mogli primjenjivati kao

jaki i selektivni terapeutski agensi.

Tercijarna struktura prikazuje prostorni odnos vrlo udaljenih aminokiselinskih ostataka u
linearnom slijedu, a stabilizirana je razli¢itim vezama izmedu boc¢nih ogranaka koje mogu biti

nekovalentne ili kovalentne prirode (npr. disulfidni mostovi).

Kvaternu strukturu imaju proteini koji se sastoje od najmanje dva polipeptidna lanca diji
su aminokiselinski boCni ogranci povezani nekovalentnim vezama te rjede disulfidnim

mostovima.’8



2.2. Peptidomimetici

Esencijalni bioloski procesi regulirani su protein-protein interakcijama (PPI), koje se
odvijaju na njihovoj dodirnoj povrsSini. Poremecaji u PPI za posljedicu imaju razliCita
patoloska stanja, kroni¢na i infektivna oboljenja.’ Velika bioloska i strukturna raznolikost
proteina ukazuje na potencijalnu terapeutsku primjenu, ali zbog njihovih nepovoljnih
svojstava takva uporaba je ograni¢ena. Naime, bioloska funkcionalnost proteina uvjetovana
je povezivanjem sa zeljenim receptorima Sto je uvjetovano strukturnom komplementarnoscu,
tj. 3D-strukture liganada i receptora moraju odgovarati jedna drugoj oblikom, nabojem,
velicinom te hidrofobnim i hidrofilnim svojstvima. Izrazena konformacijska fleksibilnost
omogucéava proteinima zauzimanje mnostva konformacija te uspostavljanje znatnog broja
interakcija s razlicitim receptorima Sto moze dovesti do nezeljenog bioloskog odgovora (slika
2).

CO0 -
l peptidaza lalternativni %

receptor proteoliticki
enzim
/NI ¢

proteoliza na nezeljeni m m

inaktivne fragmente bioloski ucinak

Slika 2. Povezanost razlicitih peptidnih konformacijskih svojstava i (ne)povoljnih bioloskih

odgovora'?

Nadalje, peptidi su podlozni proteolizi u gastrointestinalnom traktu i krvnom serumu,
a radi polarnog karaktera i velike molekulske mase otezan im je prolazak kroz stani¢nu
membranu i krvno-mozdanu barijeru. Osim toga, pogreske u nabiranju proteinskih lanaca i
njihova nezZeljena agregacija moze dovesti do tvorbe amiloidnih viakana (plaka) koji
nakupljanjem u tkivima uzrokuju teska kroni¢na oboljenja (amilodioza), dok nakupljanjem
amiloidnog plaka u mozgu dolazi do neurodegenerativnih oboljenja (Alzheimerova,
Parkinsonova bolest).1°

Modifikacijom nepovoljnih farmakoloskih i biofarmaceutskih svojstava prirodnih
peptida omogucava se njihova klinicka primjena.'**? Jedan od najucinkovitijih pristupa
rjeSavanju navedenih nedostatka jest ograniCavanje peptidne fleksibilnosti uvodenjem

4



razliCitih konformacijskih ogranicenja u cilju "zakljuavanja" bioaktivne konformacije. Na taj
se nacin pripravljaju mimetici koji zauzimaju bioaktivnu konformaciju te pri tom ostvaruju
povecani afinitet i selektivnost za odredeni tip receptora. Peptidne ili nepeptidne molekule
koje oponasaju elemente peptidne sekundarne strukture odgovorne za molekulsko
prepoznavanje ili blokiranje bioloskog ucinka peptidnog receptora nazivamo
peptidomimeticima. Odredena strukturna regija u molekuli peptida odgovorna za
farmakolosko, odnosno biolosko djelovanje naziva se farmakofor.3'3 Sve veca potreba za
prevladavanjem ranije navedenih nedostataka prirodnih peptida pridonijela je razvoju
peptidomimetike, interdisciplinarnog znanstvenog podrucja koje objedinjuje organsku kemiju,

medicinsku kemiju, farmakologiju i biokemiju.
Postoji nekoliko razli¢itih pristupa u dizajnu i sintezi peptidomimetika:*

e ugradnja nepeptidnih kalupa u peptidnu sekvencu,
e zamjena peptidne veze nepeptidnim analozima,
e konjugacija aminokiselinskih bocnih ogranaka s malim molekulama,

e ciklizacija glavnog lanca.

Oponasanje ili mimikrija elemenata sekundarne strukture (slika 3) zajednicki je cilj
navedenih pristupa.
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Slika 3. (a) a-uzvojnica, (b) B-nabrana ploca (paralelna gore, antiparalelna do/je),
() okreti (B y----)16:17



Kao mimetici a-uzvojnice upotrebljavaju se peptoidi, foldameri s heterogenom
okosnicom, PB-peptidi, "uvezani" (eng. stapled), ferocenski peptidi itd. Biciklicki laktami,
dibenzofurani, feroceni i spirociklicki kalupi koriste se kao mimetici okreta. Za oponasanje B-

ploce koriste se ciklicki i aciklicki peptidi s umetnutim molekulskim kalupima.t®

2.3. Bioorganometalna kemija

Bioorganometalna kemija je znanstvena disciplina koja proucava konjugate
organometalnih spojeva i biomolekula.!®'° Organometalni spojevi sadrze barem jednu vezu
metal-ugljik koja potje¢e iz organske molekule.?’ Zahvaljujuci elektronskim i sterickim
efektima veze izmedu metalnog i ugljikovog atoma moguce je kontrolirati biolosku aktivnost.
Pripadaju¢e molekule mogu apsorbirati naboj i stvarati ionske veze ¢ime se omogucuje
izvodenje razliCitih reakcija nuznih za prijenos tvari i energije. Reakcijom nukleofilnog
ugljikovog atoma iz organometalnog spoja s elektrofilnim ugljikovim atomom (iz alkil-
halogenida, estera, aldehida, ketona) stvara se nova C-C veza (slika 4), ¢ime se otvara

mogucnost sinteze kompleksnih molekula iz manjih prekursora.?
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Slika 4. Nukleofilni karakter ugljikovog atoma u organometalnom spoju

Bioorganometalni spojevi mogu posluziti za izradu osjetljivih sondi, kromofora,
kemosenzora, kao receptori te u toksikologiji i kemiji okoliSa, a istrazuje se i njihova
potencijalna terapeutska uporaba za lijecenje kancerogenih oboljenja i infekcija.?? Za razliku
od slobodnog liganda (bioaktivne molekule), metalni kompleks bioaktivnih molekula i
metalnih iona ima poboljSani terapeutski potencijal, smanjenu toksicnost, izrazen lipofilni
karakter zbog kojeg ima olakSan prolaz kroz staniénu membranu.? Zahvaljujuéi redoks-
aktivnosti metala i njihovim interakcijama s razlicitim ligandima i organskim supstratima,
sintetiziraju se metalni kompleksi karakterizirani selektivnom sposobnos¢u vezanja na
bioloSke mete pri cemu dolazi do promjene u mehanizmima stani¢ne proliferacije. Osim toga,
metalne komplekse je moguce oblikovati prema Zeljenoj bioloskoj meti.?* Jedan od

najpoznatijih i najvaznijih prirodnih bioorganometalnih spojeva je vitamin Bia.



2.3.1.Bioorganometalna kemija ferocena

Ferocen [(CsHs):Fe] je organometalni spoj iz skupine metalocena, odnosno ,sendvic-
molekula" u kojem se Zeljezov kation (Fe?*) nalazi izmedu dva ciklopentadienilna liganda
(Cp), a zbog niza povoljnih svojstava nalazi se u sredistu interesa bioorganometalne kemije.
Naime, odlikuje se lipofilnoséu, podloznoscu reakcijama elektrofilne supstitucije, stabilnos¢u
u fizioloSkim uvjetima, niskom toksicnoséu te doprinosi esencijalnom procesu nabiranja
peptida kao zacetnik okreta. Mogucnost rotacije oko veze Cp-Fe-Cp i moguéi gubitak
koplanarnosti Cp-prstenova pridonosi velikoj fleksibilnosti molekule. Pripravljeni su mnogi
antimikrobni i antitumorski agensi konjugiranjem ferocena s farmakofornim skupinama iz
aminokiselina, peptida i Secera.>>?® Osim toga, ferocen je prikladan spoj za oponasanje
elemenata sekundarne peptidne strukture i prepoznat kao zacetnik najceSce PB-okreta u
peptidnom lancu. Razli¢iti ferocenski biokonjugati s ugljikohidratima i aminokiselinama

sintetizirani su u Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta.

2.3.2. Ferocenski biokonjugati s aminokiselinama

Sintezu peptidomimetika moguce je provesti ,umetanjem" rigidnih kalupa u peptidnu
strukturu kako bi se ograniCila konformacijska sloboda i sprijecilo medudjelovanje s
nepozeljnim receptorima. 1,1'-Disupstituirani feroceni pogodan su kalup za pripravu
konformacijski spregnutih peptida zahvaljujué¢i udaljenosti izmedu ciklopentadienilnih
prstenova od 3,3 A koja dopusta tvorbu intramolekulskih vodikovih veza izmedu podandnih
peptidnih lanaca. Povezanost homo/heterokiralnosti peptidne okosnice i veli¢ine IHB-prstena
omogucuije dizajn i sintezu ferocenskih peptida s precizno podeSenom konformacijom iz ¢ega
se da zakljuciti kako se malom molekulom, u ovom slucaju ferocenom, moze manipulirati

nabiranjem proteina.

Ovisno o strukturi ferocenskog prekursora (donor ili akceptor vodikove veze), razlikujemo

tri glavne skupine ferocenskih peptidomimetika (slika 5):27:282°

¢ Fn—[CO-AK—-OMe]. (I) izvedeni iz ferocen-1,1'-dikarboksilne kiseline (Fcd) i
prirodnih aminokiselina (AK) karakteristicni su po prisutnosti 10-¢lanog IHB-prstena,

e Y—-AK-Fca-AK—OMe (II) izvedeni iz 1'- aminoferocen-1-karboksilne kiseline (Fca) i
prirodnih aminokiselina (AK) odlikuju se prisutnos¢u12-¢lanog IHB-prstena,

e Fn—[NH-AK-Y]. (III) izvedeni iz ferocen-1,1'-diamina (Fcda) i prirodnih

aminokiselina (AK), a stvaraju 14-Clani IHB-prsten (2 simultana 10-Clana IHB-prstena



ili strukture nalik B-okretima) [Fn = ferocenilen, Y = Ac (acetil), Boc (tert-
butoksikarbonil)].

O

Slika 5. Ferocenski peptidimimetici I-III- IHB su oznacene isprekidanim crtama

Najbolje istrazeni i opisani konjugati su I i II, dok su konjugati III izvedeni iz Fcda
opisani su u samo tri publikacije®3%3!, a dvije su rezultat istrazivanja provedenih u
Laboratoriju za organsku kemiju PBF-a. Za razliku od disupstituiranih derivata I i III u
kojima su lanci usmjereni paralelno, u konjugatu II Fca omoguéava antiparalelnu orijentaciju
peptidnih lanaca.3? Ferocenska aminokiselina (Fca) je najjednostavnija organometalna
kiselina koja se integrira u peptidne lance kopulacijom s A i ¢ terminusom prirodnih
aminokiselina, a njezini derivati u ¢vrstom stanju poprimaju IHB-obrasce preko kojih se
povezuju u dimerne strukture, trodimenzijske mreze ili beskonacne heli¢ne lance. Utvrdeno
je kako na stabilizaciju i konformacijska svojstva takvih mimetika utjecu broj i pozicija donora
vodikove veze te zastitne skupinena A~ i G-terminusu. Ferocenska aminokiselina topljiva je u
vodi, netopljiva u organskim otapalima i ima visoko taliSte.3® Takoder, veliki utjecaj na
biolosku aktivnost izvedenog peptidomimetika imaju i aminokiseline koje se nalaze u
regijama okreta i sudjeluju u procesu molekulskog prepoznavanja pri ¢emu mogu
predstavljati strukturna ograniCenja u peptidu i pridonijeti zakljuavanju u rigidnu
konformaciju. Prema rezultatima ranijih istrazivanja!®, variranjem kiralnosti prirodnih
aminokiselina i Aterminalnih skupina moguce je inducirati tvorbu IHB-prstenova razliCitih
veli¢ina u biokonjugatima. Shea i sur. ustanovili su da je za utvrdivanje bilo kakvog utjecaja
pojedinih aminokiselina na elemente sekundarne strukture potrebno razmotriti sklonost
aminokiselina k zauzimanju pojedinih strukturnih elemenata i utjecaj cijele proteinske

sekvence.?*
2.4. Kemijska biotehnologija- interdisciplinarna znanost u razvoju

Prilikom sinteze potencijalnih terapeutika nuzno je pronac¢i malu molekulu koja je u
mogucnosti inducirati odgovarajuci bioloski odgovor.3>3¢ Stoga je za dobivanje funkcionalnih
molekula u svrhu manipuliranja bioloskim sustavima potreban integrirani (interdisciplinarni)

pristup u ¢ime se objedinjuju spoznaje prirodnih znanosti i tehnologije. Posljednjih godina
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razvoj metoda molekularne biologije u kombinaciji s medicinskom kemijom ubrzao je procese
otkrivanja potencijalnih lijekova. Pored toga, nagli razvoj kemijske biologije potaknuo je
razvitak grani¢nih disciplina poput sintetske biologije i kemijske biotehnologije koja je dio
nastavne i znanstvene aktivnosti na vodec¢im svjetskim sveucilistima. Kemijska biotehnologija
istrazuje wtjecaj malih kemijskih molekula na unapredenje specificnih bioloskih procesa, Sto u
konacnici vodi k poboljSanju zdravlja i kvalitete zivota.3”

U podrucju kemijske biologije i biotehnologije mnoga istrazivanja usmjerena su na
sintezu malih molekula koje oponasaju 3D-strukturu i funkciju proteinskih prepoznavajuéih
domena kao Sto su a-uzvojnica, okreta, B-ploca i B-niti. Dizajn mimetika usmjeren je i na
povecanje konformacijske i proteoliticke stabilnosti, biodostupnosti i lipofilnosti. Prethodno
utvrdena uloga ferocena u esencijalnom bioloSkom procesu nabiranja peptida i njegovo
umetanje u polipeptidni lanac kao rigidnog kalupa predstavlja jedan od istrazivackih ciljeva
upodrucju kemijske biotehnologije. Kao indikacija da je malom molekulom poput ferocena
mogucée utjecati na kljucne procese staniCnih prepoznavanja putem PPI, moze posluziti
Cinjenica da su se u 2011. godini medu najprodavanijim lijekovima nalazili uglavnom
heterociklicki bioizosteri®®. Najpoznatiji ferocenski bioizosteri su ferocenil-penicilin, ferocenil-
cefalosporin te ferocifena (analoga tamoksifena) kod kojih je fenilni prsten zamijenjen s
ferocenom pri ¢emu je opazena citotoksi¢nost kao posljedica oksidacije ferocena u bioloSkom
mediju.3® Takoder, pokazalo se da ferocenski derivati opioida etorfina inhibiraju proliferaciju
stanica karcinoma dojke, a potvrdeno je i inhibicijsko djelovanje ferocenskih konjugata s

manozom na hemaglutinacije uropatogene E. coli.®?¢



$ 3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Materijali i metode rada

Kemikalije koriStene tijekom sinteze bile su analiticke Cistoée, dok su otapala
procisS¢ena prema standardnim postupcima.*® Kontrola Cistoce sintetiziranih spojeva i tijek
reakcija ispitivani su tankoslojnom kromatografijom (TLC) na ploCicama silikagela (Fluka
Silica Gel) s fluoroscentnim indikatorom (254 nm). Produkti su prociSéeni tankoslojnom
preparativnom kromatografijom na silikagelu (“Merck”, Kiselgel 60 HF254) i uporabom
smjesa diklormetan/etil-acetat kao eluensa. Karakterizacija sintetiziranih spojeva provedena
je pomocu infracrvene spektroskopije (IR) i nuklearne magnetske rezonance (NMR). Talista
su odredena na Reichert Thermovar HT 1 BT 11 i nisu korigirana. IR-spektri uzoraka
snimljeni su na spektrofotometru Bomem MB 100 Mid FT u CH,Cl,. 'H- i 3C-NMR-spektri
odredeni su u CDCl; na spektrometru Bruker AV300 uz tetrametilsilan kao unutrasniji
standard. Kemijski pomaci (8) izrazeni su u ppm. UV/Vis-i CD-spektri snimljeni su na CD-
spektrofotometru Jasco-810 u CH,Cl.. Sinteza Boc- zasticene Fca (IX)?!322 opisana je u
literaturi te njezini spektroskopski podaci odgovaraju literaturnima. Jakost apsorpcijskih vrpci
u IR-spektrima: j (jaki), sr (sredniji) sl (slabi), S (Siroki). Cijepanja signala u NMR-spektrima: s
(singlet), d (dublet), t (triplet), q (kvartet), pt (pseudotriplet).

3.2. Sinteza tripeptida Boc-L-Pro-L-Ala-NH-Fn-COOMe (3)

Sinteza ciljnog konjugata provedena je iz zasticene Fca 1 prema shemi 1:

0
)I\OtBu )J\( OtBu (b) F@\H)J\KN\([)I/Q)]\OBU
e Me

—»

o]
Boc-NH-Fn-COOMe (1) Boc-L-Ala-NH-Fn-COOMe (2) Boc-L-Pro-L-Ala-NH-Fn-COOMe (3)

(a) 1. HClpIinoviti! Et3N, 2. Boc-AIa-OH, EDC/HOBt, (b) 2. HCIpIinovitir Et3N, 2. Boc-Pro-OH

Shema 1. Priprava tripeptida Boc-L-Pro-L-Ala-NH-Fn-COOMe (3)

3.2.1 Sinteza dipeptida Boc-L-Ala-NH-Fn-COOMe (2)

Potpuno zasti¢ena Fca 1 otopljena je u EtOAc i podvrgnuta Boc-deprotekciji
djelovanjem plinovitog HCI pri 0 °C. Nakon 30' mijeSanja u ledenoj kupelji te otparavanja na
rotacijskom vakuum-uparivacu nastali se hidroklorid suspendira u CH,Cl, i obradi sa suviSkom

EtsN (pH~9). Dobiveni se slobodni ferocenski amin kopulira s Boc-L-Ala-OH primjenom
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standardnog EDC/HOBt postupka. Nakon 1 sat mijeSanja pri sobnoj temperaturi dobivena

reakcijska smijesa ispere se zasicenom vodenom otopinom NaHCOs, 10%-tnom otopinom

limunske kiseline i zasi¢enom otopinom NaCl. Tijek reakcije pracen je TLC-metodom

uzimanjem uzorka iz reakcijske smjese. Organski se sloj osusi bezvodnim Na,SOs i upari do

suha. Cijeli postupak priprave odvija se u inertnoj atmosferi argona. Aparatura za sintezu

spoja 2 prikazana je na slici 6. U tablici 1. navedeni su supstrati i reagensi upotrijebljeni za

njegovu pripravu, dok su rezultati provedenih mjerenja prikazani u tablici 2.

Slika 6. Aparatura za sintezu i TLC-pracenje napredovanja reakcije

Tablica 1. Supstrati i reagensi upotrijebljeni prilikom sinteze dipeptida 2

Produkt | Supstrat Aminokiselina Reagensi za Dobivena Opis
(mg/mmol) (mg/mmol) kopulaciju masa produkta
(mg/mmol) (mg/%)
EDC HOBt
2 1 Boc-L-Ala-OH 306,72 216,21 206,05 mg, | Narancasta
(137,5 mgq, (200 mg,1,06mmol) mg, 1,6 mg, 1,6 (90,4%) smola
0,53 mmol) mmol mmol
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Tablica 2. Rezultati provedenih mjerenja za dipeptid 2

Re-vrijednost

0,76 (EtOAc)

IR-spektroskopija

IR (CH2C|2) vmax/cm‘l: 3424 sr (NHsIobodni), 3324 sl (NHasocirani), 1709 ] (C=Oc0NH), 1536 j,
1498 j (amid II).

'H NMR-spektroskopija

IH-NMR (300 MHz, CDCl5) 5/ppm: 7,64 (s, 1H, NHex); 5,14 (d, J = 7,6 Hz, 1H, NHaa); 4,76
(m, 2H, H-7, H-10); 4,68 (s, 1H, H-2); 4,57 (s, 1H, H-5); 4,38 (m, 2H, H-8, H- 9); 4,23
(m, 1H, CHa); 4,04 (m, 1H, H-4); 4,02 (m, 1H, H-3); 3,80 (s, 3H, COOMe); 1,48 [s, 9H,
(CH3)380c]; 1,42 (d, J = 7,1 Hz, 3H, CH3-an).

13C NMR-spektroskopija

13C-NMR (75MHz, CDCl5) 5/ppm: 171,89 (COr); 171,19 (COma); 95,30 (C-1); 80,6 (Capoc);
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 (C3);
63,31 (C-2); 62,99 (C-5); 51,81 [2C, CHs-coome, CHawl; 28,52 [(CH3)350c]; 17,95 (CHs- aia).

3.2.2. Sinteza tripeptida Boc-L-Pro-L-Ala-NH-Fn-COOMe (3)

Tripeptid 3 (slika 7) pripravljen je iz Boc-L-Ala-NH-Fn-COOMe (2) primjenom

postupka za deprotekciju i kopulaciju opisanom u potpoglavlju 3.2.1. Deprotekcijom

terminalne amino-skupine Boc-dipeptida 2, tj. djelovanjem plinovitog HCl uz naknadnu

obradu dobivenog hidroklorida s EtsN nastao je odgovarajuci nestabilni amin koji je potom /n

situ kopuliran s prethodno aktiviranom Boc-zasticenom aminokiselinom (Boc-L-Pro-COOH).

Sirovi produkt procis¢en je tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu uz

CH.Cl,/EtOAc (5 : 1) nakon cega je podvrgnut konformacijskoj analizi. U tablici 3. navedeni

su supstrati i reagensi upotrijebljeni za pripravu tripeptida 3, dok su rezultati provedenih

mjerenja prikazani u tablici 4.

Tablica 3. Supstrati i reagensi upotrijebljeni prilikom sinteze tripeptida 3

Produkt

Supstrat Aminokiselina Reagensi za
(mg/mmol) (mg/mmol) kopulaciju
(mg/mmol)
EDC HOBt
2 Boc-L-Pro -OH 258,79 182,42
(206,05 mg, (193,72 mg, mg, 1,35 | mg, 1,35
0,45 mmol) 0,90 mmol) mmol mmol

Dobiven
a masa
(mg/%)

125,80

mg,
(42%)

Opis
produkta

Narancasta
smola
(slika 7).
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Slika 7. Novosintetizirani tripeptid Boc-L-Pro-L-Ala-NH-Fn-COOMe (3)

Tablica 4. Rezultati provedenih mjerenja za tripeptid 3

Rs-vrijednost

0,81 (EtOAc)

Taliste (&)

66,9 °C

IR-spektroskopija

IR (CHZC'Z) Vmax /Cm-l: 3419 j (N'Hslobodni), 3311 J (N'Hasocirani), 1705 _] (C=OCOOMe), 1674 ]
(C=Oama1), 1555 j, 1503 j (amid I1).

'H NMR-spektroskopija

TH-NMR (600 MHz, CDCl) &/ppm: 8,46 [s, 1 H, NH]; 6,75[d, J = 6,34 Hz, 1 H, NHaa];
4,91 (s, 1 H, H-3); 4,76 (s, 2 H, H-8, H-9); 4,62 (s, 1 H, H-4); 4,40-4,38 (m, 1 H, H-7, H-
10); 4,34 [dd, 1 H, CH-upro]; 4,01-3,98 (m, 2H, H-2, H-5); 3,77 (s, 3 H, COOMe); 3,52-3,50
[M, 2 H, CHas, CHa-smrol; 2,21-2,16 [M, 2 H, CHa=s CHa.g pro]; 1,95-1,93 [m, 2 H, CHa-y, CHa-
Yoo 1: 1,50 [, 9 H, CHs-gocl; 1,42 [d, 7= 6,98 Hz, 3 H, CHsaal.

13C NMR-spektroskopija

13C-NMR (150 MHz, CDCls) & / ppm: 172,36 [COrn]; 171,96 [CO(COOCH;5)]; 170,46 [COnnl;
156,34 [COsoc 1; 95,82 (C-1, Fn); 81,25 (Casoc); 73,1-71,08 (dd, (C-7, C-10, C-6, C-8, C-9):
66,59 (C-2); 66,41 (C-5); 63,18 (C-4); 62,78 (C-3); 60,98 (C-opro); 51,70 [CHs, (COOCH3)]:
49,76 (CHai); 47,56 (CHa2-5 pro); 29,16 (CHap pro); 28,54 [(CH3)s- Boc]; 24,83 (CH2 pro); 17,55
(CHsapa ).
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$4. REZULTATI I RASPRAVA



4.1. Uvod

Imajudi u vidu ranije opisane spoznaje o nedostacima prirodnih peptida koji se mogu
previadati koristenjem odgovarajuéih peptidomimetika, u ovom zavrSnom radu izvrSena je
sinteza i detaljna konformacijska analiza kopulacijskog produkta prirodnih aminokiselina s
Fca s posebnim osvrtom na intramolekulske veze koje su od kljuéne vaznosti za tvorbu
preferentnih konformacija. Dakle, pripravljeni tripeptid predstavlja pogodan model za
istrazivanje i objedinjenje do sad poznatih zakljucaka i rezultata o prostornom obliku i
potencijalnom terapeutskom ucinku bioorganometalnih peptidnih mimetika. Prema prikazanoj
osnovnoj podjeli ferocenskih peptida ovisno o strukturi njihovog ferocenskog prekursora
(slika 5)%?7%% moze se zakljuCiti da ciljni biokonjugat 3 pripada viSim homolozima
ferocenskih peptida II izvedenih 1'-aminoferocen-1-karboksilne kiseline. Nadalje, razmak
medu ferocenskim ciklopentadienilnim prstenovima na koje su pripojeni peptidni lanci iznosi
3,3 R $to odgovara prosje¢noj duljini vodikove veze. Dakle, umetanjem ferocenskog kalupa u
prirodnu peptidnu sekvencu omogucuje se tvorba intramolekulskih vodikovih veza (IHB)
izmedu podandnih peptidnih lanaca ¢ime se induciraju razli¢iti strukturni elementi (uzvojnice,
plohe i okreti). Obrasci IHB u peptidima I i II odredeni su strukturom ferocenskog sintona
(Fcd, Fca) i apsolutnom konfiguracijom prirodnih aminokiselina. Ispitana je sekundarna
struktura pripravljenog mimetika, za koju smo pretpostavili da ¢e ovisiti o kiralnosti, slijedu
prirodnih aminokiselina, njihovim medusobnim interakcijama kao i interakcijama s NH-/CO-
skupinama iz ferocenskog kalupa te sterickom ometanju voluminozne Boc-zastitne skupine.
Konformacijska analiza provedena je spektroskopskim metodama (CD-,IR-,H NMR-
spektroskopija, NOESY, COSY). U skladu s dobivenim rezultatima predlozen je i
pretpostavljeni konformacijski oblik bioorganometalnog tripeptida s homokiralnom Pro-Ala

sekvencom.

4.1.2. Cis-trans izomerizacije prolinske imidne veze

Posebnu pozornost prilikom ovog istrazivanja priviaCi umetanje i utjecaj Pro,
hidrofobne aminokiseline s alifatskim pobocnim lancem prepoznatljive ciklicke strukture.
Njegova sekundarna amino-skupina, bolje re¢eno imino-skupina, zajedno s konformacijskim
ogranicenjima njegovog prstena smanjuju strukturnu fleksibilnost peptida. Zahvaljujudi
jedinstvenim strukturnim svojstvima, prolinski ostaci u linearnim, ciklickim i globularnim
proteinima induciraju tvorbu 10-Clanog B-okreta koji je glavni objekt istrazivanja u podrucju
sintetskih mimetika peptidne sekundarne strukture.*?> Naime, njegov bocni ogranak, vezan

na dusikov atom glavnog lanca, zatvara pirolidinski prsten c¢ime je onemoguceno
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sudjelovanje u vodikovim vezama i rotacija oko N-Ca veze Sto odgovara polozaju B i y-
okreta. Prolin, tj. njegov hidroksilirani oblik izgraduje kolagen, neophodan je za stvaranje i
funkciju koze, hrskavice i kostiju, a linearni peptidi s konstituiraju¢im Pro-AA sekvencijama
(AA = Gly, L-Ala, b-Ala) ucinkoviti su inhibitori kolagenske prolil-hidrolaze. Osim strukturne
uloge, prolin ima i zastitnu funkciju, a prolinski ostaci u peptidnom lancu povecéavaju
otpornost na djelovanje proteolitickih enzima i povecavaju biolosku aktivnost.** Planarne
amidne veze u peptidima najc¢esc¢e imaju trans-konfiguraciju pa je omjer trans- i cis-oblika u
prirodnim peptidima priblizno 95 : 5.8* Prolinske imidne veze imaju smanjeni afinitet za
trans-konfiguraciju te je omjer trans- i cis- oblika znatno promijenjen i iznosi 70 : 30 (slika
8).8

3V v p J

.. P 2
. i *-g b
¢ o °) ]
trans- ® cls- o

Slika 8. Cis-trans izomerizacija imidne veze u prolinskim peptidima

Interkonverzija izomera u prolinskih peptida je ravnotezan i brz proces Sto Cesto
otezava njihovo razdvajanje kromatografskim metodama. Medutim, !H- i 3C-NMR
spektroskopija pokazale su izrazeniju moc¢ razlucivanja prilikom detekcije trans- i cis- oblika u
odnosu na druge metode. Za bolje razumijevanje ove pojave prilikom razdvajanja ovih dvaju
konformera, potrebno je poznavati vaznost sin-pozicije ugljikovih atoma (u odnosu na
karbonilni kisikov atom) o kojoj ovisi njihova zasjenjenost (rezonancija) pri viSem polju,
odnosno (nizi) kemijski pomak. U transiizomeru su Ca- i Cp-atomi zasjenjeniji i imaju nizi
kemijski pomak u odnosu na one Ca- i CB-atome iz cis-izomera. Cy- i C3-atomi zasjenjeniji su
u cissizomeru Sto njihov kemijski pomak cini nizim u odnosu na Cy- i Cé-atome iz trans
izomera (slika 9). Zakljucno, konformacija oko imidne veze utjeCe na kemijske pomake CB- i
Cy- atoma pa se manja razlika kemijskih pomaka (Ad = 1-6 ppm) pripisuje frans-izomerima,

a veca (AS = 8-10 ppm) cis-izomerima.®

Omijer cis- i trans-izomera u 'H spektrima odreduje se integriranjem signala, a u 3C-
spektrima prema visini signala. Prilikom NMR-mjerenja ispituje se utjecaj temperature,

otapala i vodikovih veza na cis-trans izomerizaciju pa se moze reci kako pri povisenju

15



temperature dolazi do ubrzane pretvorbe izomera Sto se potvrduje srastanjem njihovih
signala koji su razdvojeni pri nizim temperaturama.® Udio cis-izomera raste u polarnim
otapalima, a udio #rans-izomera u nepolarnom okruzenju. Osim toga, porast udjela trans-

izomera pripisuje se utjecaju intramolekulskih vodikovih veza.*

niZi kemijski pomak

Zasjenjen %zas.jenjeni
Cu ': |’| Cﬁ l::
O% N’f \C 0\\:& Nf'l‘ \ B
L E i
c— “\(}‘f’f TN
X C
[rans | [

Slika 9. Kemijski pomaci prolinskih C-atoma
4.2. Sinteza i konformacijska analiza peptida Boc-L-Pro-L-Ala-NH-Fn-COOMe (3)

Dobiveni tripeptid 3 pripravljeni je produljenjem A-terminusa dipeptida 2 s L-Pro. U
njegovom 'H NMR-spektru primijeena je pojava Sest zasebnih signala u rasponu od & =
1,93-3,52 ppm koji se pripisuju prolinskim metilenskim protonima (B/B', y/y', 8/8"), a njihovi
metinski protoni javljaju se pri & ~ 4 ppm. Dodatna potvrda strukture pripravljenog spoja
jesu signali prolinskih [CHaPro (0= 60,98 ppm), CH»3 (0= 47,56 ppm), CHxB (0= 29,16 ppm)
te CHzy (8= 24,83 ppm)] kao i karbonilnih ugljikovih atoma iz novih amidnih veza pri & ~ 170
ppm u 3C-NMR-spektrima.

4.2.1. IR-spektroskopska analiza tripeptida 3

IR pripada molekulskoj apsorpcijskoj spektrometriji. Osnovni princip IR metode jest
pojava vibracija grupe atoma ovisna o prirodi njihovih medusobnih veza kao posljedica
djelovanja infracrvenih fotona. Razlicite vibracije odgovaraju razli¢itim energijama i molekule
apsorbiraju infracrveno zraCenje pri to¢no odredenim valnim duljinama i frekvencijama. IR-
spektar dijeli se na podrucéje funkcijskih skupina (4000-1400 cm™) gdje veéina funkcijskih
skupina apsorbira zracenje i podrucje otiska prsta (1400 - 600 cm™) karakteristicno za svaki
pojedini spoj kao cjelinu, odnosnosvaki spoj u ovom podrucju pokazuje jedinstveni oblik
apsorpcijskih vrpci.

Polozaj apsorpcijskih vrpci NH i CO skupina indikator je njihovog sudjelovanja u IHB.
U podrucju N-H isteznih vibracija vidljive su dvije vrpce razliCitih intenziteta od kojih se ona

iznad 3400 cmpripisuje slobodnim NH-skupinama, dok se vrpca ispod 3400 cm™ pripisuje
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asociranim NH-skupinama. NH skupine ukljucene u vodikove veze registrirane su signalima <
3400 cml. U IR-spektru registrirane su i karbonilne skupine (esterske ili amidne) u podrucju
ispod 1730 cm*Sto indicira na njihovo sudjelovanje u IHB (tablica 5).

Tablica 5. Istezne vibracije NH- i CO-skupina tripeptida 3

vNH vNH vCO vCO vCO

Spoj Formula
(slob.) | (asoc.) (ester) (amid I) | (amid II)
1555;,
3 Boc-L-Pro-L-Ala-NH-Fn-COOMe | 3419j 3311j 1705j 1674j 1503
]

*IR-spektri snimljeni su u CH2Clz, ¢ = 5x102 M.

Karakter asocijacija indiciranih apsorpcijskom vrpcom < 3400 cm™ analiziranog
biokonjugata ispitan je postupnim razrjedivanjem njegove diklormetanske otopine u rasponu
koncentracija 5x10% M do 3x103 M pri ¢emu se promatrao utjecaj smanjenja koncentracije
(razrjedenja) na omjer intenziteta signala asociranih i slobodnih NH-skupina. Primjecuje se
kako smanjenjem koncentracije dolazi do slabljenja vrpci asociranih i slobodnih NH-skupina
(slika 10). Omijer njihovih inteziteta s pocCetne 1,4:1 vrijednosti (pri najvecoj koncentraciji
otopine) mijenja se do vrijednosti 1,2:1 (pri najnizoj koncentraciji) iz ¢ega se moze
pretpostaviti intramolekulski angazman NH-skupina, popracen s nesSto intermolekulskih
vodikovih veza (agregata).

0

-10 -

Transmitancija (%)

-15 4

3400 3300 3200
Valna duljina(cm™)

Slika 10. Koncentracijski-ovisan IR-spektar biokonjugata 3

IR-spektri snimljeni su u CHxCl, [(—) ¢ = 5x102 M, (—) ¢ = 2,5x102 M, (—) ¢ = 1,25x107
M, () c=6,13x103 M, () ¢ = 3x103 M].
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4.2.2. NMR-spektroskopska analiza tripeptida 3

Kako bi se dobila jasnija predodzba o prirodi vodikovih veza u ispitivanom peptidu te
potvrdili nalazi IR-mjerenja provedena je detaljna NMR-spektroskopska analiza. To je metoda
koja omogucuje asignaciju amidnih protona iz Fca i Ala i pomaze predvidjeti koji je od tih
protona ukljuen u vodikovu vezu. Amidni protoni iz alaninske podjedinice (NHai)
predstavljeni su dubletima zahvaljujuci svojoj sprezi sa susjednim metinskim protonima, a
NHe, kao singleti. Poznato je kako NH-skupine koje sudjeluju u vodikovim vezama rezoniraju
pri 8> 7 ppm, a slobodne NH-skupine obi¢no su registrirane pri viSem polju. Takoder, treba
napomenuti i moguénost odstupanja od ovog pravila, ovisno o kemijskoj okolini donorske
NH-grupe. Osobitost pripravljenog biokonjugata 3 jest visok kemijski pomak NHr, (6= 8,46
ppm) Sto podrazumijeva sudjelovanje u vodikovim vezama. Osim toga NHaa (6=6,75 ppm)
registriran je pri nizem polju, Sto ponovno upuéuje na angazman u vodikovim vezama.
Takoder, treba istaknuti utjecaj temperature, polarnosti otapala i vodikovih veza na cis-trans
izomerizaciju oko imidne veze. Buduéi da je vec pri sobnoj temperaturi uocena pojava cis-

trans izomerizacije, NMR asignacija treba se provoditi pri nizim temperaturama (-15°C).

Uzimajuci u obzir da razrjedivanje i zagrijavanje pospjeSuju kidanje veza, karakter
vodikovih veza (inter- ili intramolekulski) indiciran rezultatima koncentracijski-ovisne IR-
spektroskopije dodatno je ispitan koncentracijski- i temperaturno-ovisnim *H NMR-spektrima.
Prilikom postupnog smanjenja koncentracije (50-6,25 Mm), nije uoena znatna promjena
kemijskih pomaka NHg, i NHaau tripeptidu 3 (slika 11). Zakljucujemo kako slaba ovisnost

kemijskog pomaka o koncentraciji upu¢uje na postojanje intramolekulskih veza.

Nadalje, signali amidnih protona homokiralnog tripeptida 3 pokazali su se i
temperaturno neovisnima. IzraCunate visoke temperaturne ovisnosti kemijskih pomaka
(A8/AT) NHg, ukazuju na njegovu pocetnu zaklonjenost od otapala, tj. sudjelovanje u
vodikovim vezama. Prethodnim mjerenjima koncentracijski ovisnih IR-spektara, te
koncentracijski- i temperaturno-ovisnih NMR-spektara indicirano je sudjelovanje NHr, u
intramolekulskim vodikovim vezama, kojima kojima se u ovom slucaju mogu pripisati visoki
izraCunati AS/AT omijeri (slika 12).
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Slika 11. Koncentracijska ovisnost kemijskih pomaka NHrn i NHaia
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Slika 12. Temperaturna ovisnost kemijskih pomaka NHen i NHaia

Jakost prethodno indiciranih intramolekulskih vodikovih veza u kojima kao donori
sudjeluju NHr, i NHaja ispitana je titracijom s DMSO, otapalom koje djeluje kompeticijski kao
snazan akceptor vodikove veze. U skladu s tim saznanjem, moze se utvrditi jakost postojecih
IHB-obrazaca. Tako se signali amidnih protona izloZenih otapalu pomjeraju u nize polje, a

kemijski se pomaci amidnih protona ukljuéenih u IHB, ovisno o jakosti, ne mijenjaju ili
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pokazuju neznatno odstupanje u prisutnosti DMSO. Prema prikazanoj ovisnosti kemijskih
pomaka NHg, i NHai 0 titraciji s DMSO i izraCunatih AS vrijednosti, joS jednom se potvrduje
postojanost IHB-obrazaca. Vrijednosti A§<0,5 ppm definiraju jake vodikove veze, dok su
vrijednosti nesto iznad 0,5 ppm pripisane srednje jakim vodikovim vezama. Zaklju¢no, NHen i
NHaa pripadajuceg tripeptida 3 sudjeluju u srednje jakim vodikovim vezama, pri ¢emu je
NHr U nesto jacim interakcijama Sto se moZze vidjeti iz njihovih izraCunatih promjena u

kemijskom pomaku (slika 13).

9.2 -
9.0
8.8
8.6
8.4
8.2

A8 =0.9 ppm

7.8 A

7.6 .-
7.4 A
7.2 &
7.0 1 “A A5 =1.12 ppm
6.8 «

0 10 20 30 40 50 60
DMSO (%)

5 (ppm)

Slika 13. DMSO-titracija tripeptida 3

Potencijalna uloga Pro kao zacetnika okreta u pripravljenom homokiralnom
biokonjugatu 3 ispitana je NOESY-spektroskopijom. NOESY predstavlja vrlo korisnu 2D NMR
tehniku kojom je moguée utvrditi prostorni odnos dviju jezgri &ija udaljenost nije ve¢a od 5A.
Naime odredivanje peptidnih sekundarnih strukturnih elemenata moguce je izvrsiti analizama
'H-1H NOE kontakata u njihovim NOESY NMR spektrima. NOESY-spektar peptida 3 pokazuje
kontakte NHen ---OCgoc koji se mogu pripisati 10-¢lanom intralan€anom prstenu (B-okretu).
Uzimajuéi u obzir kemijski pomak NHa. te njegov NOE-kontakt s tert-butilnom skupinom
mozemo pretpostaviti i tvorbu NHaa-*OCsoc IHB 7-Clanog prstena ili y- okreta (slika 14).
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Slika 14. NOE kontakti u tripeptidu 3

U skladu s rezultatima NOE-analize predloZzena je konformacija tripeptida 3 bazirana

na simultanim y- i B-okretima (slika 15).
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Boc-L-Pro-L-Ala-Fca-OMe (3)
Slika 15. Predlozene konformacije B- i y-okreta u tripeptidu 3

4.2.3. CD-spektroskopska analiza tripeptida 3

Cirkularni dikroizam (CD) je joS jedna pogodna metoda istrazivanja peptidnih
sekundarnih struktura pa je tako CD-spektroskopska metoda primjenjiva i u analizi kiralno
IHB

kromofora (A~ 480 nm) pa se CD-aktivnost ispitanih peptida uzima kao dodatna potvrda

organiziranih ferocenskih peptida. induciraju kiralno uredenje oko ferocenskog
predlozenih THB. Polozaj apsorpcijskih vrpci karakteristicnih za ferocenski kromofor (464 —
495 nm) ukazuje na kiralno uredenje ispitanog peptida. Jaki CD-signal tripeptida 3 indikacija
je visokouredene kiralne strukture, sto je u skladu s rezultatima provedenih mjerenja IR- i

NMR-spektroskopije Dodatkom DMSO doslo je do vidljivog gubitka CD-aktivnosti, Sto je u
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skladu s nalazima NMR-spektroskopije kojima je indicirana prisutnost srednje jakih IHB
peptidu 3 (slika 16).
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Slika 16. CD-spektar tripeptida 3 mjeren u CH.Cl, [(—) ¢ = 5x103 M; (----) c= 5x103 M uz
dodatak 20% DMSO]

u
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§5. ZAKLIUCAK



Na temelju provedenih spektroskopskih mjerenja mogu se pretpostaviti sliededi zakljucci:

1.

NajcesS¢i pristup sintezi peptidomimetika, umetanje rigidnih kalupa u peptidnu
strukturu s ciljem ograniavanja konformacijske slobode, primijenjen je u ovom
istrazivanju.

Zahvaljuju¢i specificnoj strukturi koja dopusta tvorbu IHB izmedu podandnih
peptidnih lanaca, 1,1'-disupstituirani ferocenski kalup pokazao se pogodnim za
indukciju struktura okreta u novosintetiziranom tripeptidu 3.

Tripeptid Boc-L-Pro-L-Ala-NH-Fn-COOMe (3) pripravljen je konjugiranjem ferocenske
aminokiseline s prirodnim dipeptidom Pro-Ala.

Detaljnom konformacijskom analizom u otopini ispitana je ovisnost konformacije o
homokiralnom aminokiselinskom slijedu te je istrazena uloga ferocena i Pro kao
zacetnika okreta.

Koncentracijski ovisnom IR-spektroskopijom registrirani su signali slobodnih NH (<
3400 cm™) i u vodikovim vezama angaziranih NH-skupina (> 3400 cm™). Postupnim
smanjenjem koncentracije dolazi do slabljenja vrpci asociranih i slobodnih NH-
skupina. Iz dobivenog omjera smanjenja inteziteta utvrdena je dominacija
intramolekulskih veza popracenih s neznatnim udjelom intermolekulskih agregata.
Koncentracijski- i temperaturno-neovisni kemijski pomaci NH-skupina [NHr, (8= 8,46
ppm), NHaa(8= 6,75 ppm)] upucuju na njihovo sudjelovanje u IHB.

Jakost prethodno indiciranih intramolekulskih vodikovih veza s NHr, i NHai ispitana je
titracijom s DMSO. Vrijednosti A5>0,5 ppm potvrduju postojanost srednje jakih IHB.
NOESY-spektar peptida 3 prikazuje kontakte NHg, --OCgoc Sto odgovara 10-Clanom
intralanCanom prstenu (B-okretu). NOE-kontakt NHaa. s tert-butilnom skupinom
upucuje na stvaranje NHaa ---OCsoc IHB 7-Clanog prstena (y- okreta).

CD-aktivnost sintetiziranog biokonjugata 3 sluzi za dodatnu potvrdu predlozenog IHB-
motiva, baziranog na IHB. Njegov jaki CD-signal indikacija je visokouredene kiralne
strukture i potvrda rezultata prethodno provedenih analiza. Nadalje, dodatkom DMSO
uocen je gubitak CD-aktivnosti sto je u skladu s rezultatima prethodnih mjerenja koji
su indicirali prisutnost srednje jakih IHB.
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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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