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1. UVOD 
 

Peptidi i proteini su temeljni gradivni elementi živoga svijeta te imaju ključnu ulogu u 

raznovrsnim biološkim procesima i funkcijama organizama, od sudjelovanja u enzimskim 

katalizama do prijenosa impulsa između živčanih stanica te aktivnosti u zaštiti imunosnog 

sustava. Složenost bioloških funkcija proteina proizlazi iz njihove trodimenzionalne strukture, 

koja se može podijeliti na četiri razine: primarnu, sekundarnu, tercijarnu i kvarternu, pri čemu 

je sekundarna struktura, poput okreta, α-uzvojnica i β-nabranih ploča, ključna za razumijevanje 

biološke aktivnosti proteina. Budući da su prirodni peptidi podložni proteolitičkoj razgradnji, 

visokoj konformacijskoj fleksibilnosti, niskoj stabilnosti te biodostupnosti, primjena 

peptidomimetika kao alternativih spojeva omogućuje njihovu primjenu u terapeutske svrhe, 

smanjujući njihovu fleksibilnost i osjetljivost na proteolitičku razgradnju. Posebno se ističu 

ferocenski peptidi koji pokazuju zanimljiva svojstva, uključujući tvorbu specifičnih 

intramolekulskih vodikovih veza, a samim time i induciranje različitih elemenata sekundarne 

strukture. 

Otkriće ferocena i njegova jedinstvena "sendvič" struktura, koja mu pruža izuzetnu 

stabilnost, označava početak moderne bioorganometalne kemije, znanosti koja povezuje 

organsku kemiju s biologijom, medicinom i biotehnologijom. 

Ovaj diplomski rad, uz sintezu, obuhvatio je i konformacijsku analizu, tj. tvorbu sekundarnih 

strukturnih elemenata u pripravljenim ferocenskim dipeptidima 6 i 7 [Ac-D-Ala-NH-Fn-NH-

L(D)-Val-Boc, Fn = ferocenilen, Ac = acetil, Boc = tert-butoksikarbonil] (slika 1), s naglaskom 

na istraživanje intramolekulskih vodikovih veza (IHB, engl. Intramolecular Hydrogen Bonds), 

koristeći različite spektroskopske metode poput NMR, CD i IR-spektroskopije.  

OtBu

N
H

O
H
N

Fe

H
N

Me

O

O

N
H

O
CH3

OtBu

N
H

O
H
N

Fe

H
N

Me

O

O

N
H

O
CH3

6 (Ac-D-Ala-NH-Fn-NH-L-Val-Boc) 7 (Ac-D-Ala-NH-Fn-NH-D-Val-Boc)

Slika 1. Ciljni dipeptidi 6 i 7  
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2. TEORIJSKI DIO 
 

 

2.1. PEPTIDI I PROTEINI 
 

Peptidi i proteini posjeduju važnu ulogu u mnogim biološkim procesima te su ključan 

izvor tvari potrebnih za rast i razvoj tkiva u svim organizmima. Osim toga su i sastavni dio svake 

stanice te sudjeluju u svim važnim procesima, poput enzimske katalize, prijenosu impulsa 

između živčanih stanica i molekula, zaštiti imunosnog sustava te kontroli rasta i diferencijaciji 

stanica (1). 

Peptidi su kratki polimeri aminokiselinskih monomera povezanih peptidnom vezom. 

Peptidna veza posebna je vrsta amidne veze koja nastaje reakcijom amino skupine jedne 

aminokiseline s karboksilnom skupinom druge aminokiseline. Stabilnost peptidne veze proizlazi 

iz činjenice da formira dvije rezonantne strukture, koje joj omogućuju svojstva dvostruke veze, 

iako se zapravo radi o jednostrukoj amidnoj vezi (slika 2). Uz navedeno, ograničena rotacija oko 

peptidne veze, uz istodobnu slobodnu rotaciju skupina vezanih na α-ugljikov atom, određuje 

trodimenzionalnu strukturu proteina. Povezivanjem najmanje dvije aminokiseline nastaju 

peptidi, dok peptide nastale polimerizacijom više od devet aminokiselina nazivamo proteinima. 

Aminokiseline se međusobno razlikuju po pobočnim ograncima koji su različite duljine, naboja, 

hidrofilnosti, odnosno hidrofobnosti, stoga su različito reaktivni. Raznolikost pobočnih 

ogranaka,  kao i mogućnost različite polimerizacije, doprinosi raznovrsnosti peptida i proteina u 

prirodi te utječe na konačnu strukturu polimera, koja određuje njihovu funkciju i biološku 

aktivnost.   

 

Slika 2. Rezonantne strukture peptidne veze (2) 

Struktura proteina može se podijeliti na 4 razine: primarnu, sekundarnu, tercijarnu i 

kvaternu. Primarna struktura proteina određena je aminokiselinskim slijedom u peptidnom 

lancu, dok tvorba intramolekulskih vodikovih veza između donorskih i akceptorskih skupina 

definira njihovu sekundarnu strukturu. Najvažnije sekundarne strukture su -uzvojnica, -
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nabrana ploča i različiti okreti, od kojih je najčešći i najpoznatiji -okret. Tercijarna struktura 

predstavlja prostorni raspored aminokiselinskih ostataka koji su u primarnoj strukturi znatno 

udaljeni jedan od drugog, no smatanjem peptida, odnosno proteina, približavaju se i stupaju u 

interakciju. Kvaterna se struktura odnosi na prostorni odnos između polipeptidnih lanaca ili 

podjedinica istog proteina (slika 3). 

 

Slika 3. Četiri strukturne razine peptida i proteina (3) 

 

 

2.2. SEKUNDARNA STRUKTURA PEPTIDA I PROTEINA 
 

 Sekundarna struktura predstavlja najvažniju proteinsku strukturu te je nužna za 

određivanje trodimenzionalne strukture proteina (4). Gotovo 50 posto strukturnih elemenata 

svakog peptida uključuje sekundarne strukture. Formiranje intramolekulskih vodikovih veza 

(IHB) između donorskih i akceptorskih skupina unutar istog ili susjednih peptidnih lanaca 

rezultira nabiranjem lanaca i stvaranjem sekundarne strukture proteina. Obrazac IHB određuje 

koji će od navedenih oblika sekundarne strukture (-uzvojnica, -nabrana ploča ili okreti) 

zauzeti određeni peptid (1). 

α-Uzvojnica štapićasta je sekundarna struktura građena od čvrsto uvijene polipeptidne 

okosnice te pobočnih ogranaka aminokiselina izbočenih na vanjskoj strani same uzvojnice. U 

prirodnim peptidima uzvojnice su (P) - ili desne orijentacije. Karbonilna skupina svake 

aminokiseline n povezana je vodikovom vezom s amino skupinom aminokiseline n+4 (5) (slika 

4, lijevo). β-Nabranu ploču karakterizira polipeptidni lanac koji je istegnut, za razliku od 

uvijenog lanca koji poprima α-uzvojnica. Sama struktura ploče stabilizirana je vodikovim 

vezama između karbonilnih i amino skupina različitih polipeptidnih lanaca. Ovisno o tome kako 
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su polipeptidni lanci orijentirani, β-nabrana ploča može biti paralelna (lanci orijentirani u istom 

smjeru) ili antiparalelna (lanci obrnuto usmjereni) (2) (slika 4, desno). 

 

 

Slika 4. Sekundarne strukture proteina (lijevo α-uzvojnica; desno β-nabrana ploča) (6) 

 

Različiti okreti omogućuju promjenu smjera polipeptidnih lanaca pa stoga dolazi do 

tvorbe globularnih (smotanih) i kompaktnih oblika proteina. Osim što utječu na savijanje 

proteina, okreti utječu i na njihovu stabilnost. Dijele se na α-, β-, γ-, δ- i π- okrete, s obzirom na 

broj konstituirajućih ostataka (slika 5). Budući da su stabilizirani intramolekulskim vodikovim 

vezama zatvaranjem 7-članog prstena dolazio do tvorbe -okreta, 10-člani prsten odgovara β-

okretu, dok 13-člani prsten rezultira α-okretom. β-Okreti su najčešći formirani okreti, a 

definiraju se kao tetrapeptidne sekvence u kojima udaljenost između Cα(i) i Cα(i+3) mora biti 

manja ili jednaka 7Å što dovodi do naglog okreta polipeptidnog lanca (2). Odlikuju se vrlo 

izraženim hidrofilnim svojstvima zbog čega su smješteni na površini proteinske molekule, te 

sudjeluju u procesima molekulskog prepoznavanja, kao i u interakcijama peptidnih supstrata s 

njihovim receptorima. 
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Slika 5. Prikaz najčešćih okreta (→sedmeročlani prsten, →deseteročlani prsten i 

→trinaesteročlani prsten) (2) 

 
 

2.3. SPEKTROSKOPSKA ANALIZA SEKUNDARNIH STRUKTURA 

PROTEINA 
 

Budući da biološka aktivnost proteina izravno ovisi o sekundarnoj strukturi, kao i 

njezinoj mogućoj promjeni, navedeno se može iskoristiti u svrhu istraživanja i razvoja proteina 

u terapeutske svrhe (7). Tako se iz istraživanja koje su proveli Zeeshan, Thành, i Mai sa svojim 

suradnicima može vidjeti da, u slučaju antimikrobnih peptida, analozi peptida sa strukturom α-

uzvojnice pokazuju jaču antimikrobnu aktivnost na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije, 

u odnosu na one peptide koji tvore β-nabranu ploču (7-9). U svrhu dokazivanja sekundarne 

strukture koristi se nekoliko metoda: IR-spektroskopija (, engl. Infrared Spectroscopy), NMR-

spektroskopija (engl. Nuclear Magnetic Resonance) i CD-spektroskopija (engl. Circular 

Dichroism). Navedena spektroskopska mjerenja služe procjeni stabilnosti proteina i strukturnih 

značajki koje se smatraju odlučujućima za biološku aktivnost proteina (10). 

Nuklearna magnetska rezonanca spektroskopska je analitička metoda koja daje pouzdan 

i detaljan uvid u strukturu makromolekula, uključujući i proteine. Omogućuje određivanje 

molekulske strukture (geometrijski raspored i udaljenost atoma unutar molekule proteina), uz 

određivanje trodimenzionalne strukture makromolekule. Najvažnija značajka NMR-a jest da 

pruža mogućnost lociranja sekundarnih strukturnih elemenata unutar sekvence proteina (10). 

NMR omogućuje i prikupljanje informacija o trodimenzionalnoj strukturi proteina te odnosu 

konformacije i funkcije proteina. NMR proteina provodi se u vodenim otopinama proteina 
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visoke čistoće i koncentracije (0,1 – 3 mM) te je ograničena na relativno male proteine (do 35 

kDa). Poželjno je da se proteini obilježe izotopima 13C i 15N, jer prirodno prisutni 12C nije 

spektroskopski aktivan, dok jezgra 14N izotopa daje nisku rezoluciju signala. Zajedno s 

podatcima o sekvenci ispitivanog proteina i poznatim geometrijskim odnosima među atomima 

(kiralnost, van der Waalsovi radijusi, duljine i kutevi veza), u bazama podataka moguće je 

pronaći i podatke o sličnim molekulama te ih usporediti s eksperimentalno dobivenim 

rezultatima.  

CD spektroskopija je metoda koja služi i za karakterizaciju proteina, pri čemu je poželjno 

da molekule budu neionizirane i otopljene. Kiralnost proteina omogućuje apsorpciju u različitim 

dijelovima spektra svjetlosti, čime se analiziraju sekundarni strukturni elementi proteina. Osim 

za ispitivanje sekundarnih struktura, CD spektroskopija koristi se i za ispitivanje tercijarnih 

struktura. Iako ova metoda daje uvid u postojanje α-uzvojnica i β-nabranih ploča, ne omogućuje 

određivanje aminokiselina koje sudjeluju u stvaranju tih strukturnih elemenata. Koristi se za 

usporedbu strukture proteina iz različitih izvora te strukture mutiranih i nativnih proteina. 

Nadalje, korisna je metoda pri ispitivanju utjecaja temperature, pH ili drugih vanjskih čimbenika 

te različitih interakcija (protein-protein ili protein-ligand) na konformaciju proteina.  

Jedna od najčešće korištenih spektroskopskih tehnika, IR-spektroskopija, daje 

informaciju o konformacijskom prostoru peptida u otopini. Pomoću ove metode procjenjuje se 

proteinska struktura, određivanjem frekvencije pri kojoj kemijske veze apsorbiraju infracrveno 

zračenje, a jačina apsorpcije raste povećanjem polarnosti kemijskih veza (10-12). Prednost je IR 

spektroskopije što se iz spektra mogu dobiti informacije o strukturi i koncentraciji molekula. 

Određivanje IR-spektra relativno je brzo i jednostavno te jeftino, a važna je i visoka osjetljivost 

same metode. Bitno je istaknuti da je metoda minimalno invazivna, što ju ističe u odnosu na 

druge spektroskopske metode. 

 

2.4. HIDROFOBNE AMINOKISELINE 
 

Aminokiseline su bitne za živa bića, budući da samo njih 20 tvori cijelu raznolikost 

proteina. Svaka aminokiselina sadrži amino- i karboksilnu skupinu, a podjela aminokiselina 

ovisi o vrsti pobočnog ogranka aminokiseline, pa se aminokiseline dijele na one sa i bez naboja, 

pri neutralnom pH. Nadalje se aminokiseline bez naboja mogu podijeliti na hidrofobne ili 

nepolarne i hidrofilne ili polarne, dok se aminokiseline koje nose naboj mogu podijeliti na 

bazične i kisele. Aminokiseline od interesa u sklopu ovog rada su hidrofobne aminokiseline Val 
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(valin) (slika 6) i Ala (alanin) (slika 7) (2). Karakteristika valina je i to da je esencijalna 

aminokiselina, što znači da ga tijelo ne može de novo sintetizirati u organizmu, nego ga mora 

unijeti iz vanjskih izvora, tj. hranom ili dodatcima prehrani. Hidrofobnost aminokiselina iznimno 

je bitna karakteristika te se detaljno proučava, budući da hidrofobne interakcije imaju glavnu 

ulogu u stabilizaciji proteinskih struktura (13,14). Aminokiseline s hidrofobnim pobočnim 

ograncima obično se nalaze u unutrašnjosti proteina, kako bi se reducirao njihov mogući kontakt 

s vodom, pa se ta sklonost može približno odrediti mjerenjem raspodjele aminokiselina između 

vode i organske faze (15).  

 

2.4.1. Valin – struktura, značaj i uloga 

 

Valin (Val, V) aminokiselina je koja kao pobočni ogranak sadrži izopropilnu skupinu, 

što je prema prethodno navedenim kriterijima svrstava u nepolarne alifatske aminokiseline bez 

naboja (slika 6). To je esencijalna aminokiselina, dakle organizam nema mogućnost samostalne 

biosinteze valina, stoga je dostatnu količinu za normalno funkcioniranje organizma potrebno 

osigurati prehranom (2). Budući da razgranata struktura izopropilne skupine valina uzrokuje 

steričke smetnje pri tvorbi -uzvojnice, osnovna je karakteristika valina da u peptidima i 

proteinima ima tendenciju tvorbe -nabrane ploče. Pobočni ogranak valina vrlo se jednostavno 

smješta u -nabranu ploču na način da izviruje iz ravnine glavnoga lanca (2). 

 

Slika 6. Struktura aminokiseline valin (Val) (2) 

 

Valin je aminokiselina koja pomaže u uklanjanju viška dušika iz jetre i može ga prenositi 

drugim tkivima u tijelu prema potrebi. Također, prilikom konjugacije valina s ferocenskim 

peptidima, dolazi do tvorbe -nabranih ploča pa takve molekule predstavljaju zanimljive 

modelne spojeve za ispitivanje Alzheimerove i Parkinsonove bolesti. Valin je korišten u 

istraživanjima gdje je konjugacijom s ferocenskim peptidima pokazao zanimljive molekulske 
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modele za bolesti poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti. Ta istraživanja ukazuju na to da 

-nabrane ploče igraju ključnu strukturnu ulogu (16). Valin pripada u skupinu aminokiselina 

razgranatog lanca (engl. Branched Chain Amino Acid, BCAA), koje su važne za različite 

metaboličke procese, uključujući sintezu proteina i izlučivanje inzulina. Čak i male promjene u 

metabolizmu BCAA mogu uzrokovati različite bolesti, poput dijabetesa, raka i zatajenja srca 

(17). Valin je nužan za održavanje hematopoetskih matičnih stanica te ima ključnu ulogu u 

procesu njihove samoobnove (18). Također, sudjeluje u procesima poput procesiranja nukleotida 

u reverznoj transkriptazi humane telomeraze (19). Valin je važan i za strukturnu stabilnost 

enzima, primjerice ribonukleaze A (20). Osim toga, valin snažno utječe na homeostazu tjelesnih 

tekućina, aktivirajući transportere Ca2+ i Na2+ u bubrežnim kanalićima (21). Također je povezan 

s povećanim unosom glukoze u mišićima, što rezultira većim sadržajem glikogena (22). 

Međutim, u određenim situacijama, poput srpaste anemije i inzulinske rezistencije, valin može 

imati štetno djelovanje. Srpasta anemija, primjerice, uzrokuje zamjenu glutaminske kiseline s 

valinom, što mijenja agregaciju hemoglobina (23). Također, valin je povezan s inzulinskom 

rezistencijom, a nusprodukt njegovog metabolizma može dovesti do pojave dijabetesa (24). 

 

2.4.2. Alanin - struktura, značaj i uloga 

 

Alanin (Ala, A) ili 2-aminopropionska kiselina neesencijalna je aminokiselina, za razliku 

od valina, a dobiva se reduktivnom aminacijom piruvata tijekom metabolizma. Ciklusi u čijim 

reakcijama sudjeluje su ciklus limunske kiseline, glikoliza i glukoneogeneza. Alanin spada u 

hidrofobne aminokiseline bez naboja te kao pobočni ogranak ima nepolarnu metilnu skupinu 

(−CH3) (slika 7), što je svrstava među najmanje, najjednostavnije i aminokiseline koje sterički 

najmanje ometaju stvaranje veza ili konformacijskih struktura. 

 

Slika 7. Struktura aminokiseline alanin (Ala) (2) 

 

Razgradnjom mišića, koji su u velikom dijelu sastavljeni od proteina, alanin se u povećim 
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količinama oslobađa u krvotok te se u jetri konvertira u glukozu, koja služi kao izvor energije 

skeletnim mišićima (25). Alanin je bitan izvor energije za mišićno tkivo, mozak i centralni 

živčani sustav, jedna je od važnijih aminokiselina za imunosni sustav u proizvodnji antitijela te 

sudjeluje u metabolizmu šećera i organskih kiselina. U tijelu ova aminokiselina stupa u 

interakciju s još jednom aminokiselinom, histidinom, kako bi stvorile dipeptid karnozin. Ovaj 

prirodni mišićni dipeptid, koji inhibira katalizu oksidacije lipida, svojim snažnim 

antioksidativnim svojstvom djeluje protiv slobodnih radikala (26).   

Prilikom istraživanja vodikovih veza između peptida i molekula vode, primijećeno je da 

α-uzvojnica nije potpuno stabilna u vodi, jer se vodikove veze natječu s onima u uzvojnici 

peptida (27,28). Marqusee i sur. proučavali su formiranje α-uzvojnica u peptidima koji sadrže 

samo alanin i nekoliko drugih aminokiselina. Njihovi rezultati sugeriraju da alanin ima ključnu 

ulogu u stabilizaciji kratkih uzvojnica, vjerojatno zbog visokog potencijala pojedinih alaninskih 

ostataka pri njihovoj tvorbi, bez interakcija pobočnih lanaca koje bi ih mogli dodatno stabilizirati 

(27). 

Alanin je proteinogena aminokiselina, najviše podložna stvaranju sekundarne strukture 

proteina tvorbom α-uzvojnice, pri čemu se smanjuje konformacijska sloboda glavnoga lanca u 

nesmotanom stanju, zahvaljujući nepolarnoj CH3 skupini u pobočnom ogranku alanina (29). 

Peptidi s oko 10 alaninskih ostataka koji stvaraju α-uzvojnice nisu topljivi u vodi, zbog 

nedostatka vodikovih veza (30). Dodavanjem triju ili više nabijenih ostataka, poput lizina ili 

glutaminske kiseline, može se poboljšati topljivost alaninskih peptida (28). 

Istraživanja su pokazala da zamjena aminokiseline alanin s aminokiselinom glicin može 

destabilizirati α-uzvojnicu u peptidima, i to u ovisnosti o omjeru količine alanina i glicina (27, 

31-33). S druge strane, istraživanja temeljena na konformaciji kratkih alaninskih peptida 

pokazala su sasvim drukčije rezultate. Zaključak je istraživanja na trialaninu da on zauzima dvije 

konformacije pri sobnoj temperaturi. Prva konformacija odnosi se na strukturu sličnu poliprolin 

II uzvojnici (≥ 80 %), dok je druga konformacija αR-uzvojnica (34). Međutim, temeljem 

spektroskopskih mjerenja utvrđena je prisutnost 50 % poliprolin II uzvojnice i 50 % strukture 

slične β-nabranoj ploči (35,36), dok tetraalanin zauzima većinom oblik poliprolin II uzvojnice u 

vodi (37). U svakom slučaju, poliprolin II uzvojnica pokazala se dominantnom konformacijom 

alaninskih peptida. Bitno je naglasiti da se vjerojatnost stvaranju iste povećava se s brojem 

alaninskih ostataka (39,40). Graf i suradnici utvrdili su kako otprilike 90 % trialanina zauzima 

strukturu poliprolin II uzvojnice, a približno 10 % strukturu β-nabrane ploče, dok struktura α-
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uzvojnice nije pronađena (slika 8). Konačno je zaključeno da produljenjem lanca na sedam 

alaninskih ostataka nije došlo do promjene količine određene konformacije (40). 

 

 

Slika 8. Usporedba sekundarnih struktura: A: α-uzvojnica; B: Poliprolin II uzvojnica te  

C: β-nabrana ploča (41) 

 

2.5. FEROCEN I BIOORGANOMETALNA KEMIJA 
 

Otkriće ferocena i rasvjetljavanje njegove izvanredne strukture nedvojbeno je početna 

točka za razvoj moderne bioorganometalne kemije. Godine 1951. sintetizirana je nova molekula 

kemijske formule FeC10H10 koja sadrži željezo i dva ciklopentadienidna prstena, a 1952. godine 

Woodward je novoj molekuli dodijelio naziv ferocen (42). Naime, T. J. Kealy i P. L. Pauson 

(43) su reakcijom željezovog(III) klorida i ciklopentadienilnog magnezijevog bromida 

sintetizirali molekulu ferocena, čiji karbociklički prstenovi pokazuju sličnost s benzenom. 

Ferocen karakterizira aromatska struktura nalik „sendviču“, koja ferocenu daje izuzetnu 

stabilnost (slika 9) (44,45). 

 

Slika 9. Struktura ferocena (a) i njegova trodimenzionalna struktura (b) (46) 
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Izraz „sendvič spoj“ danas je univerzalno prihvaćen za mnogo širu klasu spojeva. 

Ferocen se ubraja u skupinu organometalnih spojeva, zbog direktne veze između metala i ugljika 

te je glavni predmet istraživanja bioorganometalne kemije. Posljednjih se godina 

bioorganometalna kemija razvila kao potentno i brzorastuće područje koje povezuje klasičnu 

organometalnu kemiju s biologijom, medicinom i molekularnom biotehnologijom (47-49). 

Bioorganometalna kemija fokusira se na proučavanje konjugata organometalnih spojeva i 

biomolekula, odnosno spojeva koji sadrže barem jednu vezu između metala i ugljika, pri čemu 

takva veza uzrokuje različite steričke i elektronske efekte. Konjugati organometalnih spojeva i 

biomolekula, poput DNA, ugljikohidrata, steroida, aminokiselina te peptida, značajni su zbog 

moguće primjene u biokemiji, biologiji i biomedicini (terapija karcinoma i zaraznih bolesti, 

imunotestovi, molekulsko prepoznavanje, enzimska kataliza i toksikologija) (50). Ferocen se 

primjenjuje u bioorganometalnoj kemiji i zbog lipofilnosti, koja omogućuje prolazak kroz 

stanične membrane, mogućnosti razmjene liganda, redoks i katalitičkih svojstava. Također, 

konjugacijom ferocena s biomolekulama pripravljeni su biokonjugati koji su pokazali izuzetnu 

antitumorsku, antimikrobnu i antioksidativnu učinkovitost (51,52). Tako je, primjerice, 

otkriveno izraženo antitumorsko i antiproliferativno djelovanje ferocenskih spojeva na melanom 

B16, Lewisov plućni karcinom te antimikrobno djelovanje na Gram-pozitivne bakterije, a glavni 

je cilj razviti učinkovite i primjenjive lijekove. Tako je razvijen ferocifen, terapeutik sintetiziran 

po uzoru na tamoksifen (slika 10(a)) i hidroksitamoksifen (slika 10(b)), koji se koriste u terapiji 

raka dojke.  

 

Slika 10. Struktura tamoksifena (a) i hidroksitamofena (b) (1) 

 

Analozi ferocena sintetizirani su i radi pojave rezistencije na poznate antimalarijske 

lijekove, stoga su provedena različita istraživanja na lijekovima, poput feroklorokina. Osim toga, 

pripravljeni su i konjugati ferocena s dobro poznatim lijekovima, primjerice, s antibioticima kao 
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što su penicilini i cefalosporini, kao i varijacije lijekova s ferocenskom jedinicom, poput 

ferocenil aspirina i ferokina (53-57).  

 

2.6. PEPTIDOMIMETICI 
 

Peptidi i njihovi derivati pripadaju u skupinu molekula srednje veličine. Iako sudjeluju u 

važnim imunološkim i neurološkim procesima, peptidi nisu pogodni za korištenje u terapeutske 

svrhe iz nekoliko razloga. Najprije, njihova velika fleksibilnost odgovorna je za interakciju s 

različitim receptorima, što rezultira nepoželjnim nuspojavama. Također, podliježu 

proteolitičkom djelovanju peptidaza iz probavnog trakta i krvnog seruma te njihova velika 

molekulska masa i polarni karakter otežavaju transport kroz staničnu membranu i moždano-

krvnu barijeru. Peptidomimetici su spojevi čiji esencijalni farmakoforni elementi oponašaju 3D-

strukturu prirodnih peptida i zadržavaju njihovu sposobnost interakcije s biološkim ciljevima pri 

čemu ostvaruju identičan učinak (58). Peptidomimetici moraju zadovoljiti određena 

farmakološka svojstva kao što su minimalne nuspojave, metabolička stabilnost, dobra brzina 

apsorpcije lijeka u cirkulaciji te visok afinitet i selektivnost za receptore. Afinitet i selektivnost 

za receptore postiže se smanjenjem konformacijske slobode, odnosno uvođenjem različitih 

konformacijskih ograničenja, što rezultira zauzimanjem čvrste i rigidne konformacije. 

Peptidomimetik je spoj čija su sekundarna strukturna svojstva analogna prirodnom peptidu, zbog 

čega može oponašati njegovu biološku funkciju. Smatanje peptida u točno određenu sekundarnu 

strukturu (α-uzvojnicu, β-ploču ili okret) omogućeno je protein-protein interakcijama (PPI, engl. 

Protein-Protein Interactions). PPI je moguće ostvariti hidrofobnim interakcijama, van der 

Waalsovim interakcijama te vodikovim i ionskim vezama (2). Proteini najčešće tvore α-

uzvojnice te se upravo zato peptidomimetici dizajniraju tako da i oni tvore ovakvu sekundarnu 

strukturu. Tvorba -okreta, kao sekundarnog strukturnog elementa, omogućena je mijenjanjem 

smjera polipeptidnog lanca, zbog tvorbe vodikovih veza (IHB). β-okret ima važnu ulogu u 

biološkim sustavima. Zamjenom određenih ostataka aminokiselina s inicijatorima okreta 

omogućeno je usmjeravanje pobočnih ogranaka na isti način kao i u prirodnim peptidima, što 

uzrokuje veću proteolitičku aktivnost mimetika. Struktura β-okreta stabilizirana je vodikovim 

vezama između susjednih lanaca, a posljedica tog vezanja je zaklanjanje okosnice peptida koji 

u tom slučaju gubi mogućnost vezanja s drugim molekulama. Vezanje je omogućeno samo 

pobočnim ograncima (2). Veliki izazov predstavlja mimikrija -nabrane ploče, budući da se radi 

o sekundarnoj strukturi koja se temelji na interakcijama međusobno udaljenih aminokiselina.  
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Ključna prednost svih sekundarnih elemenata, prilikom priprave peptidnih mimetika, jest 

mogućnost umetanja rigidnih kalupa u strukture peptida. Heteroanularno disupstituirani 

ferocenski biokonjugati koriste se kao temelj za stvaranje molekulskih kalupa s karakteristikama 

okreta i struktura sličnih β-nabranim pločama (slika 11). U ovim molekulama, ciklopentadienski 

(Cp) prstenovi, koji gotovo slobodno rotiraju, udaljeni su oko 3.3 Å. Ova udaljenost je idealna 

za formiranje IHB u konjugatima koji se sastoje od prirodnih aminokiselina (1,59,60). 

 

Slika 11. Struktura slična β-nabranim pločama koja uključuje ferocen (61) 

 

 

2.7. FEROCENSKI PEPTIDI 
 

Ferocenski konjugati s aminokiselinama često se koriste u pripravi peptidomimetika. 

Ovisno o strukturi ferocenskog prekursora, 1,1'-disupstituirani ferocenski peptidi dijele se u tri 

skupine (slika 12):  

1. Fn-[CO-(AA)m-OMe]2 (II), izvedeni iz ferocen-1,1'-dikarboksilne kiseline (Fcd, I) 

2. Y-(AA)n-Fca-(AA)m-OMe (IV), izvedeni iz 1'-aminoferocen-1-karboksilne kiseline 

(Fca, III) 

3. Fn-[NH-(AA)m-Y]2 (VI), izvedeni iz ferocen-1,1'-diamina (Fcda, V). 

[Fn=ferocenilen, AA = prirodna aminokiselina, Y = Ac (acetil), Boc (tertbutoksikarbonil), m = 

1, 2,...; n = 1, 2,...] (60) 
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Slika 12. Ferocenski peptidi II, IV, VI izvedeni iz Fcd (I), Fca (III) i Fcda (V) 

(IHB su označene isprekidanim crtama) (1,60) 

 

 

2.8. FEROCENSKI PEPTIDI IZVEDENI IZ FEROCEN-1,1'-DIAMINA  
 

Ferocenski konjugati izvedeni iz ferocen-1,1'-diamina (Fcda,V) slabo su istraženi, a prve 

takve konjugate sintetizirali su Kraatz i suradnici kopulacijom Fcda (V) s L- i D-Ala (62). Tim 

istraživanjem dobivena su dva simetrično disupstituirana homokiralna peptida: Fn-(NH-Ala-

Boc)2 (VII) i Fn-(NH-D-Ala-Boc)2 (VIII), koji tvore dva 10-člana IHB-prstena. Ti prstenovi 

rezultat su interlančanih NHFnOCBoc vodikovih veza, što odgovara strukturi β-okreta (slika 13). 

CD-spektroskopskom analizom utvrđena je helična kiralnost istoimenih peptida u otopini: VII 

poprima pozitivan Cottonov efekt u ferocenskom području, što upućuje na P-heličnost, dok VIII 

poprima efekt suprotnog predznaka, što odgovara M-heličnosti ferocena.  
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Slika 13. Shematski prikaz IHB dipeptida Fn-(NH-Ala-Boc)2 (VII, lijevo) i Fn-(NH-D-Ala-

Boc)2 (VIII, desno) 

 

Kovačević i suradnici 2015. godine primijenili su novi sintetski pristup prema 

asimetrično supstituiranim ferocenima slabo istraženih biokonjugata koji se sastoje od ferocen-

1,1′-diamina te strukturno i kiralno različitih aminokiselinskih sekvenci. Do sada je ferocen-1,1′-

diamin bio pogodan za sintezu spojeva s identičnim aminokiselinskim sekvencama na svojim 

N-krajevima, što je dovelo do sinteze simetrično disupstituiranih homokiralnih biokonjugata, 

stabiliziranih kroz 14-člani intramolekularni prsten. Prvi je put objavljena sinteza ortogonalno 

zaštićenog homokiralnog produkta Ac–Ala–NH–Fn–NH–Ala–Boc (IX). Detaljna 

konformacijska analiza provedena na novim spojevima: Ac–Ala–NH–Fn–NH–Ala–Boc (IX) i 

Fn–(NH–Ala–Ac)2 (X) pokazuju veliku sklonost tvorbi 14-članih prstenova između dva 

supstituenta, bez obzira na Boc i/ili Ac zaštitne skupine. Spektroskopska analiza (IR, NMR, CD) 

novih spojeva, potkrijepljena DFT studijama, sugerira zanimljivu značajku okosnice ferocen-

1,1′-diamina. Naime, isti uzorak vodikovih veza, tj. 14-člani prsten kojeg tvore vodikove veze 

utvrđen je i u otopini i u krutom stanju, što spojeve IX i X čini obećavajućim i jednostavnim 

peptidomimeticima koji mogu oponašati sekundarnu strukturu β-nabrane ploče. Budući da je 

prethodno opisani Boc-zaštićeni biokonjugat VIII stabiliziran s dvije NHFn⋯OCBoc IHB, 

uključene u 14-člani prsten, njihov je cilj bio istražiti hoće li zamjena jedne ili obje Boc-skupine 

peptida VIII sa sterički manje zahtjevnim Ac-skupinama u peptidima IX i X utjecati na obrazac 

IHB. Stoga se nije očekivalo da će nepolarni i relativno mali pobočni lanac alanina interferirati 

s vodikovim vezama. Ovi rezultati ostavljaju prostor za sintezu složenijih sustava, poput onog 

opisanog u ovom diplomskom radu. Ovdje korišteni ferocen-1,1′-diamin (Fcda), kao sastavni 

dio još neistražene skupine peptidomimetika VI, pokazuje veliki potencijal za očuvanje β-okreta 

u otopini, oponašajući tako uzorak vodikovih veza β-nabranih ploča u prirodnim peptidima (59). 
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Kiralne peptide koji sadrže ferocen-1,1ʼdiamin kao induktor okreta proučavali su također 

Kovačević i suradnici 2017. godine. Prvotno je sintetiziran niz peptida koji sadrže homo- i 

heterokiralne Ala-Pro sekvence, konjugirane s ferocen-1,1ʼ-diaminom. Tako sintetizirani 

peptidomimetici zatim su detaljno analizirani IR-, NMR- i CD-spektroskopijom, kako bi se 

definirao utjecaj kiralne okosnice i N- terminalne skupine (Boc/Ac) novosintetiziranih 

peptidomimetika na njihova konformacijska svojstva. Štoviše, analiziran je utjecaj N- 

terminalnih Ac ili Boc skupina te kiralnosti aminokiselina na raspodjelu IHB. Ustanovljeno je 

da homokiralni peptidi, koji imaju najstabilniju konformaciju, tvore deseteročlane i 

trinaesteročlane prstenove, povezane intermolekulskim vodikovim vezama. Zajedničko 

obilježje najstabilnijih heterokiralnih peptida bilo je stvaranje struktura sličnih sekundarnoj 

strukturi β-okreta. Takve strukture tvorile su sedmeročlane prstenove, povezane IHB te 

šesnaesteročlane prstenove, povezane intermolekulskim vodikovim vezama. Dokazano je kako 

je utjecaj zamjene dviju N- terminalnih skupina na preraspodjelu vodikovih veza nešto veći kod 

homokiralnih, nego kod heterokiralnih derivata (63). 

Uzimajući u obzir veliku važnost okreta kao sekundarne strukture, Kovačević i suradnici 

2022. godine sintetizirali su derivate ferocen-1,1'-diamina i različitih hidrofobnih aminokiselina: 

XI (D-Val), XII (L-Val ), XIII (L-/D-Phe) te XIV (L-/D- Leu). Cilj je ovog rada bio istražiti 

inducira li ferocen-1,1'-diamin β-okret nakon konjugacije s aminokiselinom te utječe li veličina 

i/ili razgranatost pobočnih ogranaka Phe, Val i Leu na obrazac vodikovih veza. Ustanovljeno je 

kako ovi homokiralni konjugati doista tvore stabilne strukture koje se sastoje od dva 10-člana 

prstena stabilizirana intramolekulskim vodikovim vezama, tvoreći strukturu nalik dva β-okreta 

(slika 14) (64). 

 

Slika 14. Intramolekulske vodikove veze u peptidima XI- XIV 

(dva 10-člana IHB prstena, tj. dva β-okreta)  
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 
 

 

3.1. MATERIJALI I METODE 
 

Sve kemikalije korištene u sintezi bile su analitičke čistoće, dok su otapala korištena u radu 

pročišćena prema standardnim postupcima (65). 

 Za praćenje tijeka kemijskih reakcija korištena je tankoslojna kromatografija (TLC) na 

pločicama silikagela (Fluka Silica Gel), s fluorescentnim indikatorom valne duljine 254 nm.  

TLC je primijenjena i za kontrolu čistoće sintetiziranih spojeva. Za detekciju neferocenskih 

spojeva provedena je tankoslojna kromatografija pomoću ultraljubičaste (UV) svjetlosti, pri 

valnoj duljini od 254 nm, te ninhidrinom, uz paralelno zagrijavanje.  

 Sintetizirani produkti pročišćeni su uporabom smjese etil-acetata i diklormetana, kao 

eluensa, tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu („Merck“, Kiselgel 60 

HF254). 

Karakterizacija sintetiziranih spojeva napravljena je pomoću tekućinske kromatografije 

visoke razlučivosti sa spektrometrijom masa (HPLC-MS), nuklearnom magnetskom 

rezonancom (NMR) te infracrvenom spektroskopijom (IR).  

 Tališta su određena na Reichert Thermovar HT 1 BT 11 i nisu korigirana.  UV/Vis- 

(ultraljubičasto-vidljiv) i CD-spektri (cirkularni dikroizam) snimljeni su na CD-

spektrofotometru Jasco-810 u diklormetanu (CH2Cl2) i dimetil-sulfoksidu (DMSO). Na 

spektrofotometru PerkinElmer Spectrum Two u CH2Cl2 snimljeni su IR-spektri uzoraka. Maseni 

spektri izmjereni su ESI ionizacijom (engl., Electrospray ionization) na Agilent Technologies 

6410 Triple Quadrupole Mass Spectrometer. 13C-NMR- i 1H-spektri određeni su u CDCl3 na 

spektrometru Bruker AV600, uz tetrametilsilan kao unutrašnji standard. Kemijski pomaci (δ) 

izraženi su u jedinici ppm. DFT-računi (engl., density functional theory) načinjeni su pomoću 

programa Gaussian 09/DFT (B3LYP, MO6 i MO6-2X). 
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Popis korištenih kemikalija: 

 

 diklormetan, CH2Cl2 

 natrijev klorid, NaCl 

 sulfatna kiselina, H2SO4 

 EDC, N’-(3-dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid-hidroklorid 

 HOBt, 1-hidroksibenzotriazol-hidrat 

 trietilamin, Et3N 

 natrijev hidrogenkarbonat, NaHCO3 

 bezvodni natrijev sulfat, Na2SO4 

 etil-acetat, EtOAc (Et-etil; Ac-acetil) 

 metanol, CH3OH 

 acetil-klorid, CH3COCl 

 natrijev hidroksid, NaOH 

 aceton (propanon), CH3COCH3 

 etil-kloroformat, C3H5ClO2 

 natrijev nitrid, Na3N 

 tert-butil-alkohol, (CH3)3COH 

 limunska kiselina (2-hidroksipropan-1,2,3-trikarboksilna kiselina), C6H8O 

 dimetil-sulfoksid, DMSO 

 

 

 3.2. PRIPRAVA FEROCENSKIH PEPTIDA 
 

Ciljni ferocenski konjugati (2, 3, 4, 5, 6 i 7) pripravljeni su postupcima prikazanim na 

shemama 1 i 2. Priprava Boc-Fca izvedena je prema propisima opisanim u radu Barišić i 

suradnika te spektroskopski podatci odgovaraju podatcima u literaturi (66). 
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3.2.1. Priprava peptida Boc-D-Ala-NH-Fn-COOMe (1) 

 

      Nakon izračuna potrebnih količina reaktanata, Boc-zaštićena ferocenska aminokiselina Fca 

I (1 g, 2,8 mmol) otopi se u diklormetanu, ohladi na 0 °C i izloži djelovanju plinovitog 

klorovodika. HCl je pripravljen in situ reakcijom natrijevog klorida i sulfatne kiseline. Nakon 

30-minutnog miješanja u ledenoj kupelji te otparavanja na rotacijskom vakuum-uparivaču, 

nastali se hidroklorid suspendira u CH2Cl2 i obradi sa suviškom trietilamina (pH~9). Dobiveni 

se ferocenski amin kopulira s Boc-D-Ala-OH (1,18 g, 5,5 mmol), prethodno aktiviranim 

primjenom standardnog EDC/HOBt postupka. Nakon jednosatnog miješanja na sobnoj 

temperaturi (ili dok reakcija ne završi), reakcijska se smjesa ispere zasićenom vodenom 

otopinom natrijevog hidrogenkarbonata (NaHCO3), 10 %-tnom otopinom limunske kiseline i 

zasićenom otopinom NaCl. Organski se sloj osuši bezvodnim natrijevim sulfatom (Na2SO4) i 

upari do suha. Sirovi produkt pročišćava se tankoslojnom preparativnom kromatografijom na 

silikagelu, uz CH2Cl2:EtOAc = 5:1 kao eluens. 

Ovako pripremljen sirovi produkt pročišćava se tankoslojnom kromatografijom na način da se 

homogena smjesa uz pomoć kapalice s vatom nanese u obliku tanke linije na staklenu ploču 

presvučenu sa slojem silikagela. Prethodno se ispita koji sustav otapala odgovara za optimalno 

pročišćavanje produkta. U taj sustav otapala stavi se ploča te se pričeka, dok se spojevi iz smjese 

ne razdijele. Nakon razvijanja kromatograma, mrlja koja po Rf vrijednosti odgovara produktu 

sastruže se uz pomoć špatule te se prenese u Sinterov lijevak, a potom ispire otapalom, dok se 

silikagel u lijevku ne obezboji. Otapalo se upari te se čisti produkt prenese u izvaganu tikvicu. 

Količina potrebna za snimanje koncentracijskih IR-spektara odmah se pripremi u jednu 

epruvetu, uzme se mala količina za određivanje tališta, te se ostavi 100 mg čistog uzorka za 

naknadna snimanja (NMR). 

 

Boc-D-Ala-NH-Fn-COOMe (1) 

tt = 102-107°C; Rf = 0,49 (CH2Cl2 : EtOAc = 5 : 1). 

IR (CH2Cl2) max/cm-1: 3422 sr (NHslobodni), 3316 sl (NHasocirani), 1707 (C=OCOOMe), 1536, 

1498, 1369 ( (amid II). 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) /ppm: 7,63 [s, 1H, NHFn]; 5,14 [d, J = 6,93 Hz, 1H, 

NHAla]; 4,76 (m, 2H, 7-H, 10-H); 4,68 (s, 1H, 2-H); 4,57 (s, 1H, 5-H); 4,38 (m, 2H, 8-H, 9-H); 

4,22 [m, 1H, CHAla]; 4,04 (m, 1H, 4-H); 4,02 (m, 1H, 3-H); 3,80 (s, 3H, CH3COOMe); 1,48 [s, 
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9H, CH3Boc]; 1,43 [d, J = 6.98 Hz, 3H, CH3Ala]. 

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) /ppm: 171,88 [COCOOMe]; 171,17 [COAla]; 156,02 [COBoc]; 

95,28 (C-1); 80,61 [CqBoc]; 72,70 (2C, C-8, C-9); 72,13 (C-6); 71,39 (C-10); 71,25 (C-7); 66,64 

(C-4); 66,38 (C-3); 63,30 (C-2); 62,99 (C-5); 51,80 [2C, CH3COOMe, CHAla], 28.51 [CH3Boc]; 

17,94 [CH3Ala]. 

 

3.2.2. Priprava Ac-D-Ala-NH-Fn-COOMe (2) 

 

     U suspenziju Boc-peptida 1 (800 mg; 1,52 mmol) u EtOAc, ohlađenu na 0 °C, uvodi se 

plinoviti HCl dobivenog postupkom kao pri pripremi peptida 1. Nakon što se uz pomoć 

tankoslojne kromatografije utvrdi potpuno deprotektiranje peptida, otapalo se upari, a 

rezultirajući se hidroklorid peptida 1 suspendira u suhom diklormetanu (8 mL) i otopi uz dodatak 

Et3N (1,67 mL; 12,1 mmol). Ovako pripremljenoj otopini, prethodno ohlađenoj na 0 °C, uz 

miješanje, oprezno se dokapa acetilklorid (649 μL; 9,12 mmol) te, nakon 15 minuta miješanja 

pri 0 °C, slijedi izlijevanje reakcijske smjese u vodu i višestruka ekstrakcija diklormetanom. 

Prethodno izdvojeni organski sloj ispire se zasićenom vodenom otopinom natrijevog klorida 

NaCl, a zatim suši bezvodnim Na2SO4 i uparava do suhog. Nastali sirovi produkt pročišćava se 

tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu, uz eluens EtOAc. 

 

Ac-D-Ala-NH-Fn-COOMe (2) 

tt = 127°C; Rf = 0,4 (EtOAc). 

IR (CH2Cl2) max/cm-1: 3421 sr (NHslobodni), 3295 sr š (NHasocirani), 1712, 1661 

(C=OCOOMe, C=OCONH), 1561, 1466, 1372 (amid II). 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) /ppm: 8,23 [s, 1H, NHFn]; 6,54 [d, J = 7,29 Hz, 1H, 

NHAla]; 4,75 (m, 1H, 7-H); 4,73 (m, 1H, 10-H); 4,67 (m, 1H, 2-H); 4,61 [m, 2H, CHAla]; 4,38 

(m, 2H, 8-H, 9-H); 4,04 (m, 1H, 4-H); 4,01 (m, 1H, 3-H); 3,79 (s, 3H, CH3COOMe); 2,09 [s, 

3H, CH3Ac]; 1,45 [d, J = 6,96 Hz, 3H, CH3Ala].  

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) /ppm: 171,88 [COCOOMe]; 170,86 [COAla]; 170,63 [COAc]; 

95,32 (C-1); 72,61 (2C, C-8, C-9); 72,19 (C-6); 71,40 (C-10); 71,25 (C-7); 66,63 (C4); 66,31 

(C-3); 63,34 (C-2); 63,04 (C-5); 51,80 [CH3COOMe]; 49,41 [CHAla]; 23,43 [CH3Ac]; 18,13 

[CH3Ala]. 
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3.2.3. Priprava Ac-D-Ala-NH-Fn-COOH (3) 

 

     U otopinu estera 2 (800 mg, 1,7 mmol), u 7 mL metanola, dodaje se 100 mg natrijevog 

hidroksida NaOH (1,7 mmol) i par kapi vode. Nakon jednog sata refluksiranja, pri temperaturi 

od 65 C, reakcijska se smjesa upari, ostatak zakiseli 20 %-tnom otopinom HCl-a te ekstrahira 

etilacetatom. Organski sloj ispere se zasićenom otopinom NaCl-a, osuši bezvodnim Na2SO4 i 

upari. 

Ac-D-Ala-NH-Fn-COOH (3) 

tt = 128–134°C; Rf = 0,23 (CH2Cl2 : EtOAc = 1 : 1). 

IR (CH2Cl2) max/cm-1: 3420 sl (NHslobodni), 3296 sr (NHasocirani), 3109-2800 (m, OH, 

COOH), 1710, 1697, 1653 (C=OCOOH, C=OCONH), 1576 (amid II). 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) /ppm: = 4,71 (s, 1H, HFn); 4,66 (s, 2H, HFn); 4,52-4,48 

(m, 2H, HFn, CHAla); 4,29 (s, 1H, HFn); 4,27 (s, 1H, HFn); 4,01 (m, 2H, HFn); 2,05 (s, 3H, 

CH3Ac); 1,36 (d, J = 5,6 Hz, 3H, CH3Ala); 

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) /ppm: 173,67 (COFn, COCOOH, COAc), 95.67, 79.51 (CqFn), 

72.83, 72.38, 72.13, 67.04, 66.93, 64.46, 64.42 (CHFn), 50.98 (CHAla), 22.66 (CH3Ac), 18.03 

(CH3Ala). 

 

3.2.4. Priprema Ac-D-Ala-NH-Fn-CON3 (4) 

 

    Otopini kiseline 3 (1 g, 2,19 mmol) u 10 mL acetona dodaje se par kapi vode. Reakcijskoj se 

smjesi, ohlađenoj na 0 °C, dokapa otopina Et3N (0,26 g, 2,49 mmol) u acetonu, te otopina etil- 

kloroformata ClCOOEt (0,052 g, 1,64 mmol) u acetonu, pazeći da temperatura ne prijeđe 5 °C. 

Nakon 30 minuta miješanja, doda se otopina NaN3 (0,215 g, 3,29 mmol) u vodi. Nakon 

jednosatnog miješanja u ledenoj kupelji, reakcijska se smjesa razrijedi hladnom vodom, 

ekstrahira diklormetanom, ispere 5 %-tnom zasićenom otopinom NaHCO3 i zasićenom 

otopinom NaCl-a, osuši bezvodnim Na2SO4 i upari do suha. 

 

3.2.5. Priprema Ac-D-Ala-NH-Fn-NHBoc (5) 

 

    Budući da je otopina azida nestabilna, njegova pregradnja u karbamat vrši se in situ. Otopina 

azida (400 mg) u 8 mL tert-butil-alkohola zagrijava se pri 65 °C sve dok na tankoslojnoj 

kromatografiji ima tragova reaktanta. Trajanje je ovog postupka približno 5 sati. Kada je reakcija 
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gotova, reakcijska se smjesa upari, a produkt pročisti tankoslojnom preparativnom 

kromatografijom uz EtOAc. 

Ac-D-Ala-NH-Fn-NHBoc (5) 

tt = 142–145°C; Rf = 0,33 (EtOAc). 

IR (CH2Cl2) max/cm-1: 3428 j (NHslobodni), 3313 sr (NHasocirani), 1703, 1682, 1665 

(C=OCONH), 1530, 1513 (amid II). 

1H-NMR (600 MHz, CDCl3) /ppm: 8,30 (s, 1H, NHa Fn); 6,58 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 

NHAla); 6,23 (s, 1H, NHBoc); 4,61–4,53 (m, 3H, HFn, CHAla); 4,35–4,30 (m, 2H, HFn); 4,13–

4,01 (m, 4H, HFn); 2,05 (s, 3H, CH3Ac); 1,50 [s, 9H, (CH3)3Boc]; 1,44 (d, J = 6,9 Hz, 3H, 

CH3Ala).  

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) /ppm: 171,20 (COFn); 170,54 (COAc); 80,54 (CqBoc); 

65,93; 65,53; 65,47; 65,15; 62,95 (CHFn); 49,51 (CHAla); 28,55 [(CH3)3Boc]; 23,37 (CH3Ac); 

18,43 (CH3Ala). 

 

3.2.6. Priprema Ac-D-Ala-NH-Fn-NH-L-Val-Boc (6) i Ac-D-Ala-NH-Fn-NH-D-Val-Boc (7) 

 

    Boc-zaštićeni prekursor 5 (300 mg, 0,57 mmol) otopi se u EtOAc, ohladi na 0 C i izloži 

djelovanju plinovitog HCl. Nakon 30 minuta miješanja u ledenoj kupelji te otparavanja na 

rotacijskom vakuum-uparivaču, nastali se hidroklorid suspendira u CH2Cl2 i obradi sa suviškom 

Et3N (pH~9). Dobiveni se slobodni amin kopulira s 250 mg (1,14 mmol) Boc-D/L-Val-OH, 

primjenom standardnog EDC/HOBt postupka. Nakon jednog sata miješanja pri sobnoj 

temperaturi, rezultirajuća se reakcijska smjesa ispere zasićenom vodenom otopinom NaHCO3, 

10%-tnom otopinom limunske kiseline i zasićenom otopinom NaCl-a. Organski se sloj osuši 

bezvodnim Na2SO4 i upari do suha. Sirovi produkt pročišćava se tankoslojnom preparativnom 

kromatografijom na silikagelu uz CH2Cl2:EtOAc = 5:1 kao eluens.  

Prilikom kopulacije hidroklorida spoja 5 s Boc-L-Val-OH, a s ciljem dobivanja heterokiralnog 

dipeptida Ac-D-Ala-NH-Fn-L-Val-Boc (6) uočeno je da ne dolazi do stvaranja mrlje produkta. 

 

Ac-D-Ala-NH1-Fn-NH2-D-Val-Boc (7) 

tt = >338°C; Rf = 0,63 (CH2Cl2 : EtOAc = 1 : 5). 

IR (CH2Cl2) max/cm-1: 3431 sr (NHslobodni), 3295 j (NHasocirani), 1712, 1677, 1670 

(C=OCONH), 1564, 1535, 1503 (amid II). 
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1H-NMR (600 MHz, CDCl3) /ppm: 9,09 (s, 2H, NH1
Fn, NH2

Fn); 6,67 (d, J = 5,12 Hz, 

1H, NHAla); 5,37 (s, 1H, H-10); 5,34 (s, 1H, H-7); 5,24 (d, J = 7,6 Hz, 1H, NHVal); 4,87 (dq, J = 

4,6 Hz, 6,5 Hz, 1H, CHAla); 4,10 (s, 2H, H-2, H-5); 4,00-3,95 (m, 4H, H-3, H-4, H-8, H-9); 4,58 

(t, J = 7,6 Hz, 6,5 Hz, 1H, CHVal); 2,07 (s, 3H, CH3-Ac); 2,04-1,94 (m, 1H, CHVal); 1,46 [s, 9H, 

(CH3)3-Boc]; 1,39 (d, J = 7,2 Hz, 3H, CH3-Ala); 1,01 (d, J = 6,7 Hz, 3H, CH3-Val); 0,99 (d, J = 6,6 

Hz, 3H, CH3-Val). 

13C-NMR (150 MHz, CDCl3) /ppm: 171,79 (COFn1); 171,27 (COFn2); 170,83 (COAc); 

157,26 (COBoc); 130,15 (C-1); 129,89 (C-6); 80,72 (CqBoc); 65,91 (C-8); 65,84 (C-9); 65,04 (C-

3); 65,01 (C-4); 62,98 (C-7); 62,83 (C-10); 61,75 (C-2); 61,36 (CHVal); 61,31 (C-5); 50,26 

(CHAla); 30,37 (CHVal); 28,58 [(CH3)3-Boc]; 23,09 (CH3-Ac); 19,44 (CH3-Val); 19,29 (CH3-Val); 

17,35 (CH3-Ala1). 

ESI-MS: izračunato za C25H36N4O5Fe: 528,44; dobiveno [M+H]+ na m/z 529,44 

Snimljeni spektri biokonjugata 7 prikazani su u prilozima 7.1 do 7.4.  
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4. REZULTATI I RASPRAVA 
 

4.1. UVOD 
 

Kako je opisano u Teorijskom dijelu ovog Diplomskog rada, peptidi i proteini koji se 

nalaze u prirodi posjeduju brojne nedostatke. Budući da udaljenost između dva 

ciklopentadienilna prstena u molekuli ferocena iznosi 3,3 Å, omogućena je tvorba vodikovih 

veza, a njegovo umetanje u peptidne lanace omogućit će tvorbu različitih strukturnih elemenata 

(uzvojnice, plohe i okreti). Struktura ferocenskog sintona [(Fcd (I), Fca (III), Fcda (V)], kao i 

struktura i apsolutna konfiguracija kopuliranih prirodnih aminokiselina određuju obrasce IHB 

na kojima se temelji tvorba sekundarnih strukturnih elemenata u peptidima II, IV i VI. 

U Laboratoriju za organsku kemiju PBF-a po prvi su puta pripravljeni ferocenski peptidi 

izvedeni iz ferocen-1,1'-diamina i alanina (59). Daljnja istraživanja bila su usmjerena na 

ispitivanje utjecaja vrste i kiralnosti umetnutih aminokiselina (63,64,67) na konformacijska 

svojstva takvih biokonjugata.  

Cilj ovog diplomskog rada bio je opisati pripravu biokonjugata nastalih kopulacijom 

ferocen-1,1'-diamina (Fcda, V) s aminokiselinama alaninom i valinom, a posljedično i utjecaj 

bočnog ogranka i kiralnosti na tvorbu IHB i elemenata sekundarne strukture. Zato su pripravljeni 

ferocenski biokonjugati uvođenjem D-alanina i D-, odn. L-valina. Budući da se heterokiralni 

biokonjugat s L-valinom (6) tijekom sinteze raspadao te nije pokazao stabilnost koja bi 

omogućila daljnji nastavak istraživanja, konformacijski prostor takvog biokonjugata nije 

istražen. U nastavku ćemo opisati sintezu i konformacijsku analizu homokiralnog ferocenskog 

peptida s D-valinom, Ac-D-Ala-NH1-Fn-NH2-D-Val-Boc (7). 

 

 4.2. Priprava ciljnog ferocenskog peptida Ac-D-Ala-NH1-Fn-NH2-D-Val-Boc (7) 

 
Prvi korak u pripravi ciljnog dipeptida 7 jest sinteza peptida 1 (shema 3), koji se dobija 

iz ferocenske aminokiseline deprotekcijom njezine amino-skupine djelovanjem plinovitog HCl-

a. Pri tome nastaje hidroklorid koji se obrađuje s Et3N, a zatim slijedi kopulacija slobodnog 

ferocenskog amina s Boc-D-Ala-OH, primjenom standardne HOBt/EDC metode, pri čemu je 

dobiven peptid 1.  
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Shema 3. Sinteza peptida 1 

 

Uvođenje D-Ala na ferocenski N-terminus Fca (III) očituje se u 1H-NMR-spektrima 

konjugata 1 dubletom (δ ~ 1,3 ppm) i multipletom (δ ~ 4,51 ppm) metilnog, odn. metinskog 

protona, dok se alaninski signali u 13C-NMR-spektrima javljaju pri δ ~ 48 ppm (CHAla) te δ ~ 18 

ppm (CH3Ala). Karbonilna skupina iz novonastale peptidne veze spoja 1 registrirana je signalom 

pri δ ~ 173 ppm. 

Transformacija Boc-peptida 1 u Ac-analog 2 prikazan je na shemi 4, a karakterizira ga 

gubitak singleta tert-butilnog protona pri δ ~ 1,5 ppm te javljanjem singleta acetilnog protona 

pri δ ~ 2 ppm u 1H-NMR-spektrima. U 13C-NMR-spektru ova se zamjena očituje gubitkom 

signala karbonilnih i tert-butilnih C-atoma pri δ ~ 155 ppm odn. δ ~ 28 ppm te javljanjem novih 

signala pri δ ~ 169 ppm (COAc) i δ ~ 23 ppm (CH3Ac). 
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Shema 4. Skidanje zaštite i nastanak acetamida 2 
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Na shemi 5 prikazana je hidroliza esterske skupine dipeptida 2 vezane na donji 

ciklopentadienilni prsten koja je provedena u iznimno blagim uvjetima, kako bi se izbjegla 

racemizacija pripravljenog biokonjugata 3 – za pripravu kiseline korištena je ekvimolarna 

količina NaOH, a reakcija je provedena pri 65 °C (tijekom 1 h).  
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Shema 5. Hidroliziranje esterskih skupina 2 i nastanak kiseline 3 

 

Ortogonalno zaštićeni ciljni prekursor 5 pripremljen je in situ Curtiusovom pregradnjom 

nestabilnog azida 4, dobivenog iz kiseline 3 (shema 6). Kako bi se izbjegla pretvorba 

međuprodukta izocijanatne skupine u neželjeni spoj, koji bi se mogao pojaviti tijekom reakcije, 

t-BuOH je svježe osušen, a temperatura reakcije održavana je na 65 °C.  
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Shema 6. Priprava ciljnog prekursora 5 reorganizacijom azida 4 iz kiseline 3 

 

Završni korak priprave ciljnih peptida 6 i 7 (shema 2)  proveden je deprotekcijom 

karbamatne skupine prekursora 5, čime se omogućila kopulacija C-aktiviranih Boc–D–Val–OH 

i Boc–L–Val–OH s njegovim slobodnim N-terminusom. Kao što je ranije navedeno, prilikom 

sinteze došlo je do raspada spoja 6 te daljnja spektroskopska mjerenja nisu bila moguća. 

Prilikom kopulacije s bočnim ogrankom valina, evidentirani su pomaci metinskih skupina pri 

4,58 i 2,04 ppm u 1H-NMR spektru, dok se metilenske skupine nalaze pri 1,39 i 1,01 ppm. 
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Metinske skupine pripadajućeg valinskog ogranka u 13C-NMR-spektru dipeptida 7 javljaju se 

pri 61,36 i 30,37 ppm, dok se metilenske skupine nalaze pri 19,44 i 19,29 ppm. 

 

4.3. IR spektroskopska analiza 
 

Kako je već navedeno u teorijskom dijelu ovog rada, jedna od najčešće korištenih 

spektroskopskih tehnika, IR-spektroskopija, daje informaciju o konformacijskom prostoru 

peptida u otopini (10-12). Pomoću ove metode, procjenjuje se proteinska struktura određivanjem 

frekvencije pri kojoj kemijske veze apsorbiraju infracrveno zračenje, a jačina apsorpcije raste 

povećanjem polarnosti kemijskih veza. Prednost IR spektroskopije je što IR spektar daje 

informacije o strukturi i koncentraciji molekula. Istezne frekvencije NH-skupina u području 

nižem od 3400 cm-1 ukazuju na njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama, dok se signali iznad 

3400 cm-1 pripisuju slobodnim NH-skupinama (slika 15). Apsorpcijske vrpce karbonilnih 

esterskih skupina ispod 1730 cm-1 upućuju na njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama. 
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Slika 15. Prikaz područja isteznih frekvencija NH-skupina 

 

Kada su N–H ili C=O skupine uključene u vodikove veze, njihove se istezne frekvencije 

u IR-spektru pomiču prema području ispod 3400 cm-1. Područje amidnog signala (3300–3500 

cm−1) proučavanog peptida 7 sadrži dva različita signala NH skupina. Po jedan iznad i ispod 

3400 cm−1, što ukazuje na tvorbu konformacija povezanih vodikovom vezom (slika 15 i tablica 

1).  
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Tablica 1. Istezne vibracije[a] NH- i CO-skupina dipeptida 7 

Spoj Formula 
NH 

(slob.)[b] 

NH 

(asoc.)[c] 

CO 

(amid I) 

CO 

(amid II) 

7 Ac-D-Ala-NH1-Fn-NH2-D-Val-Boc 3431sr 3295j 

1712 

1677 

1670 

1564 

1535 

1503 

 

[a]IR-spektri snimljeni su u CH2Cl2, c = 510-2 M. 

 

Mjerenjem koncentracijski ovisnih IR-spektara određuje se intramolekulski ili 

intermolekulski karakter vodikove veze. Intermolekulske vodikove veze cijepaju se stupnjevitim 

razrjeđivanjem 50 mM otopine ispitivanog uzorka, a to uzrokuje znatno opadanje intenziteta 

signala intermolekulskih vodikovih veza u području nižem od 3400 cm-1. S druge strane, 

intenzitet intramolekulskih vodikovih veza razrjeđivanjem slabi proporcionalno slabljenju 

signala slobodne NH-skupine. 

Kovačević i suradnici 2015.godine proučavali su sličan spoj (59). Naime, njihov peptid 

Ac–Ala–NH1–Fn–NH2–Ala–Boc (IX) analog je spoja 7 te služi kao modelni spoj za proučavanje 

utjecaja zamjene jednog alanina s valinom. Zaključeno je da intenzitet signala slobodnih NH 

skupina ostaje nepromijenjen pri razrjeđivanju od 5×10−2 M do 1,25×10−2 M, za razliku od 

odgovarajućih signala asociranih NH skupina, koji su smanjeni (slika 16). Iz ovoga se može 

zaključiti da je u ovom slučaju došlo do dominacije intramolekulskih vodikovih veza, u odnosu 

na intermolekulske vodikove veze. Ipak, omjer vodikom vezanih i slobodnih NH skupina ostao 

je nepromijenjen tijekom daljnjeg razrjeđivanja. Ovi podatci potvrđuju dominaciju 

intramolekulskih vodikovih veza, ali i postojanje intermolekulski vezanih NH grupa. 
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Slika 16. Koncentracijski-ovisni IR-spektri spoja Ac–Ala–NH1–Fn–NH2–Ala–Boc (IX) u 

podučju NH skupina (59) 

 

Na slici 17 mogu se vidjeti koncentracijski-ovisni IR-spektri spoja 7 u podučju NH 

skupina, iz kojih je vidljiv jednak omjer slobodnih i asociranih NH-skupina. Postupnim 

razrjeđivanjem diklormetanske otopine u koncentracijskom rasponu od 510-2 M do 310-3 M 

dolazi do proporcionalnog slabljenja vrpci asociranih i slobodnih NH-skupina. Zbog toga je 

predložena stabilizacija ispitivanog peptida 7 intramolekulskim vodikovim vezama. 

 

Slika 17. Koncentracijski-ovisni IR-spektri spoja 7 u području NH skupina  

(CH2Cl2, [()c = 510-2 M, ()c = 2,510-2 M, () c =   1,2510-2 M, () c = 6,1310-3 M, 

() c = 310-3 M]. 
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Kovačević i suradnici 2022. godine sintetizirali su još jedan spoj analogan spoju 7 (64), 

ali i spoju Ac–Ala–NH1–Fn–NH2–Ala–Boc (IX). Naime, radi se o spoju Ac-D-Val-NH1-Fn-NH2-

D-Val-Boc (XI). Koncentracijski IR spektar pokazao je da se omjeri slobodnih i asociranih NH 

skupina nisu mijenjali pri razrjeđivanju od 5×10−2 M do 1,25×10−2 M, što ukazuje na potpunu 

dominaciju IHB-a (slika 18). Uobičajeno je da intenzitet intermolekulski asociranih NH skupina 

opada pri razrjeđivanju, u usporedbi sa slobodnim NH skupinama, kao što je bilo i u slučaju 

spoja Ac–Ala–NH1–Fn–NH2–Ala–Boc (IX) (59). 

 

 

Slika 18. Koncentracijski-ovisni IR-spektri spoja Ac-D-Val-NH1-Fn-NH2-D-Val-Boc (XI) u 

području NH skupina [(–—–) c = 5×10−2 M, (------) c = 2.5×10−2 M, (∙ ∙ ∙) c = 1.25×10−2 M] 

 

Temperaturno ovisni IR spektar koristi se kako bi se proučile promjene u vibracijskim 

svojstvima molekula s promjenom temperature. Ova tehnika mjerenja može pružiti informacije 

o termodinamičkim i strukturnim svojstvima molekula te njihovom ponašanju pri različitim 

temperaturama. Temperaturne promjene mogu utjecati na stabilnost vodikovih veza unutar 

molekula. Proučavanje temperaturnih promjena u IR spektru može pružiti uvid u prirodu 

vodikovih veza, uključujući promjene u duljinama veza i jačini veza. Nadalje, molekule mogu 

mijenjati konformaciju ovisno o temperaturi.  
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Slika 19. Temperaturno-ovisni IR-spektri spoja 7 u području NH skupina  

(CH2Cl2, 25-45 °C). 

 

Iz temperaturno ovisnog IR spektra spoja 7 (slika 19) može se zaključiti kako povišenjem 

temperature od 25 °C do 45 °C ne dolazi do promjene u intenzitetu vrpce asocirane i slobodne 

NH-skupine, iz čega proizlazi stabilizacija dipeptida 7 intramolekulskim vodikovim vezama 

(zagrijavanje nije promjenilo omjer prikazanih apsorpcijskih vrpci).  

 

4.4. Nuklearna magnetna rezonancija (NMR) 
 

Iz teorijskog pregleda ovog istraživanja vidljivo je da nuklearna magnetska rezonanca 

(NMR) predstavlja spektroskopsku analitičku metodu koja pruža pouzdane i detaljne uvide u 

strukturu peptida (10). Ova tehnika omogućuje određivanje molekulske strukture, uključujući 

geometrijski raspored i udaljenost atoma unutar molekule proteina. Bitno je napomenuti da se 

ovom metodom mogu prilično sigurno locirati sekundarni strukturni elemenata unutar sekvence 

proteina, ukoliko je došlo do njihove tvorbe. 

NMR ne samo da omogućuje prikupljanje informacija o trodimenzionalnoj strukturi 

otopljene makromolekule, već također dopušta analizu odnosa između konformacije (oblika) i 

funkcije proteina. Ukratko, NMR predstavlja ključni alat za razumijevanje strukture proteina, 

pružajući uvide u njegovu funkcionalnost i dinamiku, posebno u kontekstu interakcija s drugim 

molekulama, poput liganada (10). 
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Ova metoda omogućuje razlikovanje pojedinih NH-skupina u molekuli na temelju njihovih 

kemijskih pomaka. Na taj se način može utvrditi sudjeluju li pojedine NH-skupine u vodikovim 

vezama. Pokazalo se da NH skupine koje sudjeluju u vodikovim vezama rezoniraju pri  > 7 

ppm, dok su slobodne NH skupine registrirane pri višem polju ( < 7 ppm). Moguća su i 

odstupanja od ovog pravila ovisno o kemijskoj okolini donorske NH-grupe (66). 

U sklopu istraživanja, prilikom izrade ovog diplomskog rada,određeni su koncentracijski i 

temperaturni 1H NMR-spektar spoja 7 u kloroformu. Za lakše praćenje pomaka pojedinih 

amidnih protona tijekom izvođenja eksperimenata (slika 21 i 22), na slici 20 isti su obilježeni 

različitim bojama. 
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Slika 20. Amidni protoni u dipeptidu 7 

 

Peptid 7, analiziran je primjenom 1H-NMR i 13C-NMR spektrometrije te su kemijski 

pomaci amidnih protona, vezanih direktno na ferocen (NH1
Fn i NH2

Fn), registrirani pri δ > 9 ppm, 

što upućuje na to da sudjeluju u vodikovim vezama. Suprotno tome, alaninski amidni protoni 

(NHAla) javljaju se pri višem polju (δ = 6,67 ppm ), što je indikacija da je njihovo sudjelovanje 

u intramolekulskim vodikovim vezama slabo vjerojatno, no ta mogućnost nije u potpunosti 

isključena. S druge strane, vrlo nizak kemijski pomak NH-skupina (NHVal) aminokiseline D-Val 

(δ = 5,24 ppm) sugerira kako one ne sudjeluju u vodikovim vezama. 

Slično je zabilježeno i u slučaju spoja Ac–Ala–NH1–Fn–NH2–Ala–Boc (IX) (59). 

Zaključeno je da oba alanina imaju kemijske pomake manje od 7, što pokazuje da ne sudjeluju 

u stvaranju IHB. Ono što je također istovjetno peptidu 7 jesu kemijski pomaci amidnih protona, 

direktno vezanih na ferocen, koji baš kao i u slučaju peptida 7, rezoniraju oko 9 ppm. Kada se 
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obrati pažnja na spoj Ac-D-Val-NH1-Fn-NH2-D-Val-Boc (XI), signali rezonancije NHFn u 

rasponu od približno 9 ppm, kod sintetiziranog peptida, potvrđuju da se doista radi o njihovom 

sudjelovanju u snažnim vodikovim vezama. Signali NHBoc značajno su pomaknuti prema višem 

kemijskom pomaku (približno 5 ppm). S obzirom na navedenu činjenicu o kemijskom pomaku, 

ne očekuje se sudjelovanje u vodikovim vezama. Posljednje navedeno o pomacima NHBoc 

odnosi se na sva tri uspoređivana peptida (peptid 7, IX, XI). 

Usporedbom NMR spektara tri poprilično slična spoja (Ac–Ala–NH1–Fn–NH2–Ala–Boc 

(IX), spoj Ac-D-Val-NH1-Fn-NH2-D-Val-Boc (XI) te peptid 7 iz istraživanja kojim se bavi ovaj 

diplomski rad), NHBoc i NHAc pokazali su niže vrijednosti kemijskog pomaka, u usporedbi s 

amidnom grupom vezanom na ferocensku jezgru, što sugerira smanjeni potencijal za tvorbu 

intramolekulskih vodikovih veza.  

Kako bi se bolje istražilo konformacijsko ponašanje bioorganometalnog spoja 7, provela 

su se mjerenja koja ovise o koncentraciji i temperaturi (slika 21 i 22). 

 

 

4.4.1. Temperaturni 1H NMR-spektar spoja 7 

 

Pri povećanju temperature, vodikove veze slabe, a kemijski se pomak amidnog protona 

pomiče prema višem polju. Taj je učinak manje izražen kod amidnih protona koji su uključeni 

u jače intramolekulske vodikove veze (IHB) i stabilnije konformacije (68). Signali NHFn 

pokazali su manje pomake prema višem polju (Δδ < 0,5 ppm), potvrđujući pretpostavku da 

sudjeluju u snažnim IHB-ima. Kod signala NHAc uočeni su veći pomaci prema višem polju (Δδ 

> 1 ppm), što je sigurno rezultat njihova sudjelovanja u manje stabilnim strukturama (slika 21). 

Kada se uspoređuju rezultati peptida 7 sa spojevima IX i XI, može se zaključiti da i Ac-D-Val-

NH1-Fn-NH2-D-Val-Boc (XI) i Ac–Ala–NH1–Fn–NH2–Ala–Boc (IX) pokazuju slično ponašanje 

amidnih protona kao i peptid 7. 
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Slika 21. Temperaturni 1H NMR-spektar spoja 7 (c = 25mM) u kloroformu 

 

Veće ovisnosti o temperaturi tumače se kao pokazatelj prvotno zaštićenih NH skupina 

koje su postale izložene otapalu pri disocijaciji proteinskih nakupina (agregata) ili razvijanju 

uređenih konformacija pri višim temperaturama (69). Stoga se niska vrijednost Δδ/ΔT NHBoc 

pripisuje izlaganju otapalu, dok razmatanje proteina dovodi do povećanih ovisnosti o 

temperaturi za prvotno zaštićene NHFn i NHAc (59).  
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4.4.2. Koncentracijski 1H NMR-spektar spoja 7 

Prema Kovačević i sur. (59), nisu primijećene značajne koncentracijsko-ovisne promjene 

u kemijskim pomacima NHFn (Δδ = 0,06–0,13 ppm) te je time njihovo sudjelovanje u 

intramolekulskim vodikovim vezama dodatno potvrđeno. Sukcesivno razrjeđivanje nije 

značajno utjecalo na kemijski pomak protona nevezanog NHBoc, dok su protoni NHAc pokazali 

primjetnije pomake prema višem polju, što bi moglo ukazivati na njihovo manje uključivanje u 

međumolekulske vodikove veze. Ono što su zaključili Kovačević i sur. može se primijeniti i na 

peptid 7. Naime, na slici 22 prikazan je koncentracijski 1H NMR-spektar spoja 7 u kloroformu 

te je vidljivo da su promjene u kemijskim pomacima NHFn gotovo beznačajne te potvrđuju 

postojanje IHB. Amidni protoni NHAc doživjeli su primjetnije pomake prema višem polju, što 

bi moglo ukazivati na njihovo manje uključivanje u međumolekulske vodikove veze. Iako 

koncentracijski neovisni IR-spektar ukazuje da ne postoji mogućnost stvaranja 

međumolekulskih interakcija, ovakvi rezultati ostavljaju mogućnost za to. 

 

Slika 22. Koncentracijski 1H NMR-spektar spoja 7 u kloroformu 

 

4.5.  Titracija s DMSO 
 

Smatanje proteina omogućeno je djelovanjem nekoliko nekovalentnih interakcija, 

uključujući hidrofobne, vodikove, Coulombove i van der Waalsove interakcije (70). Budući da 

su intramolekulske vodikove veze važan faktor u smatanju peptidomimetika, standardna 

konformacijska analiza uključuje i ispitivanje njihove jačine titracijom kloroformske otopine 

peptida s kompeticijskim otapalom DMSO (70-77). DMSO je organsko otapalo koje posjeduje 

50 mM
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12.5 mM
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snažnu sklonost prema amidnim protonima koji su izloženi otapalu, uzrokujući pritom pomake 

prema višem polju. Ukoliko su amidni protoni nedostupni djelovanju DMSO-a zbog njihovog 

sudjelovanja u vodikovim vezama, neće se primijetiti značajne promjene u kemijskim 

pomacima.  

 

Slika 23. Titracija spoja 7 s DMSO-om 

Nakon provedene titracije bioorganometalnog spoja 7 (slika 23) te proučavanjem 

rezultata, primijećeno je da očuvanje visokih vrijednosti kemijskih pomaka NHFn protona (Δδ < 

0,2 ppm), tijekom titracije s DMSO-om, ukazuje na njihovo sudjelovanje u snažnim 

intramolekulskim vodikovim vezama. Nasuprot tome, vidljivo je da protoni NHBoc i NHAc 

pokazuju značajne promjene kemijskih pomaka (Δδ > 1,7 ppm), potvrđujući prethodno opisanu 

tezu. Može se zaključiti da NHBoc ne sudjeluje u tvorbi vodikovih veza, dok NHAc sudjeluje u 

tvorbi slabih vodikovih veza. Razmatranja o ponašanju vodikovih veza do sada pripravljenih 

peptida doprinose definiranju njihovog konformacijskog prostora, na temelju međulančanih 

vodikovih veza NHFn⋯OCBoc/Ac.  
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Kemijski pomaci NHFn, koji su se u prijašnjim mjerenjima pokazali neovisni o 

koncentraciji i temperaturi, nisu čak niti u prisutnosti 55 % DMSO-a promijenili svoj pomak (∆δ 

~ 0,1 ppm) (slika 23), što svakako ukazuje na njihovo sudjelovanje u snažnim intramolekulskim 

vodikovim vezama. Kako se očekivalo, NHAc, čiji kemijski pomaci ovise o koncentraciji i 

temperaturi, pokazao je značajnu osjetljivost i na kompeticijsko otapalo (∆δ ≥ 1,5 ppm), što se 

može pripisati njegovom sudjelovanju u slabijim vodikovim vezama. 

Uspoređujući rezultate ispitivanog peptida 7 (Ac-D-Ala-NH1-Fn-NH2-D-Val-Boc) s 

peptidima IX (Ac–Ala–NH1–Fn–NH2–Ala–Boc) (59) i XI (Ac–D-Val–NH1–Fn–NH2–D-Val–

Boc) (64), može se primijetiti kako spoj 7 dobro korelira s rezultatima prikazanim u tim 

radovima. Kovačević i suradnici dobili su istovjetne rezultete ovom istraživanju te su također 

zaključili da NHFn stvaraju vodikove veze, dok NHBoc ne stupa u takve interakcije. Konačno, 

NHAc stupa u slabe vodikove veze. 

 

4.6.  CD-spektroskopska analiza 
 

Kiralnost proteina svojstvo je koje omogućuje apsorpciju različitih dijelova svjetlosti, čime 

se mogu analizirati sekundarne strukture proteina. Ova metoda daje uvid u postojanje α-

uzvojnica i β-nabranih ploča, no bitno je naglasiti da, iako metoda daje uvid u udio pojedinih 

sekundarnih struktura proteina, nije moguće odrediti koje aminokiseline sudjeluju u stvaranju 

tih sekundarnih struktura. Za detaljniji uvid u strukturu potrebno je izraditi NMR spektar. Ako 

se u kiralno peptidno okruženje uvede ferocenski kromofor (  480 nm), a prisutne su i jake 

IHB, inducira se Cottonov efekt, na čiji predznak utječu zaštitne skupine, otapalo te vrsta i slijed 

vezanih prirodnih aminokiselina (66). Poznato je da vodikove veze induciraju kiralno uređenje 

oko ferocenskog kromofora (  480 nm), stoga se očekuje CD aktivnost analiziranih peptida. 

Kada ferocenski peptidi zauzimaju konformacije poput okreta i β-nabranih ploča koje su 

stabilizirane IHB, ograničena je slobodna rotacija oko ferocenskog prstena, što rezultira 

heličnom kiralnošću ferocenske jezgre i odražava se u Cottonovom efektu oko 470 nm. Intenzitet 

Cottonovog efekta proporcionalan je stabilnosti konformacije, a pozitivan ili negativan predznak 

ovisi o desnom ili lijevom spinu ferocenske jezgre (60). 
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Slika 24. CD-spektri spoja 7 u diklormetanu  

                [c = 510-3M (puna crna crta)] i uz dodatak 20 % DMSO (isprekidana  crvena crta). 

Kako je vidljivo iz slike 24, CD-aktivnost peptida 7 u području ferocenskog kromofora 

potvrđuje pretpostavke o tvorbi uređenih struktura u otopini, što potvrđuje i jaki intenzitet 

Cottonovog efekta ( 8000 deg cm2 mol-1 ). Kovačević i suradnici (64) ponudili su usporedbu u 

kojoj, za razliku od alaninskih peptida, koji imaju niže vrijednosti intenziteta Cottonovog efekta 

(59) (za spoj Ac–Ala–NH1–Fn–NH2–Ala–Boc (IX)  23000 deg cm2 mol-1), peptidi s izopropilnim 

pobočnim ograncima pokazuju više vrijednosti intenziteta Cottonovog efekta. Njihov spoj Ac–

D-Val–NH1–Fn–NH2–D-Val–Boc (XI), s kojim je već ranije napravljena usporedba, daje povećane 

vrijednosti intenziteta Cottonovog effekta (~ 27000 deg cm2 mol−1). S obzirom da je razlika 

između peptida 7 i Ac–D-Val–NH1–Fn–NH2–D-Val–Boc (XI) u jednom D-valinu, za očekivati 

je dobiveni rezultat, gdje je intenzitet Cottonovog efekta peptida 7 niži, u odnosu na spoj Ac–D-

Val–NH1–Fn–NH2–D-Val–Boc (XI). Ono što je zanimljivo je da je predznak peptida s dva alanina 

pozitivan, dok uvođenjem barem jednog D-valina predznak postaje negativan (spoj 7 i XI). S obzirom 

da je intenzitet Cotton efekta proporcionalan stabilnosti konformacije, a pozitivan ili negativan 

predznak ovisi o desnom ili lijevom spinu ferocenske jezgre, može se zaključiti kako uvođenjem 
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dva D-valina (Ac–D-Val–NH1–Fn–NH2–D-Val–Boc, XI) dolazi do stabilizacije konformacije i do 

promjene spina ferocenske jezgre, dok uvođenjem samo jednog D-valina (7) drastično opada 

stabilnost konformacije (približno tri puta) i dolazi do promjene spina ferocenske jezgre odnosno 

predznaka intenziteta Cottonovog efekta. 

Alaninski homokiralni peptid (Ac–Ala–NH1–Fn–NH2–Ala–Boc, IX) zauzima 

konformaciju definiranu 14-članim prstenom (dva β-okreta u kojem sudjeluje 10 članova) (59). 

Homokiralni konjugat Ac–D-Val–NH1–Fn–NH2–D-Val–Boc (XI) tvori vrlo čvrsti strukturni motiv 

sastavljen od dva 10-člana prstena (dva β-okreta) (64). 

Ukoliko u otopini postoje visokouređene strukture, dodatak DMSO-a neće zamjetno 

utjecati na intenzitet Cottonovog efekta. Titracija otopine peptida 7 s kompeticijskim otapalom 

(DMSO) omogućuje ispitivanje jakosti prisutnih IHB-a. Iz slike 24 vidljivo je da dodatak 

DMSO-a ne utječe na jakost CD-signala (redukcija signala je 5 %).  

Podatci CD-a pokazali su očuvanje 95 % aktivnosti, u odnosu na mjerenje bez DMSO-

a, potvrđujući da kompetitivno otapalo DMSO nije značajno narušilo dobivene stabilne 

strukture. Vjeruje se da se promjene u ponašanju vodikovih veza događaju u vodenom okolišu, 

što proizlazi iz sposobnosti vode da prihvaća i donira vodikove veze. 
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5. ZAKLJUČCI 
 

1. Sinteza peptida Ac–D-Ala–NH1–Fn–NH2–D-Val–Boc (7) uspješno je provedena u dobrom 

iskorištenju. 

2. Sinteza peptida Ac–D-Ala–NH1–Fn–NH2–L-Val–Boc (6) nije uspjela zbog nestabilnosti 

i raspadanja konjugata tijekom sinteze. 

3. IR-spektroskopijom utvrđuje se prisutnost slobodnih (< 3400 cm-1) i asociranih NH-

skupina (> 3400 cm-1), a u koncentracijskom IR spektru peptida 7 ne dolazi do mijenjanja 

omjera slobodnih i asociranih NH skupina što ukazuje na potpunu dominaciju IHB. 

4. Iz temperaturno ovisnog IR spektra spoja 7 može se zaključiti kako povišenjem 

temperature ne dolazi do promjene u omjerima apsorpcijskih vrpci slobodne i asocirane 

NH-skupine, što sugerira tvorbu intramolekulskih vodikovih veza. 

5. Iz NMR spektra može se zaključiti da u peptidu 7 amidni protoni direktno vezani na 

ferocen (NH1
Fn i NH2

Fn) sudjeluju u vodikovim vezama. Suprotno tome, amidna skupina 

D-Val (NHVal) ne sudjeluje u tvorbi vodikovih veza, dok je sudjelovanje alaninskih 

amidnih protona (NHAla) upitno. 

6. Analizom koncentracijski i temperaturno-ovisnih NMR-spektara, potvrđuje se 

intramolekulski karakter vodikovih veza u kojima sudjeluju NH1
Fn i NH2

Fn, dok je 

sudjelovanje alaninskih i valinskih amidnih protona (NHAla i NHVal) manje vjerojatno, 

mada ne i posve isključeno. 

7. Jakost intramolekulskih vodikovih veza (IHB) testirana je titracijom NMR-uzorka s 

kompeticijskim otapalom (DMSO), pri čemu nije uočena značajnija promjena kemijskih 

pomaka NHFn-atoma, što je indikacija njihovog sudjelovanja u jakim IHB. 

8. CD-aktivnost peptida 7 u području ferocenskog kromofora potvrđuje pretpostavke o 

tvorbi uređenih struktura u otopini. 

9. Titracija 5 mM otopine peptida 7 s kompeticijskim otapalom (DMSO) omogućuje 

ispitivanje jakosti prisutnih IHB-a. Budući da dodatak DMSO-a nije zamjetno utjecao na 

intenzitet Cottonovog efekta (95 % aktivnosti očuvano), zaključeno je da su 

uspostavljene IHB u otopini jake.  
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7. PRILOZI 
 

7.1. Prilog 1. HPLC i ESI-MS-kromatogram spoja 7 

 

 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

  

 

7.2. Prilog 2. IR-spektar spoja 7 snimljen u diklometanu (c = 50 mM) 

 

 

 

 
 

7.3. Prilog 3. 1H-NMR spektar spoja 7 snimljen u kloroformu (c = 50 mM) 
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7.4. Prilog 4. 13C-NMR spektar spoja 7 snimljen u kloroformu (c = 50 mM) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 


