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1.UVvVOD

Bioorganometalna kemija je znanstvena disciplina koja zadnjih 40-ak godina prouc¢ava
konjugate organometalnih spojeva i biomolekula, pri ¢emu organometalni spojevi sadrze
barem jednu vezu metal-ugljik koja potjeCe iz organske molekule (1-3). Iz literature je vidljiva
primjena bioorganometalnih spojeva kao receptora za bioloSki vazne molekule, kalupa za
stvaranje foldamera, osjetljivih sondi, kromofora, redoks-aktivnih spojeva, kemosenzora, te
kao potencijalnih terapeutika (slika 5) (2,3). Jedan od najpoznatijih organometalnih spojeva

jest ferocen, koji se odlikuje izrazitom stabilno$éu i izuzetnim kemijskim i bioloSkim svojstvima.

Peptidomimetici su peptidni ili nepeptidni spojevi koji kao ligandi mogu oponasati ili
blokirati bioloski u€inak peptidnog receptora, odnosno spojevi Cija su sekundarna strukturna
svojstva analogna prirodnim peptidima uslijed ¢ega mogu oponasati njihovu bioloSku funkciju

(4).

S obzirom da udaljenost izmedu dva ferocenska ciklopentadienilna prstena od 3,3 A
omogucava tvorbu intramolekulskih vodikovih veza (IHBs, engl. Intramolecular Hydrogen
Bonds), a samim time i tvorbu razli¢itih elemenata sekundarne strukture u peptidnim lancima
vezanim na ferocen, jasno je da heteroanularno disupstituirani feroceni predstavljaju prave

peptidomimetike.

U ovom radu osnovni cilj je bio priprava homo- i heterokiralnog ferocenskog peptida
tipa Ac—D—Ala—NH-Fn—-NH-L-Leu—Boc (6) i Ac—D—Ala—NH-Fn—-NH-D—Leu—-Boc (7) kako bi se
istraZio utjecaj strukture i kiralnosti aminokiselinskog bo¢nog ogranka na obrazac IHB. Pritome
je zauzimanje uredene sekundarne strukture istrazeno konformacijskom analizom dipeptida 6

i 7, temeljenoj na standardnim spektroskopskim metodama (IR-, NMR- i CD-spektroskopija).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PEPTIDI I NJIHOVA SVOJSTVA

Peptidi, gradeni iz aminokiselina spadaju medu najvaznije bioloske molekule. Peptidni
lanci mogu varirati u duzini od par do nekoliko stotina konstitutivnih aminokiselina. Peptidi koji
u svojoj strukturi sadrze 10-50 aminokiselinskih ostataka nazivaju se polipeptidi, dok oni s vise
od 50 aminokiselinskih ostataka nose naziv proteini (5). Osim uloge gradivnih molekula, peptidi
imaju ulogu i u brojnim biolodkim procesima, uklju€ujuéi regulaciju metabolizma, imunosnog
odgovora, medustaniéne signalizacije te u kontroli rasta i razvoja. Siroki spektar funkcija
rezultat je specifitne konformacije peptidnih i proteinskih lanaca kao i njihove sposobnosti

interakcije s drugim biomolekulama.

Primarna struktura proteina sastoji se od linearnih lanaca aminokiselina medusobno
povezanih peptidnim vezama izmedu a-karbonilne skupine jedne aminokiseline s a-amino-
skupinom druge aminokiseline (slika 1). Peptidna veza se, zahvaljuju¢i rezonancijskoj
stabilizaciji, odlikuje djelomi¢nim dvostrukim karakterom i rigidno$c¢u. Za razliku od krute
peptidne veze oko koje nema slobodne rotacije, rotacija oko jednostrukih veza HN-Ca te

OC-Ca omogucuje nabiranje proteina u razliite sekundarne strukturne elemente (2).

Sekundarna struktura proizlazi iz vodikovih veza HN---OC uspostavljenih unutar istog
il izmedu susjednih peptidnih lanaca. U vecina proteina (poli)peptidni lanci su ili spiralno uvijeni

ili presavijeni, Sto rezultira tvorbom uzvojnica i okreta (5).
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Slika 1. Strukturne razine proteina (primarna, sekundarna, tercijarna i
kvarterna struktura) (6).

Dva najceSc¢a sekundarna strukturna elementa su a-uzvojnica i -nabrana ploc€a, koje
su znanstvenici Linus Pauling i Robert Corey predloZili 1951. godine. Kasnijih godina otkriveni
su i drugi oblici sekundarne strukture, koji se neperiodi¢no nalaze u proteinima, kao sto su p3-

okret te Q-petlie (7). Kod a-uzvojnice polipeptidni lanac je tijesno spiralno uvijen tvoreéi



Stapi¢astu strukturu. Pri tomu su aminokiselinski ogranci usmjereni prema van u uzvojitom
rasporedu (7). Sama a-uzvojnica stabilizirana je vodikovim vezama koje se stvaraju izmedu
CO skupine aminokiselinskog ostatka i i NH skupine osatka i+4 u istom linearnom slijedu (2)
Uzvojnica moze imati lijevi (suprotni smjer kazaljke na satu) ili desni (smjer kazaljke na satu)
zaokret. Sve a-uzvojnice koje se nalaze u proteinima su u pravilu desne orijentacije, zbog

manjih sterickih ometanja izmedu boc¢nih lanaca i uzvojnice.

A (8) Q

Slika 2. Struktura a-uzvojnice (7)

Uz a-uzvojnicu, Pauling i Corey predloZili su jo$ jednu periodi¢ki zastupljenu strukturu,
nazvanu B-nabrana plo¢a. Razliku izmedu dviju struktura ¢ini oblik polipeptidnog lanca, koji je
kod B-nabrane ploCe sasvim istegnut, dok je kod a-uzvojnice gusto uvijen. B-Nabrana plo¢a
formira se povezivanjem dvaju ili vise polipeptidnih lanaca, nazvanih B-nitima, putem vodikovih
veza. Veze u strukturi su medusobno paralelne, no okomite orijentacije s obzirom na smijer
pruZanja lanaca $to rezultira odredenom udaljenosti izmedu lanaca, odnosno sprjeCavanjem

sabijanja lanaca (7).

Sliéno kao i kod a-uzvojnica, postoje razli€iti oblici B-nabrane plo€e koji su rezultat
razliitih nacina nabiranja polipeptidnih lanaca, te medusobnog povezivanja vodikovim
vezama. Susjedni lanci u B-nabranoj ploi mogu se protezati u medusobno suprotnim
smjerovima (antiparalelna B-nabrana ploc¢a) ili u istom smjeru (paralelna g-nabrana plo¢a) (2).
Kod antiparalelnog rasporeda lanaca, NH i CO skupine svake aminokiseline su povezane sa
CO i NH skupinama susjednog lanca vodikovim vezama (slika 3). U paralelnom rasporedu,
vezanje vodikovih veza je nesto slozenije. NH skupina svake aminokiseline u jednome lancu

vezana je vodikovim vezama za CO skupinu aminokiseline na susjednom lancu, dok je CO



skupina tih aminokiselina vezana vodikovim vezama za NH skupinu aminokiselina koje se
nalazi dva ostatka dalje u lancu (slika 3). B-Nabrana plo¢a gradena je od viSe B-niti, najceSce

4 do 5, Sto rezultira razli€itim formama: paralelne, antiparalelne ili mijeSane -nabrane ploce.

o 9
4 ' ? :‘ 0 i
o $ o ¢ 9
0.q O 0. .0 o 0 8
379909 9 9 %9 9
o B 9
°' '
> )
> Q 5 0 oA Q o ‘~
g j 9 '@ v 9 9 = - )
¢ L4 : o
} 0 rt O
| 0@ @ o o @/
@39 dajq'.d ™
o209 & o

Slika 3. Struktura antiparalelne (gore) i paralelne (dolje) B-nabrane ploce (7)

Proteini zbog svoje specifitne strukture €esto poprimaju kompaktne, kuglaste oblike.
Promjene u orijentaciji lanaca ostvaruju se pomocu specifi¢nog strukturnog elementa obrnutog
zavoja koji se naziva i B-okret. B-Okret nastaje uslijed vodikove veze izmedu CO skupine
aminokiselinskog ostatka i i NH skupine ostatka i+3. Samostalno stabiliziranje B-okreta je
nemoguce, iz razloga $to je ovakva struktura iznimno steriCki spregnuta. Iz tog razloga

uspostavljaju se nekovalentne interakcije izmedu pobo&nih ogranaka u tercijarnoj strukturi
polipeptida.

Uz sekundarnu strukturu, proteini tvore i kompaktnu strukturu koja se naziva tercijarna
struktura. Tercijarna stuktura odnosi se na prostorni odnos aminkiselinskih ostataka koji su u
linearnom slijedu udaljeni jedan od drugoga. Tercijarna stuktura nastaje uslijed svijanja
elemenata sekundarne strukture, te pozicioniranja poboc¢nih lanaca u prostoru §to ostvaruje
3D strukturu proteina. Do svijanja proteina dolazi zbog postojanja hidrofobnih interakcija,
uslijed kojih se proteinski ostatci okre¢u od okolinske vode prema jezgri proteina. Dodatna

stabilnost tercijarne strukture osigurana je ostalim nekovalentnim vezama izmedu odredenih



poboénih ogranaka aminokiselina, kao $to su ionske, vodikove veze i van der Waalsove

interakcije (8).

Proteini koji u svojoj gradi sadrze viSe od jednog polipeptidog lanca ostvaruju i kvaternu
strukturu, u kojoj svaki polipeptidni lanac Cini jednu podjedinicu. Uz povezivanje podjedinica,
koje mogu ali i ne moraju biti identiéne da bi se povezale, moguce je vezanje i neproteinskih
elemenata koji omogucéuju aktivaciju odredenih proteina. U odrzavanju kvaterne strukture

sudjeluju iste interakcije koje su prisutne i u tercijarnoj strukturi.

Peptidi, zahvaljujuéi svojoj specifi€énoj strukturi, posjeduju izuzetno raznoliku
funkcionalnost, &to ukazuje na njihov potencijal za primjenu u terapeutske svrhe. Medutim,
uporaba peptida kao lijekova ograni¢ena je njihovim farmaceutskim i farmakoloSkim
nepovoljnim svojstvima, uklju€ujuéi imunogenost, stabilnost i ograniCenu biodostupnost. Uz
veliku nestabilnost pri fizioloSkim uvjetima, dodatni limitirajuci faktor je njihov polarni karakter
koji im onemogucuje prolaz kroz staniénu membranu. Dodatni problem stvara mogucnost
zauzimanija razli¢itih energetskih ekvivalentnih konformacija, $to moze rezultirati vezanjem sa
proteolitickim enzimima i razli€itim nepozeljnim receptorima (9). Primjena odgovarajuéih
mimetika omoguc¢uje modifikaciju nepovoljnih farmakoloskih i biofarmaceutskih karakteristika

prirodnih peptida s ciliem poboljSanja njihove klini¢ke primjenjivosti (10).

2.2. PEPTIDOMIMETICI

Peptidi zbog svoje jedinstvene strukture imaju izuzetno Siroku primjenu koja obuhvaca
sve zivotno vazne funkcije; od prijenosa i pohrane drugih molekula, preko prijenosa ziv€anih
impulsa do enzimske katalize, kontrole rasta i diferencijacije (10). Uz to zbog visokog afiniteta
i velike specifi€nosti vezanja, uz smanjenu toksic¢nost, peptidi imaju odlike pozeljnih molekula
za proizvodnju lijekova u usporedbi s drugim manjim molekulama (11). Medutim, unato¢
mnogobrojnim prednostima, peptidi takoder posjeduju nekolicinu karakteristika koje su
nepogodne za njihovu terapeutsku primjenu $to ograniCava njihovu uporabu kao lijekova.
Slaba apsorpcija nakon oralne konzumacije zbog izuzetno velike molekulske mase, kratko
vrijeme zadrZavanja unutar organizma i niska metaboliCka stabilnost prema proteolitickim
enzimima ograni¢avajuca su svojstva uporabe peptida kao terapeutika. Uz to, specifi¢ni polarni
karakter dodatno otezava njihov transport kroz hidrofobne staniéne membrane, dok moguénost

konformacijske fleksibilnosti mozZe uzrokovati nepozeljne nuspojave (12).

Kako bi se uklonila nepovoljna svojstva peptida te istovremeno maksimalno iskoristila
njihova pozeljna bioaktivna svojstva u svrhu klinicke uporabe, sintetiziraju se peptidomimetici

(10). Peptidomimetici su peptidni ili nepeptidni spojevi koji kao ligand mogu oponasati ili



blokirati bioloski u€inak peptidnog receptora (13). Drugim rijeCima, peptidomimetici su spojevi
Cija sekundarna strukturna svojstva oponasaju trodimenzijsku strukturu prirodnih peptida te
zadrZavaju njihovu sposobnost interakcije s ciljanim biolodkim odrediStem uz zadrZzavanje ili
pojaCavanje bioloskog uginka (4). Sintezom peptidomimetika uklanjaju se nepoZeljna svojstva
peptida Sto rezultira ve¢om metaboliCkom stabilnoS¢u i selektivnoS¢u te smanjenjem

nuspojava.

Prilikom dizajna i sinteze peptidomimetika moze se upotrijebiti nekoliko razliitih
metoda: zamjena peptidne veze nepeptidnim analozima, ugradnja nepeptidnih kalupa u
peptidnu sekvencu, konjugacija aminokiselinskih bo¢nih ogranaka s malim molekulama i
ciklizacija glavnog lanca (13). Sve navedene metode imaju isti cilj, a to je oponaSanje
sekundarne stukture prirodnih peptida, odnosno tvorba a-uzvojnice odnosno p-nabrane plo¢e
(uz prisustvo B-okreta). Jedna od najCeSc¢e koriStenih metoda je umetanje nepeptidnih kalupa
unutar peptidne strukture, a zadaca ,kalupa“ je ograniciti konformacijsku slobodu peptida, sto
dovodi do sprije¢avanja medudjelovanja s nepozeljnim receptorima (13). Pritom su se prigodno
funkcionalizirani feroceni iznimno ucinkovitijim kalupima za indukciju elemenata sekundarne

strukture u pripadajuéim peptidima (10).

2.3. SPEKTROSKOPSKA ANALIZA PROTEINSKE STRUKTURE

Sekundarna struktura proteina ima bitnu ulogu u kona¢noj strukturi proteina, stabilnosti,
bioloskim procesima i u samoj funkciji proteina. Razumijevanje elemenata sekundarne
strukture proteina omogucuje uvodenje specifiCnih promjena unutar njihove strukture s ciljem
razvoja specifiCnih proteina za terapeutske svrhe (14). Metode spektroskopske analize koje se
koriste prilikom odredivanja sekundarne strukture su: infracrvena (IR) spektroskopija, cirkularni
dikroizam (CD) i spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR) (15). Ove metode
pruzaju informacije o konformacijskim promjenama i interakcijama proteina s drugim

molekulama.

IR spektroskopija se istiCe kao klju€na tehnika u analizi sekundarne strukture proteina
(16). Ova metoda omogucuje preciznu identifikaciju i karakterizaciju klju¢nih elemenata
sekundarne strukture, uklju€ujuéi a-uzvojnice i B-nabranu plo¢u, odredivanjem frekvencije pri
kojoj kemijske veze apsorbiraju infracrveno zraCenje, pri ¢emu jaCina apsorpcije raste
povecanjem dipolnog momenta kovalentne veze (15). Primjerice, karakteristicne apsorpcijske
vrpce u podrucju od 1650 do 1655 cm™ signaliziraju prisutnost a-uzvojnice, dok frekvencijska
podrucja oko 1630 cm™* ukazuju na B-nabranu plo¢u (15). IR spektroskopija takoder omogucuje

praéenje konformacijskih promjena proteina pod razli€itim uvjetima. Analiza promjena u



infracrvenom spektru omogucuje razumijevanje interakcija izmedu peptidnih lanaca i varijacija
u vodikovim vezama unutar proteinske strukture (16). Izrazita osjetljivost i preciznost Cine IR
spektroskopiju nezamjenjivim alatom u istraZivanju strukture i funkcije proteina (16). Integracija
ove tehnike s drugim analiti¢kim metodama omogucuje sveobuhvatan uvid u bioloSke procese
koji definiraju aktivnost proteina, a time i razvoj novih terapeutskih pristupa i dijagnostickih alata
(15).

CD spektroskopija je tehnika koja moze posluziti i za karakterizaciju proteina, a temelji
za ispitivanje sekundarne strukture, CD spektroskopija se koristi i pri utvrdivanju tercijarne
strukture proteina. Mana ove metode je nemogucnost odredivanja egzaktnih aminokiselina
koje sudjeluju u formiranju sekundarnih strukturnih elemenata (17). Ova metoda omoguc¢ava

ispitivanje utjecaja pH, temperature i drugih vanjskih ¢imbenika na konformaciju proteina (15).

NMR-spektroskopija se koristi prilikom odredivanja strukture proteina, pri ¢emu daje
detaljan uvid u kemijsku strukturu ali i trodimenzijsku strukturu makromolekula (18). Najvaznija
znacCajka NMR-a jest da pruza mogucnost lociranja sekundarnih strukturnih elemenata unutar
sekvence proteina (15). NMR omogucuje i prikupljanje informacija o trodimenzijskoj strukturi
proteina te odnosu konformacije i funkcije proteina. NMR metoda zahtijeva koristenje otopina
visoke Cistoce i koncentracije (0,1 do 3 mM) te je primjenjiva na relativno male molekule, s
maksimalnom veli¢inom od 35 kDa (18). Uz podatke o sekvenci ispitanog proteina te poznatim
geometrijskim odnosima medu atomima, moguce je u bazama podataka pronaci informacije o

sli¢nim molekulama i usporediti ih s eksperimentalno dobivenim rezultatima.

2.4. BIOORGANOMETALNA KEMIJA

Bioorganometalna kemija je interdisciplinarna znanost koja proucCava interakcije
izmedu konjugata organometalnih spojeva i razli¢itih biomolekula. Organometalni spojevi su
spojevi koji u svojoj strukturi sadrze barem jednu vezu metal-ugljik koja potjece iz organske
molekule. Upravo ova veza izmedu metalnog i ugljikovog atoma je izvor razlicitih elektronskih
i sterickih efekata koji omogucéuju koriStenje organometalnih spojeva u terapeutske svrhe, u
razliitim imunotestovima i enzimskoj katalizi (9). Nukleofilni atom ugljika koji se nalazi u
organometanom spoju ima mogucnost nukleofilne adicije na elektrofilni atomo ugljika iz alkil-
halogenida, estera, aldehida i ketona, pri €emu se stvara nova veza C-C veza, koja omogucuje

sintezu velikih molekula iz puno manjih prekursora (10).

Jedan od najvaznijih aspekata bioorganometalne kemije je mogucnost sinteze

konjugata organometalnih spojeva i biomolekula kao $to su peptidi, ugljikohidrati, steroidi, DNA
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i aminokiseline. Sinteza biokonjugata, posebice konjugata ferocena i aminokiselina,
omogucuje stvaranje specificnih peptidomimetika te proSiruje mogucénost uporabe
biokonjugata unutar biomedicine (10). Metaloceni su organometalni kompleksni spojevi koji se
sastoje od dvaju paralelnih aromatskih prstenova (najéesce ciklopentadienilnih, CsHs), izmedu
kojih se nalazi atom ili ion prijelaznih elemenata (metala) (19). S obzirom da se atom metala
nalazi izmedu dva aromatska prstena ovi spojevi se takoder mogu nazvati i ,sendvi¢-spojevi*.
Najpoznatiji metalocenski spoj je ferocen, kod kojeg se izmedu dvaju ciklopentadienilnih
prstenova nalazi atom zeljeza. Zbog svojih izuzetno povoljnih fizikalnih svojstava, ferocen je

jedan od najzastupljenijih spojeva unutar bioorganometalne kemije.

2.5. FEROCEN

Ferocen, spoj koji pripada skupini metalocenskih spojeva, predstavlja jednu od
najzanimljivijih i najznacajnijih organometalnih molekula. Ova molekula, prvi puta sintetizirana
1951. godine zaslugom kemicara Pausona i Kealyja, ubrzo je postala predmet opseznih

istrazivanja zbog svoje neobi¢ne strukture i raznovrsnih kemijskih svojstava.

el

Ferocen, molekulske formule (CsHs).Fe, aromatski je ,sendvi€” spoj koji se odlikuje
visokom stabilnoscu i podloZnoscu reakcijama elektrofilne supstitucije (20). 1zuzetna stabilnost
ferocena, produkt je organometalne veze nastale vezanjem Zeljezovog (Il) kationa s dva
aromatska ciklopentadienilna prstena (slika 4). Zbog moguénosti rotacije oko veze Cp—Fe—Cp
(Cp = ciklopentadienil), kao i moguéeg gubitka koplanarnosti Cp-prstenova rije¢ je o vrlo
fleksibilnoj molekuli (20).

Fe

Slika 4. Struktura molekule ferocena (20)

Stabilnost u neoksidiraju¢im uvjetima, niska potencijalna toksi¢nost te lipofilni karakter
koji omogucuje lak8i prolazak kroz stanicne membrane (21,4), razlozi su velikog interesa
znanstvene zajednice za ferocen i njegove derivate. Jedan od poznatijih lijekova u borbi protiv

malarije, ferokin, dobiven je umetanjem ferocena u strukturu antiparazitika klorokina (22). Jo$



jedan pokazatelj iznimne vaznosti, ali i mogucnosti ferocena te njegovih derivata, je moguénost
uporabe kod razvoja antikancerogenih, antifungalnih, antiparazitskih i antibakterijskih lijekova
(23). Specificna fizikalna i kemijska svojstva ferocenskih derivata omogucuju njihovu primjenu
u: (i) dizajnu peptidomiemtika, (i) pripravi neprirodnih a-aminokiselina, (iii) razvitku

imunoloskih postupaka, (iv) kontroliranoj sintezi peptida, te (v) enantioselektivnoj katalizi (20).

2.6. FEROCENSKI PEPTIDOMIMETICI

Konjugacija organometalnih spojeva s biomolekulama je proces povezivanja organskih
spojeva koji sadrze metalne centre s biomolekulama poput proteina, DNA ili RNA, pri ¢emu
nastali biokonjugati sadrze znacajke obje molekule. Za pripravu biokonjugata s peptidima,
ferocen je zbog svojih prednosti istaknut kao jedan od najudinkovitijin kalupa za indukciju
elemenata sekundarne strukture u peptidomimeticima dobivenim umetanjem ferocena u male
peptide. lzuzetna stabilnost, mogucnost elektrokemijske reverzibilnosti i jednostavna
derivatizacija s razli€itim biomolekulama, samo su neke od prednosti koje ferocen C&ine

pogodnim za izosterne modifikacije bioaktivnih molekula (24).

Stabilnost ferocena u bioloSkom okoliSu i mogucnost priprave ferocenskih derivata koji
imaju mogucnost kopulacije s aminokiselinama i peptidima, razlozi su velike zastupljenosti
ferocenskih konjugata s aminokiselinama unutar skupine ferocenskih bioorganometalnih

konjugata (20).

Priprava peptidomimetika moze biti izvedena na vise razli€itih nacina, a prilikom sinteze
ferocenskih peptidomimetika najéeSce se koristi metoda ,umetanja® rigidnih kalupa, koji za cil]
imaju ograniciti konformacijsku slobodu peptida i sprijeciti njihovo medudjelovanje s
nepozeljinim receptorima. Heteroanularno disupstituriani feroceni pokazali su se kao iznimni
bioorganometalni kalupi za sintezu peptidomimetika, koji imaju kljuénu ulogu u tvorbi
konformacijski ogranicenih peptida. Udaljenost od 3,3 A izmedu ciklopentadienilnih prstenova
kod ferocenskih konjugata, omogucuje nastajanje IHB, $to dovodi do nastajanja strukture nalik

B-nabranoj plodi.

S obzirom na strukturu ferocenskog prekursora, 1,1'-disupstituirani feroceni mogu se

podijeliti u tri glavne skupine (slika 5):



SAAY S 2

iy S e

Slika 5. Ferocenski peptidi I, 11, Il izvedeni iz Fcd (1V), Fca (V) i Fcda (V1) (10)

Fn—CO-AA)n—OMe]: (l) izvedeni iz ferocen-1,1’-dikarboksilne kiseline (Fcd (IV)), Y-
AA)—Fca—AA)n—OMe (ll) izvedeni iz 1’-aminoferocen-1-karboksilne kiseline (Fca (V)) i Fn—
[NH- (AA)m-Y]> (lll) izvedeni iz ferocen-1,1’-diamina (Fcda (VI)) [Fn = ferocenilen, AA =
prirodna aminokiselina, Y = Ac (acetil), Boc (tert-butoksikarbonil), m=1, 2,...;n=1, 2,...]. (10).

Ferocenski peptidi konformacijski se razlikuju torzijskim kutem, kutevima iskrivljenosti i
izvijenosti koji su pod utjecajem supstituenata ciklopentadienilnih prstenova (10). Simetri¢no
supstituirane peptide | i Il karakteriziraju paralelno usmjereni peptidni lanci, dok su kod
ferocenskih peptida Il peptidni lanci orijentirani antiparalelno. Peptidi I-Ill ostvaruju razli¢ite

konformacije karakterizirane torzijskim kutom o (0 — 180°), kutom iskrivljenosti € (0 — 5°) i

kutom izvijenosti g (5 — 30°) (25).

(a)
\\\‘-‘

Slika 6. Deformacija fleksibilne ferocenske molekule: (a) torzijski kut, (b) kut iskrivljenosti i ()
kut izvijenosti (10)

Odabirom jednog od tri razli€ita ferocenska prekursora [Fcd (1V), Fca (V) ili Fcda (VI)]
kao kalupa, utjeCe se na svojstva nastalih vodikovih veza, odnosno utjeCe se na stabilnost

konformacije peptidomimetika u razli€itim fizikalnim uvjetima.
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Fecd (1V) Fca (V) Fcda (VI)

COOH NH,

" -

Slika 7. Ferocenski prekursori: Fcd (IV), Fca (V) i Fcda (V1)

2.7. FEROCENSKI PEPTIDI IZVEDENI 1Z FCDA (V1)

Za razliku od mnogobrojnih biokonjugata izvedenih iz Fcd (IV) i Fca (V), ferocenski
peptidi izvedeni iz ferocen-1,1'-diamina (Fcda,VI) slabije su istraZeni. Kraatz i suradnici
sintetizirali su prve takve peptide kopulacijom Fcda (V1) s L- i D-Ala (26). Kopulacijom Fcda (VI)
S L- i D-Ala dobivena su dva enantiomerna konjugata Fn—(NH—-Ala—Boc). (Vlla) i Fn—(NH-D—
Ala—Boc); (Vllb) (27). Oba spoja u ¢vrstom stanju tvore dva 10-Clana IHB-prstena, tvorbom
NHen--OCaoc IHB pri €emu se inducira tvorba B-okreta, $to je prikazano na slici 8. Primjenom
CD-spektroskopske analize utvrdena je prisutnost helicne kiralnosti istoimenih peptida u
otopini, pri ¢emu Vlla poprima pozitivan Cottonov efekt u ferocenskom podrucju $to upucuje
na P-heli¢nost, dok VIlb poprima signal suprotnog predznaka $to odgovara M-heli¢nosti

ferocena.

H

BuO¢ H\N e E "G N
73‘4 ‘f; .\S
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e e
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Slika 8. Shematski prikaz IHB dipeptida Fn—(NH—-Ala—Boc)2 (Vlla, lijevo) i
Fn—(NH-D—-Ala—Boc). (VIIb, desno) (10)

Ferocen-1,1'-diamin prvotno je bio koriSten za sintezu spojeva s identicnim
aminokiselinama na N-krajevima. Medutim, Kovacevic i suradnici 2015. godine su koriStenjem
novog sintetskog pristupa u Laboratoriju za organsku kemiju, pripravili asimetricne

biokonjugate ferocena koji se sastoje od ferocen-1,1'-diamina te strukturno i kiralno razlicitih
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aminokiselinskih sekvenci. Sintetizirani biokonjugati stabilizirani su pomoc¢u 14-Clanih IHB-
prstenova. KoriStenjem ,desimetrizacije ferocenskih peptida (Ill) po prvi put objavljena je
sinteza ortogonalno zasticenog homokiralnog peptida Ac—Ala—NH-Fn—NH-Ala—Boc (VIII).
Detaljna analiza konformacije novih spojeva, ukljuCujuci VIII i Fn—(NH-Ala—Ac). (1X), ukazuje
na tendenciju formiranja 14-Clanih IHB-prstenova izmedu dvaju peptidnih lanaca, bez obzira
na prisutnost Boc i/ili Ac zastitnih skupina. Spektroskopska analiza (IR, NMR, CD), podrzana
DFT (Density functional theory) studijama, ukazala je na zanimljive znac¢ajke okosnice ferocen-
1,1'-diamina. Zanimljivo je $to se isti uzorak vodikovih veza, odnosno 14-¢lani prsten koji se
formira putem IHB, nalazi i u otopini i u krutom stanju, $to Cini spojeve IX i X obeéavaju¢im
kandidatima za peptidomimetike koji imaju moguénost oponaSanja sekundarne strukture [3-

nabrane ploce.

3, AcCl

—_—

o) Y o]
H H
a N Me 1. HCl N Me
@N)\i/ NP . ~
H o} H 0
Me Me
Fe Fe
b Me o

H : H Y o
<C)7 “\é/,,\h:/kmu <C:>7 N\{(\HAME

Slika 9. Struktura Ac—Ala—NH-Fn—NH-Ala—Boc (VIII) (lijevo) i Fn—(NH-Ala—Ac) (IX)
(desno)

S obzirom da je Boc-zasti¢eni biokonjugat Vlla stabiliziran dviema NHgp-:-OCgoc IHB
kojima se zatvaral4-Clani prsten, cilj ovog istrazivanja bio je ispitati kako ¢e zamjena jedne ili
obje voluminozne Boc-skupine peptida VIl s manjim Ac-skupinama u peptidima IX i X utjecati
na obrazac IHB. Ferocen-1,1'-diamin (VI), prekursor ferocenskih peptida lll, pokazao je iznimni
potencijal za o€uvanje B-okreta u otopini, opona$ajuéi tako uzorak vodikovih veza B-nabranih

plo¢a u prirodnim peptidima (27).

Kovacevi¢ i suradnici 2017. godine istrazivali su zaCetnike okreta u kiralnim peptidima
koji u svojem sastavu sadrze ferocen-1,1’-diamin. Proces je proveden tako da je pripravijen
niz peptida koji sadrze homo- i heterokiralne Ala—Pro sekvence konjugirane s ferocen-1,1’-
diaminom te su novosintetizirani peptidomimetici podvrgnuti konformacijskoj analizi.
Primjenom razli€itih metoda (IR-, NMR- i CD-spektroskopijom) utvrdivao se utjecaj kiralnosti
okosnice i N- terminalne skupine (Boc/Ac) novosintetiziranih peptidomimetika na njihova
konformacijska svojstva (28). Praéen je utjecaj N-terminalnih Ac ili Boc skupina te kiralnosti
aminokiselina na tvorbu IHB. Rezultati su pokazali kako homokiralni peptidi koji tvore 10- i 13-
Clane IHB-prstenove uspostavljaju najstabilniju konformaciju. Zanimljiva znacajka koja je
zajedniCka svim najstabilnijim heterokiralnim peptidima je moguénost tvorbe sekundarne

strukture nalik strukturi B-okreta. Takve strukture tvorile su 7- i 16-Clane IHB-prstenove (28).
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Zaklju€eno je kako je utjecaj zamjene dviju N-terminalnih skupina na preraspodjelu vodikovih

veza izrazeniji kod homokiralnih derivata (28).

Kovacevi¢ i suradnici su 2022. godine sintetizirali derivate ferocen-1,1'-diamina s
razli¢itim hidrofobnim aminokiselinama: Xl (D-Leu), XII (L-Leu), XIII (D/L-Val), XIV (D/L-Phe), pri
¢emu su istrazivali sekundarna strukturna svojstva (slika 10). Cilj istrazivanja bio je istraziti
moze li konjugacija ferocen-1,1'-diamina s aminokiselinom inducirati $-okret te kako veli€ina i
razgranatost bo¢nih lanaca iz Leu, Val i Phe utjeCu na obrazac vodikovih veza. Otkrili su kako
ovi homokiralni konjugati formiraju stabilne strukture s dva 10-Clana IHB-prstena, stvarajuéi
dva B-okreta (29).

'T 2 |o
- / 5 /J\\N'/ e
A A

O H

Xl (p-Leu), XII (L-Leu), XIII (p/L-Val), XIV (b/L-Phe)

Slika 10. Intramolekulske vodikove veze u peptidima XI-XIV (dva 10-¢lana IHB prstena,
odnosno dva p-okreta)

2.8. ALANIN

Alanin (Ala), 2-aminopropionska kiselina je jedna od neesencijalnih aminokiselina a igra
kljuénu ulogu u metabolizmu, gdje se moZe sintetizirati putem transaminacije piruvata ili iz
razgradnje proteina u tijelu. Alanin sudjeluje u kljucnim ciklusima kao Sto su ciklus limunske
kiseline, glikoliza i glukoneogeneza. Zbog svoje grade koja ukljuCuje nepolarnu metilnu
skupinu (-CHs) kao bo¢ni ogranak, svrstana je u hidrofobne aminokiseline bez naboja. Uz to
pripada grupi najmanijih i najjednostavnijih aminokiselina koje imaju najmaniji utjecaj, odnosno

smetnju u stvaranju IHB i uredenih konformacija.

Druge aminokiseline kao &to su valin, leucin i izoleucin takoder se mogu prevesti u
alanin. Prilikom razgradnje mi$iénih proteina, velike koliine alanina oslobadaju se u krvotok.
Proteoliza rezultira pove¢anim koncentracijama alanina u krvi, koji se cirkulacijom prenosi do
jetre, gdje se putem procesa glukoneogeneze pretvara u krajnji produkt glukozu koja dalje sluzi

tkivo, mozak i centralni Ziv€ani sustav, alanin ima i znacajnu ulogu u potpori imunosni sustavu
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(putem proizvodnje antitijela) te je jedna od klju¢nih molekula koja sudjeluje u metabolizmu

Secera i organskih kiselina (31).

Provedenim istrazivanjima dokazano je kako se vodikove veze koje se stvaraju izmedu
peptida i molekula vode, natjeCu s vodikovim vezama unutar uzvojnica peptida Sto rezultira
nepotpunom stabilno$¢u a-uzvojnica u vodi (32,33,34). Marqusee i suradnici promatrali su
nacin formiranja a-uzvojnica unutar peptida koji sadrze samo alanin te nekolicinu drugih
aminokiselina. Rezultati istrazivanja pokazali su kako alanin ima klju¢nu ulogu u stabilizaciji
kratkih uzvojnica, najvjerojatnije zbog velikog potencijala pojedinih alaninskih ostataka prilikom

njihovog oblikovanja, bez interakcija pobocnih lanaca koji bi ih mogli dodatno stabilizirati (33).

Alanin je jedna od 20 proteinogenih aminokiselina koja je najpodloznija stvaranju
sekundarne strukture proteina tvorec¢i a-uzvojnice. Prisutnost nepolarnog metilnog poboc¢nog
ogranka u strukturi alanina, smanjuje konformacijsku slobodu nasumiéno istegnutog lanca
(34). Peptidi koji u svojoj strukturi sadrze oko 10-ak alaninskih ostataka, koji im omogucuju
stvaranje a-uzvojnice, nisu topljivi u vodi zbog manjka skupina koje se mogu sudjelovati u
vodikovim vezama (35). Uvodenjem 3 ili viSe nabijenih ostataka, poput lizina ili glutaminske
kiseline, moguce je povecati topljivost alaninskih peptida (34). Struktura peptida, odnosno
koli€¢ina nastalih uzvojnica, moze se modificirati uvodenjem zamjenskih aminokiselina na
mjesto alaninskih ostataka (32,36-38).

Supstitucijom alanina s glicinom moze do¢i do destabilizacije a-uzvojnica, Sto ovisi o
omjeru koli€ine prisutnih aminokiselina alanina i glicina (39). Suprotno tome, istrazivanja koja
su se bazirala na konformaciji kratkolan€anih alaninskih peptida pokazala su potpuno drugacije

rezultate.

Rezultati istrazivanja, koja su za uzorak koristila trialanin peptid, pokazali su moguénost
zauzimanja dviju razli¢itih konformacija pri sobnoj temperaturi. Prva konformacija odnosi se
na strukturu sli€nu poliprolin Il uzvojnici (= 80 %) a druga, manje zastupljena konformacija, aR-
uzvojnica (slika 11) (40,41). UnatoC€ tome, provodenjem spektroskopskih mjerenja utvrdena je
prisutnost 50 % poliprolin 1l uzvojnice i 50 % strukture slicne B-nabranoj ploCi (42,43).

Prisutnost vode rezultira ve¢im postotkom poliprolin Il uzvojnice (44).

14



-
C v

\\ Mo
P REES
b @
A

X
e
s Ep. 52 =
o~ S e

% °

® o ° : 9= .
| B o)
g C ‘{Jv o) L

Osg-. ° 4 ©

Slika 11. Usporedba sekundarnih struktura: A) a-uzvojnica B) poliprolin Il uzvojnica i C) B-
nabrana plo¢a (45)

Daljnjim istrazivanjima, poliprolin [l uzvojnica utvrdena je kao dominantnija
konformacija alaninskih peptida, pri ¢emu se sklonost stvaranja iste poveéava s brojem
alaninskih ostataka (41,42). Istrazivanje koje su proveli Graf i suradnici, pokazalo je kako
okvirno 90 % trialanin peptida zauzima strukturu poliprolin 1l uzvojnice, oko 10 % zauzima
strukturu B-nabrane ploce, dok struktura a-uzvojnice nije pronadena. Daljnjim prou¢avanjem
strukture, utvrdeno je kako produljenje lanca s tri na sedam alaninskih ostataka nije rezultiralo

promjenom u koli¢inama zastupljenih konformacija (43).

2.9. LEUCIN

Leucin (Leu) jedna je od dvadeset standardnih aminokiselina koje Cine proteine, a koje
predstavljaju esencijalnu komponentu u bioloskim sustavima zbog €ega se ne moze
samostalno biosintetizirati u tijelu te ga je nuzno unositi putem prehrane (46). Kemijski, Leu je
nepolarna alifatska a-aminokiselina s izobutilnim boénim lancem (slika 12A). Zbog
razgranatosti bo€nog lanca pripada skupini BCAA (engl. Branched-Chain Amino Acid) koje su
kljuCne u sintezi proteina i procesu izluCivanja inzulina. Male promjene u metabolizmu BCAA
mogu uzrokovati razliite bolesti, poput dijabetesa, raka i zatajenja srca (47). S obzirom na
postojanje izobutilne skupine kao bo¢nog ogranka i njegove hidrofobnosti, leucin se okrece
prema unutrasnjosti proteina, tvoreci a-uzvojnicu. o-uzvojnica je dodatno stabilizirana
hidrofobnim interakcijama s ostalim aminokiselinskim ostatcima. Dodatni utjecaj leucina u

strukturi proteina povezan je sa stvaranjem specifiCcne strukture koja se nhaziva motiv
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leucinskog ,zippera“ (patent zatvaraca) (48). Ova struktura okarakterizirana je ponavljaju¢im
uzorkom leucinskih ostataka razmaknutih na odredenim intervalima duz cijele a-uzvojnice.
Leucin ,zipper motiv potiCe formiranje dimerne uzvojnice, gdje hidrofobne interakcije izmedu
leucinskih ostataka poti€u povezivanje dviju a-uzvojnica (slika 12B). Ovakva strukturna
organizacija ne samo da stabilizira proteine, ve¢ omogucuje i specifiCne protein-protein
interakcije koje su kljuéne za razli€ite stani¢ne procese, uklju€ujuéi transkripcijsku regulaciju i

prijenos signala (48).

O

on 9 | G50meslT
NHo» <.
A B

Slika 12. A) struktura molekule leucina B) gornji (lijevo) i bo¢ni (desno) prikaz
strukture ,zipper‘ motiva (49)

S obzirom da je leucin jedna od esencijalnih aminokiselina, njegova sinteza u
organizmu odvija se preko razli¢itih metaboliCkih puteva, ukljuCujuéi o-ketoglutarat i
acetoacetat kao prekursore (46). Ovaj proces reguliran je nizom enzima i signalnih molekula
koje osiguravaju ravnotezu izmedu sinteze i razgradnje leucina, $to je kljuéno za odrzavanje

homeostaze unutar organizma.

Leucin igra klju€nu ulogu u mnogim bioloskim procesima, uklju€ujuci regulaciju sinteze
proteina i miSiéne mase (50). Do sad provedena istraiivanja pokazala su kako leucin moze
tijekom starenja ili bolesti (50). Osim toga, leucin moze modulirati signalne puteve koji
kontroliraju stani¢ni rast i prezivljavanje, ukljuCujuéi mTOR (engl. mammalian target of
rapamycin) signalni put. mTOR je protein-kinaza, tj. enzim koji katalizira fosforilaciju drugih
proteina, a igra kljuénu ulogu u regulaciji razli¢itih bioloSkih procesa, uklju€ujuci stanicni rast,
proliferaciju, metabolizam i autofagiju (50). Leucin takoder ima potencijalne koristi u regulaciji
metabolizma, kontroliranju glikemije i inzulinske osjetljivosti te moze imati pozitivan utjecaj na

prevenciju metabolickih poremecaja poput dijabetesa tipa 2 (51).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI | METODE

Sve koriStene kemikalije u ovoj sintezi bile su analitiCcke CistoCe, dok su otapala
koristena u radu prociS¢ena prema standardnim postupcima (52). Tijek kemijskih reakcija
praéen je koristeci tankoslojnu kromatografiju (TLC) na plo€icama silikagela (Fluka Silica Gel)
s fluoroscentnim indikatorom (254 nm). Kontrola Cisto¢e sintetiziranih spojeva takoder je
ispitivana pomocu TLC. Detekcija neferocenskih spojeva provedena je koristenjem tankoslojne
kromatografije pomoéu ultraljubi¢aste (UV) svjetlosti valne duljine 254 nm i ninhidrinom uz
paralelno zagrijavanje. Sintetizirani produkti prociS¢eni su pomoc¢u smjese etil-acetata i
diklormetana razli¢itih omjera, koja je sluzila kao eluens u tankoslojnoj preparativnoj

kromatografiji na silikagelu (Kieselgel 60 HF254, KGaA, Darmstadt, Njemacka).

Karakterizacija sintetiziranih spojeva izvedena je uporabom nuklearne magnetske
rezonance (NMR) , tekuéinske kromatografije visoke razlu€ivosti sa spektrometrijom masa
(HPLC-MS) I infracrvene spektroskopije (IR). Talista su odredena na Reichert Thermovar HT
1 BT 11 i nisu korigirana.

UV/Vis- i CD-spektri snimljeni su na CDspektrofotometru Jasco-810 (Jasco, Tokyo,
Japan) u diklormetanu (CH2Cl,) i dimetil-sulfoksidu (DMSQO). Na spektrofotometru Spectrum
Two (PerkinElmer, Ujedinjeno Kraljevstvo) u CH2Cl, snimljeni su IR-spektri (koncentracijski i
temperaturni) uzoraka. Spektri masa dobiveni su ionizacijom elektrorasprSenjem (ESI, engl.,
Electrospray ionization) na Agilent Technologies 6410 Triple Quadrupole Mass Spectrometer
(Agilent, Palo Alto, CA, USA). ®*C-NMR- i H-spektri odredeni su u CDCl; na spektrometru
Bruker AV600 (Bruker, Rheinstetten, Njemacka), uz tetrametilsilan kao unutrasnji standard.

Kemijski pomaci () izraZeni su u jedinici ppm.
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Popis svih koristenih kemikalija u ovome radu:

o diklormetan, CH.Cl, (p.a., Kemika)

¢ natrijev klorid, NaCl (Aldrich)

e sulfatna kiselina, H>SO4 (Sigma-Aldrich)

e HOBt, 1-hidroksibenzotriazol-hidrat (Aldrich, Santa Clara, CA, USA)

e EDC, N*-(3-dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid-hidroklorid (Acros Organics,
Geel, Belgija)

¢ natrijev hidrogenkarbonat, NaHCO3; (Kemika)

o trietilamin, EtsN (97%, Sigma-Aldrich)

o etil-acetat, EtOAc (Et-etil; Ac-acetil) (p.a., Kemika)

¢ metanol, CHsOH (p.a., Kemika)

e acetil-klorid, CH3COCI (98%, Alfa Aesar)

e bezvodni natrijev sulfat, Na>SO4 (Kemika)

¢ natrijev azid, NaNs; (Kemika)

¢ natrijev hidroksid, NaOH (Kemika)

e aceton (propanon), CH3;COCHjs; (p.a., Kemika)

o etil-kloroformijt, CsHsCIO, (99%, Acros Organics)

e tert-butil-alkohol, (CH3)sCOH (Alfa Aesar)

e limunska kiselina (2-hidroksipropan-1,2,3-trikarboksilna kiselina), CesHsO
(Kemika)

o dimetil-sulfoksid, DMSO (Merck)
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3.2. POSTUPAK PRIPRAVE FEROCENSKIH PEPTIDA

Ferocenski peptidi (2-7) pripravljeni su postupcima koji su prikazani na shemama 1 i
2. Sinteza Boc-Fca (V) opisana je u literaturi te njezini spektroskopski podaci odgovaraju onima

prikazanim u literaturi (53).
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3.2.1. Priprava peptida Boc—b—Ala—NH-Fn—COOMe (1)

Prvi korak je otapanje Boc-zasti¢ene ferocenske aminokiseline Fca V (1 g, 2,8 mmol)
u diklormetanu, nakon ¢ega se ohladi na 0 °C i izlozi djelovanju plinovitog klorovodika. Plinoviti
klorovodik (HCI) pripravljen je in situ reakcijom koristeéi natrijev klorid i sulfatnu kiselinu. Nakon
30 minuta mijeSanja u ledenoj kupelji te naknadnim otparavanjem na rotacijskom vakuum-
uparivacu, nastali se hidroklorid suspendira u CH-Cl2 i obraduje sa suviskom trietilamina (EtsN)
(pH~9). Ferocenski amin, dobiven ovim postupkom, kopulira s Boc—b—Ala—OH (1,18 g, 5,5
mmol) koji je prethodno aktiviran primjenom standardnog EDC/HOBt postupka. Nakon
mijeSanja u trajanju od jednog sata pri sobnoj temperaturi (ili dok reakcija ne zavrsi), dobivena
reakcijska smjesa se ispire zasiéenom vodenom otopinom natrijevog hidrogenkarbonata
(NaHCO3) 10 %-tnom otopinom limunske kiseline i zasicenom otopinom NaCl. Organski sloj
se zatim osusSi bezvodnim natrijevim sulfatom (Na=SO.) i upari do suha. Dobiveni sirovi produkt
proCiS¢ava se tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu, koristeci
CH2Cl>:EtOAc = 5:1 kao eluens.

ProciS¢avanije dobivenog sirovog produkta provodi se tankoslojnom kromatografijom,
pri ¢emu se homogena smjesa uz pomo¢ kapalice s vatom nanese na staklenu plocu
presvucenu silikagelom u obliku tanke linije. Potrebno je prethodno utvrditi optimalni sustav
eluensa kako bi se postiglo optimalno prociS¢avanje produkta. U eluens se stavlja ploCica sa
nanesenom smjesom, nakon ¢ega je potrebno priCekati dok se spojevi iz smjese ne razdijele
na temelju svojih razliitih afiniteta za eluens kao mobilnu fazu i silikagel kao stacionarnu fazu.
Nakon razvijanja kromatograma, promatra se mrlja koja po R; vrijednosti odgovara vrijednosti
produkta. Odredivsi mrlju koja po R vrijednosti odgovara produktu, mrlja se Spatulom sastruze
te se prenese u sinter- lijevak i ispire otapalom sve dok se silikagel u lijevku ne obezboji.
Otapalo je potrebno upariti kako bi se &isti produkt mogao prenijeti u izvaganu tikvicu. Od
ukupne koli¢ine dobivenog produkta potrebno je izdvojiti koli€inu za snimanje koncentracijskih
IR-spektara koja se odmah po zavrSetku odvaja u epruvetu, dok se 100 mg Cistog uzorka

ostavlja za naknadno snimanje NMR spektara.

Boc-D-Ala—NH-Fn—COOMe (1)

tr = 102-107°C; Rt = 0,49 (CH:Cl; : EtOAc =5:1)
IR (CH2CLL) vinax/cm™ 3422 sr (NHsiobodni), 3316 sl (NHasociran), 1707 (C=Ocoome),
1536, 1498, 1369 (amid II).
'H-NMR (300 MHz, CDCls) | 7,63 [s, 1H, NHgq]; 5,14 [d, J = 6,93 Hz, 1H, NHaia]; 4,76 (m,
dppm 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, CHaa); 4,04 (m, 1H, 4-H); 4,02
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(m, 1H, 3-H); 3,80 (s, 3H, CH3COOMe); 1,48 [s, 22 9H,
CHsBoc]; 1,43 [d, J = 6.98 Hz, 3H, CHsalq

1BC-NMR (75 MHz, CDCls)
d/ppm

171,88 [COcoome]; 171,17 [COaia]; 156,02 [COgocl;
95,28 (C-1); 80,61 [Cjsod]; 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, CH,COOMe, CHas], 28.51
[CHsgoc]; 17,94 [CHaaia)

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

U prethodno pripravljenu suspenziju Boc-peptida 1 (800 mg; 1,52 mmol) i EtOAc, koja

je ohladena na 0 °C, uvodi se plinoviti HCI dobiven istim postupkom kao pri pripremi peptida

1. Tankoslojnom kromatografijom utvrduje se potpuno deprotektiranje peptida, nakon ¢ega se

otapalo upari, a dobiveni hidroklorid peptida 1 suspendira se u suhom diklormetanu (8mL) i

otopi uz dodatak EtsN (1,67 mL; 12,12 mmol). U pripravljenu otopinu, koja je prethodno

ohladena na 0 °C, dokapava se acetil-klorid (649 uL; 9,12 mmol) uz konstantno mijeSanje.

Nakon 15 minuta mijeSanja pri 0 °C, potrebno je smjesu izliti u vodu nakon &ega slijedi

viSestruka ekstrakcija diklormetanom. Prethodno izdvojeni organski sloj ispire se zasi¢éenom

vodenom otopinom natrijevog klorida (NaCl), a zatim su8i bezvodnim Na,SO. i uparava do

suhog. Nastali sirovi produkt procid¢ava se tankoslojnom preparativnom kromatografijom na

silikagelu, uz eluens EtOAc.

Ac-D-Ala—NH-Fn—-COOMe (2)

t, = 127°C; Ry = 0,4 (EtOAC)

IR (CHZCIZ) Vmaxlcm-l

3422 sr (NHsiobodni), 3316 Sl (NHasocirani), 1707 (C=Ocoowme),
1536, 1498, 1369 (amid ).

H-NMR (300 MHz, CDCls)
dppm

8,23 [s, 1H, NHr]; 6,54 [d, J = 7,29 Hz, 1H, NHaa]; 4,75 (m,
1H, 7-H); 4,73 (m, 1H, 10-H): 4,67 (m, 1H, 2-H); 4,61 [m, 2H,
CHawl; 4,38 (M, 2H, 8-H, 9-H); 4,04 (m, 1H, 4-H); 4,01 (m,
1H, 3-H); 3,79 (s, 3H, CHsCOOMe); 2,09 [s, 3H, CHaad; 1,45
[d, J = 6,96 Hz, 3H, CHannl

13C-NMR (75 MHz, CDCls)
dppm

171,88 [COcoonme]; 170,86 [COan]; 170,63 [COad]; 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 [CHanl; 23,43 [CHaad]; 18,13 [CHan).
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3.2.3. Priprava Ac—D—Ala—NH-Fn—COOH (3)

U otopinu estera 2 (800 mg, 1,7 mmol) i 7 mL metanola, dodaje se 100 mg natrijevog
hidroksida NaOH (1,7 mmol) i par kapi vode. Nakon dodavanja NaOH slijedi jednosatno
refluksiranje, pri temperaturi od 65 °C, nakon &ega se smjesa upari, ostatak zakiseli 20 %-
tnom otopinom HClI-a te ekstrahira etilacetatom. Organski sloj ispere se zasicenom otopinom

NaCl-a, osusi bezvodnim Na;SO. i upari.

Ac—D-Ala—NH-Fn—COOH (3)
t; = 128-134°C; Rt = 0,23 (CH:Cl, : EtOAc =1:1)
IR (CH2Cl2) viax/cm™ 3420 sl (NHsiobodni), 3296 sr (NHasocirani), 3109-2800 (m, OH,
COOH), 1710, 1697, 1653 (C=Ocoon, C=Oconw), 1576 (amid II)

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

Otopini kiseline 3 (1 g, 2,19 mmol) u 10 mL acetona dodaje se par kapi vode te se
reakcijska smjesa hladi na 0 °C. Nakon hladenja dokapava se otopina EtsN (0,26 g, 2,49 mmol)
u acetonu, te otopina etil-kloroformata CICOOEt (0,052 g, 1,64 mmol) u acetonu, pazeci da
temperatura ne prijede 5 °C. Nakon 30 minuta mijeSanja, dodaje se otopina NaNs (0,215 g,
3,29 mmol) u vodi. Reakcijska smjesa se zatim jedan sat mijeSa u ledenoj kupelji, nakon ¢ega
se razrjeduje hladnom vodom hladnom vodom, ekstrahira diklormetanom, ispere 5 %-tnom
zasi¢enom otopinom NaHCOs i zasiéenom otopinom NaCl-a, osusi bezvodnim Na>SO4i upari

do suha.

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

S obzirom da je pripremljena otopina azida nestabilna, pregradnja u karbamat vrsi se
in situ. Otopina azida 4 (400 mg) u 8 mL tert-butil-alkohola zagrijava se pri 65 °C, sve dok su
na tankoslojnoj kromatografiji vidljivi tragovi reaktanata. Trajanje ovog postupka priblizno je 5
sati. Pri zavrSetku reakcije, reakcijska smjesa se upari, a dobiveni produkt potrebno je prodistiti

preparativnom kromatografijom ut EtOAc.

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

ty = 142-145°C; Rs = 0,33 (EtOAC)
IR (CH2Cl,) viax/cm™ 3428 | (NHsiobodni), 3313 sr (NHasocirani), 1703, 1682, 1665
(C=Ocon), 1530, 1513 (amid 1)
IH-NMR (300 MHz, CDCls) | 8,30 (s, 1H, NHary); 6,58 (d, J = 7,5 Hz, 1H, NHan); 6,23 (s,
dppm 1H, NHgoc); 4,61-4,53 (m, 3H, HFn, CHaiw); 4,35—-4,30 (m, 2H,
HFnN); 4,13— 4,01 (m, 4H, HFn); 2,05 (s, 3H, CHsac); 1,50 [s,
9H, (CH3)3goc]; 1,44 (d, J = 6,9 Hz, 3H, CHazan).
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13C-NMR (75 MHz, CDCls) | 171,20 (COgn); 170,54 (COac); 80,54 (Csoc); 65,93; 65,53;

dppm

65,47; 65,15; 62,95 (CHgn); 49,51 (CHaia); 28,55 [(CHs)3sod];
23,37 (CH3AC); 18,43 (CH3A|a).

3.2.6. Priprema Ac—D—-Ala—NH-Fn—NH-L-Leu-Boc (6) i Ac—b—Ala—NH-Fn—NH-

D—Leu—Boc (7)

Boc-zasti¢eni prekursor 5 (300 mg, 0,57 mmol) otopi se u EtOAc, zatim se ohladi na

0 °C i izlozi djelovanju plinovitog HCI. Nakon 30 minutnog mijeSanja u ledenoj kupelji te

otparavanja na rotacijskom vakuum-uparivacu nastali se hidroklorid suspendira u CHCl, i

obradi sa suviSkom EtsN (pH~9). Dobiveni se slobodni amin kopulira s Boc-b/L-OH primjenom

standardnog EDC/HOBt postupka. Nakon 1 satnog mijeSanja pri sobnoj temperaturi,

rezultirajuca se reakcijska smjesa ispere zasicenom vodenom otopinom NaHCOs3, 10 %-tnom

otopinom limunske kiseline i zasicenom otopinom NaCl. Organski se sloj osuSi bezvodnim

Na,SO. i upari do suha. Sirovi produkt procid¢ava se tankoslojnom preparativhom

kromatografijom na silikagelu uz CH.Cl, : EtOAc =1:5ili 1 : 10 kao eluens.

Ac—-D-Ala-NH-Fn-NH2-p-Leu-Boc (7)

t; = 225-229°C; Ry = 0,73 (CH2Cl; : EtOAc =1: 3)

IR (CHZCIZ) Vmaxlcm_l

3437 Sr (NHslobodni), 3301 J, 3239 Sr (NHasocirani), 1723, 1682,
1667 (C=Ocont), 1572, 1567, 1505 (amid 1)

IH-NMR (300 MHz, CDCls)
Jppm

9,25 (s, 1H, NH); 9,15 (s, 1H, NH%.); 6,87 (d, J = 4,1 Hz,
1H, NHaw); 5,38 (s, 1H, H-7); 5,37 (s, 1H, H-10); 5,34 (g, J =
7,0 Hz, 1H, NHie); 5,20 (dq, 1H, CHa.aw); 4,55 (pt, 1H, H-2);
4,22 (pt, 1H, H-5); 4.18 (q, 1H, CHa.teu); 4,00 -3,98 (3, 4H, H-
8, H-9, H-3, H-4); 2,07 (s, 3H, CHaac); 1,71-1,68 (m, 1H, CHy.
Le); 1,61-1,48 (M, 2H, CH2, g.Leu); 1,46 [s, 9H, (CHa3)3.800]; 1,39
(d, J=7,3 Hz, 3H, CHs.a); 0,94 (d, J = 6,6 Hz, 3H, CHay.eu);
0,86 (d, J = 6,6 Hz, 3H, CHa,.Le0)

13C-NMR (75 MHz, CDCls)
dppm

171,83 (COrm); 171,78 (COfnz); 171,3 (COac); 157,05
(COgoc); 130,15 (C-1); 129,88 (C-6); 80,75 (Cqpoc); 71,40 (C-
8); 70,76 (C-9); 70,20 (C-3); 69,28 (C-4); 62,84 (C-7); 65,74
(C-10); 64,98 (C-2); 63,78 (C-5); 54,14 (CHyeu); 50,43 (CHaw);
41,17 (CHa, prew); 28,45 [(CHs)ssocl; 24,78 (CHy.Low); 22,83
(CHaac); 22,16 (CHay.Leu); 22,12 (CHa, y-tew); 17,26 (CHa.ala1)

ESI-MS

izraCunato za CusH3sN4OsFe: 542,45; dobiveno [M+H]* na

m/z 543,15
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Teorijski dio ovog Diplomskog rada obuhvatio je pregled priprave konformacijskih
svojstava ferocenskih biokonjugata koji su pripravljeni kopulacijom Fcda (V1) s prirodnim
aminokiselinama. S obzirom na strukturuferocena (udaljenost izmedu dva ciklopentadienilna
prstena iznosi 3,3 A, Cine¢i ga izuzetnim kalupom za stvaranje vodikovih veza) (54), njegovo
umetanje unutar peptidnih lanaca omogucéuje tvorbu razli€itih strukturnih elemenata (uzvojnice,
ploCe i okreti). Obrasci IHB-a, na kojima se temelji tvorba sekundarnih strukturnih elemenata
u peptidima I-1ll, odredeni su strukturom ferocenskog kalupa (Fcd, Fca, Fcda) te strukturom i

apsolutnom konfiguracijom prirodnih aminokiselina.

Kako je opisano u Teorijskom dijelu (poglavlje 2.7.),utjecaj ferocen-1,1'-diamina
(Fcda) na kiralnu organizaciju izvedenih peptida Il slabo je istrazen. Naime, u jednoj od
metoda Kraatz je opisao sintezu i konformacijska svojstva simetri¢no disupstituiranih peptida
Fn—(NH-L—Ala—Boc); (Vlla) i Fn—(NH-D—Ala—Boc). (VIIb) izvedenih iz Boc-zasticenog diamina
Fcda (V1) koji je nakon deprotekcije s TFA in situ konjugiran s Boc—-L—Ala—OH odnosno Boc—
D—Ala—OH (shema 3) (55).

N N
OtBu Boc
@ ~ L @ ~

o 2. EtsN
Fe —_— Fe
o 3- EDC/HOBt
)]\ BocOOH
N~ ~OtBu @N/O\Boc
H H
VI Vlla, Vb

Shema 3. Opceniti prikaz priprave 'Kraatzovih' peptida

Kovacevi¢ i sur. 2015. godine, po prvi su put pripravili ferocenske peptide izvedene iz
ferocen-1,1'-diamina i alanina pri ¢emu je osmisljena nova strategija za pripravu peptida tipa
Il (shema 4) (27). Za razliku od Kraatzove metode koja omogucava istodobno uvodenje
identi¢nih aminokiselinskih sekvenci na oba ferocenska prstena, ovim je pristupom moguce

pripraviti peptide Il u kojima su razli¢iti homo- i heterokiralni peptidi vezani na Fcda.

Daljnji tijek istraZivanja bio je usmjeren prema ispitivanju utjecaja vrste i kiralnosti

umetnutih aminokiselina na konformacijska svojstva sintetiziranih biokonjugata (28,29,56).
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Shema 4. Opceniti prikaz priprave peptida tipa Il

Buduci da su svi pripravljeni alaninski homolozi mimetika Il ostvarili strukture p-
okreta, a s obzirom da je poznato da bocni ogranci aminokiselina mogu razli¢ito utjecati na
sekundarnu strukturu peptidomimetika, primjenom opisane strategije odlucili smo u sklopu
ovog Diplomskog rada alaninsku podjedinicu na donjem ferocenskom lancu zamijeniti
aminokiselinskom podjedinicom s razgranatim bo&nim ogrankom, L-Leu odnosno D-Leu. Na
taj naCin namjeravali smo utvrditi kako bo¢ni ogranak i kiralnost spomenute aminokiseline
utjeCe na tvorbu vodikovih veza izmedu ili unutar podandnih peptidnih lanaca, te odrediti djeluje

li ferocenski kalup kao zacetnik okreta.

Stoga smo u sklopu ovog diplomskog rada opisali pripravu i konformacijska svojstva
nizeg homologa peptida Ill, Ac—-b—Ala—NH-Fn—NH-D—Leu—Boc (7), dok heterokiralni analog
Ac—-D—Ala—NH-Fn—-NH-L-Leu-Boc (6) nije pripravlien u koli€inama dostatnim za
konformacisjku analizu. Konformacijska analiza pripravljenih spojeva provedena je
spektroskopskim metodama (IR- i NMR-spektroskopija) te je usporedena sa spektroskopskim

podacima i rezultatima dobivenim za alaninski i leucinski analog (27,29).

4.1. SINTEZA CILINOG FEROCENSKOG PEPTIDA Ac—D—-Ala—NH—Fn—NH2—L—
Leu—Boc (6) i Ac—b—Ala—NH!—Fn—NH?-Dp—Leu—Boc (7)

Deprotekcijom terminalne Boc-zastitne skupine peptida 5 te in situ kopulacijom

nastalog amina s aktiviranim D-Leu pripravlja se 59 % dipeptida 7 (shema 2).

Uvodenje leucinske jedinice na N-terminus donjeg Cp-prstena peptida 5 registrirano
je u *H-NMR-spektru karakteristicnim pomacima njegovih metinskih (6=4,18 i 1,71-1,68 ppm),
metilne (1,61-1,48 ppm) te metilenskih skupina (6=0,94 i 0,86 ppm). Pomaci ugljikovih atoma
spomenutih skupina ocitani su pri 54,14 ppm za CH, te 24,78 ppm za CH,; pri 41,17 ppm za

metilnu leucinsku skupinu te pri 22,16 i 22,12 ppm za metilenske skupine.
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4.2. IR SPEKTROSKOPSKA ANALIZA

IR-spektroskopija je metoda kojom se istrazuje konformacijski prostor peptida u
otopini (15,57,58). KoristecCi IR-spektroskopiju, moguce je odrediti sekundarnu strukturu pratedi
apsorpciju infracrvenog zra€enja. Istezne frekvencije NH-skupina koje se nalaze u podrudju
nizem od 3400 cm™ ukazuju na njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama, dok se signali iznad
3400 cm? pripisuju slobodnim NH-skupinama. Apsorpcijske vrpce karbonilnih esterskih

skupina koje su vidljive ispod 1730 cm™* upuéuju na njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama.

[:4)
(=]
1

Transmitancija (%)

SLOBODNA
40 NH-SKUPINA

ASOCIRANA
NH-SKUPIMA

-60 T T 1
3500 3400 3300 3200 3100

A (nm)

Slika 13. Prikaz podrucja isteznih frekvencija NH-skupina (59)

Karakter vodikove veze (inter- ili intramolekulski) odreduje se mjerenjem
koncentracijski-ovisnih IR-spektara. Provodi se tako da se postupno razrjeduje 50 mM otopina
ferocenskog peptida u diklormetanu Sto ¢e dovesti do cijepanja intermolekulskih vodikovih
veza i uzrokovati znatno smanjenje intenziteta signala NH skupina u podrucju ispod 3400 cm’
1, Ako su u molekuli prisutne intramolekulske vodikove veze njihov intenzitet razrjedivanjem

slabi proporcionalno slabljenju signala slobodne NH-skupine.

U slu€aju kada su N-H ili C=0 skupine povezane vodikovim vezama, njihove se
istezne frekvencije u IR-spektru pomicu ispod 3400 cm™ (red-shift). Podrucje signala NH
skupina (3300-3500 cm™) u IR spektru prikazanom za uzorak sadrzZi tri razli¢ite apsorpcijske
vrpce: jedne iznad 3400 cm™ i dviju ispod 3400 cm™, Sto ukazuje na prisutnost slobodnih i
asociranih NH skupina te tvorbu konformacija temeljenih na IHB. Nadalje, prisutnost vrpci na

1723 cm™, 1682 cm™, i 1667 cm™, karakteristiCnih za istezanje C=0 skupina u amidima, kao
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i amid Il vrpci na 1572 cm™, 1567 cm™, i 1505 cm™, , dodatno potvrduje prisutnost asociranih

i slobodnih NH skupina u uzorku (tablica 1).

Tablica 1. Istezne vibracije®® NH- i CO-skupina dipeptida 7

) vNH vNH vCO vCO
Spoj Formula
(slob.) (asoc.) (amid 1) (amid I1)
3310 m 1684 1571
VIII | Ac-D-Ala—NH-Fn—-NH?-D-Ala—Boc | 3439w | 3253 m 1665 1506
1733
Xl | Ac-D-Leu-NH-Fn—-NH?-D-Leu-Boc | 3434 m | 3292s 1492
1663
_ 1723 1572
3301 j
7 Ac-D-Ala-NH!-Fn-NH?-D-Leu-Boc | 3437 sr 1682 1567
3239 sr
1667 1505

&l |R-spektri snimljeni su u CH2Cl,, ¢ = 5x102 M.

Kovacevic¢ i suradnici su u svome radu 2015. godine, prou¢avali Ac—Ala—NH-Fn-
NH2-Ala—Boc (VIII) (27), analog ovdje opisanog peptida 7. Pri tom su dosli do zakljucka kako
je intenzitet slobodnih NH skupina ostao nepromijenjen tokom razrjedivanja od 5x102 M do
1,25x1072 M, za razliku od signala asociranih NH skupina, Giji se intenzitet smanjio (slika 14).
Iz prilozenog se mozZe zakljuCiti kako su ovom slu€aju intramolekulske vodikove veze
dominantnije u odnosu na intermolekulske vodikove veze. Omijer slobodnih NH skupina i onih
uklju€enih u vodikove veze ostao je nepromijenjen tijekom daljnjeg razrjedivanja. Dobiveni
rezultati, potvrduju dominaciju intramolekulskih vodikovih veza, ali i postojanje intermolekulski

vezanih NH skupina.

-20 4

30 - " —— 3x10°M

Transmittance (%)

—— 6.13x10°M
40 3b 125x10°M
25x10°M
—— 5x10°M
'50 T T T T 1
3500 3400 3300 3200 3100 3000

Wavenumber (cm )

Slika 14. Koncentracijski-ovisni IR-spektri spoja Ac—Ala—NH-Fn—NH?-Ala—Boc
(V) u podrucju NH skupina (27)
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Koncentracijski-ovisan IR spektar peptida 7 u podrucju NH skupina prikazan je na slici
15. 1z prikazanog spektira moze se uociti kako su vrpce i intenzitet asociranih NH-skupina
dominantni u odnosu na slobodne NH-skupine. Uz to, vidljivo je kako postepenim
razrjedivanjem diklormetanske otopine u koncentracijskom rasponu od 5x102 M do 3x10° M

dolazi do proporcionalnog slabljenja intenziteta vrpci slobodnih i asociranih NH-skupina.

Y7 N~

0 -

Transmitancija (%)

-10 4

-15 T T T T T T T T T T T T T T T 1
3500 3450 3400 3350 3300 3250 3200 3150 310C

Valna duljina (cm™)

Slika 15. Koncentracijski-ovisni IR-spektri spoja 7 u podrucju NH skupina
(CH:CIy, [(—)c =5x10? M, (——)c =2,5x102M, (—) c = 1,25x102 M, (—) ¢ =6,13x103 M, (—)
c = 3x10° M].

Kovacevi¢ [ suradnici 2022. godine sintetizirali su Spoj
Ac-D-Leu-NH!-Fn-NH2-p-Leu-Boc (XI) koji je analog spoju 7 (29). Proucavajuci prikazani
koncentracijski IR spektar moguce je zaklju€iti kako ne dolazi do znaé&ajnijih promjena omjera
intenziteta slobodnih i asociranih NH skupina prilikom razrjedivanja od 5x1072 M do 1,25x1072
M (29). S obzirom da zamjenom metilnog alaninskog s voluminoznijim izobutilnim leucinskim
bo&nim ogrankomne dolazi do promjene omjera intenziteta slobodnih i asociranih NH vrpci,

moze se zakljuciti da steriCki voluminozniji leucin ne utje€e na tvorbu IHB.
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Slika 16. Koncentracijski-ovisni IR-spektri spoja
Ac—D-Leu-NH-Fn-NH?-D-Leu-Boc (XI) u podru¢ju NH skupina [(——) ¢ = 5x10-2 M, (-----
-)c=2.5%10-2 M, (- - -) ¢ = 1.25%x10-2 M]

Temperaturno-ovisna IR spektroskopija koristi se u svrhu pracenja promjena
vibracijskih svojstva molekule kao rezultat promjena temperature. Promjene u temperaturi
imaju utjecaj na stabilnost IHB, posljedi¢no i na konformaciju same molekule. Pracenjem
promjena polozaja i intenziteta apsorpcisjkih vrpci NH skupina uslijed temperaturnih promjena

moze se steci uvid u jakost IHB odnosno stabilnosti ostvarenih konformacija.

Iz prikazanog temperaturno-ovisnog IR spektra spoja 7 (slika 17) mozZe se zakljuciti
kako poveéanjem temperature od 25 °C do 45 °C dolazi do promjene u intenzitetu vrpci koje
su povezane s vibracijskim frekvencijama slobodnih i asociraninh NH skupina, $to ukazuje na
utjecaj povecanja temperature na uspostavljene IHB. Povecanjem temperature intenzitet vrpci
asociranih i slobodnih NH skupina podjednako slabi, pa ovi rezultati sugeriraju da su NH
skupine ukljuCene u jake IHB, s obzirom da zagrijavanje ne utjeCe znacajno na promatrane IR
signale.
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Slika 17. Temperaturno-ovisni IR-spektri spoja 7 u podru¢ju NH skupina

(CH,Cl,, 25-45 °C].

4.3. SPEKTROSKOPIJA NUKLEARNE MAGNETSKE REZONANCIJE (NMR)

Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR) je spektroskopska analiti¢ka
metoda koja se koristi u svrhu odredivanja strukture organskih i anorganskih molekula (10).
Osim molekulske strukture, NMR pruza uvid u 3D-strukturu proteina, odnsono prisutnost
sekundarnih strukturnih elemenata.

NMR analiza omogucuje asignaciju razli¢itih NH-skupina u molekuli prema njihovim
kemijskim pomacima. Na temelju toga moguce je odrediti sudjeluju li pojedine NH-skupine u
vodikovim vezama. NH-skupine koje su uklju¢ene u vodikove veze rezoniraju pri 6 > 7 ppm,
dok se slobodne NH-skupine pojavljuju pri 6 < 7 ppm. Vazno je za naglasiti kako su moguca

odstupanja zbog razliCite kemijske okoline donorske NH-grupe (53).

U eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada odredeni su koncentracijski- i
temperaturni- *H NMR-spektri peptida 7. Peptid 7 analiziran je pomo¢u *H NMR i C-NMR
spektrometrije te su razli¢iti amidni protoni oznaceni razli€itim bojama radi lakSeg pracenja
kemijskih pomaka (slika 18).
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Slika 18. Amidni protoni dipeptida 7

Iz spektra je vidljivo kako su amidni protoni izravno vezani na ferocen (NHg, i NH?:)
registrirani pri & > 9 ppm, to je jasni pokazatelj da sudjeluju u vodikovim vezama. Alaninski
amidni proton (NHa) zabiljeZen je pri & = 6,87 ppm, $to ukazuje na smanjenu vjerojatnost
sudjelovanja u vodikovim vezama. Suprotno tome, izuzetno nizak pomak (6 = 5,34 ppm) NH-
skupina D-Leu aminokiseline (NH.e.) ukazuje na njihovu zasjenjenost, odnosno nesudjelovanje

u vodikovim vezama.

Kovacevi¢ i suradnici, 2015. godine dobili su sli¢ne rezultate prilikom analize spoja
Ac—Ala—NH!-Fn-NH?-Ala—Boc (VIII) (27). Slicnosti s peptidom 7 vidljive su kod pracenja
pomaka amidnih protona izravno vezanih na ferocen i alaninskih amidnih protona. Alaninski
amidni protoni spoja VIII takoder imaju kemijske pomake ispod 7 ppm $to potvrduje njihovo
nesudjelovanje u vodikovim vezama. Isto tako, amidni protoni iz ferocenskog kalupa u oba

slu€aja rezoniraju oko 9 ppm §to indicira njihovo sudjelovanje u IHB.

Usporeduju¢i dipeptid 7 sa spojem Ac—D-Leu—NH-Fn—-NH?-D—-Leu-Boc (XI),
ponovno se moze uoditi sli¢an obrazac kemijskih pomaka NHg, (~9 ppm) dipeptida XI §to
sugerira njihovo sudjelovanje u IHB. S druge strane, kemijski pomaci NHgoc registrirani su oko
5 ppm, Sto indicira njihovo nesudjelovanje u IHB. S obzirom da se alaninska acetamidna (NHac)
skupina registrira pri viSem polju (6 < 7 ppm), upitan je donorski angazman u IHB. U cilju

detaljnijeg uvida provedena su mjerenja NMR spektara ovisna 0o temperaturi i koncentraciji.

4.3.1. Temperaturni 'H NMR-spektar spoja 7

Postepenim povecanjem temperature IHB slabe, rezultirajuéi kemijskim pomakom
amidnog protona k viSem polju. Da bi se potvrdio intramolekulski karakter IHB u peptidu 7
provedeno je temperaturno-ovisno mjerenje 25 mM otopine tog peptida u CDCI; u rasponu od

250-330 K (slika 19). U naSim prethodnim istrazivanjima utvrdili smo da zagrijavanjem otopina
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peptida u navedenom rasponu kemijski pomaci slobodnih amidnih protona ili onih koji su
uklju€eni u IHB ostaju jednaki ili se neznatno mijenjaju. Kod spojeva s jac¢im IHB i posljedi¢no
stabilnijom konformacijom, ne dolazi do velikih promjena kemijskog pomaka (60). Kod NHeg,
signala zabiljezeni su manji pomaci prema visem polju (A6 < 0,5 ppm), potvrdujuci
pretpostavku da sudjeluju u jakim IHB. S druge strane, NHac zabiljezili su veéu promjenu

kemijskog pomaka prema nizem polju (Ad > 1 ppm), pa je upitan njihov angazman u IHB.
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Slika 19. Temperaturni *H NMR-spektar spoja 7 (c = 25mM) u kloroformu

Usporedujuci rezultate prije opisanih spojeva (VIII i XI) s rezultatima dobivenim u
ovome radu (peptid 7), moze se zakljuciti kako je kod sva tri spoja prisutan sli¢an obrazac

pomaka amidnih protona u viSe polje.
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4.3.2. Koncentracijski *H NMR-spektar spoja 7

U prethodnom smo poglavlju na temelju koncentracijski-neovisnih [R-spektara
pretpostavili intramolekulski karakter IHB u peptidu 7 koji se dodatno potvrdio temperaturno-
neovisnim kemijskim pomacima NH skupina. Treba znati da se razrjedivanjem (kao i
prethodno spomenutim zagrijavanjem) cijepaju intermolekulske vodikove veze $to uzrokuje
pomak amidnih protona u viSe polje. Kovacevi¢ i suradnici utvrdili su kako nema znacaijnijih
promjena kemijskih pomaka NHg, (Ad = 0,06—0,13 ppm) u koncentracijski ovisnim spektrima,
potvrdujuéi njihovo sudjelovanje u IHB (27). Postupnim razrjedivanjem nije se znacajno
utjecalo na kemijski pomak protona NHgec, dok su kod protona NHac zabiljezeni izrazeniji
pomaci prema viSem polju. Zaklju€ci doneseni u radu Kovacevi¢ i sur. (27), primjenjivi su i na
analiziranom peptidu 7. 1z koncentracijski neovisnog *H NMR-spektra spoja 7 u kloroformu
vidljive su minimalne promjene u kemijskim pomacima NHen, $to je jasni pokazatelj njihovog
sudjelovanja u IHB. Znacajni pomaci prema viSem polju vidljivi su kod amidnih protona NHax,

¢ime je indicirana mogucnost njihovog sudjelovanja u agregatima.
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Slika 20. Koncentracijski *H NMR-spektar spoja 7 u kloroformu

4.4. TITRACIJA SPOJA 7 S DMSO

Vazno strukturno i funkcijsko svojstvo peptidomimetika jest mogucnost nabiranja na
jednak nacin kao i prirodni protein. Nabiranje proteina omoguceno je djelovanjem nekoliko
nekovalentnih interakcija, uklju€ujuci hidrofobne, vodikove, Coulombove i van der Waalsove

interakcije (61). Kako bi se odredila to€na konformacija proteina i ispitala jakost IHB provodi
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se titracija kloroformne otopine peptida s DMSO otapalom (61-65). DMSO je kompeticijsko
otapalo koje akceptira i solvatira izlozene NH protone, uzrokujuéi veliku promjenu njihovih
kemijskin pomaka u nize polje. Ako su amidni protoni zaklonjeni vodikovim vezama,
nedostupni su akceptorskom utjecaju DMSO-a pa nec¢e doc¢i do promjene njihovih kemijskih
pomaka.

NMR titracija provodi se dodavanjem po 10 uL [ds]-DMSO u 25 mM otopinu peptida
u CDCls sve do izostanka promjene u kemijskom pomaku promatranih NH skupina (spektri su
bazdareni prema TMS).

Nakon provedene titracije peptida 7 dobiveni su rezultati prikazani na slici 21. Vidljivo
je kako tijekom titracije DMSO-om visoke vrijednosti kemijskih pomaka NHg, ostaju
nepromijenjene (Ad < 0,2 ppm) $to sugerira njihovo sudjelovanje u jakim IHB. Protoni NHgqc i
NHac skupina pokazuju znacajnije promjene kemijskih pomaka, $to dodatno potvrduje da NHgoc
skupina ne sudjeluje u stvaranju vodikovih veza, dok amidni proton NHac skupine sudjeluje u

tvorbi slabijih vodikovih veza.

Usporedimo li rezultate ispitivanog peptida 7 s spojevima VIl i XI, moze se zakljuditi
kako sintetizirani spoj pokazuje podjednake rezultate onima prikazanim u navedenim
radovima. Utvrdeno je kako NHac sudjeluje u stvaranju slabih IHB, NHg, sudjeluje u jakim IHB,

dok NHgoc ne stupa u interakcije takvog tipa.
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Slika 21. Titracija peptida 7 s DMSO.

36



4.5. CD-SPEKTROSKOPSKA ANALIZA SPOJA 7

CD spektroskopska analiza peptida i proteinapruza uvid u prisutnost a-uzvojnica i p-
nabranih plo¢a. Medutim, vazno je napomenuti da, iako ova metoda omogucuje odredivanje
udjela pojedinih sekundarnih struktura, nije moguée precizno odrediti koje aminokiseline
sudjeluju u formiranju tih struktura. Za detaljniju analizu strukture potrebno je primijeniti NMR

spektroskopiju.

Indukcijom jakih IHB u peptidima s umetnutim ferocenskim kalupom inducira se
Cottonov efekt u podrucju ferocenskog kromofora (A = 480 nm). Na predznak Cottonovog
efekta utjeCu zaStitne skupine, otapalo te vrsta i slijed kovalentno vezanih prirodnih
aminokiselina (53). Kada ferocenski peptidi zauzimaju konformacije poput okreta i 3-nabranih
plo¢a, koje su stabilizirane IHB, dolazi do ograni¢enja slobodne rotacije oko ferocenskog
prstena. To rezultira helicnom kiralno$¢u ferocenske jezgre, $to se odrazava u Cottonovom
efektu oko 470 nm. Intenzitet Cottonovog efekta proporcionalan je stabilnosti konformacije,

dok predznak (pozitivan ili negativan) ovisi o kiralnosti ostvarene heli¢ne strukture (66).

U CD-spektru analiziranog spoja 7 (slika 22) zabiljezen je jak Cottonov efekt (~ 8000
deg cm? mol?), koji upuéuje na postojanje visokouredenih struktura u otopini. U usporedbi s
peptidima VIII (Ac—Ala—NH-Fn—-NH?-Ala—-Boc) i XI (Ac-D—Leu-NH'-Fn—NH?-D-Leu-Boc),
spoj 7 pokazuje slabiji (ali i dalje iznimno jak) Cottonov efekt, $to upucéuje na prisutnost
uredenih struktura. Spoj VIII ima Cottonovog efekta (23000 deg cm? mol™) s pozitivhim
predznakom, dok spoj Xl ima viSi intenzitet Cottonovog efekta (oko 27000 deg cm2 mol™) s
negativnim predznakom. Uzimajuci u obzir da je jedina razlika izmedu spoja 7 i XI u broju
konstitutivnin Leu-podjedinica, oCekivani je nizi intenzitet Cottonovog efekta kod spoja 7 u
odnosu na spoj Xl, buduci da je leucinski bo¢ni ogranaka voluminozniji od alaninskog, pa se

moze pretpostaviti da jace ometa tvorbu IHB i time smanjuje stupanj kiralnog uredenja.

IZ CD spektra (slika 22) je vidljivo kako dodatkom DMSO dolazi do 20 %-tnog
povecanja intenziteta Cottonovog efekta spoja 7. Povecanje intenziteta Cottonovog efekta
nakon dodatka DMSOa sugerira da DMSO stabilizira specificne konformacija peptida 7,
doprinoseéi njegovom kiralnom uredenju. Ovaj rezultat naglasava vaznost razmatranja

utjecaja otapala na sekundarne strukture peptida tijekom CD spektroskopskih mjerenja.
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Slika 22. CD-spektri spoja 7 u diklormetanu
[c =5x10°M (puna crna crta)] i uz dodatak 20 % DMSO (isprekidana crvena crta).
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. ZAKLJUCCI

Sinteza peptida Ac—D—Ala—NH-Fn—NH-D-Leu—Boc (7) uspjes$no je provedena u dobrom
iskoristenju (59%).

IR-spektroskopijom detektirane su slobodne (< 3400 cm?) i asocirane (>3400 cm™) NH-
skupine, dok se koncentracijski-neovisnom IR-spektrometrijom dokazala prevalencija IHB.

Temperaturno-ovisnom IR-spektroskopijom spoja 7 pokazalo se kako povecanjem
temperature ne dolazi do znacajnih promjena omjera intenziteta apsorpcijskih vrpci

asociranih i slobodnih NH-skupina, ukazujuéi na postojanje jakih IHB.

NMR spektroskopijom pokazali smo kako NH protoni iz ferocenskog kalupa (NHgn i NH?g,)
imaju vaznu ulogu u stvaranju IHB, dok NH skupina D-Leu (NHac) ne sudjeluje u stvaranju

vodikovih veza.
Titracijom NMR uzoraka spoja 7 s kompeticijskim otapalom DMSO testirana je jakost IHB.
Neznatne promjene kemijskih pomaka NH skupina iz ferocenskog kalupa sugeriraju

njihovo sudjelovanje u jakim IHB.

Jaki Cottonovi efekti spoja 7 u podru¢ju ferocenskog kromofora dodatno induciraju

prisutnost visokouredenih kiralnih struktura.
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7. PRILOZI

7.1. Prilog 1. HPLC i ESI-MS-kromatogram spoja 7
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7.2. Prilog 2. IR-spektar spoja 7 shimljen u diklormetanu (c = 50 mM)

Transmitancija (%)

_10:
_15:
_20:
25 -
_30:
_35:
_40:

45

-50

4000

T
3500

T T T T T T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Valna duljina (cm™)

7.3. Prilog 3. *H-NMR spektar spoja 7 snimljen u kloroformu (c = 50 mM)

— 092,
6£8'9
<689

°
@

(I Mﬁ

#9E'T
L

Bes'y

L s
3
oe

—

CED SO B
CImOSER @D D
— >

N
e
@

PPM 9.0

7.0

6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0



7.4. Prilog 4. 3.C-NMR spektar spoja 7 snimljen u kloroformu (c = 50 mM)
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja MAJ MEZIC izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastoruéni potpis



