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stvaranje struktura, nalik f-nabranim plo¢ama.
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1. UVOD

Proteini su polimerne molekule, gradene od monomernih jedinica, aminokiselina, medu-
sobno povezanih peptidnom vezom. Zbog svojih brojnih funkcija u ljudskom organizmu, pro-
teini su biomolekule od iznimne vaznosti. Imaju vrlo vaznu ulogu u prijenosu ziv€anih impulsa,
izgradnji razli¢itih tkiva, imunolo§koj zastiti organizma, kao i u kontroli rasta i diferencijacije
stanica. Mogu djelovati kao enzimi, katalizirajué¢i brojne reakcije u organizmu te kao prenosi-
telji mnogih malih molekula i iona kroz stani¢cne membrane. Iako pokazuju veliku bioloSku i
strukturnu raznolikost, upotreba proteina u terapeutske svrhe, ogranicena je njihovim nepovolj-
nim biofarmaceutskim te farmakoloskim svojstvima. Shodno tome, znanost je rjeSenje prona-
Sla u upotrebi peptidomimetika.

Peptidomimetici su spojevi koji mogu imitirati ili blokirati bioloski u¢inak peptidnog
receptora, a svrha njihove upotrebe je imitiranje temeljnih motiva sekundarne strukture prote-
ina. Peptidomimetici se mogu pripraviti umetanjem 1,1-' disupstituiranog ferocenskog kalupa
u peptidnu sekvencu s ciljem uvodenja okreta.

Ferocen je organometalni spoj, koji se sastoji od Zeljezova kationa smjestenog izmedu
dvije ciklopentadienilne jedinice. Zahvaljuju¢i udaljenosti izmedu ciklopentadienilnih jedi-
nica, od 3,3 A, omoguéeno je nastajanje intramolekulskih vodikovih veza izmedu peptidnih
lanaca vezanih na ferocensku jezgru. Nastale vodikove veze, uzrokuju stvaranje struktura, nalik
B-nabranim plo¢ama.

Cilj ovog rada, bio je ispitati utjecaj ferocenske diaminske osnove na konformaciju
peptidnih mimetika izvedenih iz aminokiseline L-leucina. Sinetetiziran je peptid 1, Ac-L-Ala-
NH!-Fn-NH?-L-Leu-Boc, pripravljen iz ferocen-1,1 '-diamina i L-leucina. KoriStenjem
spektrometrijskih tehnika, infracrvene spektrometrije te nuklearne magnetske rezonancije,
provedena je spektrometrijska analiza peptida 1, s ciljem proucavanja karaktera nastalih

vodikovih veza.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PEPTIDI I PROTEINI

Proteini su sloZene trodimenzionalne molekule koje vrSe vazne funkcije u svim
bioloSkim procesima. Djeluju kao biokatalizatori, sudjeluju u stanicnom transportu,
osiguravaju imunosnu zastitu te mehanicku potporu, prenose ziv€ane impulse te imaju vaznu
ulogu u regulaciji rasta i diferencijacije stanica (Berg i sur., 2013).

Proteini su linearni polimeri gradeni od monomernih jedinica, prirodnih L-
aminokiselina, a njihova bioloSka aktivnost izravno ovisi o njihovoj konformaciji (Rapi¢ i
Kovacevi¢, 2012). Aminokiseline se peptidnim vezama povezuju u peptidne lance razli¢itih
duljina. Peptidna veza povezuje o—karbonilnu skupinu jedne aminokiseline sa a-amino-
skupinom druge aminokiseline, tvoreéi tako pravilno ponavljanu okosnicu peptida (Slika 1.).
Peptidna veza je planarna te uvelike ima svojstva dvostruke veze, §to posljedicno onemoguéava
rotaciju oko te veze te ograni¢ava konformaciju peptidne okosnice. Za razliku od peptidne
veze, veze izmedu amino-skupina i a-ugljikovih atoma, kao 1 a-ugljikovih atoma i karbonilne
skupine, jednostruke su veze. Dvjema susjednim peptidnim jedinicama omogucena je rotacija
oko tih veza. Upravo ta rotacija dopusta proteinima da se naberu na mnogo razli¢itih nacina.
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Slika 1. Struktura peptidne veze (Berg 1 sur., 2013).

Sekundarna struktura predstavlja prostorni odnos aminokiselinskih ostataka nastao for-
miranjem vodikovih mostova u okosnici polipeptidnog lanca. Linus Pauling i Robert Corey,
1951. godine, predlozili su dvije periodi¢ne strukture, a-uzvojnicu te f-nabranu plocu, a kasnije
su otkrivene 1 druge neperiodi¢ne sekundarne strukture, poput B-okreta te 2-omce (Berg i sur.,
2013). a-Uzvojnica Stapicasta je struktura, ¢iju unutrasnjost €ini tijesno spiralno uvijena poli-
peptidna okosnica, dok se na van pruzaju bo¢ni ogranci usmjereni u tom rasporedu (Slika 2.).
a-Uzvojnica stabilizirana je vodikovim vezama koje nastaju izmedu karbonilne skupine svake
aminokiseline i amino-skupine, u tom linearnom slijedu, ¢etvrte po redu aminokiseline (Rapi¢

i Kovacevi¢, 2012).
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Slika 2. Struktura a-uzvojnice (Berg i sur., 2013).

S druge strane, u B-nabranoj ploc¢i, polipeptidni lanac nije tijesno uvijen, vec je sasvim
istegnut. B-Nabrana ploca gradena je od dvaju ili viSe polipeptdnih lanaca ¢iji se dijelovi nazi-
vaju B-nitima te nastaje povezivanjem dvaju ili viSe B-niti vodikovim vezama. Veze su medu-
sobno paralelne, no okomite su na smjer pruzanja lanca te zato ne sabijaju, ve¢ drze dijelove
lanca na odredenoj udaljenosti (Berg i sur., 2013). Razliciti su oblici B-nabrane ploce, poslje-
dica razli¢itih nac¢ina uvijanja polipeptidnog lanca, kao i razli¢ite tvorbe vodikovih veza izmedu
karbonilnih 1 amino-fragmenata amidne funkcije. Stoga, dva dijela polipeptidnog lanca pove-
zana vodikovim vezama, mogu te¢i u istom smjeru te tako tvoriti paralelnu, ili u suprotnom

smjeru, tvoreéi antiparalelnu B-nabranu plocu (Rapi¢ i Kovacevi¢, 2012). (Slika 3.)

Slika 3. Struktura paralelne (lijevo) i antiparalelne B-nabrane plo¢e (desno) (Lehnin-
ger i sur., 2004).

Do priblizavanja dijelova polipeptidnog lanca koji se povezuju u B-nabranu plocu ili
smataju u globularni oblik, dolazi zahvaljuju¢i promjenama smjera pruzanja tih lanaca u pros-
toru. Mnoge od tih promjena ostvaraju se zajedni¢kim strukturnim elementom, povratnim ok-
retom, poznatim i kao B-okret. Povratni okret nastaje povezivanjem vodikovim mostom, kar-

bonilne skupine jedne aminokiseline sa amino-skupinom aminokiseline, koja je od nje udaljena



za 3 mjesta (Slika 4.). Povratni okret, vrlo je stericki spregnuta struktura, stoga njeno odrzava-
nje nije moguée bez dodatnih, nekovalentih interakcija uspostavljenih izmedu poboc¢nih ogra-

naka u tercijarnoj strukturi.
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Slika 4. Struktura povratnog (B-) okreta (Berg i sur., 2013).

Takoder, nekad su za promjenu pruzanja lanaca u prostoru, odgovorne sloZenije struk-
ture, poput Q-omce. lako, za razliku od a-uzvojnica i B-nabranih ploca, Q2-omce nisu periodi-

¢ne strukture, njihova je struktura ¢esto kruta i jasno definirana. (Slika 5.)

Slika 5. Struktura Q-omce (Berg i sur., 2013).

Tercijarna struktura je kompaktna simetri¢na struktura karakteristi¢na za proteine top-
ljive u vodi. Stabilizirana je mnogim nekovalentnim interakcijama tj. vezama medu odredenim
skupinama aminokiselinskih pobo¢nih ogranaka, kao Sto su ionske, vodikove, van der Waal-
sove 1 hidrofobne interakcije te ponekad, kovalentnim disulfidnim vezama (Tepari¢, 2021).

Proteini gradeni od viSe od jednog polipeptidnog lanca pokazuju i Cetvrtu razinu pros-
torne orijentacije, kvaternu strukturu, pri kojoj svaki polipeptidni lanac ¢ini jednu podjedinicu.

Podjedinice su, uglavnom, medusobno povezane kovalentnim vezama.



Usprkos velikoj strukturnoj i bioloSkoj raznolikosti, ¢ime je sugerirana njihova poten-
cijalna terapeutska aktivnost, koristenje peptida kao lijekova ograniceno je njihovim, biofam-
raceutskim te farmakoloSkim, nepovoljnim svojstvima. Peptidi su pri fizioloSkim uvjetima ne-
stabilni, a posljedica njihova polarnog karaktera je onemogucen prolazak kroz stanicnu mem-
branu i hematoencefalnu barijeru. Takoder, peptidi zauzimaju mnoge energetski ekvivalentne
konformacije ¢ime su omogucéene brojne interakcije sa proteolitickim enzimima, kao i nepo-
zeljnim receptorima. Iz tog razloga, modifikacija ovih svojstava u vidu klinicke upotrebe pep-

tida kao terapeutika, omogucena je upotrebom peptidomimetika (Kovacevi¢, 2014).

2.2. PEPTIDOMIMETICI

Peptidomimetici su spojevi koji kao ligandi mogu imitirati ili blokirati bioloski u¢inak
peptidnog receptora. Esencijalni farmakoforni elementi peptidomimetika imitiraju
trodimenzionalnu strukturu prirodnog peptida i proteina te zadrzavaju sposobnost njegovog
medudjelovanja s bioloski ciljanim sustavima pri ¢emu zadrzavaju jednak bioloski u€inak. Da
bi se peptidomimetici mogli koristiti kao terapeutici, oni moraju biti odlikovani metabolickom
stabilnoS¢u, dobrom biodostupnos¢u, afinitetom i selektivno$éu prema receptorima te
minimalnim nuspojavama (Bari$i¢, 2018). Svrha upotrebe peptidomimetika jest oponasanje
temeljnih motiva sekundarne strukture. Jedan od nacina sinteze peptidomimetika temelji se na
,2umetanju® rigidnih kalupa u peptidnu strukturu ¢ime se ograni¢ava njihova konfomacijska
sloboda te sprjecavaju interakcije s nepozeljnim receptorima, a ferocenski su se kalupi,
pokazali korisnim bioorganometalnim kalupima za sintezu konformacijski ogranic¢enih peptida

(Kovacevi¢, 2014).

2.3. FEROCEN

Ferocen je organometalni spoj, kemijske formule CioHioFe (Slika 6.), graden od
Zeljezova kationa (Fe**) smjestenog izmedu dva ciklopentadienilna prstena (Astruc, 2017).
1951. godine, T. J. Kealy 1 P. L. Pauson sintetizirali su ovaj spoj, reakcijom zeljezova (II)
klorida sa ciklopentadienilmagnezijevim-bromidom. Zbog sli¢nosti njegovih karbociklickih
prstenova s benzenom, Woodward mu, 1952. godine, daje ime ,,ferocen* (Woodward 1 sur.,
1952). Zahvalju¢i njihovoj karakteristi€noj strukturi, ferocenski se spojevi ¢esto nazivaju i
,sendvi¢“-spojevima (Rapi¢ i Caki¢ Semen¢i¢, 2011). Za ferocenske spojeve, karakteristi¢ne

su stabilnost pri visokim temperaturama (do 400 °C), topljivost u organskim otapalima,
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stabilnost u zraku, reaktivnost kao superaromatski elektrofil, reverzibilna oksidacija te
moguénost tvorbe velikog broja derivata (Astruc, 2017). Zahvaljuéi ovim svojstima, ali i zbog
lipofilnosti, koja mu omogucava prolaske kroz stanicne membrane, niske toksiCnosti te
stabilnosti u fizioloSkom mediju, ferocen je jedan od glavnih spojeva kojima se bavi

bioorganometalna kemija (Barisi¢, 2018).

>

Slika 6. Kemijska struktura molekule ferocena

J

J

2.4. FEROCENSKI BIOKONJUGATI S AMINOKISELINAMA

Kao §to je ranije spomenuto, jedan od nacina priprave peptidomimetika ukljucuje
,sumetanje* 1,1-' disupstituiranog ferocenskog kalupa u peptidnu sekvencu s ciljem uvodenja
okreta. Zbog udaljenosti izmedu ciklopentadienilnih prstenova, koja iznosi 3,3 A, u takvim je
konjugatima, omoguceno nastajanje intramolekulskih vodikovih veza (IHB). Vodikove veze,
nastale izmedu peptidnih lanaca vezanih na ferocenski kalup uzrokuju stvaranje struktura koje
nalikuju B-nabranim ploama. S obzirom na strukturu ferocenskog prekursora, za ferocenske
su peptidomimetike karakteristi¢na tri glavna strukturna motiva. 1z ferocen-1,1 'dikarboksilne
kiseline (Fcd,) izvedeni su Fn-[CO-(AA)m-OMe], mimetici (I), sa deseteroc¢lanim IHB
prstenom. Y-(AA)n-Fca-(AA)n-OM mimetici (II), s dvanaesterolanim IHB prstenom,
izvedeni su iz 1 '-aminoferocen-1-karboksilne kiseline, a Fn-[NH-(AA)m-Y ]2 mimetici (III),
izvedeni su iz ferocen-1,1 '-diamina (Fcda) te je za njih karakteristiCan Cetrnaesteroclani IHB

prsten (Slika 7.). (Barisi¢, 2018; Kovacevi¢, 2014).
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Slika 7. Struktura ferocenskih mimetika I-III izvedenih iz Fcd, Fca te Fcda
(Kovacevic, 2014).

2.5. LEUCIN
L-Leucin, nepolarna je aminokiselina, razgranatog lanca, a molekulska mu masa iznosi
131 g mol™! (Slika 8.). 1819. godine, Proust ga je po prvi puta izolirao iz sira, dok mu je tek

kasnije Braconnot dao ime leucin (Zhang i sur, 2020).

CHsz CHs
’/ CH; H—C—CH;
HC\ |
H CH2 CH>
""’C/ +H;N—C—COO"
;N7 00" |

Slika 8. Kemijska struktura leucina [/ijevo — kugli¢asto-Stapicasti model pokazuje raspored
atoma i veza u prostoru; sredina — stereokemijska formula pokazuje geometrijski raspored
veza oko atoma; desno — pojednostavljena Fischerova projekcijska formula prikazuje sve

veze kao da su medusobno okomite] (Berg i sur., 2013).

Leucin je jedna od dvadeset esencijalnih aminokiselina, koje ljudsko tijelo ne moze
sintetizirati. Stoga ga je potrebno unositi hranom. Prehrambeni izvori leucina su, uglavnom
hrana Zivotinjskog porijekla, poput mlijeka i mlijecnih proizvoda, jaja, ribe, svinjetine i
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piletine, no moze ga se pronaci i u hrani biljnog porijekla, kao $to su Zitarice te razne sjemenke
(Zhang 1 sur., 2020). Preporuke o dnevnom prehrambenom unosu leucina variraju ovisno o
dobi i spolu pojedinca, no u prosjeku je preporuc¢en unos od 50 miligrama po kilogramu tjelesne

mase odraslog pojedinca, na dan. U tablici 1. detaljnije su prikazane spomenute preporuke.

Tablica 1. Preporuceni dnevni unos leucina (prema Institute of Medicine, 2006)

POPULACIJSKA SKUPINA KOLICINA (mg/kg/dan)
Dojencad (0-6 mjeseci) 156
Dojencad (7-12 mjeseci) 93
Djeca (1-3 godine) 63
Djeca (4-8 godina) 49
Djecaci (9-13 godina) 49
Djevojcice (9-13 godina) 47
Djecaci (14-18 godina) 47
Djevojcice (14-18 godina) 44
Odrasli (19 godina i stariji) 42
Trudnice 56
Dojilje 62

Osim $to je esencijalna aminokiselina, leucin, te jo§ vaznije, njegovi metaboliti, u ljudskom
su organizmu vazni zbog svojih oksidacijskih svojstava te regulacije razli¢itih fizioloskih i
patoloSkih procesa, kao S§to su sinteza 1 metabolizam proteina, regeneracija tkiva te

metabolizma lipida (Zhang i sur., 2020; Pedroso JA 1 sur., 2015).

2.5.1 Metabolizam leucina

Razgradnja leucina zapocinje reakacijom transaminacije, koja je kataliziranom enzimom,
transaminazom aminokiselina razgranatog lanca (engl. branched-chain amino acid
transferase, BCAT) . Leucin se transaminira u odgovarajucu a-ketokiselinu, a-ketoizokaproat.
Zatim, a-ketoizokaproat ulazi u jedan, od dva moguca metabolicka puta. U 90-95 % slucajeva,
a-ketoizokaproat se, djelovanjem dehidrogeniziranog kompleksa a-ketokiselina razgranatog
lanca, oksidacijski dekarboksilira u izovaleril-CoA, a reakcija se odvija u mitohondriju. Rjede

(u5-10 % slucajeva) iz a-ketoizokaproata ireverzibilnom reakcijom, kataliziranom citosolnom
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a-ketoizokaproat-deoksigenazom, nastaje B-hidroksi-B-metilbutirat. Slijedi niz metaboli¢kih

reakcija, a krajnji produkti razgradnje leucina su acetoacetatna kiselina te acetil-CoA (Zhang i

sur., 2020; Berg i sur., 2013).

2.5.2. Vaznost leucina i njegovih metabolita

Iako jos nije razjasnjeno je li za to odgovoran leucin, ili njegovi metaboliti, jasno je kako su
ovi spojevi od iznimne vaznosti pri odrzavanju ravnotezne raspodjele energije izmedu masnog
tkiva i skeletnih miSi¢a. Naime, regulirana raspodjela energije, rezultira povecanom
oksidacijom masnih kiselina u stanicama miSi¢a te smanjenim skladiStenjem energije u
adipocitima (Zhang 1 sur., 2020). Uz to, dokazano je i kako leucin i njegovi metaboliti
stimuliraju lucenje inzulina iz gusteraCinih B stanica, Langerhansovih oto¢i¢a. Naime, leucin
aktivira serinsku i treoninsku protein kinazu, mTOR (engl. mammalian target of rapamycin),
koja kontrolira sintezu proteina i metabolizam u B-stanicama gusSterace, kao i metabolizam
lipida (Pedroso i sur.,2015). Takoder, osim §to je vazan pri sintezi proteina, leucin sluzi kao
izvor energije za skeletne miSice, a i primarni je donor duSika potrebnog sa sintezu glutamina
i alanina u skeletnim misi¢ima (Layman i Walker, 2006).

Zbog utjecaja koje leucin ima na metabolizam energije i inzulinsku signalizaciju, mnoge su
studije, predlagale suplementaciju leucinom kao terapeutsko rjeSenje metabolic¢kih stanja kao
Sto su pretilost te dijabetes tipa 2. Medutim, Pedroso 1 sur. (2015) navode kako, kod ve¢ pretilih
pojedinaca, suplementacija leucinom kao dodatkom prehrani, ne¢e pomoci pri lijecenju
pretilosti, te kako nema ¢vrstih dokaza koji upucuju na to da oralna suplementacija leucinom
djeluje na nacin da suprimira unos hrane, $to bi posljedicu imalo gubitak na tjelesnoj masi.

Vazno je istaknuti kako su potrebna daljnja istraZivanja o razli¢itim mehanizmima pomocu
kojih leucin regulira ekspresiju odredenih gena, s ciljem potvrdivanja terapeutskog utjecaja
leucina na pretilost, dijabetes tipa 2 te posljedi¢no na kardiovaskularne 1 neurodegenerativne

bolesti (Zhang i sur., 2020).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI I METODE
Tijekom sinteze ferocenskog peptidomimetika, sve koristene kemikalije bile su analiticke
Cistoce, a koriStena otapala bila su prociS¢ena prema standardnim postupcima (Perrin i sur.,
1988.). S ciljem pracenja tijeka reakcije i kontrole Cistoce sintetiziranih spojeva, primjenjena
je tankoslojna kromatografija (TLC) na ploCicama silikagela (Flunka Silica Gel), s
fluorescentim indikatorom (254 nm). Produkti kemijske reakcije procis¢eni su tanskoslojnom
preparativnhom kromatografijom na silikagelu (“Merck”, Kiselgel 60 HF254), a kao eluens
koriStena je smjesa diklormetan/etil-acetat. Nastali spojevi okarakterizirani su koriStenjem
spektroskopskih metoda: infracrvene spektrometrije (IR), nuklearne magnetske rezonancije
(NMR) te tekucinske kromatografije visoke razlucivosti sa spektrometrijom masa (HPLC-MS).
Na Reichert Thermovar HT 1 BT 11 odredena su taliSta te ista nisu korigirana. Na
spektrofotometru Spectrum Two (Perkin-Elmer) u CH2Cl,, odredeni su IR-spektri uzorka. 'H-
i 3C-NMR-spektri snimljeni su u CDCi3 na spektrometru Bruker AV 600, uz tetrametilsilan
kao unutarnji standard. Kemijski su pomaci (0) izraZzeni u ppm. Maseni su spektri izmjereni
ESI ioniziacijom, na Agilent Technologies 6410 Triple Quadrupole Mass Spectrometer. Sinteza
Ac-L-Ala-NH-Fn-NH-Boc (V) opisana je u literaturi, a njegovi spektroskopski podaci

odgovaraju literaturnima (Bari$i¢ i sur., 2002.).

3.2. PRIPRAVA CILJNOG PEPTIDA 1

Ciljni peptid 1 pripravljen je prema postupcima prikazanima na Slici 9.
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Slika 9. Shematski prikaz priprave ciljnog peptida 1

3.2.1. Postupak priprave petitda 1

Ferocenska aminokiselina, Ac-L-Ala-NH-Fn-NH-Boc (V), pocetni je spoj koji na NH-
skupinu ima vezanu Boc-skupinu koja onemogucava vezanje leucina. Ferocenska
aminokiselina otopi se u diklormetanu, ohladi se pri temperaturi od 0 °C te se potom izloZi
djelovanju plinovitog HCl-a, kako bi bila deprotektirana. Nakon 30 minutnog mijeSanja u
ledenoj kupelji te otparavanja na rotacijskom vakuum-uparivacu, nastaje hidroklorid, koji se
suspendira u diklormetanu i obraduje suviskom trietilamina, do pH~9. Primjenom standardnog
EDC/HOBt postupka, dobiveni se slobodni amin kopulira sa Boc-L-Leu-OH. Nakon sat
vremena mijesanja pri sobnoj temperaturi, rezultirajuca reakacijska smjesa ispere se 5%-tnom
vodenom otopinom NaHCOs3, 10%-tnom otopinom limunske kiseline i zasi¢enom otopinom
NaCl-a. Organski se sloj osusi bezvodnim Na>SOs te upari na rotacijskom vakuum-uparivacu.
Sirovi se produkt prociS¢ava tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu, uz
prethodno ispitan sustav otapala, CH>Cl, : EtOAc =1 : 5. Spojevi se razdjeljuju u dvije mrlje,
pri ¢emu je gornja mrlja homokiralalna te sadrzi L-Ala i L-Leu, dok je donja mrlja
heterokiralna, jer sadrzi D-Ala i L-Leu (Slika 10.). Obje se mrlje sastruzu te prenesu u Sinterov
lijevak, gdje se pri snizenom tlaku ispiru otapalom, sve dok u lijevku ne ostane samo bijeli

talog silikagela. Otapalo se upari na rotacijskom vakuum-uparivacu, a ¢isti produkt se prenese
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u izvaganu tikvicu.

Slika 10. Proc¢is¢avanje produkta tanskoslojnom preparativnom kromatografijom na

silikagelu (vlastita fotografija)

Tablica 2. Supstrati i reagensi upotrebljeni za pripravu peptida 1

Supstrat Aminokiselina | Reagensi za kopulaciju Dobivena
masa
Ciljni (masa / mg, Opis
spoj (masa / mg, (masa / mg, mnozina/ mmol) _ (m.g), _ | produkta
mnoZina/ mnozina/ mmol) (iskoristenje
mmol) EDC HOBt )
Ac-L-Ala- Boc-L-Leu-OH (116 mg, (82 mg, 80 mg Zuti
NH-Fn-NH- (93 mg, 0,603 0,603 (59%) kristali
1 Boc (150 mg, 0,402 mmol) mmol) mmol)
0,268 mmol)
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Ac-L-Ala-NH!-Fn-NH2-L-Leu-Boc (1)
tt=226,3-229,1°C; Rr= 0,71 (CH2Cl, : EtOAc =1 : 3).

IR (CH2CL2) Vmax/em™: 3438 st (NHgtobodni), 3281 j, 3252 st, 3224 st (NHasocirani), 1728,
1677, 1653 (C=Oconn), 1575, 1541 (amid II).

IH-NMR (600 MHz, CDCls) 8/ppm: 9,19 (s, 1H, NH'ry); 9,08 (s, 1H, NH,); 6,36 (d,
J=4,1 Hz, 1H, NHaw); 5,35 (s, 1H, H-7); 5,34 (s, 1H, H-10); 5,06 (d, J= 7,0 Hz, 1H, NHLcv);
4,56 (dq, 1H, CHa.al); 4,18 (dq, 1H, CHa.ren); 4,07 (s, 2H, H-2, H-5); 3,96 (s, 1H, H-8); 3,94
(s, 1H, H-9); 3,91 (s, 2H, H-3, H-4); 2,08 (s, 3H, CHs.ac); 1,69 (m, 1H, CHy-Lcu); 1,61-1,58 (m,
2H, CHa, pren); 1,47 [s, 9H, (CHs)s-Boc]; 1,39 (d, J = 7,3 Hz, 3H, CHs.aw); 0,95 (d, J = 6,6 Hz,
3H, CHs,y-Lew); 0,89 (d, J = 6,6 Hz, 3H, CHs, 1-Lcu).

13C-NMR (150 MHz, CDCls) 8/ppm: 171,63 (COgn1); 171,46 (COpn2); 171,19 (COAc);
157,04 (COBoc); 96,02 (C-1); 95,65(C-6); 80,80 (Cqpoc); 65,70 (C-8); 65,63 (C-9); 64,79 (C-3);
64,74 (C-4); 62,84 (C-7); 62,74 (C-10); 61,52 (C-2); 61,06 (C-5); 54,16 (CHLew); 50,46 (CHal);
41,30 (CHa, p.Lew); 28,58 [(CH3)3-Boc]; 24,82 (CHy-Lew); 23,02 (CHs.ac); 22,88 (CHs, yieu); 22,16
(CHs, y-Lew); 17,37 (CHa-ala1).

ESI-MS: izradunato za C26H3sN4OsFe: 542,45; dobiveno [M]" na m/z 543,6.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. UVOD
U ovom ZavrSnom radu, sintetiziran je ferocenski peptid 1., izveden iz ferocen-1,1 '-

diamina (Fcda) 1 L-leucina.

Deprotekcijom terminalne Boc-zastitne skupine peptida V te in situ kopulacijom nastalog

amina s aktiviranim L-Leu, pripravlja se 59% peptida 1.

o) o)
H H
ZE DY N)JYN Me @N)J\/NTMe
H e \([)]/ 1. HClgjinoviti H r\lxle 0
Fe 2. Et;N Fe
R O
H H o?
_N otBu 3. Boc-L-Leu-OH N ~ )LOtBu
N/ EDC/HOBt ~N N
o o)
Ac-L-Ala-NH-Fn-NH-Boc (V) 1 (AcL-Ala-NH-Fn-NH-L-Leu-Boc)

Slika 11. Shematski prikaz priprave peptida 1.

Uvodenje leucinske jedinice na N-terminus donjeg Cp-prstena peptida V registrirano je
u 'H-NMR-spektru karakteristicnim pomacima njegovih metinskih (§=4,18 i 1,69 ppm),
metilne (1,61-1,58 ppm) te metilenskih skupina (6=0,95 1 0,89 ppm). Pomaci ugljikovih atoma
spomenutih skupina ocitani su pri 53,12 ppm za CHq te 24,82 ppm za CHy; pri 41,30 ppm za

metilnu leucinsku skupinu te pri 22,88 122,17 ppm za metilenske skupine.

4.2. IR-SPEKTROMETRIJSKA ANALIZA PEPTIDA 1

Infracrvena spektrometrija, spektrometrijska je tehnika koja pripada molekulskoj
apsorpcijskoj spektrometriji. Princip IR-spektrometrije temelji se na ¢injenici da infracrveni
fotoni uzrokuju pojacanu vibraciju grupa atoma ovisno o prirodi njihovih medusobnih veza.
Razli¢ite vibracije odgovaraju razli¢itim energijama, pa tako molekule apsorbiraju infracrveno
zracenje (toplinsko zracenje) pri tocno odredenim valnim duljinama (A) tj. frekvencijama

(Kovag, 2018).

Signali u podru¢ju nizem od 3400 cm™! karakteristi¢ni su za NH-skupine koje sudjeluju
u vodikovim vezama, dok slobodne NH-skupine apsorbiraju infracrveno zracenje u podrucju
iznad 3400 cm™'. Takoder, istezne frekvencije karbonilnih esterskih skupina, u podruéju ispod

1730 cm™!, ukazuju na njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama.
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Mjerenjem IR-spektara ovisnih o koncentraciji otopine ispitivanog uzorka, odreduje se
je li rije¢ o intermolekulskim ili intramolekulskim vodikovim vezama. Ukoliko u molekuli
postoje intramolekulske vodikove veze, stupnjevitim razrjedivanjem otopine, intenzitet
njihovih signala ¢e slabiti proporiconalno slabljenju signala slobodne NH-skupine. Ukoliko su
u uzorku prisutne i intermolekulske veze, razrjedivanjem otopine dolazi do njihova pucanja, a
posljedi¢no opada i intenzitet njihovih signala u podruéju nizem od 3400 cm™ (Kovacevié,
2014).

Prema apsorpcijskim vrpcama detektiranim iz IR-spektra peptida 1, Ac-L-Ala-NH'-Fn-
NH?-L-Leu-Boc, zaklju¢ujemo da NH-skupine u ovom spoju postoje i u slobodnom, i u
asociranom obliku. Naime, detektirani jaki signal pri 3281 cm’!, te dva signala srednjeg
intenziteta pri 3238 cm™!, ukazuju na postojanje asociranih NH-skupina, dok signal koji se

javlja pri 3438 cm™!, ukazuje da je rije¢ o slobodnim NH-skupinama.

Istezne vibracije karbonilnih skupina, koje su IR-zracenje apsorbirale u podrucju valnih
duljina manjih od 1730 cm™ indikacija su moguéeg sudjelovanja karbonilnih skupina peptida

1 u vodikovim vezama.

Tablica 3. Istezne vibracije® NH- i CO-skupina peptida 1.

WH WH vco vco
Spoj Formula
(slob.) (asoc.) | (amid I) | (amid II)
3438sr 3281 1728 1575
1 Ac-L-Ala-NH!-Fn-NH?-L-Leu-Boc 3252sr 1677 1541
3224sr 1653

[al[R-spektri snimljeni su u CH2Cla, ¢ = 5x102 M.

Nakon postupnog razrijedivanja diklormetanske otopine peptida 1, u koncentracijskom
rasponu 5x102 M — 3x10 M, iz koncentracijski ovisnog IR-spektra vidljivo je kako signali
slobodnih i asociranih NH-skupina proporcionalno oslabljuju, §to indicira da asocirane NH-

skupine sudjeluju u intramolekulskim vezama (Slika 12.).
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Slika 12. Koncentracijski ovisni IR-spektri peptida Ac-L-Ala-NH'-Fn-NH?-L-Leu-Boc (1)

[al[R-spektri snimljeni su u CH2Cly, [(—) ¢ = 5x102 M, (—) ¢ =2,5x10%M, (—) c =
1.25x102 M, (—) ¢ = 6,x103 M, (—) ¢ = 3x10° M.

4.3. NMR-SPEKTROMETRIJSKA ANALIZA PEPTIDA 1

Nuklearna magnetska rezonancija je najsnaznija metoda za odredivanje kemijske
strukture organskih i anorganskih spojeva. Koristi se za analizu razli¢itih jezgri ( 'H, 1*C, 1°N,
F i 3IP), a temelji se na njihovim magnetskim svojstvima. NMR-spektrometrija koristi
podruéje radio-valova (10’-10° nm) te uzrokuje izvrtanje jezgre atoma pod utjecajem
magnetskog polja elektromagnetskog zracenja. Da bi jezgra mogla rezonirati u tom podrucju,
mora imati neparan atomski ili maseni broj, odnosno nuklerani spin, koji se moze detektirati

NMR-spektrometrom (Barisi¢, 2018).

Stoga je NMR-spektrometrija koristan nacin za procjenu karaktera vezanja vodika iz
NH-skupine te pruza koncizan uvid u vrstu vodikovih veza. Nastanak vodikove veze utjece na
kemijski pomak protona vezanih NH-skupina, budu¢i da vodikova veza odsjenjuje proton, koji
posljedicno apsorbira zracenje radiovalova pri nizem polju. Amidni protoni ukljuceni u
vodikove veze, uglavnom se javljaju iznad & = 7 ppm. Zbog brze uspostave ravnoteze izmedu
asociranih i slobodnih atoma vodika, dobiveni kemijski pomaci predstavljaju prosjek kemijskih

pomaka svih stanja.
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Peptid 1, analiziran je primjenom 'H-NMR i "*C-NMR spektrometrije te su kemijski
pomaci amidnih protona vezanih direktno na ferocen (NH'r, i NH?py), registrirani pri & > 9
ppm, $to upucuje da sudjeluju u vodikovim vezama. Suprotno tome, alaninski amidni protoni
(NHala) javljaju se pri visem polju (6 = 6,36), Sto je indikacija da je njihovo sudjelovanje u
intramolekulskim vodikovim vezama slabo vjerojatno, no ta mogucénost nije u potpunosti
iskljucena. S druge strane, nizak kemijski pomak NH-skupina aminokiseline L-Leu, (& = 5,06)

sugerira kako one ne sudjeluju u vodikovim vezama.

Tablica 4. Kemijski pomaci (8)/* amidnih protona peptida 1
(NH'rn) | (NH?rn) | (NHan) | (NHak)

Spoj Formula
8 (ppm) | 6 (ppm) | 3 (ppm) | & (ppm)

1 | Ac-L-Ala-NH'-Fn-NH?-L-Leu-Boc | 9,19 9,08 6,36 5,06
[a]NMR-spektri snimljeni su u CDCl3, ¢ = 5x102 M, 298 K

Radi preciznijeg definiranja prirode vodikovih veza, pri analizi peptida 1, dobiveni
spektrometrijski rezultati dodatno su provjereni analizom koncentracijski- te temperaturno-
ovisnih 'H-NMR-spektara. Potrebno je naglasiti kako, razrjedivanjem ili zagrijavanjem
otopine uzorka, dolazi do cijepanja intermolekulskih vodikovih veza te posljedicno dolazi do

pomaka amidnih protona u vise polje.

4.3.1. Koncentracijski-ovisna NMR-analiza peptida 1

Analizom koncentracijski-ovisnih NMR-spektara peptida 1, zaklju¢ujemo kako
postupnim smanjivanjem koncentracije otopine peptida 1, ne dolazi do bitnijih promjena
kemijskih pomaka njihovih, za ferocensku jezgru vezanih, NH-skupina. Time se odbacuje,
njihova potencijalna ukljucenost u intermolekulske vodikove veze te potvrduje intramolekulski
karakter vodikovih veza, predlozen analizom IR-spektara peptida 1 (Slike 13. 1 14.).
Razrjedivanje otopine uzrokuje pomak alaninskih amidnih protona (NHaw) prema viSem
kemijskom polju, Sto je takoder indikacija njihovog slabog (ili nikakvog) sudjelovanja u

intramolekulskim vodikovim vezama.
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Slika 13. Koncentracijski-ovisni NMR-spektri Ac-L-Ala-NH'-Fn-NH?-L-Leu-Boc (1)
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Slika 14. Koncentracijska ovisnost kemijskih pomaka IHB-asociranih NH-skupina

u peptidu 1 [(—) NH'pn, (—) NH?kn, (—) NHala, (—) NHpeu]

4.3.2. Temperaturno-ovisna NMR-analiza peptida 1

Rezultati analize temperaturno-ovisnih NMR-spektara, takoder upucuju na sudjelovanje
protona NH-skupina vezanih za ferocensku jezgru, u intramolekulskim vezama. PoviSenje
temperature (sa 258 na 328 K), uzrokuje pomak alaninskih amidnih protona (NHaia) prema
viSem kemijskom polju, Sto takoder potvrduje pretpostavku o njihovom slabom sudjelovanju

u intramolekuskim vodikovim vezama (slike 15.1 16.).
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Slika 15. Temperaturno-ovisni NMR-spektri Ac-L-Ala-NH!-Fn-NH?-L-Leu-Boc (1)
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Slika 16. Temperaturna ovisnost kemijskih pomaka IHB-asociranih NH-skupina u peptidu 1
[(—) NH'fn, (—) NH?Fn, (—) NHala, (—) NHLed]
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4.3.3. NOESY-NMR

Na temelju podataka dobivenih iz spektrometrijskih analiza peptida 1, zaklju¢ujemo kako
za ferocensku jezgru, vezane NH-skupine u peptidu 1, sudjeluju u intramolekulskim vodikovim
vezama. Kako bi se dobile dodatne informacije o konformaciji te intramolekulskim vodikovim
vezama u peptidu 1, istraZzeni su i NOE-kontakti sudjeluju¢ih amidnih skupina.

Iz NOESY-spektra peptida 1 vidljivi su NOE-kontakti: NH'ry-CHg-Leu, NH?pn-CH3_poc,
NH?py-CHo-Ala, NH?m-NHala (Slika 17.). S obzirom na navedene kontakate, te na temelju
spektroskopskih rezultata IR- i NMR-analize, pretpostavlja se postojanje NH'p,***OChpoc te
NHZ?p,""OCac intramolekulskih vodikovih veza. Uz to, zahvaljujuéi utjecaju razgranatog
leucinskog pobo¢nog ogranka (koji u odredenoj myjeri, ovisno o orijentaciji navedenog
ogranka, moZe ometati tvorbu NH%m'**OCac), nije moguée iskljuditi niti postojanje

unutarlan¢ane NH?p,---OCpoc vodikove veze, tj. zatvaranje 7-¢lanog prstena (y-okret).

T T T I T T T T o T T T T v T T

T T T T Tl T T T T T T T T T T T T T |BLEA | T

Slika 17. NOE-kontakti u otopini peptida 1.
PredloZene intramolekulske vodikove veze prikazane su iscrtkano.
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5. ZAKLJUCCI

1. Peptid Ac-L-Ala-NH-Fn-NH?-L-Leu-Boc (1) sintetiziran je primjenom standardnih
metoda, u iskoristenju 59%.

2. Primjenom IR- i NMR-spektrometrijskih tehnika, potvrdena je kemijska struktura pep-
tida 1.

3. Analizom IR-spektra, detektirane su istezne vibracije, i slobodnih i asociranih NH-
skupina.

4. Postupnim razrjedivanjem diklormetanske otopine peptida 1, signali slobodnih i asoci-
ranih NH-skupina proporcionalno oslabljuju, $to je indikacija sudjelovanja asociranih
NH-skupina u intramolekulskim vezama.

5. Kemijski pomaci amidnih protona vezanih direktno na ferocen, detektirani pri 6 = 9,19
i 6 = 9,08 ppm, indikacija su njihova sudjelovanja u vodikovim vezama.

6. Analizom koncentracijski i temperaturno-ovisnih NMR-spektara, odbacuje se potenci-
jalna ukljucenost, za ferocensku jezgru vezanih, NH-skupina, u intermolekulske vodi-
kove veze te potvrduje intramolekulski karakter vodikovih veza, predlozen analizom
IR-spektara peptida 1.

7. NOE-kontakti amidnih skupina peptida 1, upuéuju na postojanje NHgn+OCgoc te
NH?rn*-OCac intramolekulskih vodikovih veza.

8. Zbog utjecaja leucinskog pobo¢nog ogranka, nije moguce iskljuciti niti postojanje unu-
tarlanéane NH?r,***OCgoc Vodikove veze, odnosno zatvaranje 7-¢lanog prstena (y-0K-
ret).
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