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1. UVOD

Proteini su najrasprostranjenije bioloske makromolekule. Nalaze se u svim stanicama
te posreduju u gotovo svakom procesu koji se odvija u stanici, pokazujuéi time gotovo
beskonacnu raznolikost funkcija. Enzimska kataliza, stvaranje i provodenje ziv€anih impulsa,
mehanicka c¢vrstoca, imunoloski odgovor, stanicno prepoznavanje, kontrola rasta i
diferencijacija su samo neki od bioloskih procesa u kojima sudjeluju proteini.! Ovakvu Siroku
lepezu funkcija peptida omogucava njegova strukturna raznolikost, dobro definirane
trodimenzijske strukture te sudjelovanje u interakciji s receptorima (protein-protein
interakcije) uspostavljanjem vodikovih ili van der Waalsovih veza.? Na prvi pogled, proteini
pokazuju izrazit terapeutski potencijal. Medutim, njihovu primjenu u terapeutske svrhe
sprjeCava njihova velika fleksibilnost, slaba metabolicka stabilnost i slaba apsorpcija nakon
oralne konzumacije.®> Kako bi se prevladala njihova nepovoljna farmakoloska i
biofarmaceutska svojstva te omogudila njihova klinicka primjena, sintetizirani su
peptidomimetici. Peptidomimetici su male peptidne ili nepeptidne molekule koje oponasaju
elemente peptidne sekundarne strukture odgovorne za molekulsko prepoznavanje, a samim
time i za bioloSku aktivnost. Pri tom kao ligandi oponaSaju ili blokiraju bioloski ucinak
peptidnog receptora i zadrZavaju sposobnost interakcije s bioloski ciljanim sustavima. U
odnosu na peptide, njihovi mimetici pokazuju veéu metabolicku stabilnost, bolju
bioraspoloZivost, veéu selektivnost i minimalne nuspojave. Jedan od najcesé¢ih nacina
priprave peptidomimetika je uvodenije rigidnih kalupa Cija je uloga "zakljucavanja" peptidne
konformacije i tvorba elemenata sekundarne strukture kako bi se ogranitila njegova
konformacijska fleksibilnost.Zadnjih 20-ak godina za pripravu konformacijski spregnutih
peptida koriste se 1,1-disupstituirani ferocenski kalupi koji imaju svojstvo induciranja
vodikovih veza izmedu peptidnih niti koje su na njih vezane. Tako sintetizirani biokonjugati
nazivaju se ferocenski peptidi. U sklopu ovog rada prikazat ¢e se upotreba standardnih
spektroskopskih metoda IR-, NMR- (ovisnim o koncentraciji, temperaturi i otapalu) i CD-
spektroskopije u konformacijskoj analizi ferocenskih peptida na primjeru homokiralnog
tetrapeptida Ac-L-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-L-Ala-Boc (1) i njegovog dijastereomera,
heterokiralnog tetrapeptida Ac-D-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-D-Ala-Boc (2). Kako se analizirani
tetrapeptidi medusobno razlikuju u kiralnosti Ala-Pro peptida vezanog na ferocen-1,1'-diamin
kao kalup, istrazit ¢e se i utjecaj strukture i kiralnosti peptidne okosnice na konformacijsko
uredenje biokonjugata zasnovano na uspostavljenim intramolekulskim vodikovim vezama

izmedu podandnih peptidnih lanaca.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Peptidni mimetici

Peptidi se intenzivno istraZzuju zbog svojih biokompatibilnih i bioaktivnih svojstava, te
velike bioloske i strukturne raznolikosti Sto ih €ini potencijalno dobrim terapeuticima.? Visoki
afinitet vezivanja, veca specificnost i manja toksicnost Cine peptide potencijalno potentnijim

molekulama za proizvodnju lijekova u odnosu na druge male molekule.

Ipak, unato¢ spomenutim prednostima, peptidi imaju i nekoliko ogranicenja koja ih
Cine nepogodnima za terapeutsku primjenu. Naime, pokazuju nisku metabolicku stabilnost
prema proteolitickim enzimima u gastrointestinalnom traktu i serumu uslijed ¢ega dolazi do
njihove razgradnje. Nakon oralne konzumacije slabo se apsorbiraju zbog relativno velike
molekulske mase, manjka specificnih membranskih prenosioca i kratkog vremena
zadrzavanja u organizmu. Takoder, polarni karakter peptida otezava njihov transport kroz
hidrofobne stanicne membrane. Osim toga, moguée su neZeljene nuspojave uzrokovane
konformacijskom fleksibilnoS¢u proteina i peptida. BioloSko djelovanje proteina (peptida)
posljedica je molekulskog prepoznavanja sa specificnim receptorom do kojeg moze dodi
samo ukoliko su kompatibilne njihove trodimenzijske strukture te polarnost.> Na zauzimanje
bioaktivne konformacije proteina znatnu ulogu ima okruzenje u kojemu se nalazi.® Primjerice,
ovisno o otapalu moZe se nabrati u konformaciju razlicitu od nativne te uspostaviti interakcije

s nezeljenim receptorima Sto rezultira nuspojavama.’

U cilju poboljSanja nepovoljnih farmakoloskih svojstva peptida i omoguéavanja njihove
klinicke primjene, dizajniraju se i sintetiziraju peptidomimetici, spojevi koji oponasaju
prirodne peptide u njihovoj interakciji s receptorima, a koji se najcesée definiraju na sljedece
nacine:

(1) Peptidomimetik je spoj koji kao ligand moZe oponasati ili blokirati bioloski ucinak
peptidnog receptora tako sto oponasa trodimenzijsku strukturu prirodnog proteina i zadrZava

sposobnost interakcije s bioloski ciljanim sustavima.

(2) Peptidomimetici su spojevi koji neovisno o svojoj kemijskoj strukturi imitiraju

strukturu f/ili biolosku aktivnost peptida.

U usporedbi s nativnim peptidima, peptidomimetici pokazuju vecu metabolicku
stabilnost, bolju bioraspolozivost, ve¢u selektivnost i minimalne nuspojave.® Postoji viSe
nacina priprave peptidomimetika: sustavna zamjena pojedinih aminokiselina s neprirodnim

aminokiselinama i njihovim mimeticima, zamjena redoslijeda pojedinih aminokiselina,



ciklizacija i uvodenje dvostrukih veza s ciljem ograni¢avanja konformacijske slobode,
modifikacija okosnice peptida, zamjena odredenih L—aminokiselina s D-aminokiselinama,
sinteza peptida s cis-konfiguracijom peptidne veze itd.° Cilj navedenih metoda je stvaranje
malih molekula koje oponasaju visoko uredene elemente sekundarne strukture (a-uzvojnica,

B- i y-okreta, B-nabrane ploce).

Do sada opcenito primjenjiva i uspjeSna metoda za kreiranje peptidomimetika
ukljucuje stvaranje konformacijski ograni¢enih analoga koji imitiraju konformaciju endogenih
liganda. Cilj ovakvog pristupa je ograniCavanje konformacijske fleksibilnosti peptida Sto
rezultira povecanim afinitetom i selektivnos¢u za zeljeni tip receptora, a time se izbjegava
medudijelovanje s neZeljenim receptorima. Ogranicavanje fleksibilnosti peptida moze se
posti¢i uvodenjem malih strukturnih ogranicenja koja ¢e ga "zakljucati" u bioloski aktivnoj
konformaciji. Najvaznije je odrediti koji su aminokiselinski ostatci u strukturi peptida
odgovorni za prepoznavanje i uspostavljanje interakcija sa receptorom, te samim time
odgovorni za biolosku aktivnost. Takva strukturna regija peptida odgovorna za farmakolosko
djelovanje naziva se farmakofor. Ostatak peptidne okosnice koji ne sudjeluje u interakciji s

receptorom sluzi za fiksiranje farmakofora u to¢no odredenom prostornom rasporedu.®

Zakljucavanje peptida u bioaktivnoj konformaciji najcesce se izvodi ugradnjom malih,
rigidnih molekulskih kalupa u neuredenu peptidnu sekvenciju, a koji imaju sposobnost
indukcije elemenata uredene sekundarne strukture. 1,1'-Disupstituirani feroceni pokazali su
se pogodnim kalupima za indukciju okreta razli¢itih veliina te stoga omogucuju pripravu

konformacijski spregnutih peptida.*®

2.2. Ferocenski peptidi

2.2.1. Ferocen

1951. godine slucajno je sintetiziran do tada nepoznat spoj koji sadrzi Zeljezo i dva
ciklopentadienilna liganda. Zbog reaktivnosti slicne benzenu, Woodward je novi spoj nazvao
ferocen [(CsHs)2Fe] (slika 1.).!! Otkrice ferocena i definiranje njegove sendvic-strukture moze
se smatrati pocetkom moderne organometalne kemije (organometalni spojevi su oni koji
sadrze barem jednu vezu metal-ugljik koja potjece iz organske molekule). Ferocen je spoj u
kojem je Zeljezov kation (Fe?*) smjeSten izmedu dva ciklopentadienilna liganda (Cp), te zbog
toga pripada skupini spojeva zvanih ,sendvic" spojevi.!%!! Ferocen je jedan od najstabilnijih
organometalnih spojeva i najkorisniji je medu metalocenima, te se stoga nalazi u sredistu

interesa bioorganometalne kemije. Odlikuje se elektrokemijskim svojstvima, lipofilnoScu,



niskom toksi¢noSc¢u kao i stabilnoS¢u u fizioloskim uvjetima.!? Stabilnost ferocenilne skupine
u vodenom i aerobnom mediju, mogucnost priprave velikog broja derivata te njegova
povoljna elektrokemijska svojstva ucinili su ferocen i njegove derivate vrlo popularnim

molekulama za biolosku primjenu i za konjugaciju s biomolekulama.*?
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Slika 1. Kemijska struktura ferocena.

2.2.2. Ferocenski biokonjugati sa aminokiselinama

Konjugiranje organometalnih spojeva s biomolekulama kao Sto su DNA, aminokiseline
i peptidi koristi se za dobivanje biokonjugata Cije znacajke ovise o svojstvima obiju vrsta
molekula. U takvim biokonjugatima, organometalni dio moze posluziti kao molekulski kalup
(eng. scaffold), kromofor, osjetljiva sonda, redoks-aktivno mjesto, bioloski marker, kataliticki
aktivno mjesto itd.!* Ferocen nudi brojne prednosti u odnosu na druge kalupe, a medu njima
su i jednostavna derivatizacija s biomolekulama, elektrokemijska reverzibilnost i stabilnost.
Ferocen se lako funkcionalizira na jednom ili na oba ciklopentadienilna prstena, s identi¢nim
ili razli¢itim supstituentima.!? Simetricno ili asimetri¢no disupstituirani biokonjugati ferocena
induciraju tvorbu visokouredenih helicnih struktura s visokom razinom supramolekulske

kontrole.

Za dobivanje funkcionaliziranih spojeva vazna je prostorna kontrola molekulske
samoorganizacije, a bitnu ulogu u oblikovanju molekulskih struktura ima regulacija vodikovih
veza zbog njihove prostorne usmjerenosti, specificnosti i reverzibilnosti. Aminokiseline i kratki
peptidi pokazuju mogucénost samoorganizacije, a tome pridonosi Cinjenica da imaju kiralne
centre te donore i akceptore vodikovih veza, Sto ih Cini pogodnima za kreiranje visoko

uredenih molekulskih agregata.!3

Studij ferocen-peptidnih biokonjugata omogucava razumijevanje nabiranja peptida i

utjecaja ferocenskog kalupa na takve strukturne i konformacijske promjene. Takoder,



dizajnirani su kako bi omogucili ne samo nabiranje peptida ve i zauzimanje visoko-uredene

molekulske strukture u pripadajuc¢im peptidomimeticima.

Ciklopentadienilni (Cp) prstenovi u ferocenu nalaze se na medusobnoj udaljenosti od
3.3 A, &to odgovara duljini vodikove veze u sekundarnoj strukturi B-nabrane ploce. Stoga se
uvodenjem dvaju peptidnih lanaca na dva Cp-prstena omogucava njihova medusobna
komunikacija putem intramolekulskih vodikovih veza (eng. Intramolecular Hydrogen Bond,
IHB) te tvorba elemenata sekundarne strukture (a-uzvojnice, B- i y-okreta ili B-nabrane
ploce). Najbolje prouceni IHB-prstenovi u ferocenskim peptidima sadrze 7, 10 ili 13 atoma, a

induciraju y- ili B-okret odnosno a-uzvojnicu.

Ako govorimo o peptidima koji su direktno vezani na ferocenski kalup [ferocen-1,1'-
dikarboksilna kiselina (Fcd), 1'- aminoferocen-1-karboksilna kiselina (Fca) i ferocen-1,1'-
diamin (Fcda), (slika 2.)], razlikujemo tri glavne vrste biokonjugata (I-III) (slika 3.) u kojima

je inducirana tvorba 10- , 12- ili 14- ¢lanih IHB-prstenova:!*
*  Fn-[CO-AK-OMe]: (I) izvedeni iz Fcd-kalupa, a sadrze 10-Clani IHB-prsten,
* Y-AK-Fca-AK-OMe (II) izvedeni iz Fca-kalupa, a sadrze 12-Clani IHB-prsten,

*  Fn-[NH-AK-Y]. (III) izvedeni iz Fcda-kalupa, a sadrze 14-Clani IHB-prsten.

©000H @NH2 @NH:

Fe Fe Fe
Fcd Fca Fcda

Slika 2. Ferocenski kalupi Fcd, Fca i Fcda. '

@ w\w @%&« @YL

Slika. 3. Ferocenski biokonjigati I-III.'



2.3. Spektroskopske metode

Metode instrumentalne analize, koje omogucavaju strukturnu karakterizaciju
organskih molekula koriStenjem elektromagnetskog zracenja valnih duljina infracrvenih (IR) i
ultraljubi¢astih  (UV) valova, mikrovalova i X-zraka, nazivamo spektroskopijom tj.
spektrometrijom.

Najcesce koristene spektrometrijske tehnike i njihova uloga su:*>?

» Infracrvena (IR) spektroskopija — koristi se za odredivanje funkcijskih skupina u
organskom spoju,

= UV/Vis-spektroskopija — prikazuje prisutnost n-konjugiranog elektronskog sustava
u molekuli,

* Nuklearna magnetska rezonancija (NMR) spektroskopija — daje specificno
uredenje svih ugljikovih (**C-NMR) i vodikovih atoma (*H-NMR) u molekuli.

= CD-ORD-spektroskopija — koristi se za identifikaciju kiralnih spojeva i njihove
konfiguracije, predvidanje sekundarne strukture bioloskih molekula (peptida,
proteina, nukleinskih kiselina) i sl.,

= Masena spektrometrija — ne koristi elektromagnetno zracenje, a sluzi za

odredivanje molekulske mase spoja.

Ovaj zavrsni rad detaljnije ¢e se baviti spektroskopskim metodama (IR, NMR i CD)
koje su primijenjene u konformacijskoj analizu biokonjugata ferocena i peptida, s naglaskom

na sekundarnu strukturu i vodikove veze pripravljenih mimetika.

2.3.1. IR-spektroskopija

Infracrvena (IR) spektroskopija je tehnika koja se temelji na vibracijama grupa
atoma, izazvanih apsorpcijom energije infracrvenih fotona.'® Takva energija nije dovoljno
velika da izazove prijelaz elektrona, ve¢ apsorpcijom infracrvenog zracenja dolazi do
pobudenja molekulskih vibracija, pa molekule pocinju jace vibrirati. Ovisno o prirodi veze,
kovalentne veze u molekulama stalno vibriraju i pri tome razlikujemo rastezne (uzrokuju
promjenu duljine veze) i deformacijske (uzrokuju svijanje veze, tj. promjenu veznog kuta)
vibracije. Razliite vibracije odgovaraju razli¢citim energijama, a molekule apsorbiraju
infracrveno zracenje pri to¢no odredenim valnim duljinama i frekvencijama karakteristi¢nim

za pojedinu kovalentnu vezu.

Apsorpcija IR-zraCenja ne dogada se kod svih molekulskih vibracija. Veza mora biti
polarna, odnosno mora imati dipolni moment koji stvara elektricno polje oko polarne veze i
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sluzi kao "antena" za apsorpciju IR- zracenja.'*® Polarna veza apsorbira foton jer i foton ima
oscilirajuce elektri¢no polje, pa dolazi do medudjelovanja dvaju elektricna polja. Infracrveno
podrucje spektra korespondira frekvenciji 8x10™> do 1x102cm.

IR-spektar je graf ovisnosti postotka transmitancije (odn. apsorbancije) o valnom
broju (vrijednost recipro¢na valnoj duljini) zraenja, a dobiva se prolaskom infracrvenog
zraCenja kroz uzorak u instrumentu koji se zove IR-spektrometar. Kada sva energija IR-
zraCenja prode kroz ispitivani uzorak transmitacija je 100%-tna, Sto znaci da molekula nije
apsorbirala zracenje. Da bi doSlo do apsorpcije energije, molekula se treba podvrgnuti
zraCenju frekvencije koja to¢no odgovara frekvenciji jedne od spomenutih vibracija. Kada su
vrijednosti postotka transmitancije nize, znaci da su molekule apsorbirale dio zracenja Sto se
prikazuje apsorpcijskim vrpcama u IR-spektru. IR-spektar se dijeli na podrucje funkcijskih
skupina (4000-1400 cm™) u kojem vecina funkcijskih skupina apsorbira zracenje i podrucje
otiska prsta (1400-600 cm?) za koje je karakteristicno da pokazuje jedinstveni oblik

apsorpcijskih vrpci pojedinih vrsta organskih spojeva.

Tehnikom IR-spektroskopije mogu se ne samo odredivati funkcijske skupine u
organskim molekulama vec i pratiti promjene unutar molekule (nestanak nekih funkcijskih
skupina i pojava novih), kao i pratiti mikrobioloSke promjene organskog uzorka rezultirane
kvarenjem, te usporedivati dobiveni spektri s onima u bazi. IR-spektar se koristi u
kombinaciji s ostalim spektroskopskim metodama kako bi se odredila to¢na struktura

molekule.

2.3.2. NMR-spektroskopija

NMR-spektroskopija odnosi se na podrucje frekvencije radiovalova (107-10° nm) i
uzrokuje izvrtanje jezgre atoma pod utjecajem magnetskog polja elektromagnetskog
zraCenja. Takvo izvrtanje jezgre iz jednog magnetskog usmijerenja u drugo, pod utjecajem
radiovalova, naziva se rezonancija. Rezonancija je sinonim izraza apsorpcija u IR-
spektroskopiji i oznacava apsorpciju energije vezane uz promjenu nuklearnih energijskih

stanja.’

Da bi jezgra mogla rezonirati nakon izlaganja vanjskom magnetskom polju i
radiozraenju mora imati neparan atomski ili neparan maseni broj Sto vrijedi za konstituente
biomolekula ili njihove izotope (vodik, ugljik, dusik i fosfor).'® S obzirom da su ugljik i vodik
najCes¢i elementi organskih spojeva, u NMR-spektroskopija najéesée se istrazuju jezgre
vodika (*H) i izotop ugljika (*3C).



NMR-spektar je graf koji prikazuje ovisnost apsorbirane energije o jakosti vanjskog
magnetskog polja, a mjeri se NMR-spektrometrom. Opcenito, *H NMR-spektar pruza Cetiri
vrste informacija: (1) broj signala govori o broju razliitih vrsta vodikovih atoma u molekuli,
(2) kemijski pomak ukazuje o kojoj se vrsti vodikovih atoma radi, (3) povrsina ispod signala
odgovara broju vodikovih atoma iste vrste dok (4) cijepanje signala ukazuje na broj
susjednih vodikovih atoma.®®

U peptidnoj kemiji NMR-spektar indicira prisutnosti ili odsutnost stabilne sekundarne
strukture. NMR-spektroskopskom analizom moguce je odrediti prirodu i obrasce vodikovih
veza u peptidima, pri ¢emu rezultati NMR-analize moraju podrzavati strukturne motive

indicirane IR-spektroskopskom analizom.

Sto je veta gustoca elektrona oko protona, proton ,osjeca" slabije efektivno
magnetsko polje, pa kazemo da su takvi protoni zasjenjeni. Protoni su razliCito zasjenjeni u
razliitom kemijskom okruzenju Sto uzrokuje razli¢itu rezonanciju. Zasjenjeni protoni
apsorbiraju pri viSem, a odsjenjeni pri nizem polju. Pojava vodikovih veza utjece na kemijski
pomak protona. Kemijski pomak O-H veza u alkoholima i N-H veza u aminima ovise o
koncentraciji; Sto je veca koncentracija molekule se nalaze na manjoj udaljenosti i populacija
intermolekulskih vodikovih veza izmedu molekula je veéa. Vodikova veza smanjuje gustocu
elektrona oko protona, te su takvi protoni odsjenjeni i apsorbiraju pri nizem polju. Kad se
alkoholi ili amini razrijede otapalima s kojima ne mogu uspostaviti vodikove veze, kidaju se
postojece intermolekulske veze, te njihovi protoni apsorbiraju pri viSim poljima. Stoga slaba

ovisnost kemijskog pomaka o koncentraciji upuéuje na postojanje intramolekulskih veza.

Takoder, Cesto koristena NMR metoda je i '3C NMR-spektroskopija koja sluZi za
detekciju ugljikovih atoma. Kemijski pomaci ugljika ¢esto su 10-15 puta vedi od pomaka

pripadajuceg protona jer je C-atom blize odsjenjujucoj skupini u odnosu na H-atom.

Osim spomenutih, 1D NMR metoda postoje i 2D NMR spektroskopske metode (npr.
COSY, NOESY, HMBC, HSQC) koje daju informaciju o prostornim odnosima atoma u molekuli.

U peptidnoj kemiji posebno je koristan NOESY NMR (engl. Nuclear Overhauser
Enhancement Spectroscopy), homonuklearna tehnika koja se temelji na sprezanju protona
kroz prostor.'® NOESY predstavlja vrlo korisnu tehniku kojom je moguce utvrditi prostorni
odnos dviju jezgri ¢ja udaljenost manja od 5 A&, te se stoga koristi za detekciju atoma
povezanih vodikovim vezama, a koji su na medusobnoj udaljenosti od ~3.3 A. Za
odredivanje peptidnih sekundarnih strukturnih elemenata upotrebljavaju se analize *H-!H
NOE kontakata u njihovim NOESY NMR spektrima.



2.3.3. CD-spektroskopija

CD-spektroskopija je mo¢na metoda koja se u kemiji i strukturnoj biologiji koristi za
odredivanje strukture proteina, polipeptida i peptida. U dalekim ultraljubi¢astim podrucjima
spektra tih molekula prevladavaju n — n* i m —n* prijelazi amidnih protona, na koje utjece

geometrija peptidne okosnice, a njihovi spektri su odraz prisutnih sekundarnih struktura.?°

CD-spektroskopija spada u kiroopticke metode ovisne o kiralnosti istraZivanog spoja.
Molekule ili predmeti su kiralni (optic¢ki aktivni) ako nisu identi¢ne svojoj zrcalnoj slici, Sto
podrazumijeva da ne posjeduju ravninu simetrije te da zakrecu ravninu polariziranog svjetla
za odredeni kut (a) pri odredenoj valnoj duljini (A) svjetla koje se koristi. CD (cirkularni
dikroizam) predstavlja razliku u apsorpciji lijevo cirkularno polariziranog svjetla (L-CPL) i
desno cirkularno polariziranog svjetla (R-CPL), a javlja se kod molekula koje imaju jednu ili
viSe kiralnih skupina koje apsorbiraju svjetlo, tzv. kromofor. CD-spektrometrija mjeri kruzni
dikroizam molekula u rasponu valnih duljina, a provodi se spektrometrom kruznog dikroizma
koji naizmjeni¢no mijeri apsorpciju L- i R-CPL obic¢no pri frekvenciji od 50kHz i racuna signal

kruznog dikroizma.

Mjerenja se provode u vidljivom i ultraljubicastim podrucju spektra praéenjem
elektronskih prijelaza. Ukoliko molekula ima kiralne kromofore tada dolazi do apsorpcije
jednog CPL-a u vecoj mjeri od drugog, i kod odredene valne duljine biljezi se CD-signal. CD-
signal je pozitivan ako je L-CPL apsorbirano u ve¢oj mjeri nego R-CPL, a negativan ako je u
manjoj.'® Iz dobivenih CD-spektara moZe se odrediti konformacija i kiralnost molekule,
predvidjeti sekundarna struktura proteina i drugih biomolekula, odrediti strukturne promjene

prilikom nabiranja ili odmatavanja proteina, praenje procesa vezivanja liganda, itd.

2.4. Konformacijska analiza homo- i heterokiralnih ferocenskih tetrapeptida 1 i
2

Konformacijska analiza dvaju ferocenskih biokonjugata tipa Ill, homokiralnog
Ac-L-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-L-Ala-Boc (1) i heterokiralnog Ac-D-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-
Pro-D-Ala-Boc (2), koji su u sklopu disertacije doc. dr. sc. Monike Kovacevi¢!* sintetizirani u
Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu, posluzit
¢e kao model za odredivanje prostornog uredenja i elemenata peptidne sekundarne

strukture.

Zajednicko strukturno svojstvo spomenutih ferocenskih tetrapeptida 1 i 2 je
prisutnost dipeptida Ala-Pro koji su vezani na NH-skupine iz ferocen-1,1- diamina (Fcda) kao
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kalupa. Kako je vidljivo na slici 4., terminalna amino-skupina jednog lanca zasticena je
voluminoznom tert-butoksikarbonilnom (Boc) skupinom, dok je terminalna amino-skupina na
drugom lancu zasti¢ena acetilnom (Ac) skupinom. Ova dva biokonjugata medusobno se
razlikuju po kiralnosti alanina (L-Ala i D-Ala) vezanog na L-prolin (slika 4.) pri ¢emu
homokiralni biokonjugat 1 sadrZi L-Ala, a heterokiralni biokonjugat 2 sadrzi b-Ala.

Konformacijskom analizom biokonjugata 1 i 2 istrazit e se utjecaj kiralnosti okosnice
na njihova konformacijska svojstva.

Me j\ Q Me O
@ e > o NI
E1 Me H1 L \(l)’ H1 Me
Fe , —0 )
@ b e
0 Me O 0 Me O

(1) Ac-L-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-L-Ala-Boc (2) Ac-D-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-D-Ala-Boc

Slika 4. Struktura homokiralnog tetrapeptida 1 i heterokiralnog tetrapeptida 2

Alanin je odabran kao najmanja kiralna aminokiselina, dok je prolin dobro poznat kao
zaCetnik 10-Clanog B-okreta u peptidima koji se sastoje od Pro-Xak sekvenci (Xak= Pro, Gly,
Asn, Ala).?! Pobocni ogranak prolina vezan je za N-atom glavnog lanca zatvarajuci pirolidinski
prsten, Sto ograni¢ava rotaciju oko N-Ca veze. Zbog izostanka amino-skupine, prolin ne
sudjeluje u tvorbi vodikovih veza kao donor. Veliki broj istrazivanja peptida koji sadrze Pro
ukazuju da stereokemijsko okruzenje znacajno utjeCe na obrasce vodikovih veza, a samim

time i na mogucnost indukcije okreta.

2.4.1. IR spektroskopska analiza tetrapeptida 11i 2

IR-spektroskopija daje pouzdan uvid u konformacijski prostor peptida u otopini. Ovom
metodom odredujemo sudjeluju li peptidne NH- i CO-skupine u vodikovim vezama, a moguce
je odrediti i karakter vodikove veze (intra- ili intermolekulski) u kojoj sudjeluju. Apsorpcijske
vrpce amidnih skupina detektirane u podrucéju nizem od 3400 cm pripisuju se asociranim
NH-skupinama, dok se slobodne NH-skupine (one koje nisu uklju¢ene u tvorbu vodikovih

veza) detektiraju apsorpcijskim vrpcama u podrucjima visim od 3400 cm'
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Apsorpcijske vrpce u IR-spektrima tetrapeptida 1 i 2 koje se javljaju pri ~3430 cm™ i
~3250-3300 cm™ (tablica 1.) ukazuju na postojanje i slobodnih i asociranih NH-skupina.?!-?2
Nadalje, kod oba ispitana tetrapeptida uocljiv je slabiji intenzitet isteznih vibracija slobodnih
NH-skupina iznad 3400 cm'?, te jaci intenzitet apsorpcijskih vrpci asociranih NH-skupina ispod
3300 cmL.H

Detektirane karbonilne skupine u spojevima 1 i 2 apsorbiraju pri valnim duljinama
nizim od 1730 cm™ Sto ukazuje na njihovo potencijalno sudjelovanje u vodikovim vezama.
Takoder, prema literaturnim navodima asocirane uretanske karbonilne skupine javljaju se
ispod 1700 cm?, Sto dopusta mogucnost da uretanske skupine (-NH-CO-0-) iz peptida 1 i
2 koje su apsorbirale pri viSim valnim duljinama 1707 i 1706 cm™ nisu uklju¢ene u vodikove

Veze.

Tablica 1. Istezne vibracije* NH- i CO-skupina tetrapeptida 1 i 2.1

Spoj Formula (sl(l;:l.l) (aslt?:.l)‘ (an‘:({:; ) (anriccll) 1
1 Ac-L-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-L-Ala-Boc 3427sr 3300j 1707 1571
3253sr 1684 1506

1633 1486

1465

> Ac-D-Ala-1L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-D-Ala-Boc 3425sr 3304j 1706 1572
3254sr 1684 1505

1633 1485

1457

*[R-spektri snimljeni su u CH2Cl2, ¢ = 5x102 M

2.4.1.1. Koncentracijski ovisni IR-spektri tetrapeptida 1i 2

Karakter vodikove veze (inter- ili intramolekulski) odreduje se mjerenjem
koncentracijski ovisnih IR-spektara. Takvi IR-spektri pokazuju utjecaj razrjedenja ispitivanog
uzorka na postojece vodikove veze. Naime, intermolekulske vodikove veze (one koje se
uspostavljaju izmedu samozdruzenih molekula) cijepaju se tijekom postupnog razrjedivanja
Sto uzrokuje smanjenje intenziteta NH-signala u podrucje nizem od 3400 cm™. Kod prisutnih
intramolekulskih vodikovih veza (one koje se uspostavljanu unutar iste molekule i pridonose
konformacijskom uredenju) njihov intenzitet razrjedivanjem slabi proporcionalno slabljenju
signala slobodne NH-skupine. Dakle, intenzitet NH-skupina asociranih (NHasc) U
intermolekulske vodikove veze, u odnosu na intenzitet slobodnih NH-skupina (NHsiob),

izrazenije se smanjuje uslijed razrjedivanja.?? Karakter vodikove veze u navedenim
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konformerima odreduje se iz omjera intenziteta vrpci slobodnih i asociranih NH-skupina

ispitivanih uzoraka.

Diklormetanske otopine ispitivanih tetrapeptida postupno se razrjedivane u
koncentracijskom rasponu 5x102 M — 3x103 M pri ¢emu se promatraju promjene signala
NHasoc i NHsiob. Iz dobivenih koncentracijski-ovisnih IR-spektara (slika 5.) vidljivo je da signali
slobodne i asocirane NH-skupine slabe proporcionalno, a takvo ponasanje sugerira da

asocirane NH-skupine oba konformera sudjeluju u intramolekulskim vodikovim vezama (IHB).

Valna duljina (nm)
Ac-L-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-1.-Ala-Boc (1°) | Ac-D-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-D-Ala-Boc ( 2)

Transmitancija (%)

.30 4

-35

-45 T T T T T T T ' T T T T T T T 1

*IR—spcklri snimljeni su u CH>Cl, [(—) ¢ = 5%107 M. () € = 2.5x102 M. (e -
1,25%10° M, (--) ¢ = 6,13x10° M, (- ) ¢ =3x10" M].

Slika 5. Koncentracijski ovisni IR-spektri* biokonjugata 1 i 2.1

2.4.2. NMR-spektroskopska analiza tetrapeptida 1i 2

Nakon Sto se IR-spektroskopijom utvrdi sudjelovanje NH-skupina u IHB, provodi se
NMR-spektroskopska analiza kojom se, osim asignacije svih vodikovih atoma u molekuli,
utvrduje i koje od prisutnih NH-skupina sudjeluju u vodikovim vezama te se stjece jasniji
uvid u IHB-obrasce. Formiranje vodikove veze utjeCe na kemijski pomak protona asociranih
NH-skupina, tako Sto vodikova veza odsjenjuje proton koji stoga rezonira pri nizem polju,?!
odnosno signal se pomice u nize polje i ima visi kemijski pomak. Dakle, kemijski pomaci (5)
asociranih amidnih protona visi su u odnosu na kemijske pomake slobodnih amidnih protona.
Preciznije, u literaturi je opisano da se signali asociranih NH-skupina javljaju pri >7 ppm,

dok su slobodne NH-skupine registrirane pri 6<7 ppm.!* Medutim, na kemijski pomak
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amidnih protona utjece i ukupna kemijska okolina skupine te su stoga moguca odstupanja od

gore navedenih okvira.

Kako su u NMR-spektrima tetrapeptida 1 i 2 kemijski pomaci amidnih protona vezanih
izravno za ferocen (NH'g, i NH?) registrirani pri 3>9 ppm, sugerirana je njihova participacija
u vodikovim vezama.

S druge strane, zabiljeZeni kemijski pomaci Ala-NHac protona u visem polju (& =6.20-
6.52 ppm), sugeriraju manju vjerojatnost sudjelovanja u vodikovim vezama. Drugim rije¢ima,

dobiveni rezultati upucuju da je asocijacija NH*aa i NH?Aa protona u vodikovim vezama slabo

vjerojatna, ali ne i potpuno iskljucena.?

Nizi kemijski pomak (& =5.18— 5.41 ppm), primijeCen je kod Ala-NHsg.c protona sto se

pripisuje specificnom kemijskom karakteru Boc-zastitne skupine.

Tablica 2. Kemijski pomaci (5)* amidnih protona tetrapeptida 1 i 2

(NH'y,) | (NH’g,) | (NH'y,) | (NHY )
8 (ppm) | 8 (ppm) | 3 (ppm) | & (ppm)
1 Ac-L-Ala-L-Pro-NH!-Fn-NH>-L-Pro-L-Ala-Boc 9.36 9.29 6,20 5,18

Spoj Formula

5 | Ac-D-Ala-L-Pro-NH'-Fn-NH’-L-Pro-D-Ala-Boc 9,28 9.21 6,52 5,39

*NMR-spektri snimljeni su u CDCl3, ¢ = 5x102 M, 298 K

Kako bismo dodatno definirali prirodu vodikovih veza u ispitanim tetrapeptidima,
dobivene rezultate potkrepljujemo mjerenjem koncentracijski- i temperaturno-ovisnih
'H-NMR-spektara. Naime, razrjedivanjem ili zagrijavanjem cijepaju se intermolekulske

vodikove veze Sto uzrokuje pomak amidnih protona u vise polje.

2.4.2.1. Koncentracijski-ovisna NMR-analiza tetrapeptida 1i 2

Iz koncentracijski ovisnih NMR-spektara (slika 6.) vidljivo je da nema promjene
kemijskog pomaka NH-protona vezanih na ferocensku jezgru (NH' i NHZ%:) uslijed
razrjedivanja ispitivanog uzorka s CDCls Sto iskljuCuje moguénost njihovog sudjelovanja u
intermolekulskim vodikovim vezama i istovremeno potkrepljuje indikaciju o intramolekulskom

karakteru vodikove veze, prethodno postavljenoj IR-analizom.
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Slika 6. Koncentracijska ovisnost kemijskih pomaka amidnih protona NH!, i NH?%, iz
tetrapeptida 1 (= NH!,, O NH%:) i 2 (®NHg,, o NH?%:, )1

Nadalje, na slici 7. koja prikazuje koncentracijski-ovisne NMR-spektre heterokiralnog
peptida 2 uocCavaju se ostri signali, nepromijenjeni kemijski pomaci NHg, i Ala-NHgoc protona
te neznatno promijenjeni kemijski pomaci Ala-NHac Sto potvrduje rezultate IR-spektrokopije
prema kojima se analizirani tetrapeptidi medusobno ne povezuju intermolekulskim vodikovim

ve€zama.

NHz,* g NH, ¢ Ala-NH,, Ala-NHg,,

@ ) @
J\A D T TR T A FPTron 1TmM
® o™ A

50mM

Ac-D-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-D-Ala-Boc (2)

Slika 7. Koncentracijska-ovisnost kemijskh pomaka NH-protona heterokiralnog tetrapeptida
2.21

2.4.2.2. Temperaturno-ovisni NMR-spektri tetrapeptida 1i 2

Kao Sto je vec ranije spomenuto, zagrijavanje dovodi do cijepanja intermolekulskih
vodikovih veza, s tim da pri viSim temperaturama dolazi do cijepanja i intramolekulskih

vodikovih veza i razmotavanja uredenih peptida. Protoni iz amidnih skupina koji sudjeluju u
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vodikovim vezama zaklonjeni su od otapala, a kako se zagrijavanjem te vodikove veze

cijepaju proton postaje izloZzen otapalu Sto uzrokuje pomak njegovog signala u vise polje.

U temperaturno-ovisnim NMR-spektrima tetrapeptida 1 i 2 (slika 8.) uocena je
neznatna promjena kemijskih pomaka (A8 < 0,5 ppm) amidnih protona uslijed zagrijavanja u
temperaturnom rasponu 258-328K. Takav rezultat upucuje ili na sigurno sudjelovanje

protona u jakim IHB ili da protoni uopée ne sudjeluju u vodikovim vezama.?!22

o (ppm)

9 l:l—_'ﬁ-::l_mth‘ﬂ‘ﬁ‘\_ 1 = 0.41
' NH."> = 0.32

8 -

7

e e

Tt ——=—Ala-NH,_ A5=04

A

A — A

AHAHA%AAIa-NHT AS5=0.19
260 280 300 320 340
Temperatura (K)

Slika 8. Temperaturna ovisnost amidnih protona NHg, i NH?%q, iz tetrapeptida 2.

2.4.2.3. Temperaturni koeficijenti (A5/AT) tetrapeptida 1i 2

Na temelju ovisnosti kemijskih pomaka o temperaturi (temperaturni koeficijent,
A3/AT) odreduje se izlozenost NH-skupina otapalu i zakljuuje o njihovoj inicijalnoj
ukljucenosti u vodikove veze. Niski temperaturni koeficijenti (-2.4 + 0.5 ppb/K) odgovaraju i
izlozenim i zaklonjenim NH-skupinama u kratkim peptidima. Visoki temperaturni koeficijenti
odgovaraju NH-skupinama koje su u pocetku bile zaklonjene od otapala (zbog sudjelovanja u
intermolekulskim vodikovim vezama u samozdruzenim peptidima ili zbog sudjelovanja u
intramolekulskim vodikovim vezama odgovornim za nabiranje peptida u uredene

konformacije), a zagrijavanjem su postale izloZzene otapalu zbog cijepanja vodikovih veza.

Povecane temperaturne ovisnosti koncentracijski-neovisnih NH!s, i NHZ%;, protona
podrzavaju indikaciju o njihovom sudjelovanju u intramolekulskim vodikovim vezama pri

nizim temperaturama (slika 9).
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Nadalje, primijeCena je veca temperaturna ] B

ULk
g4 [ Ala-NH..
B Ala-NH

ovisnost D-Ala-NHac protona iz heterokiralnog peptida 2 -104
u odnosu na L-Ala-NHac iz homokiralnog dijastereomera
1 Sto se pripisuje njegovoj participaciji u IHB. Osim
toga, signal D-Ala-NHa. protona se blago pomaknuo
prema nizem polju (5 ~ 6.5 ppm) u odnosu na signal
L-Ala-NHac protona (8 ~ 6.2 ppm).

Takoder, primijeCena je i razlika u amidnim

rezonancijama homo- i heterokiralnog tetrapeptida

uslijed zagrijavanja, Sto indicira konformacijske razlike

Temperaturni koeficjent(ppb/K)

uzrokovane razli¢itom kiralnosti okosnice tetrapeptida.

0-

Dok su kod homokiralnog konformera 1 signali 1 2

rezonancija amidnih protona ostali razdvojeni, kod

v ) .. Slika 9. Amidni temperaturni
heterokiralnog konformera 2 uocCeno je njihovo P

koeficijenti homokiralnog (1
srastanje.? ) 9 (1)

i heterokiralnog (2) tetra-

peptida. (c = 2,5x102 M u
konformacijski obrazac homo- i heterokirainih peptida CDCl; , 258-328 K ).22

Prema tome, Zzakljucujemo da je na

utjecala razlicita kiralnost peptidne okosnice.

2.4.2.4. Titracija tetrapeptida s DMSO

Nakon sto je IR- i NMR-analizom snazno sugeriran intramolekulski karakter vodikovih
veza (IHB) u tetrapeptidima 1 i 2, u nastavku se ispituje njihova jakost. Jakost IHB u
tetrapeptidima ispitana je titracijom njihovih 25 mM otopina u CDCl3 s polarnim otapalom
DMSO. DMSO se, zahvaljujudi prisutnosti slobodnih elektronskih parova na kisikovom atomu,
ponasa kao snazan akceptor vodikove veze, te moze izazvati razmotavanje uredene peptidne
strukture. Naime, kada se u otopinu peptida u CDCl; doda otapalo s kojim peptid ne moze
uspostavljati vodikove veze dolazi do cijepanja postojecih intermolekulskih vodikovih veza Sto
uzrokuje pomak signala amidnih protona u vise polje.*® Medutim, dodatkom kompeticijskog
polarnog otapala kao sto je DMSO dolazi do cijepanja i inter- i intramolekulskih vodikovih

veza i solvatacije izloZzenih NH-protona s otapalom te oni apsorbiraju pri nizem polju.?!

Prilikom postupne titracije otopina tetrapeptida 1 i 2 s DMSO (1,96-56%) ocekuje se
povecanje kemijskog pomaka onih protona koji su izlozeni polarnom otapalu DMSO, dok se
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kemijski pomak protona koji su ukljuceni u jake intramolekulske vodikove veze znacajno ne
mijenja.

Postupnom titracijom peptida 1 i 2 s DMSO signali asociranih NHg, protona pomicu se
u suprotnom smijeru Sto ukazuje na razli¢itu konformaciju. Dok se signali NHg, iz
homokiralnog peptida 1 neznatno pomicu u nize polje, signali NHg, iz heterokiralnog peptida
2 pomicu se u viSe polje. Relativno neobi¢an pomak u viSe polje pripisuje se zasjenjujuc¢em
utjecaju karbonilnih skupina.'* Nadalje, inicijalnom titracijom s DMSO nije zabiljezena
promjena kemijskog pomaka. Tek u prisutnosti 10% DMSO signal se pomice u viSe polje, Sto
je karakteristika zaklonjenih NH-skupina, odnosno NH-skupina ukljucenih u IHB.

Kako je vidljivo na slici 10., NHr, iz homokiralnog tetrapeptida 1 ostali su zaklonjeniji
od DMSO (A8<0.17) u odnosu na NHg, iz heterokiralnog tetrapeptida 2 (A8<0.28) Sto je

dokaz njihovog sudjelovanja u nesto jacim IHB.

6 (ppm)
9,8

9,7 1
9,6 4

0.5 ,~0-0"%" . oD

9 ::[...l — :: —n NHZ,(1)
9,4 {gum”® " NH(1)

5

9,34
.... ,
()"I_R,(JU(:Hu OG-~ O
&= ge

0
o]

ol o 9 o NHE(2)

9,0 e NH(2)
8.9 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
% DMSO

Slika 10. Titracijske krivulje NHey-skupina tetrapeptida 1 i 2 kao rezultat dodatka DMSO.*

1z titracijskih krivulja peptida 1 (slika 11.) vidljiv je pomak signala amidnih protona u
nize polje kao i visok stupanj osjetljivosti Ala-NHgo/ac Skupina na otapalo (A8=1.64-1.9) Sto
implicira njihovo nesudjelovanje ili eventualno sudjelovanje u slabim IHB. Kemijski pomaci
Ala-NHgo/ac Skupina peptida 2 (slika 11.) u niza polja (A8~1.28-1.9) ukazuju na njegovu

izlozenost otapalu kao i u sluc¢aju dijastereomera 1.
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Slika 11. Titracijske krivulje svih amidnih skupina iz homokiralnog (1) i heterokiralnog (2)
tetrapeptida kao rezultat dodatka DMS0.2122

2.4.2,5. NOESY-NMR

Dosad dobiveni rezultati provedenih spektroskopskih analiza upu¢uju na sudjelovanje
NH, i NH%, iz homo- (1) i heterokiralnog (2) peptida u jakim intramolekulskim vodikovim

vezama (IHB) dok je IHB-angazman protona iz NH*aa i NH?a pod upitnikom.

Kako bismo stekli bolji uvid u konformaciju i IHB-obrasce u analiziranim peptidima
provodi se NOESY-analiza. Analizom NOE kontakata (u NOESY NMR spektru) NH-skupina
koje sudjeluju u vodikovim vezama moguce je predloziti konformacije ispitivanih tetrapeptida
1i2

Iz snimljenih NOESY spektara homokiralnog tetrapeptida 1 (slika 12.) dobiveni su
NEO-kontakti: NH'—NHaa2, NH?—NHaa1, NHaia1—CH3aa2 i NHaa2—CH3aa. Uz korelaciju s ostalim
dobivenim rezultatima indicirane su IHB NH!*"*OCpaz i NH2"*OCac. Prostorna udaljenost
akceptorskih skupina NH*—NHaa2 kod heterokiralnog tetrapeptida 2 (slika 13.) dopusta tvorbu
NH!***OBu IHB, odnosno NHaa2'"*OCaa: IHB. Dobiveni NOE-kontakt dviju akceptorskih
skupina NH?—NHaa1 moZe se pripisati NHaja1***OCain2 IHB.
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Slika 12. NOE-kontakti u otopini homokiralnog peptida 1. Predlozene IHB prikazane su
crtkano.*
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crtkano.*

20



2.4.3. CD-spektroksopska analiza tetrapeptida 1i 2

Spektroskopska metoda cirkularni dikroizam (CD) koristi se za odredivanje
sekundarnih strukturnih elemenata u kiralnim peptidima, te je primjenjujemo kao dodatnu
potvrdu predlozenih intramolekulskih vodikovih veza. Iz dosadasnjih istrazivanja ferocenskih
peptida, primijeCeno je povecanje intenziteta vrpci oko 480 nm prilikom IHB-induciranog
kiralnog uredenja peptida. Stoga je poloZaj apsorpcijskih vrpci karakteristicnih za ferocenski
kromofor (465 — 471 nm) ukazuje na kiralno uredenje ispitanih tetrapeptida.

Prema literaturi, proksimalna aminokiselina (u ovom slucaju Pro) odreduje usmjerenje
uzvojnice, a distalna aminokiselina (Ala) samo pomaze u indukciji ferocenske kiralnosti.
Konjugati koji imaju L-Pro vezan na ferocensku jezgru poprimaju Aheli¢nu strukturu, a oni
koji u svom sastavu imaju D-Pro poprimaju M-helicnu strukturu. Drugim rijeCima, ako je
proksimalna aminokiselina L-konfiguracije tada se javlja pozitivan Cottonov efekt i desno

orjentirana uzvojnica.?

Izrazita CD-aktivnost tetrapeptida 1 i 2 bila je ocekivana, s obzirom da su dosad
provedene metode utvrdile prisutnost jakih IHB, a time i visok stupanj kiralnog uredenja.
ViSestruko povecane vrijednosti Cottonovih efekata homokiralnog tetrapeptida 1 (slika 14.) u
odnosu na heterokiralni tetrapeptid 2 upucuju na postignuti visi stupanj kiralnog uredenja

induciranog jacim IHB, Sto je u skladu s prethodno opisanim rezultatima IR- i NMR-analize.

Tablica 3. UV/Vis-signali i CD-vrpce* tetrapeptida 1 i 2.1

Amax/ DM [0 ]/ deg cm” dmol™
Spoj Formula CH.CL + CH,CL +
CH.ClL CHxCl,
DMSO DMSO
1 Ac-L-Ala-L-Pro-NH'-Fn-NH’-L-Pro-L-Ala-Boc 465 470 56293 45044
5> | Ac-D-Ala-L-Pro-NH'-Fn-NH’-L-Pro-D-Ala-Boc | 471 469 8810 6690

*CD-spektri mjereni su u CH2Clz (c = 5x10-3M ) uz 20 % DMSO

Jakost prisutnin IHB ponovno je ispitana titracijom sa DMSO, prateéi promjene
Cottonovog efekta. Kao Sto je ve¢ spomenuto, DMSO je polarno otapalo koje moze izazvati
cijepanje intramolekulskih vodikovih veza i uzrokovati razmotavanje uredene strukture ¢ime
se naruSava kiralna organizacija, a Sto dovodi do smanjenja CD-aktivnosti. Redukcija
intenziteta Cottonovih efekata tetrapeptida 1 i 2 za manje od 30% podrZzava pretpostavku o

njihovoj stabilizaciji jakim IHB.
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Slika 14. CD-spektri tetrapeptida 1 i 2 u CH.xCl; [c = 5x10-3M (puna crta)] te uz dodatak

20 % DMSO (isprekidana crta)
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3. ZAKLJUCAK

¢ Konformacijskom analizom homokiralnog Ac-L-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-L-Ala-Boc (1) i
heterokiralnog tetrapeptida Ac-D-Ala-L-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-D-Ala-Boc (2)
spektroskopskim metodama (IR, NMR, CD) utvrdeno je da alteracija kiralnosti okosnice
utjeCe na krajnju konformaciju peptida:

e Koncentracijski-neovisni IR- i NMR-spektri ispitivanih peptida sugeriraju njihovu
stabilizaciju intramolekulskim vodikovim vezama (IHB).

e Visoka temperaturna ovisnost koncentracijski-neovisne D-Ala-NHac skupine heterokiralnog
konformera 2 dodatno podrZava pretpostavku o njegovom sudjelovanju u IHB. Nasuprot
tome, kemijski pomak u visa polja i slabija temperaturna ovisnost L-Ala-NHac skupine iz
homokiralnog konformera 1 odgovara smanjenom potencijalu te skupine za sudjelovanje
u IHB.

e Titracijom s DMSO ne dolazi do promjene kemijskih pomaka NH-skupina vezanih na
ferocen Sto govori u njihovom sudjelovanju u jakim IHB.

e NOESY-analiza ukazuje na postojanje dviju interlancanih IHB izmedu NHf,"**OCua i
NHZ%, " *OCac U tetrapeptidu 1 Sto rezultira 13-Clanim, odnosno dvama 10-Clanim IHB-
prstenovima.

e Tetrapeptid 2 stabiliziran je kroz pet IHB. Od toga su dvije intralan¢ane (NH!---OCap: i
NH?--OCai2) i formiraju 7-Clani prsten, odnosno dva y-okreta; dvije su interlancane
(NHa2---OCaia2 i NH?12---OCai1) i formiraju dva 16-Clana prstena te jedan 13-Clani IHB-
prsten proistekao iz veze NH'gn:+-Ogoc.

e Jaki pozitivni Cottonov efekti (8810-56293 deg cm?/dmol) pri A ~ 465 nm u CD-spektrima
analiziranih biokonjugata, Ciji se intenzitet nije znacajno smanjio dodatkom DMSO,

indicira prisutnost visokouredenih stabilnih ( A)-uzvojnica.
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Izjava o izvornosti

Izjiavliujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat majeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onifi koji su u njemu navegers.
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