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1. UvOD

Razumijevanje koncepta i namjene peptidomimetike zapocinje od razumijevanja strukture
i funkcije proteina. U tu svrhu potrebno je napraviti korak unatrag i krenuti od njihovih
osnovnih karakteristika i zada¢a u zivim organizmima. Proteini su osnovni i najvazniji
makromolekulski sustavi u zivom svijetu. Osim gradevne uloge, najbitnije funkcije su im
sudjelovanje u biosintetskim putevima, katalizi kemijskih reakcija, prijenosu informacija te
odrzavanju stani¢ne homeostaze.

Nabiranje proteina i peptida u uredene 3D-strukture komplementarne strukturama
receptora i/ili liganda temelj je njihove funkcionalnosti. Znaju¢i da sudjeluju u mnostvu
iznimno bitnih reakcija u ljudskom organizmu, razmatrani su i testirani kao potencijalni
kandidati za lijekove. Medutim, primjena peptida u terapeutske svrhe nailazi na zapreke uslijed
njihove konformacijske fleksibilnosti 1 proteoliti¢ke nestabilnosti. Posljedica konformacijske
fleksibilnosti je zauzimanje brojnih razli¢itih konformacija koje mogu biti komplementarne
neZeljenim receptorima (Sto ¢e uzrokovati neZeljene nuspojave) ili veznim mjestima
proteoliti¢kih enzima (uslijed ¢ega dolazi do hidrolize na manje, inaktivne fragmente).

Da bi se prevladale spomenute zapreke, peptidi se podvrgavaju strukturnim modifikacijama
¢iji je cilj ograniciti konformacijsku fleksibilnost i zakljucati strukturu u zeljenoj bioaktivnoj
konformaciji. Rezultat takvih modifikacija su peptidomimetici, proteinske ili neproteinske
molekule pomocu kojih se oponasaju elementi prirodnih peptidnih struktura koji su klju¢ni za
molekulsko prepoznavanje, a pri ¢emu se zadrzava ili ¢ak poboljsava njihova bioloska
aktivnost.

U ovom ¢e radu biti opisana sinteza i strukturna karakterizacija ferocenskih
peptidomimetika 3—6 sacinjenih iz metil 1'-aminoferocen-1-karboksilata kao zacetnika okreta

te homo i heterokiralnih Pro-Ala dipeptida.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Proteini i peptidomimetici

Proteini su polimeri gradeni od niza aminokiselina koje su medusobno povezane peptidnom
vezom [slika 1(a)]. Pri sintezi se spontano nabiru u specifi¢nu trodimenzijsku strukturu koja je
ponajvise diktirana primarnom strukturom tj. redoslijedom aminokiselinskih ostataka. Kao
posljedica tvorbe vodikovih veza izmedu C=0 i1 N-H skupina iz okosnice slazu se u pravilne
sekundarne ponavljajuce strukture poput a-uzvojnice, B-nabrane ploce i okreta [slika 1(b)]. S
obzirom da svaka od 20 proteinogenih aminokiselina (osim glicina) ima bo¢ne ogranke koji se
razlikuju po obliku, naboju, hidrofobnosti i reaktivnosti, izmedu udaljenih dijelova okosnice
ostvaruju se hidrofobne interakcije, vodikove veze, disulfidni mostovi i ionske veze S$to
omogucava uspostavu tercijarne strukture kao viSeg elementa u proteinskoj arhitekturi [slika
1(c)]. Pojedini peptidi dodatno se mogu povezati nekovalentnim vezama tvore¢i kvaternu

strukturu [slika 1(d)] gdje svaki pojedini polipeptidni lanac predstavlja jednu podjedinicu [1].
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Slika 1. Strukture proteina: a) primarna struktura, b) sekundarna struktura [a-uzvojnica

(lijevo), B-nabrana ploca (desno)], c) tercijarna struktura, d) kvaterna struktura [4].

Poznato je da su proteini makromolekule u kojima se, primjerice kod prosjecnog eukariota,
nalazi oko 470 aminokiselina [2]. Vazno je, medutim, imati na umu da sve aminokiseline iz
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proteina nemaju ulogu u njegovoj funkcionalnosti, odnosno ne sudjeluju sve aminokiseline u
interakciji s ligandom 1/ili receptorom. Uobicajeno je za uspostavljanje bioloski esencijalnih
protein-protein interakcija zasluzna ,,hot-spot* regija, relativno malo podrucje kojem prosjecna
povrsina iznosi 1500-3000 A [5]. Konformacijskom analizom moZe se utvrditi ne samo
kemijska struktura ,,hot-spot odsjecka, ve¢ i njegova konformacija temeljena na sekundarnim
strukturnim elementima.

Slijedece je pitanje Sto se moze uciniti kako bi se stabilizirala sekundarna struktura
proteina, zadrzavajuéi pri tome biolosku aktivnost. Odgovor je ciljana modifikacija njihove
strukture Sto rezultira konformacijski 1 proteoliticki stabilnim peptidomimeticima,
oponasateljima ne samo bioaktivne konformacije ve¢ i bioloske aktivnosti prirodnih peptida i
proteina. U literaturi se peptidomimetici svrstavaju u Cetiri karakteristi¢ne kategorije [3]:

I.  Klasa A (modificirani peptidi) — mimetici koji su vrio slicni parentalnom peptidu,
formirani uz nekoliko alteracija u okosnici ili bocnim lancima.

II.  Klasa B (foldameri) — peptidi s raznim modifikacijama bocnih lanaca i okosnice
uljucujuci foldamere i peptoide koji se u prostoru orijentiraju vrlo slicno prirod-
nom peptidu.

1. Klasa C (strukturni mimetici) — visokomodificirane molekule koje potpuno zamje-
njuju oblik okosnice, a supstituenti su orijentirani analogno prirodnom peptidu.
Klasa D (mehanisticki mimetici) — molekule koje oponasaju mehanizam djelovanja
prirodnog peptida iako nemaju slicne bocne ogranke kao ciljani protein.

Primarni zadatak peptidomimetike je strukturna modifikacija proteina 1 peptida kako bi
izvrSavali Zeljene zadace na jednostavniji nacin uz §to manju mogucénost Stetnih ishoda za
organizam. Tom cilju pristupa se iz tri opéenita smjera [3]:

o Lokalne modifikacije (npr. zamjena amidne veze esterskom, promjena individualnog

aminokiselinskog ostatka, supstitucija dipeptida s drugim fragmentom),

e Oponasanje sekundarne strukture (o—Uzvojnice, B-nabrane ploce ili okreta),

e Globalne promjene (prilagodba cjelokupne konformacije nekog peptida).

Tako su se za indukciju a-uzvojnice poceli pripravljati peptoidi (molekule u kojima je bocni
ogranak s kiralnog C-atoma premjesten na amidni dusik) 1 B-peptidi te ugradivati kovalentne
spojnice izmedu dijelova peptidne okosnice kako bi se induciralo nabiranje u uzvojnicu. Za
tvorbu -nabrane ploce koriste se makrociklicki ili aromatski kalupi, a takoder se pripravljaju

peptidne nanocijevi koje se medusobno povezuju vodikovim vezama. S druge strane, indukcija

3



okreta moze se realizirati umetanjem malih molekulskih kalupa, poput prikladno
funkcionaliziranih ferocena, u peptidnu okosnicu [5]. Naime, udaljenost od ~3,3 A izmedu
dvaju ferocenskih ciklopentadienilnih prstenova koja odgovara duzini vodikove veze
omogucava interakcije izmedu aminokiselina i malih peptida vezanih na ferocenske prstenove

pri ¢emu se najcesce tvore 10-Clane strukture B-okreta [5,10].
2.2. Bioorganometalna kemija

Propulzivni razvoj organometalne kemije, znanstvene discipline koja izucava spojeve u
kojima je prisutna barem jedna veza izmedu ugljika i metala, pocinje jo§ od spoznaje o
enzimima koji sadrze metalne ione te imaju klju¢nu ulogu u pravilnoj funkciji organizma.
Funkcija ljudskog organizma uvelike se bazira na reakcijama oksidacije i redukcije za transport
tvari i prijenos energije u ¢emu najvecu ulogu imaju metalni ioni. Atom metala potencijalno se
moze vezati sa 6 supstituenata Sto mu omogucuje postojanje u gotovo 30 razlicitih
stereoizomera [6]. U vecini organometalnih spojeva ugljik je s metalom povezan kovalentnom
ili ionskom vezom, a nukleofilni karakter ugljikovog atoma iz organometalnog spoja
omogucuje njegovu reakciju s elektrofilnim ugljikovim atomom iz organskih spojeva pri cemu
nastaje nova C—C veza. Metali koji se u organizmima nalaze samo u tragovima poput cinka,
nikla, bakra, molibdena ili Zeljeza sluZe uglavnom za kataliticke reakcije. NajceS¢e su navedeni
metali sastavni dio hidrogenaza, nitrogenaza, dehidrogenaza i metilaza koje zajedni¢kim
imenom zovemo metaloenzimi [7].

Bioorganometalna kemija je relativno nova grana organometalne kemije kojoj je cilj
modificirati biomolekule (peptide, ugljikohidrate, steroide, nukleozide itd.) s organometalnim

izosterima kako bi se unaprijedila njihova bioloSka aktivnost.

2.2.1 Ferocenski biokonjugati

Jedna od najviSe istraZivanih i najviSe upotrebljavanih molekula u interdisciplinarnom
podrucju (bio)organometalne kemije je zasigurno ferocen. Sintetiziran je slucajno kada su Peter
L. Pauson i Thomas J. Kealy sa fakulteta Duquesne u Pittsburghu pokusavali sintetizirati
fulvalen (CioHs) za kojeg su vjerovali da ¢e imati slicna aromatska svojstva kao naftalen. Pri

tom su Grignardov reagens, CsHsMgBr, tretirali s FeCls; kao oksidansom (slika 2).



FeCls I FeCly
2C 5H 5M d Br D G H —
X -H;

Slika 2. Pretpostavka tijeka reakcije dobivanja fulvalena [8].

Rezultat navedene reakcije sbiliu narancasti kristali za koje se analizom utvrdila
molekulska formula Fe(CsHs).. Fischer je zatim 1952. objavio rad u kojem predlaZe sendvic-
strukturu novonastale molekule, ferocena, gdje je atom zeljeza smjesten tako da se svih 6 7-
elektrona iz svakog prstena povezuju sa zZeljezom §to podrazumijeva da se atom mora nalaziti

izmedu njih (slika 3).

Slika 3. Prijedlozi za 3D-strukturu ferocena [8].

Daljnjim se istrazivanjima utvrdilo da je ferocen topljiv u vecini organskih otapala,
iznimno stabilan u doticaju sa zrakom, vodom 1 jakim bazama te je otporan na temperature do
400 °C [5].

Otkri¢em ferocena zapocela je nova era moderne bioorganometalne kemije koja povezuje
organsku kemiju s medicinom, biologijom i molekularnom biotehnologijom [9]. Njegova
stabilnost, lipofilnost, niska toksi¢nost uz povoljna oksido-redukcijska svojstva i moguénost
tvorbe razli¢itih derivata ucinila ga je iznimno popularnim izborom za konjugiranje s
biomolekulama te koriStenje u terapeutske svrhe.

Ve¢ se dugo vremena ferocen koristi u farmaceutskoj industriji tako da se kao izoster
inkorporira u strukturu ve¢ postojecih lijekova povecavajuc¢i im ucinkovitost. Ponajvise se
koristi za lijeCenje raka, tumora i malarije, a pokazuje i dobra antifungalna svojstva. Primjerice,

za lijeCenje malarije koristi se kombinacija nekoliko razlicitih lijekova, ali se zbog toga
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povecava 1 vjerojatnost njihovog (potencijalno loSeg) medudjelovanja. Modifikacijom
klorokina s ferocenskim fragmentom ne samo da je prevladana rezistencija na klorokin, ve¢ je
postignuto 1 bolje djelovanje. Takoder hibridi ferocena s indolima, fenolima ili 1,2,4-
trioksanom pokazuju jaka citotoksic¢na svojstva prema tumorskim stanicama, osobito ferocenil-
fenoli koji ciljano narusavaju mitohondrijski sustav tumorskih stanica [12].

U cilju realizacije Radnog plana HRZZ-projekta "Ferocenski analozi biomolekula:
strukturna karakterizacija i bioloska evaluacija", u Laboratoriju za organsku kemiju
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu sintetiziraju se heteroanularno
disupstituirani peptidni konjugati 1'-aminoferocen-1-karboksilne kiseline (Fea) kao kalupa za

indukciju okreta (slika 4), kojima se odreduje konformacija i testira bioloska aktivnost.

@ N& s ~

Y\ &( > m@cm

Slika 4. Ferocenski peptidi pripravljeni iz 1'-aminoferocen-1-karboksilne kiseline (Fea) kao

kalupa za indukciju okreta [11] (vodikove veze prikazane su crtkanim linijama).

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.  Materijali i metode

Sinteza ciljnih konjugata 3—6 provedena je s kemikalijama analiti¢ke ¢isto¢e u atmosferi
argona. Diklormetan (CH2Clz) koriSten za sintezu, tankoslojnu kromatografiju (TLC) i1
mjerenje infracrvenog spektra (IR) osuSen je pomocu fosforovog pentoksida (P20s), destiliran
uz kalcijev hidrid (CaH.) i skladisten na molekulskim sitima (4 A). Za sintezu konjugata 2, 3 i
5 koriste se EDC (Acros Organics, Geel, Belgija) i HOBt (Aldrich, Santa Clara, CA, SAD),
dok su Boc—D—Pro—OH 1 Boc-L—Pro—OH sintetizirani pomoc¢u NaOH, dioksana 1 di-ter#-butil
dikarbonata. Peptidi 4 1 6 sintetizirani su Boc-deprotekcijom prekursora 3 1 5, djelovanjem
acetil-klorida (Aldrich, Santa Clara, CA, SAD).

ProciS¢avanje peptida 3-6 izvodi se tankoslojnom kromatografijom na silikagelu

6



(,,Merck®, Kieselgel 60 HF2s4) uz etilacetat (EtOAc) kao eluens. Na dno ploce silikagela
vodoravno se nanosi otopina peptida te stavlja u kadicu s etil-acetatom kao eluensom. Nakon
Sto je etil-acetat eluirao do vrha, na sredini ploce se uo€ava horizontalna Zuta fronta u kojoj se
nalazi ciljni peptid (slika 5). Sloj silikagela koji sadrZi opisanu frontu struganjem se skida s

ploce, stavlja u sinter-lijevak te ispire nekoliko puta s diklormetanom.

MR

Slika 5. Tankoslojna kromatografija na silikagelu [autorski rad].

3.2.  Postupak priprave ferocenskih peptida

Priprava ferocenskih peptida 3-6 zapocela je od prekursora Boc-NH-Fn—COOMe (Fca,
1) i prikazana je na shemi 1 [11]. Sinteza navedenog prekursora 1 potrebnog za daljnje reakcije

opisana je u literaturi [13].
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Shema 1. Postupak priprave ferocenskih konjugata 3-6.



3.2.1. Postupak priprave Boc-L-Ala-NH-Fn-COOMe (2)

Prekursor Boc-NH-Fn—COOMe (1) (0,75 g, 2,9 mmol) otopi se u diklormetanu (10 mL)
1 izlozi djelovanju plinovitog HCI kroz 30 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon $to se TLC-
om potvrdi da je Boc-deprotekcija provedena do kraja, otopina se upari do suha, a nastali
hidroklorid ferocenske aminokiseline HCIXNH>—Fn—COOMe (0,75 g, 2,9 mmol) suspendira
se u 10 mL diklormetana i obradi uz suviSak trietilamina (pH~9) kako bi nastao slobodni amin
pogodan za kopulaciju sa Boc—L—-Ala—OH. Kopulacija se izvodi primjenom standardnog EDC/
HOBt postupka: Boc-L—-Ala—OH (0,66 g, 3,5 mmol) otopi se u diklormetanu, dodaje se
slobodni amin NH>—Fn—COOMe, te EDC (0,81 g, 4,2 mmol) i HOBt (0,57 g, 4,2 mmol)
(tablica 1). U reakcijsku smjesu stavlja se magnetska mijesalica, upuhuje argon i mijesa oko 1
sat na sobnoj temperaturi. Tijek reakcije prati se TLC-om.

Po zavrSetku reakcije pristupa se obradi reakcijske smjese u lijevku za odjeljivanje u
Cetiri koraka:

1. Ispiranje 5 %-tnom otopinom NaHCOg,

2. Ispiranje 10 %-tnom otopinom limunske kiseline,
3. lIspiranje 5 %-tnom otopinom NaHCOs,

4. Ispiranje zasicenom otopinom NaCl.

U Erlenmeyerovu tikvicu u kojoj se nalazi Zli¢ica bezvodnog Na>SO4 ispusta se donji
organski sloj koji se kasnije prelijeva u tikvicu s okruglim dnom i uparava do suha u vakuum-
uparivacu (slika 6). Nakon uparavanja dobiva se 1,14 g (94%) Boc—L—-Ala-NH-Fn—COOMe
(2) tamnosmede boje i uljaste konzistencije. Dobivena masa konjugata 2 dijeli se na dva
jednaka dijela od kojih ¢e jedan koristiti za kopulaciju s D—Pro (3,4), a drugi dio za kopulaciju
s L-Pro (5,6).

Tablica 1. Molarni omjeri reagenasa za sintezu peptida 2.

Molarna masa MnozZina
Spoj Masa(g) Molarni omjer
(gmol™) (mmol)
NH>-Fn—COOMe 0,75 259,08 2,9 1
Boc-L-Ala-OH 0,66 189,21 3,5 1,2
EDC 0,81 191,7 4,2 1,44
HOBt 0,57 135,13 4,2 1,44
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Slika 6. Uparavanje uzoraka u vakuum-uparivacu [autorski rad].

3.2.2. Postupak priprave Boc-D-Pro-L—-Ala-NH-Fn-COOMe (3) i

Boc-L-Pro-L-Ala-NH-Fn—-COOMie (5)

U dvije tikvice okruglog dna izvaze se konjugat 2 (0,55 g, 1,39 mmol) te otapa u 10 mL
diklormetana. Obje tikvice se dobro zatvore i mijeSaju 30 minuta pomoc¢u magnetske mjesalice
uz dovod plinovitog HCI pri sobnoj temperaturi. Nakon zavrSene Boc-deprotekcije, nastali
hidrokloridi obrade se suviSkom trietilamina te se dodaju Boc—D-Pro—OH (0,36 g, 1,67 mmol)
odnosno Boc—L-Pro—OH (0,36 g, 1,67 mmol) prethodno aktivirani s HOBt (0,27 g, 2 mmol) i
EDC (0,39 g, 2 mmol) i (tablica 2).

Dodatkom svih navedenih reaktanata i reagenasa, u prvoj tikvici zapocinje reakcija
kopulacije Boc—D-Pro—OH s konjugatom 2 tvorec¢i peptid 3, dok se u drugoj odvija kopulacija
Boc—-L-Pro—OH s konjugatom 2 daju¢i dijastereomerni peptid 5. Nakon 24 sata, reakcijske

smjese se zatim podvrgavaju ispiranju u lijevku za odjeljivanje kako je opisano pod 3.2.1. te
uparavanju u vakuum-upariva¢u. Nakon uparavanja otopine iz prve tikvice dobije se 0,8 g
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(89 %) Boc—D—Pro—L—-Ala—NH-Fn—COOMe (3). Uparavanjem sadrzaja druge tikvice dobiva
se 0,7 g (92 %) Boc—L—Pro-L-Ala—~NH-Fn—COOMe (5). Navedene se mase peptida 3 i 5 dijele
na dva jednaka dijela od kojih se jedan procis¢ava TLC-om na silikagelu za potrebu strukturne

karakterizacije, dok se drugi koristi za sintezu peptida 4 odnosno 6.

Tablica 2. Molarni omjeri reaktanata za pripravu peptida 3 1 5.

Sooi Masa Molarna masa Mnozina Molarni
Poj
(® (gmol™) (mmol) omjer
Boc-L-Ala—NH-Fn—COOMe (2) 0,55 393,84 1,39 1
Boc—D—-Pro—OH ili
0,36 215,25 1,67 1,2
Boc-L-Pro-OH
EDC 0,39 191,7 2,00 1,44
HOBt 0,27 135,13 2,00 1,44

3.2.3. Postupak priprave Ac-D—Pro-L-Ala—-NH-Fn—-COOMe (4) i
Ac-L-Pro-L-Ala-NH-Fn—COOMe (6)

U dvije tikvice s okruglim dnom izvazu se peptidi 3 (0,4 g, 0,7 mmol) i 5 (0,35 g, 0,6
mmol) te otope 5 mL diklormetana. Tikvice se zatim dobro zatvore 1 sadrzaj se mijeSa oko 30
minuta pomoc¢u magnetske mijesalice uz tretiranje plinovitim HCI. Nakon provedbe reakcija,
deprotektirani se uzorci upare do suha za koriStenje u slijede¢im reakcijama. U prvu trogrlu
tikvicu uronjenu u led stavlja se magnetska mjesalica 1 deprotektirani peptid 3 otopljen u 5 mL
diklormetana i obraden suviskom trietilamina. Uz konstantno mijeSanje polagano se dodaje 0,3
mL (4,32 mmol) acetil-klorida. U drugu trogrlu tikvicu stavlja se peptid S takoder otopljen u 5
mL diklormetana i obraden suviSkom trietilamina uz lagano dodavanje 0,27 mL (3,8 mmol)
acetil-klorida. Nakon 15 minuta mijeSanja, TLC-om se potvrduje pretvorba svih reaktanata u
zavr$ni produkt, te se dodaje voda kako bi zaustavila reakciju. Smjese se zatim nekoliko puta
ispiru zasi¢enom otopinom NaCl. Dobiveni organski sloj susi se dodatkom bezvodnog Na>SO4
1 uparava do suha u vakuum-uparivacu. Sirovi peptidi 4 1 6 prociS¢eni su tankoslojnom

kromatografijom pri ¢emu su dobiveni narancasti kristali peptida 4 (60 %) odnosno 6 (64 %).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati
Sintetiziranim peptidima 3-6 izmjereni su IR-spektri u diklormetanu i na kalijevom
bromidu koriste¢ci MB 100 mid-FTIR spektrometar (Bomem, Saint Jean Baptiste, Kanada).
Signali IR-spektra ozna¢avaju se sa j (jako), sr (srednje) i sl (slabo). Jednodimenzijski ('H;
() te dvodimenzijski (COSY) NMR-spektri snimljeni su u Centru za nuklearnu magnetsku
rezonanciju Instituta Ruder Boskovi¢ na Avance spektrometru (Bruker, Rheinstetten,
Njemacka) uz tetrametilsilan kao unutarnji standard. Cijepanja signala na NMR-spektrima: s
(singlet), d (dublet), t (triplet), q (kvartet), m (multiplet), dd (dublet dubleta), td (triplet dubleta),
dq (dublet kvarteta). Za mjerenje taliSta upotrebljava se Reichert Thermovar (Reichert, Bec,

Austrija (tablice 3-6).
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Tablica 3. Rezultati mjerenja za peptid 3.

Tablica 4. Rezultati mjerenja za peptid 4.

Boc—D-Pro—L-Ala-NH-Fn—-COOMe (3)

Ac—D-Pro—L-Ala—NH-Fn-COOMe (4)

Rf-vrijednost 0,52 (EtOAc:CH:Cl = 1:5)

Rf-vrijednost 0,33 (EtOAc)

TaliSte (to) 119,2 °C

Taliste (to) 132,3 °C

TH-NMR (600 MHz, CDCl3) 8/ppm: 8.37 (s, 0.89H, NHgn yrans), 7.70 (s, 0.11H,
NHen cis), 7.24 (d, J= 6.3 Hz, 0.89H, NHala srans), 6.66 (d, 0.11H, NHaa cis), 5.09 (s,
1H, H-3), 4.81 (s, 2H, H-8), 4.72-4.69 (m, 2H, H-9, CHays) 4.58 (s, 1H, H-4), 4.40
(s, 1H, H-7), 4.35 (s, 1H, H-10), 4.16 (s, 1H, CH-a (Pro)), 4.01 (s, 1H, H-2), 3.95
(s, 1H, H-5), 3.79 (s, 3H, COOMe), 3.53 (td, J = 10.3 Hz, 6,7 Hz, 1H, CH»-8 (Pro)),
3.46 (s, 1H, CH2-8' (Pro)), 2.22-2.07 (m, 2H, CH»-B, CH»-p’ (Pro)), 1.89-1.86 (m,
2H, CHa-y, CHz-y' (Pro)), 1.50 (s, 9H, (CH3)3 Boc), 1.48 (d, J= 7.30 Hz, 3H, CH3

AIa)»

TH-NMR (600 MHz, CDCls) 8/ppm: 8.58 (s, 1H, NHgy), 7.08 (d, J=9.1 Hz, 1H,
NHaw), 5.05 (s, 1H, H-3), 4.78 (s, 1H, H-8), 4.76 (s, 1H, H-9), 4.70 (s, 1H, H-4),
4.62 (dq, J= 8.5 Hz, 7.1 Hz, 1H, CHaw), 4.40 (s, 1H, H-7), 4.35 (s, 1H, H-10),
4.26 (dd, J= 7.7 Hz, 5,6 Hz, 1H, CH-a (Pro)), 3.98 (s, 1H, H-2), 3.95 (s, 1H, H-
5), 3.77 (s, 3H, COOMe), 3.68 (td, J= 9.8 Hz, 6,9 Hz, 1H, CH,-8 (Pro)), 3.55
(td, J= 9.8 Hz, 6,5 Hz, 1H, CH,-8' (Pro)), 2.28-2.23 (m, 1H, CH,-y Pro)), 2.21—
2.18 (m, 1H, CH,-B (Pro)), 2.16 (s, 3H, CHs ac), 2.15-2.11 (m, 1H, CH,-B’ (Pro)),
2.00-1.95 (s, 1H, CHa-y' (Pro)), 1.49 (d, J = 7.2 Hz, 3H, CHs a1).

13C-NMR (150 MHz, CDCls) 8/ppm: 172.47 (COpy), 172.10 (COcoome), 170.89
(COAw), 155.26 (COpoc), 96.31 (C-1, Fn), 80.37 (Cqpoc), 72.79 (C-7), 72.45 (C-10),
71.88 (C-6), 71.75 (C-8), 71.43 (C-9), 66.59 (C-2), 65.40 (C-5), 63.94 (C-4), 62.54
(C-3), 61.10 (C-a, Pro), 51.87 (CHs coome), 48.59 (CHaw), 47.53 (CH»-3, Pro),
29.87 (CH»-B, Pro), 28.58 ((CHs)3 Boc), 24.96 (CHa-y, Pro), 17.56 (CH3 ar).

13C-NMR (150 MHz, CDCls) 8/ppm: 172.08 (COxc), 172.03 (COcoome), 170.63
(COAw), 170.31 (COFy), 96.56 (C-1, Fn), 72.80 (C-7), 72.64 (C-10), 71.91 (C-6),
71.46 (C-8), 71.20 (C-9), 66.45 (C-2), 65.74 (C-5), 63.25 (C-4), 62.69 (C-3), 61.19
(C-a, Pro), 51.78 (CHs coome), 49.11 (CHai), 48.66 (CHa-3, Pro), 29.23 (CHa-p,
Pro), 25.52 (CHa-y, Pro), 22.87 (CHs ac), 17.55 (CH; ar).
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Tablica 5. Rezultati mjerenja za peptid 5.

Tablica 6. Rezultati mjerenja za peptid 6.

Boc-L—Pro-L-Ala—_NH-Fn—-COOMe (5)

Ac—L—Pro-L-Ala—_NH-Fn—CO-OMe (6)

Rf-vrijednost 0,55 (EtOAc:CH,Cl, = 1:5)

Rf-vrijednost 0,35 (EtOAc)

Taliste (to) 66,9 °C

Taliste (t)) 125,1 °C

IH-NMR (600 MHz, CDCls) 8/ppm: 8.15 (s, 0.9H, NHpy yans), 7.74 (s, 0.1H,
NHen eis), 6.85 (d, J = 6.3 Hz, 0.9H, NHata sans), 6.67 (d, 0.1H, NHat yans), 4.81 (s,
1H, H-3), 4.76 (s, 2H, H-8, H-9), 4.60 (s, 1H, H-4), 4.48 (m, 1H, CHaw), 4.38 (s,
1H, H-7), 4.37 (s, 1H, H-10), 4.34 (s, |H, CH-a. (Pro)), 4.00 (s, 2H, H-2, H-5), 3.78
(s, 3H, COOMe), 3.50-3.45 (m, 2H, CH,-8, CH2-8' (Pr0)), 2.22-2.16 (m, 2H, CH,-
B, CHa-p’ (Pro)), 1.92-1.91 (m, 2H, CHa-y, CHa-y’ (Pro)), 1.49 (s, 9H, (CH3)s Boc),
1.42 (d, J = 6.98 Hz, 3H, CHj Ap).

"H-NMR (600 MHz, CDCls) &/ppm: 7.99 (s, 0.95H, NHgxq yrans), 7.65 (s, 0.05H,
NHrn cis), 7.22 (d, J = 7.1 Hz, 0.94H, NHa1a srans), 6.86 (d, 0.06H, NHata cis), 4.78 (s,
1H, H-8), 4.76 (s, 1H, H-3), 4.74 (s, 1H, H-9), 4.67 (s, 1H, H-4), 4.57 (m, 1H, CH-
o (Pro)), 4.48 (dq, J= 8.4 Hz, 7,1 Hz, 1H, CHaw), 4.39 (s, 1H, H-7), 4.37 (s, 1H,
H-10), 4.02 (s, 1H, H-2), 3.96 (s, 1H, H-5), 3.77 (s, 3H, COOMe), 3.67-3.64 (m,
1H, CH,-3, (Pro)), 3.52-3.50 (m, 1H, CH,-8' (Pro)), 2.32 (s, 1H, CHy-y, Pro)), 2.18
(s, 3H, CHj ac), 2.08-2.06 (m, 2H, CH,-B, CH,-p’ (Pro)), 1.93 (s, 1H, CH,-y’ (Pro)),
1.42 (d, J=7.0 Hz, 3H, CH; A1)

13C-NMR (150 MHz, CDCls) 8/ppm: 172,35 (CO¥y), 171.95 (COcoome), 170.45
(COAm), 156.34 (COBoc), 95.79 (C-1, Fn), 81.24 (Cqpoc), 73.08 (C-7), 72.97 (C-10),
71.90 (C-6), 71.41 (C-8), 71.08 (C-9), 66.56 (C-2), 66.39 (C-5), 63.15 (C-4), 62.71
(C-3), 60.97 (C-a, Pro), 51.70 (CH; coome), 49.74 (CHaw), 47.57 (CH2-3, Pro),
29.14 (CH,-B, Pro), 28.54 ((CH3)3 poc), 24.84 (CHa-y, Pro), 17.54 (CH; ala).

13C-NMR (150 MHz, CDCls) 8/ppm: 171.82 (COac), 171.81 (COcoome), 171.66
(COAn), 170.28 (COr), 95.76 (C-1, Fn), 72.67 (C-7), 72.65 (C-10), 72.21 (C-6),
71.43 (C-8), 71.08 (C-9), 66.62 (C-2), 66.01 (C-5), 63.04 (C-4), 62.87 (C-3), 60.65
(C-a, Pro), 51.76 (CH3 coome), 49.58 (CHau), 48.67 (CH»-5, Pro), 28.68 (CH.-B,
Pro), 25.21 (CHz-y, Pro), 22.93 (CHs ac), 17.22 (CH3 an).
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4.1.1. IR-spektroskopija

Infracrveno zracenje odnosi se na podrucje spektra izmedu vidljive svjetlosti i
mikrovalova pri valnim duljinama izmedu 10000 i 100 cm™'. Molekulske veze, ovisno o
njihovim karakteristikama, apsorbiraju takvo zracCenje Sto rezultira njihovim vibriranjem.
Osobito vazno u organskoj kemiji je podrugje izmedu 4000 i 400 cm™ pri kojem apsorbira
vecéina organskih spojeva. Naravno, frekvencija koju neka molekula apsorbira i emitira ovisi o
masama atoma, te jacini 1 geometriji samih molekulskih veza. U IR-spektru prikazuju se
karakteristi¢ne vrpce funkcijskih skupina u unaprijed definiranim podrucjima valnih brojeva
gdje je na apscisi prikazan valni broj (cm™), a na ordinati transmitancija (%). Ovakvi spektri
pruzaju uvid u vrste molekulskih veza prisutne u nekoj molekuli te uz pomo¢ drugih spektara
pomazu u odredivanju strukture spojeva.

Elementi sekundarne strukture ostvaruju se nekovalentnim inetrakcijama, medu kojima
je od osobite vaznosti vodikova veza. Poznato je da se vodikove veze ostvaruju izmedu proton-
donora (X—H) i proton-akceptora (Y) gdje su atomi X i Y elektronegativni, dok Y sadrzi i
slobodni elektronski par. Kod organskih spojeva najce$¢e proton-donorske skupine su
karboksilna, hidroksilna, amino- i amidne skupine, dok su proton akceptori najc¢esce kisik,
dusik te halogeni atomi. Tvorba vodikove veze rezultirat ¢e promjenom frekvencije rasteznih i
deformacijskih vibracija donora i1 akceptora, Sto se u IR-spektru prepoznaje po jatem
intenzitetu 1 Sirenju vrpci. Razlikovanje inter- 1 intramolekulske vodikove veze postiZze se
mjerenjem IR-spektara pri razli¢itim koncentracijama jer se udio intermolekulskih vodikovih
veza smanjuje pri niskim koncentracijama, dok se intramolekulska veza dogada u samoj
molekuli 1 ne ovisi o koncentraciji.

IR-spektri peptida 3-6 ukazuju na prisutnost slobodnih (~3420 cm™) i asociranih (~3300—
3325 cm™') NH skupina te smanjenje valnog broja rasteznih frekvencija C=O skupina $to
ukazuje na njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama, kako u otopini tako i u ¢vrstom stanju
(prilozi 1, 2, 3, 4).

Nadalje, snimanjem IR-spektara pri razli¢itim koncentracijama, uoc¢ava se nepromijenjen
omjer slobodnih i asociranih NH skupina $to znaci da asocirane NH skupine sudjeluju u
intramolekulskim vodikovim vezama (IHB, eng. Intramolecular Hydrogen Bond). Takoder je
bitno naglasiti da je udio asociranih NH skupina ve¢i kod heterokiralnih spojeva 3 i 4 §to znaci

da je vjerojatnost tvorbe IHB vec¢a nego kod homokiralnih spojeva 51 6 (slika 7).
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Slika 7. Rastezne vibracije NH skupina snimljene pri razli¢itim koncentracijama u

diklormetanu, te prikaz omjera slobodnih i asociranih NH skupina.

4.1.2 NMR-spektroskopija

Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR) jedna je od najvaznijih metoda
za odredivanje strukture molekula. Podrazumijeva apsorpciju energije u podrucju radiovalova
(300 GHz-3 kHz). Jezgre atoma s neparnim masenim brojem poput 'H ili *C rotiraju u prostoru
oko vlastite osi stvarajuci jezgrin spin, a ukoliko se nalaze u magnetskom polju, njihovi se
spinovi usmjeravaju istosmjerno (o-spin) ili suprotno od smjera vanjskog magnetskog polja
(B-spin). Princip NMR-spektroskopije je smjestiti uzorak u magnetsko polje uredaja i ozraciti
ga dodatnim radiozraenjem c¢ija frekvencija odgovara razlici izmedu o- i B-spina ¢ime se

ostvaruje glavni preduvjet za rezonanciju. Ovisno o kemijskoj okolini, svaka jezgra ima
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razliCitu energiju rezonancije, te je na temelju razlicitih kemijskih pomaka u NMR-spektru
moguce identificirati kemijski neekvivalentne protone. Iz 'H NMR spektara ocitavaju se 4 bitne
informacije:

1. Broj signala koji oznacava broj razli¢itih vrsta vodikovih atoma u uzorku,

2. Povrsina ispod signala koja je proporcionalna broju vodikovih atoma iste vrste,

3. Kemijski pomak ukazuje na vrstu vodikovih atoma,

4. Cijepanje signala odgovara broju susjednih vodikovih atoma u molekuli.

U 13C NMR-spektrima vidi se po jedan pik za svaki ugljikov atom koji se od drugih
razlikuje po kemijskoj okolini. Kemijski pomaci, sli¢no kao i 'H NMR, ovise o elektronskoj
gustoci oko jezgre ugljika.

COSY (eng. Correlation Spectroscopy) je dvodimenzijska tehnika za dobivanje
informacija o sprezanju protona kroz kovalentne veze. COSY-spektri prikazuju susjedne jezgre
koje su u medusobnoj sprezi unutar molekule, te izuzetno olakSavaju asignaciju spektara i
strukturnu karakterizaciju.

Asignacija NMR-spektara provedena je 'H, *C i COSY tehnikama. Na slikama 8, 9, 10
i 11 prikazani su 'H i COSY-spektri homokiralnih Boc-(5) i Ac-(6) peptida pri ¢emu su istaknuti
unakrsni signali (eng. cross peaks) koji odgovaraju sprezi NHaia s CHal protonima.

U 'H NMR-spektru pojavljuje se singlet NHp, protona peptida 3 i 5 pri najvisem
kemijskom pomaku $to ukazuje na njihovo sudjelovanje u IHB. Uslijed formiranja vodikovih
veza, elektronska gustoca oko protona se smanjuje Sto dovodi do jaceg odsjenjenja NHpq
skupina [6=8,37 ppm (3); 6=8,15 ppm (5)] u odnosu na NHai, skupine [6= 6,66 ppm (3); 6=6,67
ppm (5)]. Isto tako, kod peptida 3 1 5 javljaju se 1 dubleti protona NHala skupina pri jacem polju
Sto dovodi u pitanje njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama [6=7,24 ppm (3); 6= 6,85 ppm
(5)]. Visi kemijski pomak NHaia protona iz heterokiralnog peptida 3 u odnosu na homokiralni
peptid S indicira da kiralnost peptidne okosnice ima utjecaj na tvorbu IHB-obrazaca.

"H NMR-spektri peptida 4 i 6 pripravljenih deprotekcijom Boc-prekursora 3 i 5 prikazuju
ocekivani gubitak signala fert-butilnih protona iz Boc-zastitne skupine pri 6~1,5 ppm, te pojavu
singleta koji odgovara metilnim protonima iz novonastale Ac-zastitne skupine (6~2,17 ppm).
Visoki kemijski pomaci NHr, skupina iz peptida 4 (6=8,58 ppm) i 6 (6=7,99 ppm) ukazuju na

njihovo sudjelovanje u IHB.
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Slika 8. 'H NMR-spektar peptida 5 (c=5x102 M)
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13C NMR-spektri peptida 3 i 5 odgovaraju strukturama predvidenima '"H NMR-analizom;
prisutni su signali COgoc [(6=155,26 ppm (3); (6=156,34 ppm (5)] te signali koji pripadaju
(CH3)3Boc [(0=28,58 ppm (3); (6=28,54 ppm (5)]. Opisani signali C-atoma iz karbamatnih
skupina zamijenjeni su signalima karakteristi¢nima za C-atome iz acetamidne zastitne skupine
u peptidima 41 6 [(5=172,08 ppm (4); (6=171,82 ppm (6)].

Prikazanom asignacijom 'H i '3C NMR-spektara potvrdene su predlozene strukture
ciljnih peptida 3—6. U nastavku istrazivanja, a u sklopu HRZZ-projekta, provedena je detaljna
konformacijska analiza i bioloSka evaluacija opisanih peptida $to je rezultiralo objavljivanjem

znanstvene publikacije [11].
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5. ZAKLJUCCI

1.

Peptidi Boc-D-Pro-L-Ala-NH-Fn—-COOMe (3) i Boc-L-Pro-L-Ala-NH-Fn-
COOMie (5) uspjesno su sintetizirani poc¢evsi od prekursora Boc-NH-Fn—COOMe (1)
u iskoristenjima 89 % (3) 1 92 % (5).

Deprotekcijom Boc-zastitne skupine iz peptida 3 u prisutnosti acetil-klorida sintetizi-
ran je njegov analog Ac—D—Pro-L-Ala—NH-Fn—COOMe (4) (60 %), dok je iz Boc-
peptida 5 sintetiziran Ac-L-Pro—L-Ala-NH-Fn—-COOMe (6) (62 %).

Pretvorba Boc-peptida 3 i 5 u Ac-analoge 4 i 6 rezultira o¢ekivanim smanjenjem Ry-

vrijednosti s ~0,5 na ~0,3.

Koncentracijski-ovisni IR-spektri peptida 3—6 prikazuju nepromijenjene omjere slo-

bodnih i asociranih NH ¢ime se sugerira njihovo sudjelovanje u IHB.

U 'H NMR-spektrima peptida 3 i 5 opazaju se singleti karakteristi¢ni za protone Boc-
zastitne skupine (6~1,5 ppm), no kod peptida 4 i 6 isti signali nestaju te se pri 6~2,17

ppm pojavljuju singleti protona iz Ac-zastitne skupine.

U ¥C NMR-spektrima peptida 4 i 6 ogekivano nestaju signali COgoc (5~155 ppm) i
(CH3)3oc (6~28 ppm) te se javljaju novi signali COac (6~172 ppm) §to takoder po-

tvrduje uspjesnu pretvorbu Boc-peptida 3 i 5 u Ac-analoge 4 i 6.
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Slika 1. IR spektri peptida 3 (c = 5 x 102 M) u diklormetanu (/ijevo) i u kalijevom
bromidu (2 mg u 200 mg KBr, desno).

Slika 2. '"H NMR-spektar peptida 3 (c =5 x 102 M).
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Slika 3. 3C NMR-spektar peptida 3 (¢ =5 x 10 M).
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Slika 4. 'H-'H COSY NMR-spektar peptida 3 (c = 5 x 102 M).
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Slika 5. IR spektri peptida 4 (c = 5 x 10”2 M) u diklormetanu (/ijevo) i u kalijevom
bromidu (2 mg u 200 mg KBr, desno).
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Slika 6. '"H NMR-spektar peptida 4 (c =5 x 102 M).
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Slika 7. '3C NMR-spektar peptida 4 (c = 5 x 102 M).
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Slika 8. 'H-'H COSY NMR-spektar peptida 4 (c = 5 x 102 M).
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Slika 9. IR spektri peptida 5 (c = 5 x 10”2 M) u diklormetanu (/ijevo) i u kalijevom
bromidu (2 mg u 200 mg KBr, desno).
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Slika 10. *C NMR-spektar peptida 5 (c =5 x 102 M).




0 -
0
-10 4 10
20 4 -20 4
L S 801
= 30 -
= = 404
2 g
S 404 £ 504
= 5
s -504 3
B B 9]
-60 - -80 o
00 4
_70 -
T T T T T T T -100 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
valni broj (em™) valni broj (cm™)

Slika 11. IR spektri peptida 6 (c = 5 x 102 M) u diklormetanu (/ijevo) i u kalijevom bromidu
(2 mg u 200 mg KBr, desno).
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Slika 12. *C NMR-spektar peptida 6 (c =5 x 102 M).
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