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1. UvVOD

Ciklopeptidi pripadaju skupini prirodnih organskih spojeva u kojima je polipeptidni lanac dio
prstenaste strukture. Od prvog izoliranog ciklopeptida gramicidina S 1944. godine pa do danas
otkrivene su i sintetizirane tisu¢e novih ciklopeptida razlicitih veli¢ina, a posljednjih im je
godina broj eksponencijalno narastao zbog pozeljnih bioloskih i terapeutskih svojstava.

Zbog velike mogucnosti primjene peptida, pogotovo u primjerice medicini i
farmaceutskoj industriji, razvijen je Citav niz sintetskih metoda, Sto sinteze u otopini (eng.
Liquid-phase peptide synthesis) tako i sinteze na krutom nosacu (eng. Solid-phase peptide
synthesis), a neki su postupci i automatizirani. Medutim, sinteza se ciklopeptida uglavnom
svodi na makrociklizaciju linearnih prekursora, a upravo se taj korak pokazao izrazito
zahtjevnim za provesti klasi¢nim sintetskim postupcima. Budué¢i da pocetni Spoj ima dva
reaktivna kraja, ne ¢udi da su nezeljene reakcije oligomerizacije i polimerizacije ¢est problem
kod provodenja makrociklizacija, stoga se reakcije vec¢inom provode pri velikom razrjedenju
(submilimolarna koncentracija) $to zahtijeva velik volumen otapala, najées¢e DMF-a.

Brojni ciklopeptidi u prirodi vrlo su snazni ionofori te imaju ulogu u prepoznavanju i
transportu kationa 1 aniona. Znaju¢i to razvijena je metoda makrociklizacije peptida
potpomognute metalnim kationima (poput alkalijskih metala). Medutim, tek se nedavno
primijetilo da i anioni mogu usmjeravati ciklizaciju! te je cilj ovoga rada bio razvijenu
metodologiju kloridom potpomognute makrociklizacije primijeniti na novim supstratima. U tu
su svrhu pripravljena tri oligopeptida: tetrapeptid L-fenilalanil-L-fenilalanil-glicil-glicin (1),
pentapeptid L-fenilalanil-L-fenilalanil-glicil-glicil-L-fenilalanin (2) i heksapeptid L-fenilalanil-
L-fenilalanil-glicil-glicil-L-fenilalanil-L-fenilalanina (3). Kao gradivne jedinice Zeljenih ciljnih
spojeva izabrane su aminokiseline L-fenilalanin i glicin zbog njihovih fizikalnih svojstava i
relativno jednostavnih struktura bez funkcionalnosti u bo¢nim ograncima. Fenilalanin je u vodi
slabo topljiva aminokiselina i sadrzi UV kromofor u bo¢nom ogranku, a glicin je dobro topljiva

aminokiselina.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Struktura, svojstva i uloga ciklopeptida

Ciklopeptidi su polipeptidni lanci ¢ije su veze organizirane u ciklicku strukturu, a postoji
nekoliko na¢ina na koji takva struktura moze nastati. Neki su od glavnih naéina primjerice
nastajanje nove amidne veze izmedu C- i N-kraja polipeptidnog lanca (glava-rep, eng. head-
to-tail), izmedu N-kraja polipeptidnog lanca i bo¢nog ogranka neke aminokiseline (bocni
ogranak-rep, eng. side chain-to-tail), izmedu C-kraja i bo¢nog ogranka (glava-bo¢ni ogranak,

eng. head-to-side chain) ili povezivanjem dvaju bo¢nih ogranaka (eng. side chain-to-side
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Slika 1. Glavni nadini ostvarivanja makrocikli¢ke strukture kod peptida
(Prilagodeno prema: Contemporary strategies for peptide macrocyclization, str. 510)?

Prvi je izolirani ciklopeptid gramicidin S, otkrili su ga 1944. godine ruski mikrobiolog
G. F. Gause 1 njegova supruga M. Brazhnikova, a nedugo nakon njegova otkri¢a poceo se
koristiti za lijecenje ozljeda vojnika tijekom Drugog svjetskog rata. Gramicidin S je
ciklodekapeptid, graden od dva identi¢na pentapeptidna lanca povezanih na¢inom glava-rep.
Kristalna struktura gramicidina S rijeSena je 1957. godine. Ovi se ciklopeptidi, u ¢ijoj su
strukturi sve amidne veze klasi¢ne peptidne veze, jo§ nazivaju i homodetskim ciklopeptidima.

Ciklicki izopeptidi sadrze barem jednu izopeptidnu vezu; izmedu primjerice bo¢nog ogranka
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lizina i C-kraja polipeptidnog lanca kao u bacitracinu, jos jednom antibiotiku otkrivenom 1945.
Ciklicki depsipeptidi umjesto barem jedne amidne veze sadrze laktonsku (estersku) vezu, ¢esto
ostvarenu preko bocnih ogranaka serina ili treonina. Jo$ je jedan vrlo ¢est nacin nastajanja
ciklicke strukture kod peptida povezivanjem bocnih ogranaka cisteina pri ¢emu nastaje

disulfidna veza, a najpoznatiji je primjer ovakvog tipa ciklopeptida oksitocin (Slika 2.).4®

Gramicidin S Bacitracin Oksitocin

Slika 2. Strukture gramicidina S (homodetskog ciklopeptida), bacitracina (ciklickog
izopeptida) i oksitocina

Zbog vrlo velike bioraznolikosti, kompatibilnosti s bioloskim sustavima i slicnosti s proteinima
peptidi su se pokazali kao obecavajué¢i kandidati u dizajnu lijekova i terapeutika te svoju
primjenu nalaze u primjerice cjepivima, kao antibiotici, molekulski markeri u medicinskoj
dijagnostici i sl.”-*2 Medutim, linearni peptidi podlozni su razgradnji proteolitikim enzimima
in vivo §to smanjuje njihovu bioraspolozivost, a time i moguénost primjene u farmaceutskoj
industriji. Iz tog je razloga jedan od mnogih nadina modifikacije strukture peptida upravo
ciklizacija jer su se ciklopeptidi pokazali otpornijima prema proteolizi, a njihova manje
konformacijski slobodna, ali i dalje fleksibilna struktura ¢ini ih otpornijim na metaboli¢ku
razgradnju i selektivnijim u usporedbi s analognim linearnim peptidima.*3-1°

Opisana svojstva ciklopeptida, kao i njihova rigidna struktura te selektivnost u
receptorskim i protein-proteinskim interakcijama, ¢ini ih pozeljnim metama u farmaceutskoj
industriji. Brojni sintetski kao i prirodni ciklopeptidi bioloski su aktivni; primjerice vankomicin
je glikopeptidni antibiotik koji se koristi za lije¢enje brojnih bakterijskih infekcija poput
koznih, meningitisa, infekcije kostiju i zglobova i sl. Vankomicin inhibira sintezu stani¢ne
stijenke bakterija ostvarivanjem vodikovih veza s D-Ala-D-Ala motivom peptidoglikana.

Stani¢na stijenka bakterija gradena je od dugih polimernih mreza N-acetilmuraminske kiseline



(NAM) i N-acetilglukozamina (NAG). Se¢erne komponente povezane su (B1—4) glikozidnim

vezama, a na NAM je kovalentno vezan oligopeptid (s tri do pet aminokiselina) preko kojeg se

ostvaruje mrezasta struktura izmedu pojedinih NAM/NAG alternirajuc¢ih lanaca (Slika 3.).44

N-acetilglukozamin (NAG)
N-acetilmuraminska
kiselina (NAM)

Pentaglicinski most

Slika 3. Struktura peptidoglikana koji grade stani¢nu stijenku bakterija (Preuzeto i
prilagodeno prema: Lehninger Principles of Biochemistry, str. 252)%3

Nastajanjem kompleksa vankomicina i jednog NAM/NAG lanca zbog stericke smetnje
sprjecava se tzv. cross-linking i transpeptidacija peptidoglikana te time i nastajanje stani¢ne
stijenke. Uz vankomicin koriste se i sli¢ni cikli¢ki lipoglikopeptidi telavancin, dalbavancin i

oritavancin (Slika 4.) koji djeluju na sli¢an nacin, a lipofilna ih ruka vjerojatno usidrava u
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Slika 4. Strukture nekih ciklopeptidnih antibiotika



2.2. Sintetske strategije priprave ciklopeptida

Zbog opisanih svojstava ciklopeptida i njihove moguénosti primjene u industriji ne cudi da su
razvijene brojne metode njihove sinteze, a pokazalo se da ih je vrlo teSko pripraviti uobi¢ajenim
sintetskim metodama. Zadnji je korak u sintezi ciklopeptida laktamizacija za koju se mora
postici entropijski nepovoljna konformacija peptida koja ¢e reakciju usmjeriti prema nastajanju
zeljenog produkta umjesto nezeljenih intermolekulskih reakcija oligo- ili polimerizacije.
Iz ovog se razloga otopinske makrociklizacije naj¢esc¢e provode pri velikom razrjedenju.
2,5-diketopiperazini najjednostavniji su predstavnici ove skupine, a nastaju glava-rep
ciklizacijom dipeptida te su ¢esto nezeljeni nusprodukti u otopinskoj sintezi peptida ili sintezi
na krutom nosau. Medutim, privukli su veliku paznju zbog ceste pojave ovakvih
heterocikli¢kih spojeva u prirodi. K. Szardenings i suradnici razvili su dvije metode dobivanja

supstituiranih 2,5-diketopiperazina koje su prikazane na Shemi 1.1
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Shema 1. Dvije metode dobivanja supstituiranih 2,5-diketopiperazina koje su razvili K.
Szardenings i suradnici: a) preko nastajanja dipeptida i b) Ugijevom reakcijom



Metoda a) temelji se na vezanju N-zasticene aminokiseline na kruti nosa¢ 4 pri ¢emu nakon
uklanjanja zaStite nastaje 5. Reduktivnhom aminacijom s odgovaraju¢im aldehidom moze se
dobiti sekundarni amin 6 ¢ijom se acilacijom dobiva zasti¢eni dipeptid 7 koji je u ovom stupnju
i dalje vezan na kruti nosac. Uklanjanjem Boc zastitne skupine pomoc¢u TFA i tretiranjem
nosaca u kiselim ili bazi¢nim uvjetima u smjesi toluena i etanola dobije se diketopiperazin 8.
Isti adukt 5 moze se koristiti i u metodi b) koja u prvom koraku koristi viSekomponentnu
Ugijevu reakciju. Prednost je ove metode Sto se izbjegne potencijalno problemati¢an korak
acilacije sekundarnog amina kao u metodi a). Nakon Ugijeve kondenzacije dobivenom se spoju
9 uklanjaju zastitne skupine i u smjesi toluena i etanola dimer disocira s krutog nosaca i dobiva

se diketopiperazin 10 u uglavnom boljim iskori$tenjima nego u prvoj metodi.
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Shema 2. PredloZeni mehanizam Ugijeve reakcije’®

Jedan je od mogucih mehanizama Ugijeve reakcije prikazan na Shemi 2. U prvom koraku
karbonilni spoj i primarni amin daju Schiffovu bazu 11 koja izmjenom protona s karboksilnom
kiselinom daje iminijev kation 12 koji je podlozan nukleofilnoj adiciji. Adicijom izocijanida
nastaje nitrilijev kation 13 koji jos jednom nukleofilnom adicijom karboksilata daje imidat 14.
Zadnji je korak, ujedno i jedini ireverzibilni korak Ugijeve reakcije, Mummova pregradnja pri
gemu dolazi do pomaka R* acilne grupe s kisikovog na dusikov atom pri ¢emu nastaje konacni
produkt 15. Ova je reakcija vrlo zanimljiva jer pripada tzv. one-pot reakcijama u kojoj se ¢ak
Cetiri komponente zajedno pomijeSaju pri ¢emu nastaje zeljeni produkt uz izlazak samo

molekule vode.'8



Glavni je faktor u mogucénosti ciklizacije linearnih peptida veli¢ina prstena koji nastaje. lako
mozda nije intuitivno, peptidi sa sedam ili viSe aminokiselina uglavnom se lako cikliziraju za
razliku od nizih oligopeptida. Cikli¢ke tripeptide koji sadrze L-aminokiseline gotovo je
nemoguce sintetizirati jer uglavnom nastaju ciklodimeri (cikli¢ki heksapeptidi) kao glavni
produkti zbog nepovoljne konformacije trans peptidne veze. Ovaj se problem uspio zaobici
uvodenjem konformacijskih elemenata koji omogucuju nastajanje cis amidne veze duz
peptidne okosnice. U prirodi je analogan motiv ovome tzv. p-okret (Slika 5.), a vrlo ¢esto se u
strukturi ovog motiva nalaze prolin, aminokiselina koja lak§e moze ostvariti cis konfiguraciju

peptidne veze, i glicin, konformacijski vrlo fleksibilna aminokiselina.>*°

Q@ 9 O o P
5950 2%
Q

B-okret tipa I B-okret tipa II

Slika 5. Slikoviti prikaz p-okreta, ¢estog motiva sekundarne strukture u proteinima (Preuzeto
i prilagodeno iz: Lehninger Principles of Biochemistry, str. 124)°

Upravo iz opisanog razloga peptide koji sadrze L-prolin ili pseudo-proline moguce je lako
ciklizirati. Pseudo-prolini heterocikli¢ki su derivati serina i treonina, a mogu se u kiselim
uvjetima hidrolizirati daju¢i odgovarajuc¢e aminokiseline, stoga se ova strategija moze koristiti
i za sintezu ciklopeptida koji u svojoj strukturi nemaju motive koji uzrokuju konformacijske
promjene. Na Shemi 3. prikazane su dvije ciklizacije u kojima je primijenjena ova
metodologija. Shema 3a prikazuje ciklizaciju pseudo-prolinskog tripeptida 16 koja se dogada
vrlo brzo uz dodatak coupling reagensa PyBOP-a, a sama je reakcija vrlo elegantna te ne
nastaju oligomerni nusprodukti zbog rigidne konformacije linearnog reaktanta. Ova se
strategija moze primijeniti i za viSe oligopeptide: Shema 3b prikazuje dobivanje

cikloheksapeptida C17b koji je graden od naizmjeni¢no povezanih aminokiselina L-valina i



L-treonina. Budu¢i da bi odgovaraju¢em linearnom prekursoru H-(Val-Thr)s-OH nedostajali
konformacijski elementi koji daju cis amidnu vezu, pokazano je da se ciklizacija moze provesti
koriste¢i pseudo-prolinski derivat L-treonina u linearnom reaktantu 17, a nakon ciklizacije
kiselom hidrolizom spoja C17a na kraju se dobije Zeljeni ciklopeptid C17b. Ciklotetrapeptidi
takoder su gradeni od napetih srednje velikih prstenova (12 atoma s Cetiri trans peptidne veze)
te ih je tesko dobiti iz istih razloga kao i ciklotripeptide. Uz aminokiselinu prolin i pseudo-
prolinske derivate cis amidna veza moze se uvesti u strukturu koristenjem N-metiliranih ili

D-aminokiselina.2%%
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Shema 3. Makrociklizacije pseudo-prolinskih derivata: a) H-Pro-Pro-Thr(¥M&Mepro)-OH*? i
b) H-(Val-Thr)s-OH2



Homodeti¢ni ciklopentapeptidi koji sadrze samo L-aminokiseline rijetko se pronalaze u prirodi,
a zbog steri¢kih napetosti u srednje velikom prstenu tesko se pripravljaju. Na Slici 6. prikazane
su strukture triju ciklopentapeptida izoliranih iz kineskog karanfila (lat. Dianthus chinensis L.)
koji pripadaju klin¢i¢evkama (lat. Caryophyllaceae), porodici ¢ije su biljke bogat izvor raznih
ciklickih peptida koji pokazuju fizioloski aktivna svojstva. MoZze se primijetiti da sva tri peptida

sadrze L-prolin te je njihova totalna sinteza uspjesno provedena iz linearnih prekursora.?
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e} (0]
N H

HN NH HN
© OH
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NH HN NH HN NH HN
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o o Ph

Heterofilin J Diantin I Pseudostelarin A

Slika 6. Strukture triju ciklopentapeptida izoliranih iz kineskog karanfila (lat. Dianthus

chinensis L.)

J. H. van Maarseveen 1 suradnici razvili su dvije impresivne metode za sintezu stericki napetih
ciklopeptida poput diketopiperazina sa sedmeroclanim prstenom gradenih od a- |
S-aminokiseline. Obje metode koriste ,,pomo¢ne molekule kao fleksibilno sidro koje dovodi
u prostornu blizinu glavu i rep sto omogucava korak ciklizacije. Jedna metoda koristi stericki
ometen derivat salicilaldehida 18 koji u prvom koraku reduktivnom aminacijom s
odgovaraju¢om aminokiselinom, zastitom nastalog sekundarnog amina te zatim
esterifikacijom s drugom aminokiselinom i uklanjanja Cbz zastite i benzilnog estera
katalitiCkim hidrogeniranjem daje spoj 19a odnosno 19b. Terminalna karboksilna i amino-
skupina dodatkom coupling reagensa daju makrociklicke spojeve 20a odnosno 20b. Reakcijom
s TFA dolazi do skidanja Boc zastite na aminu te u idu¢em koraku do migracije acilne skupine
s kisikovog na dusikov atom (laktamizacija) daju¢i 21a odnosno 21b. U zadnjem se koraku
metilira hidroksilna skupina na benzilnom supstituentu i uklanja redukcijom pomocu natrija u

tekuéem amonijaku (Shema 4.).22
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Shema 4. Sinteza diketopiperazina 21 pomocu derivata salicilaldehida 18 metodom koju su
razvili van Maarseveen i suradnici??
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Shema 5. Sinteza diketopiperazina 24 pomocu derivata fS-nitrostirena 22 metodom koju su

razvili van Maarseveen i suradnici?®



Druga metoda koristi derivate p-nitrostirena 22 koji se mogu acilirati dajuci ester
odgovarajuceg peptida 23. Uklanjanjem karbamatne zasStite s N-kraja nastali amin 23a moze
kaskadom konjugirane adicije (aza-Michaelova reakcija) (preko 23b) i O>N prijenosom
acilne skupine daje konacni cikli¢ki produkt 24 (Shema 5.).% U literaturi su opisane jos brojne
vrlo inovativne metode ciklizacije peptida (od kojih su neke prikazane na Shemi 6.), ali vazno
je za napomenuti da su vecini tih metoda polazni supstrati neprirodni peptidi kojima su na neki
na¢in modificirani ili peptidna okosnica ili bo¢ni ogranci, zbog ¢ega je bilo potrebno razviti
novu metodologiju za head-to-tail makrociklizaciju prirodnih peptida.

U svrhu ovog rada posebno se isti¢u metalom potpomognute makrociklizacije. Poznato
je da su neki prirodni ciklopeptidi vrlo dobri ionofori te da tvore stabilne komplekse s metalnim
kationima in vivo. Tako primjerice valinomicin, ciklicki dodekadepsipeptid, djeluje kao
selektivni receptor za kalijeve katione i sudjeluje u procesu prijenosa kalija niz koncentracijski

gradijent preko stani¢ne membrane koja je inace nepropusna za nabijene vrste.

a) /N:
0 H R' N~ R
N3\H‘\ O| Cul, baza j/i
NH —_—
2 (0] NH
R N R |
(0]
(0]
H
BocHN N COzMe atalizator
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(0]
P

N—N

(o] o} R2 . %/( )\<R2

H,N | - C=N—N=PPh;

\H‘\NH kN)\COZH S > ©
1 H HN NH
R \)I\H m
R1 NH \O
d)

o)

N +

o Ph,P 0} N\PPh2

Y\NS -N, ﬁ o
_—
S NH —_— > NH
NH l IS
NH N
4 \/H/ \—J\O

O

Shema 6. Neke metode makrociklizacije peptida: a) azid-alkin cikloadicija, b) zatvaranje
prstena olefinskom metatezom, c) stvaranje oksadiazola, d) Staudingerova ligacija>-*
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Razmatranje ciklopeptida kao ionskih receptora pocelo je izradom teorijskih modela
kompleksa cikloheksaglicila i cikloheksaalanila (Slika 7.) pri ¢emu se pokazalo da kisikovi
atomi karbonilne skupine mogu koordinirati katione, a NH skupine peptidne okosnice
koordiniraju anione.®*% 1z ovog razloga, kao i uz ¢injenicu da postoje prirodni ciklopeptidi
koji su snazni ionofori, ne ¢udi da je razvijena strategija ionom potpomognute glava-rep
makrociklizacije Cija je ideja da interakcijom s metalnim ionima u otopini linearni peptid

postize povoljnu konformaciju za zatvaranje prstena (Shema 7.).3%%7

frp oy
RGOS G ¢

%V A f\

Slika 7. Strukture cikloheksaglicila (lijevo) i cikloheksaalanila (desno)

4
RS H R; O\/ .\\\R:!
DEPBT, NaCl L \”/\NH R® R NH HN 3
H a o )
H;N\)K /‘W\’ \)L JY \)kOH w0 o)\ - HOB <
DL\ —— ., 4
TEA, DMF 2\\3&{0, Voo NH 0w N R
R o H
HN\)J\"O RWS‘/N\_/gO
7 (OBt £
R' o R

Shema 7. Pretpostavljeni mehanizam natrijem potpomognute makrociklizacije pentapeptida

Medutim, pokazalo se da anioni takoder imaju ulogu u reakcijama ciklizacije pri ¢emu se u
nekim sluéajevima prilikom dodatka natrijevih soli s nekoordiniraju¢im anionima (poput
tetrafenilborata ili perklorata) uopée nije mogao izolirati ciklicki produkt, a prilikom dodatka
reagensa s nekoordiniraju¢im kationom poput tetraetilamonijeva klorida iskoriStenja su
ciklizacija bila znatno veca nego u slucaju dodatka natrijeva ili litijeva klorida. Ovaj bi rezultat
upucivao da kloridni anion usmjerava reakciju ciklizacije te da ima znacajniji templatni uc¢inak
nego kationi alkalijskih metala kao Sto se dosad smatralo Sto su i potvrdili kalorimetrijski
eksperimenti i simulacije molekulske dinamike, metode koje se Cesto koriste za proucavanje
ovakvog tipa interakcija. Opisana strategija kloridom potpomognute makrociklizacije

koristena je u sklopu ovoga rada.l8
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3. MATERIJALI | METODE

Sve kemikalije za sintezu bile su p.a. Cisto¢e, nabavljene su od proizvodaca Sigma i
Carbolution te su koriStene bez dodatnog procis¢avanja. TLC analize provedene su na
ploc¢icama silikagela 60 na staklenom nosacu s fluorescentnim indikatorom (Merck). U okviru
ovoga rada pripravljeni spojevi identificirani su *H i 3C NMR spektroskopijom te masenom
spektrometrijom. Odgovarajué¢i *H i 3C NMR spektri prikupljeni su na instrumentu Bruker
Ascend 400 MHz/54 mm opremljenim 5 mm inverznom probom BBI sa Z-gradijentnom
zavojnicom (model PA BBI 1H/D-BB Z). Otopine su pripravljene u deuteriranim otapalima
DMSO-ds i CDCls s TMS-om kao unutarnjim standardom. H NMR spektri kalibrirani su
prema signalu TMS-a (0 ppm), a :*C NMR spektri prema signalu otapala (CDCls: 77,23 ppm,
DMSO-ds: 39,52 ppm). Odgovaraju¢i maseni spektri visoke rezolucije prikupljeni su na
instrumentu Fisher Thermo Scientific Q Exactive Orbitrap s ESI tehnikom ionizacije.

3.1. Sinteza metilnog estera N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil-L-
fenilalanina (P1)

U okrugloj tikvici od 500 mL otopljeni su N-benziloksikarbonil-L-fenilalanin (6,94 g,
23,2 mmol) i metil-L-fenilalaninat hidroklorid (5,00 g, 23,2 mmol) u DMF-u (150 mL).
Dobivena je otopina ohladena na 0 °C, dodan je TEA (6,40 mL, 45,9 mmol) i u malim obrocima
TBTU (8,11 g, 25,3 mmol). Reakcijska je smjesa mijesana pri sobnoj temperaturi na
magnetskoj mijesalici 24 h. Nakon 24 h reakcijska je smjesa ohladena na 0 °C i dokapavana je
voda (300 mL) do taloZenja produkta. Nastali je talog otfiltriran pri snizenome tlaku, ispran
otopinom DMF:H20 (1:2), zatim vodom i osusen na zraku. Dobiveno je 10,08 g (94 %) spoja
P1 u obliku bijelog praha i produkt je koriSten u idu¢em koraku bez dodatnog procis¢avanja.

'H i 13C NMR spektri odgovaraju literaturno navedenim.3®
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3.2. Sinteza N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil-L-fenilalanina (P2)

U okruglu tikvicu od 500 mL dodani su spoj P1 (6,37g, 13,8 mmol) i metanol (175 mL), a
zatim LiOH - H20 (0,639 g, 15,2 mmol) i voda (50 mL). Reakcijska je smjesa mijeSana pri
sobnoj temperaturi 48 h. Metanol je uparen na rotacijskom uparivacu , smjesa ohladena na
0 °C, dokapana je klorovodi¢na kiselina (18,0 mL, ¢ = 1 mol dm™) do pH = 2 i nastala
suspenzija snazno je mijeSana 10 min. U smjesu je dodan EtOAc (100 mL), sadrzaj tikvice
prebacen u lijevak za odjeljivanje i slojevi su odvojeni. Vodeni sloj ekstrahiran je jo§ dva puta
etil-acetatom (2x50 mL), organski su ekstrakti spojeni, isprani zasi¢enom otopinom NaCl
(2x50 mL), osuSeni na Na2SOs, profiltrirani preko vate i upareni do suhog. Dobiveno je 6,13
g (99 %) skoro c¢istog produkta P2 u obliku bijelog praha koji je koriSten u sljede¢em koraku
bez dodatnog pro¢is¢avanja. *H i *C NMR spektri odgovaraju literaturno navedenim.*°
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3.3. Sinteza metil-glicil-glicinata hidroklorida (P3)

Glicil-glicin (5,00 g, 37,9 mmol) suspendiran je u suhom metanolu (150 mL) u okrugloj tikvici
od 250 mL. Dobivena je smjesa ohladena na 0 °C i uz stijenku tikvice dokapan je tionil-klorid
(5,00 mL, 68,9 mmol). Natikvicu je stavljena klor-kalcijeva cjevcica i nastala otopina mijesana
pri sobnoj temperaturi 24 h na magnetskoj mijesalici. Reakcijska je smjesa uparena do suhog i
naparena benzenom (50 mL). Sirovi je produkt prekristaliziran iz izopropanola (150 mL).

Dobiveno je 5,88 g (85 %) ¢istog spoja P3 u obliku bijelog praha.

!H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 9,01 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 8,30 (s, 3H), 3,95 (d,
J=5,8 Hz, 2H), 3,65 (5, 3H), 3,60 (s, 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 169,9, 166,6, 51,9, 40,5, 39,9

HRMS (ESI) m/z [M + H]" — izra¢unato (CsH11N203") — 147,0725, pronadeno 147,0767.
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3.4. Sinteza metilnog estera N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil-L-
fenilalanil-glicil-glicina (P4)

W%/

P4

U okrugloj tikvici od 500 mL otopljeni su spojevi P2 (2,42 g, 13,2 mmol) i P3 (5,91 g, 13.2
mmol) u DMF-u (150 mL). Otopina je ohladena na 0 °C, dodan je TEA (3,70 mL, 26,5 mmol)
i u malim obrocima TBTU (4,67 g, 14,6 mmol). Reakcijska je smjesa mijeSana 24 h na
magnetskoj mijeSalici pri sobnoj temperaturi. Smjesa je zatim ohladena na
0 °C, dokapana voda (150 mL) i dodan EtOAc (150 mL). Sadrzaj tikvice mijesan je 10 minutai
talog otfiltriran pri snizenome tlaku. Dobiveno je 2,42 g Cistog spoja. Mati¢nica prebacena u
lijevak za odjeljivanje i organski sloj odvojen je od vodenog. Organski sloj ispran je zasi¢enom
otopinom NaCl (50 mL), osusen na Na>SQOs, profiltriran preko vate i uparen do suhog. Dodan
je izopropanol (50 mL), zatim Et2O (100 mL) i nastali talog otfiltriran. Dobiveno je 3,14 g
skoro ¢istog spoja. Ukupno je izolirano 5,56 g (73 %) spoja P4 u obliku bijelog praha.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 8,32 (t, J = 57 Hz, 1H), 8,23-8,18 (m, 2H),
747 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,35-7,03 (m, 15H), 4,96-4,78 (m, 2H), 4,59-4,54 (m, 1H),
428-422 (m, 1H), 3,88 (d, J = 59 Hz, 2H), 3,83-370 (m, 2H), 3,62 (s, 3H),
3,07 (dd, J; = 13,9 Hz, Jo = 4.8 Hz, 1H), 2,94-2,83 (m, 2H), 2,66 (dd, J1 = 13,8 Hz,
J,=10,8 Hz, 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 171,6, 171,2, 170,2, 169,2, 155,7, 138,0, 137,6, 137,0,
129,3,129,2,128,3, 128,1, 128,0, 127,7, 127,4, 126,3, 126,2, 65,2, 56,0, 54,0, 51,7, 41,8, 40,5,
37,5,374

HRMS (ESI) m/z [M + H]* — izracunato (Cs1H3sN4O7") — 575,2461, pronadeno 575,2512.
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3.5. Sinteza N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-glicil-glicina
(P5)

e

269

Spoj P4 (6,68 g, 11,6 mmol) suspendiran je u metanolu (200 mL) u okrugloj tikvici od 500
mL. Dodani su LiOH - H20 (0,540 g, 12,8 mmol) i zatim voda (60 mL) te je reakcijska smjesa
mijeSana pri sobnoj temperaturi 48 h na magnetskoj mijesalici. Metanol je uparen na
rotacijskom uparivacu, smjesa ohladena na 0 °C, zakiseljena dokapavanjem klorovodi¢ne
kiseline (15 mL, ¢ = 1 mol dm2) do pH = 2. Nastali je talog otfiltriran, ispran vodom i osusen

na zraku. Dobiveno je 4,97 g (76 %) ¢istog spoja P5 u obliku bijelog praha.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 8,30 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 8,18 (d, J = 7,9 Hz, 1H),
8,08 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7,47 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,35-7,02 (m, 15H), 4,96-4,78 (m, 2H),
4,59-4,54 (m, 1H), 4,27-4,22 (m, 1H), 3,82-3,73 (m, 4H), 3,07 (dd, J1 = 13,9 Hz, J> = 4,7 Hz,
1H), 2,95-2,83 (m, 2H), 2,66 (dd, J1 = 13,7 Hz, J> = 10,7 Hz, 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 171,5,171,2,171,1, 169,0, 155,7, 138,0, 137,6, 137,0,
129,3,129,2,128,3,128,1, 128,0, 127,7, 127,4, 126,3, 126,2, 65,2, 56,1, 54,0, 41,8, 40,7, 37,5,
37,4

HRMS (ESI) m/z [M + H]" — izradunato (C3oH33N4O7") — 561,2305, pronadeno 561,2354.
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3.6. Sinteza L-fenilalanil-L-fenilalanil-glicil-glicina (1)

o)

A A
T

1

H,oN

Spoj P5 (1,96 g, 3,50 mmol) i amonijev formijat (2,20 g, 35,0 mmol) otopljeni su u metanolu
(250 mL) u okrugloj tikvici od 500 mL. Dodan je Pd/C, na tikvicu spojeno povratno hladilo i
smjesa je zagrijavana uz refluks 3 h. Reakcijska je smjesa ohladena na sobnu temperaturu,
katalizator uklonjen filtracijom preko stupca celita pri snizenome tlaku i otopina uparena do
suhog. Sirovoj je krutini dodana voda (50 mL), sadrZaj tikvice sonificiran na ultrazvuc¢noj
kupelji, talog profiltriran i ispran s malo vode. Dobiveno je 1,11 g (75 %) ¢istog spoja 1 u

obliku bijelog praha.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 8,42-8,38 (m, 2H), 7,88 (t, J = 5,4 Hz, 1H),7,31-7,02
(m, 10H), 4,55-4,56 (m, 1H), 3,81-3,62 (m, 4H), 3,54 (dd, J1 = 13,6 Hz, J» = 4,8 Hz, 1H),
3,06 (dd, Ji = 13,8 Hz, J» = 4,8 Hz, 1H), 2,92-2,83 (m, 2H), 2,58 (dd, J; = 13,6 Hz,
J2= 8,5 Hz, 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 172,3,171,3,171,0, 168,6, 137,7, 137,5, 129,4, 129,3,
128,2, 128,1, 126,4, 126,3, 55,4, 53,7, 42,0, 41,5, 39,4, 37,5

HRMS (ESI) m/z [M + H]* — izraGunato (C22H27N4Os") — 427,1937, pronadeno 427,1983.
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3.7. Sinteza metilnog estera N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil-L-
fenilalanil-glicil-glicil-L-fenilalanina (P6)

P6

U okrugloj tikvici od 250 mL spoj P5 (2,25 g, 4,01 mmol) i metil-L-fenilalaninat hidroklorid
(0,87 g, 4,01 mmol) otopljeni su u DMF-u (75 mL). Otopina je ohladena na 0 °C, dodan TEA
(1,22 mL, 8,03 mmol) i TBTU (1,42 g, 4,41 mmol) te je reakcijska smjesa mijeSana je pri
sobnoj temperaturi 24 h. Reakcijska je smjesa zatim ohladena na 0 °C, dokapana voda
(75 mL), nastali talog profiltriran, ispran otopinom DMF:H,0 (1:1), zatim vodom i osu$en na

zraku. Dobiveno je 2,53 g (87 %) Cistog spoja P6 u obliku bijelog praha.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 8,33 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 8,27 (t, J = 5,5 Hz, 1H),
8,16 (d, J =8,0 Hz, 1H), 8,00 (t, J =5,7 Hz, 1H), 7,46 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,34-7,01 (m, 20H),
4,96-4,78 (m, 2H), 4,60-4,54 (m, 1H), 4,50-4,45 (m, 1H), 4,27-4,21 (m, 1H), 3,79-3,65
(m, 4H), 3,57 (s, 3H), 3,09-2,63 (m, 6H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 171,8,171,4,171,3, 168,8, 168,7, 155,7, 138,1, 137,6,
137,03, 136,98, 129,3, 129,2, 129,1, 128,3, 128,04, 128,01, 127,7, 127,4, 126,6, 126,3, 126,2,
65,2, 56,1, 53,9, 53,6, 51,9, 42,0, 41,5, 37,6, 37,4, 36,8

HRMS (ESI) m/z [M + H]* — izracunato (C40H4N50g") — 722,3145, pronadeno 722,3195.
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3.8. Sinteza N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-glicil-glicil-L-
fenilalanina (P7)

OH

P7

U okruglu tikvicu od 500 mL dodani su spoj P6 (3,40 g, 4,71 mmol) i metanol (200 mL). Zatim
je dodan LiOH - H2O (0,237 g, 5,65 mmol) i voda (50 mL) te je reakcijska smjesa mijeSana pri
sobnoj temperaturi 24 h. Sadrzaj tikvice zagrijan je do vrenja da se sav sadrzaj otopi i smjesa
je mijeSana jo$§ 24 h. Metanol je uparen na rotacijskom uparivacu, smjesa ohladena na 0 °C i
dokapana klorovodi¢na kiselina (10 mL, ¢ = 1 mol dm™3) do pH = 2. Nastali je talog profiltriran,
ispran vodom i osusen na zraku. Dobiveno je 2,86 g (86 %) spoja P7 u obliku bijelog praha te
je koristen u iduce koraku bez dodatnog prociS¢avanja.

Napomena: Sadrzaj tikvice zagrijan je do vrenja jer reakcija nije isla do zavrsetka nakon prvih

24 h pri sobnoj temperaturi.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 8,28 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 8,21 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 8,09
(d, 3 = 7,9 Hz, 1H), 8,00 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 7,48 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,34-7,15 (m, 20H),
4,96-4,75 (m, 2H), 4,60-4,55 (m, 1H), 4,42-4,37 (m, 1H), 4,26-4,21 (m, 1H), 3,75-3,73
(m, 2H), 3,67 (dd, J1 = 16,7 Hz, J» = 5,7 Hz, 2H), 3,09-3,03 (m, 2H), 2,94-2,82 (m, 3H),
2,67 (dd, J; = 13,4 Hz, J = 11,1 Hz, 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 172,8, 171,4, 171,3, 168,8, 168,4, 155,7, 138,1,
137,73, 137,65, 137,0, 129,3, 129,2, 128,3, 128,1, 128,0, 127,7, 127,4, 126,33, 126,26, 126,2,
65,2, 56,1, 53,9, 53,8, 42,1, 41,7, 37,6, 37,4, 37,0

HRMS (ESI) m/z [M + H]* — izracunato (C39H42NsOg") — 708,2989, pronadeno 708,3043.
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3.9. Sinteza L-fenilalanil-L-fenilalanil-glicil-glicil-L-fenilalanina (2)

SCSRanS
S

Spoj P7 (2,80 g, 3,96 mmol) i amonijev formijat otopljeni su u metanolu (250 mL) u okrugloj
tikvici od 500 mL. Dodan je Pd/C, na tikvicu spojeno povratno hladilo i smjesa zagrijavana uz
refluks 3 h. Sadrzaj tikvice ohladen je na sobnu temperaturu i profiltriran preko stupca celita.
Metanol je uparen na rotacijskom uparivacu, sirovom produktu dodana je voda (100 mL),
sadrzaj sonificiran na ultrazvué¢noj kupelji i talog profiltriran. Dobiveno je 935 mg (41 %)
sirovog spoja 2. Analiticki Cist spoj dobiven je prekristalizacijom iz metanola (30 mL) te je

dobiveno 508 mg (22 %) Cistog spoja 2 u obliku bijelog praha.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 8,42 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,37 (t, J = 5,6 Hz, 1H),
8,04 (t, J = 57 Hz, 1H), 7,97 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,28-7,14 (m, 15H), 4,58-4,57 (m, 1H),
4,37-4,32 (m, 1H), 3,79-3,62 (M, 4H), 3,54 (dd, J; = 8,4 Hz, J» = 4,9 Hz, 1H), 3,09-3,03
(m, 2H), 2,91-2,83 (m, 3H), 2,58 (dd, J; = 13,7 Hz, J, = 8,5 Hz, 1H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 173,1,172,3,171,2, 168,8, 168,3, 138,0, 137,6, 129,4,
129,3, 129,2, 128,2, 128,1, 126,5, 126,3, 126,2, 55,5, 54,2, 53,6, 42,1, 41,8, 39,4, 37,6, 37,1
HRMS (ESI) m/z [M + H]* — izra¢unato (C31H3sN506") — 574,2621, pronadeno 574,2670.
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3.10. Sinteza metilnog estera L-fenilalanil-L-fenilalanina (P8)

P8

U okrugloj tikvici od 500 mL otopljen je spoj P1 (2,80 g, 6,08 mmol) u metanolu (250 mL).
Dodan je Pd/C i u tikvicu uvedena prvo atmosfera argona, zatim atmosfera vodika. Reakcijska
je smjesa mijesana pod atmosferom vodika 48 h. Sadrzaj tikvice je zagrijan, profiltriran preko
stupca celita i metanol je uparen na rotacijskom uparivac¢u. Dobiveno je 1,98 g (> 99 %) spoja
P8 u obliku blijedozute krutine. Sirovi je produkt koriSten u sljede¢em koraku bez dodatnog

pro¢iséavanja. H spektar odgovara literaturno navedenom.*!
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3.11. Sinteza metilnog estera N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil-L-
fenilalanil-glicil-glicil-L-fenilalanil-L-fenilalanina (P9)

ﬁ(%

P9
U okrugloj tikvici od 500 mL spojevi P5 (2,35 g, 4,19 mmol) i P8 (1,37 g, 4,19 mmol) otopljeni
su u DMF-u (75 mL). Otopina je ohladena na 0 °C, dodan je TEA (1,17 mL, 8,38 mmol) i
TBTU (1,48 g, 4,61 mmol). Reakcijska je smjesa mijesana pri sobnoj temperaturi 20 h, zatim
ohladena u ledenoj kupelji, dokapana je voda (200 mL) i sadrzaj tikvice prebacen u lijevak za
odjeljivanje. Vodeni je sloj ekstrahiran diklormetanom (3x100 mL), organski su ekstrakti
spojeni, isprani redom klorovodi¢nom kiselinom (100 mL, ¢ = 1 mol dm™), zasiéenom
otopinom NaCl (100 mL), zasi¢enom otopinom NaHCO3 (100 mL) i zasi¢enom otopinom
NaCl (100 mL). Organski je ekstrakt osuSen na Na>SOa, profiltriran preko vate, i uparen na
pola volumena. Nastali je talog otfiltriran, ispran diklormetanom i osusen na zraku. Dobiveno
je 1,03 g ¢istog spoja P9 u obliku bijelog praha. Ostatak mati¢nice uparen je do suhog. Sirovi
produkt iz mati¢nice otopljen je u smjesi MeOH/DCM, dodan je SiO- i otapalo upareno na
rotacijskom uparivacu. Dobiveni je uzorak nanesen suh na kolonu (,,dry loading®) i produkt je
eluiran prvo 2,5 %-tnom otopinom MeOH u DCM, zatim 5 %-tnom otopinom MeOH u DCM.
Dobiveno je 2,40 g skoro ¢istog spoja P9. Izolirano je ukupno 3,43 g (94 %) spoja P9, spojene

su SarzZe iz filtracije 1 kromatografije 1 koristene u idu¢em koraku bez dodatnog prociS¢avanja.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 8,50 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,25 (t, J = 5,2 Hz, 1H),
8,14 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 8,05 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,93 (t, J = 5,0 Hz, 1H), 7,45 (d, J = 8,7 Hz,
1H), 7,34-7,01 (m, 25H), 4,99-4,77 (m, 2H), 4,57-4,45 (m, 3H), 4,26 — 4,21 (m, 1H), 3,75-
3,70 (m, 3H), 3,56 (s, 3H), 3,08 — 2,63 (M, 8H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 171,7,171,4,171,2,171,1, 168,8, 168,2, 155,7, 138,0,
137,6, 137,0, 129,3, 129,2, 129,1, 128,3, 128,0, 127,6, 127,4, 126,6, 126,3, 126,2, 65,2, 56,1,
53,8, 53,7, 53,5, 51,8, 42,0, 41,7, 37,6, 37,4, 36,6

HRMS (ESI) m/z [M + H]* — izracunato (Cs9Hs53NeOg") — 722,3145, pronadeno 722,3195.
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3.12. Sinteza N-benziloksikarbonil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-glicil-glicil-L-
fenilalanil-L-fenilalanina (P10)

P10

U okrugloj tikvici od 250 mL spoj P9 (2,23 g, 2,57 mmol) suspendiran je u metanolu (150 mL).
Sadrzaj je tikvice zagrijan do nastanka bistre otopine, zatim je dodan LiOH - H20 (130 mg,
3,08 mmol) 1 voda (40 mL) te je reakcijska smjesa mijeSana pri sobnoj temperaturi 48 h.
Dodano je jo§s LiOH - H20 (108 mg, 2,57 mmol), sadrzaj tikvice zagrijan do nastanka bistre
otopine i mijeSan jo§ 48 h. Metanol je uparen na rotacijskom uparivacu, smjesa ohladena na
0 °C i dokapana klorovodi¢na kiselina (10 mL, ¢ = 1 mol dm3) do pH = 2. Zatim je dodan
EtOAc (300 mL), sadrzaj tikvice prebacen u lijevak za odjeljivanje i odvojen je organski sloj
od vodenog. Organski je sloj ispran zasi¢enom otopinom NaCl (100 mL) i uparen do suhog.
Sirovi je produkt otopljen u EtOAc, dodan SiO2 i smjesa uparena do suhog te nanesena na
stupac silikagela. Produkt je eluiran s kolone prvo 5 %-tnom otopinom MeOH u DCM, zatim
10 %-tnom otopinom MeOH u DCM. Dobiveno je 885 mg (40 %) skoro ¢istog spoja P10 u

obliku bijelog praha te je koristen u iduéem koraku bez dodatnog procis¢avanja.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 12,74 (brs, 1H), 8,34 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 8,25
(t, J=5,5Hz, 1H), 8,17 (d, J=7,5 Hz, 1H), 8,04 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,92 (t, J = 5,5 Hz, 1H),
7,46 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,34-7,03 (m, 25H), 4,96-4,77 (m, 2H), 4,60-4,52 (m, 2H),
4,46-4,40 (m, 1H), 4,27-4,21 (m, 1H), 3,75-3,70 (m, 3H), 3,59 (dd, J; = 16,7 Hz, J, = 5,5 Hz,
1H), 3,09-2,63 (m, 8H)
13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 172,7,171,4,171,2,171,0, 168,8, 168,2, 155,7, 138,0,
137,7, 137,6, 137,4, 137,0, 129,3, 129,22, 129,16, 129,1, 128,3, 128,2, 128,0, 127,6, 127,4,
126,4, 126,2, 65,2, 56,1, 53,9, 53,6, 42,0, 41,7, 37,6, 37,4, 36,7
HRMS (ESI) m/z [M + H]* — izra¢unato (CasHs1NsOg") — 855,3673, pronadeno 855,3727.
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3.13. Sinteza L-fenilalanil-L-fenilalanil-glicil-glicil-L-fenilalanil-L-
fenilalanina (3)

Spoj P10 (727 mg, 0,850 mmol) i amonijev formijat (536 mg, 8,50 mmol) dodani su u okruglu
tikvicu od 250 mL i otopljeni u metanolu (150 mL). Otopini je dodan Pd/C, na tikvicu spojeno
povratno hladilo i smjesa zagrijavana uz refluks 2,5 h. Smjesa je vruca profiltrirana preko
stupca celita da se ukloni katalizator i otapalo upareno na rotacijskom uparivacu. Sirovoj smjesi
dodana je voda (50 mL), sadrZaj sonificiran na ultrazvuénoj kupelji i talog otfiltriran. Sirovi
produkt trituriran je u metanolu (50 mL). Dobiveno je 493 mg (80 %) skoro ¢istog spoja 3 U

obliku bijelog praha koji je koristen u idu¢éem koraku bez dodatnog proc¢iséavanja.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 9,26 (brs, 1H), 8,42 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 8,27
(d, J =8,3 Hz, 1H), 7,99 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 7,94 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 7,29-7,14 (m, 20H),
4,53-4,47 (m, 1H), 4,43-4,37 (m, 1H), 4,29 (m, 1H), 3,79 (dd, J: = 16,5 Hz, J> = 6,3 Hz, 1H),
3,69-3,58 (m, 4H), 3,15 (dd, J: = 13,5 Hz, J2 = 5,2 Hz, 1H), 3,07-2,90 (m, 5H), 2,75-2,63
(m, 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 173,5,171,3,171,2,170,5, 168,9, 168,6, 138,1, 138,0,
137,9, 136,9, 129,42, 129,39, 129,3, 129,1, 128,3, 128,1, 128,0, 126,5, 126,3, 126,25, 126,15,
55,1, 54,7, 54,6, 54,3, 42,2, 41,9, 37,3, 37,0

HRMS (ESI) m/z [M + H]" — izra¢unato (C40HsNeO7") — 721,3305, pronadeno 721,3358.
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3.14. Sinteza ciklo-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-glicil-glicina (C2)

Ty C

O
C2

U okruglu tikvicu od 500 mL dodani su spoj 2 (284 mg, 0,495 mmol) i DEPBT (163 mg,
0,545 mmol) te DMF (300 mL). Zatim su dodani TEACI (1,23 g, 7,43 mmol) i TEA (140 pL,
1,00 mmol) te je dobivena otopina mijeSana pri sobnoj temperaturi 4 dana. DMF je uparen na
rotacijskom uparivacu, u tikvicu dodani EtOAc (100 mL) 1 voda (100 mL) i smjesa mijeSana
10 min. Talog je profiltriran pri snizenome tlaku i ispran vodom, mati¢nica prebacena u lijevak
za odjeljivanje da bi se organska faza odvojila od vodene. Organski je ekstrakt osusen na
Na2SOg4 i uparen do suhog. Izolirano je 187 mg sirovog produkta. Sirovoj smjesi iz mati¢nice
dodana je smjesa DCM:MeOH 1:1 i SiO2, mijeSano na magnetskoj mijesalici 10 min i upareno
do suhog. Dobiventi je kruti uzorak suh nanesen na stupac silikagela (,,dry loading*) i eluiran
prvo 5 %-tnom otopinom MeOH u DCM, zatim 10 %-tnom otopinom MeOH u DCM.
Dobiveno je ukupno 96 mg (35 %) ¢istog spoja C2 u obliku bijelog praha.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 8,65 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 8,46 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 8,11
(d,J=75Hz 1H), 7,99 (d, J =8,7 Hz, 1H), 7,67 (m, 1H), 7,29-7,17 (m, 11H), 7,12-7,06 (m,
4H), 4,36-4,24 (m, 2H), 4,19 (m, 1H), 3,90 (dd, J; = 15,6 Hz, J> = 6,6 Hz, 1H), 3,72 (dd, J1 =
14,8 Hz, J, = 6,7 Hz, 1H), 3,72 (dd, J1 = 14,8 Hz, J, = 6,7 Hz, 1H), 3,60 (dd, J1 = 14,8 Hz, J>
= 4,6 Hz, 1H), 3,40 (dd, J1 = 15,6 Hz, J> = 5,2 Hz, 1H), 3,08 (dd, J1 = 13,6 Hz, J> = 6,9 Hz,
1H), 2,98-2,88 (m, 3H), 2,82-2,72 (m, 2H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 171,1, 170,5, 169,3, 169,0, 137,8, 137,4, 137,3,
129,15, 129,10, 128,8, 128,24, 128,18, 126,4, 126,3, 56,4, 56,1, 54,9, 43,2, 42,7, 37,5, 36,7,
36,5

HRMS (ESI) m/z [M + Na]* — izra¢unato (Cs1H33sNsOsNa*) — 578,2374, pronadeno 578,2386.
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3.15. Sinteza ciklo-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanil-
glicil-glicina (C3)

)

C3

U okruglu tikvicu od 500 mL dodani su spoj 3 (300 mg, 0,416 mmol) i DEPBT (137 mg,
0,458 mmol) te DMF (300 mL). Zatim su dodani TEACI (1,03 g, 6,24 mmol) i TEA (120 pL,
0,861 mmol) te je dobivena otopina mije$ana pri sobnoj temperaturi 3 dana. DMF je uparen na
rotacijskom uparivacu, u tikvicu dodani EtOAc (100 mL) i voda (100 mL). Dobivena je smjesa
mijeSana 15 min. Sadrzaj tikvice prebacen je u lijevak za odjeljivanje i slojevi su odvojeni.
Vodeni sloj ekstrahiran je s EtOAc (50 mL) i organski su ekstrakti spojeni, isprani zasi¢enom
otopinom NaCl (3x50 mL), osuseni na NaSQOgs, profiltrirani preko vate i upareni do suhog.
Sirovi je produkt trituriran u MeOH te je dobiveno 112 mg ¢istog C3. Ostatku mati¢nice nakon
trituracije dodan je anionski izmjenjiva¢, koji je prethodno aktiviran pomo¢u NaOH te ispran
vodom i MeOH, i smjesa je profiltrirana, uparena do suhog i nanesena na kolonu silikagela.
Produkt je eluiran 5%-tnom, zatim 10 %-tnom otopinom MeOH u DCM te je izolirano jos$
58 mg ¢istog spoja. Dobiveno je ukupno 170 mg (58 %) ¢istog spoja C3 u obliku bijelog praha.
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 8,35-8,32 (m, 1H), 8, 27 (d, J = 7,9 Hz, 1H),
8,20-8,18 (m, 1H), 8,03-7,95 (m, 3H), 7,30-7,06 (m, 20H), 4,37-4,30 (m, 3H), 4,22-4,17
(m, 1H), 3,94 (dd, J. = 16,6 Hz, J» = 7,0 Hz, 1H), 3,69 (dd, J1 = 15,5 Hz, J> = 7,2 Hz, 1H), 3,60
(dd, J1 =15,5Hz, J> = 4,0 Hz, 1H), 3,42 (dd, J1 = 16,5 Hz, J. = 3,8 Hz, 1H), 3,12-2,58 (m, 8H)
13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 171,3,171,2, 170,9, 170,7, 169,3, 168,8, 137,9, 137,5,
137,1, 129,3, 129,1, 129,0, 128,7, 128,3, 128,2, 128,1, 126,5, 126,3, 55,3, 54,9, 54,8, 42,64,
42,59, 37,3, 36,5, 35,8

HRMS (ESI) m/z [M + Na]* — izra¢unato (CaoH42NeOeNa™) — 725,3058, pronadeno 725,3073.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Uvod

Cilj je ovoga rada bio pripraviti tri ravnolancasta oligopeptida; jedan tetrapeptid, pentapeptid i
heksapeptid te provesti njihovu otopinsku ciklizaciju i spektroskopski okarakterizirati pripadne
ciklopeptide. Ravnolancasti su prekursori dobiveni klasi¢nim metodama otopinske sinteze
peptida, a reakcije ciklizacija provedene su u razrijedenim otopinama koristeci
tetractilamonijev klorid kao kompleksirajuci reagens.

Aminokiseline L-fenilalanin i glicin izabrane su kao gradivne jedinice ciljnih molekula, $to
zbog manjka funkcionalnosti u njihovim boénim ograncima ($to smanjuje broj koraka i
olakSava samu sintezu linearnih prekursora), tako i zbog njihovih fizikalnih svojstva poput
polarnosti i topljivosti. Sama sinteza linearnih peptida 1, 2 i 3 pokazala se netrivijalnom o ¢emu
¢e kasnije biti rije¢. Generalna je sintetska strategija bila izgraditi Zeljeni peptid od N-kraja
prema C-kraju. Dvije su zastitne skupine koristene tijekom sinteze: benziloksikarbonilna ili Z
zaStita za amino skupinu i metilni ester kao zaStita za karboksilnu skupinu. Za nastajanje
peptidne veze koristeni su TBTU i DEPBT kao coupling reagensi.

Reakcijom N-zasticene aminokiseline i C-zastiCene aminokiseline uz coupling reagens
dobiven je dipeptid kojemu je u iduéem koraku uklonjena metilna zastita hidrolizom u
bazi¢nom mediju. Takvom N-zasticenom dipeptidu moze se dodati novi fragment u idu¢éem
koraku i postupak se ponavlja dok se ne dobije peptid zeljene veliCine, a na samom se kraju
transfer-hidrogeniranjem ukloni benziloksikarbonilna zastita s N-kraja oligopeptida.
Procis¢avanje dobivenih spojeva bilo je izazovno zbog njihove slabe topljivosti u tipi¢no

koristenim organskim otapalima kao i u vodi.
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4.2. Sinteza linearnih prekursora

4.2.1. Sinteza tetrapeptida 1

Spoj 1 pripravljen je nizom reakcija (Shema 8.) poc¢evsi od N-benziloksikarbonil-L-fenilalanina
I metil-L-fenilalaninata hidroklorida koji u prvom koraku uz TBTU i TEA kao bazu daju
zasti¢eni dipeptid P1. Baznom hidrolizom pomocu litijevog hidroksida monohidrata P1 se
prevodi u kiselinu P2. Esterifikacijom glicil-glicina pomoc¢u tionil-klorida u metanolu kao
otapalu dobiven je C-zasti¢eni dipeptid P3, drugi fragment kona¢nog spoja, koji u reakciji s P2
uz TBTU i TEA daje zasti¢eni tetrapeptid P4.

o]
fo) “CI*H3N O/ o)
)L oH + TEA, TBTU )k
O N O
©A H DMF, 0 °C do rt, ©A
o \© 24h

TEA, TBTU,

HJLOH DMEF, 0 °C c:) rt,024 h
© \[j 'CI+H3N/YNQKO/
° P3
socl,

MeOH, 0 °C do tt, 24 h

LiOH x H,0 IR

MeOH/H,0, QAO N
1t, 48

P2

o}
H
+H3NWN\)k07
o}

o} o} LiOH x H,0 %
H H ;
O)kN NQKN/W NQKO/ MeOH/H,0, o)kN
o8 4 H: S rt, 48 h

P4

T

HCOONH,, Pd/C

MeOH, refluks 3 h

Shema 8. Sinteza tetrapeptida 1
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Pokazalo se da je vazno procistiti dobivene peptide u fazi kada jos na sebi imaju vezane zastitne
skupine jer to uvelike olakSava sam postupak procis¢avanja. Prekristalizacija se pokazala kao
losa metoda za prociS¢avanje vecine dobivenih spojeva jer su dodatkom otapala uglavnom
nastajali gelovi. Pazljivim dokapavanjem vode u reakcijsku smjesu nakon provedenih coupling
ekstrakcije prilikom koje je bilo neizbjezno da se nusprodukte koji su presli u organsku fazu
ukloni kolonskom kromatografijom.

Produkti provedenih coupling reakcija slabo su topljivi u vodi zbog velikih nepolarnih
bocnih ogranaka fenilalanina kao i zbog vezanih zastitnih skupina. Ako produkt ne bi talozio,
spoj bi se raslojio dodatkom organskog otapala pri ¢emu se etil-acetat pokazao kao bolja opcija
od diklormetana jer bi manje nusprodukata prelazilo u organsku fazu. Osim nusprodukata, u
organsku fazu prilikom ekstrakcije prelazi i reakcijsko otapalo (DMF) te se u tom slucaju
kolonska kromatografija pokazala kao najbolja metoda za pro¢is¢avanje. Nusprodukti reakcija
s TBTU-om su tetrametilurea, spoj dobro topljiv u vodi, i N-oksid benzotriazola (Shema 9.)

koji se moze ukloniti kolonskom kromatografijom.

o'\jg)
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R’ o +\\N N/ 0 S |N p N /K
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_0 0 R]
B MeN  NMe, ]
O i i
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| 5 ) R N~
N
N

N
B Y B
MezN NMe2 N//

Shema 9. Predlozeni mehanizam reakcije nastajanja amidne veze uz TBTU kao coupling
reagens
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Hidrolizom metilnog estera u idu¢em koraku dobiven je spoj PS5, a uklanjanjem Z zasStite
transfer-hidrogeniranjem dobiven je tetrapeptid 1. Hidroliza metilnog estera provedena je u
smjesi metanola i vode te je reakcijska smjesa na pocetku reakcije u svim hidrolizama bila
suspenzija, a pri zavrsetku reakcije bila je bistra otopina. Produkt je hidrolize topljiva litijeva
sol, a uklanjanjem metanola i zakiseljavanjem reakcijske smjese produkt talozi u obliku
netopljive karboksilne kiseline i lako se izolira filtracijom. U slucaju spoja P2 produkt se
hidrolize nakon zakiseljavanja mogao otopiti u etil-acetatu, ali kod vecih se peptida filtracija
pokazala boljom opcijom zbog njihove slabe topljivosti.

Benziloksikarbonilna zastita lako se uklanja hidrogeniranjem (u slucaju transfer hidrogeniranja
kao izvor vodika koristio se amonijev formijat) pri ¢emu kao nusprodukti nastaju toluen, Koji
se uparavanjem izdvaja iz reakcijske smjese, i CO». Sirovi produkt reakcije sadrzi i

neizreagirani amonijev formijat koji se lako odvojio dodatkom vode i filtracijom.

4.2.2. Sinteza pentapeptida 2

Spoj P5, ¢ije je dobivanje opisano u prethodnom poglavlju, dalje je koristen u sintezi spoja 2
(Shema 10.). U reakciji spoja P5 i metil-fenilalaninata hidroklorida uz TBTU i TEA dobiven
je zasti¢eni pentapeptid P6. Analogno ve¢ opisanim postupcima, baznom hidrolizom metilnog
estera dobiven je spoj P7 i uklanjanjem benziloksikarbonilne zastite dobiven je pentapeptid 2.
Uklanjanje C-zastite s dobivenog zasti¢enog pentapeptida P6 pokazalo se nesto tezim nego u
slucaju tetrapeptida zbog manje topljivosti spoja u sustavu MeOH/H20 S§to je rijeseno
zagrijavanjem reakcijske smjese pri ¢emu se reaktant otopio. U ovome slucaju transfer-
hidrogeniranje spoja P7 pokazalo se loSom metodom za uklanjanje Z zastite te je konacni
produkt bilo potrebno dodatno prociS€avati za razliku od analognog postupka kod sinteze
tetrapeptida 1. Dodatno je reakcija i$la u neobi¢no malom prinosu jer se produkt vjerojatno

otopio u vodi prilikom obrade, tj. uklanjanja suviska amonijeva formijata.
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DMF, 0 °C do rt,
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MeOH/H,0,
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\)LH/W \)k OH MeOH HoN N\)LH/WN\A” OH
O

O E refluks 3 h o} \© (6]

P7 2

Shema 10. Sinteza pentapeptida 2
4.2.3. Sinteza heksapeptida 3

Spoj 3 dobiven je nizom reakcija (Shema 11.) pocevsi od ve¢ pripravljenog N-zasticenog
tetrapeptida P5. Drugi fragment za coupling reakciju dobiven je katalitickim hidrogeniranjem
dipeptida P1 pri ¢emu je dobiven P8. Reakcijom P5 i P8 uz TBTU i TEA dobiven je zastic¢eni
heksapeptid P9. Baznom hidrolizom metilnog estera dobiven je P10 i u zadnjem koraku
transfer hidrogeniranjem dobiven je heksapeptid 3.

Isti problem kao kod hidrolize zaSti¢enog pentapeptida P6, opisane u prethodnom
poglavlju, pojavio se i kod hidrolize spoja P9. U prvom je pokusaju zagrijavanjem reakcijske
smjese do vrenja i dodatkom velikog suviska litijeva hidroksida nastao niz neZeljenih
produkata koji su se odvojili kolonskom kromatografijom §to je znatno smanjilo iskoriStenje
reakcije. Ista se kromatografija pokazala vrlo zahtjevnom jer se Zeljeni produkt ,,razvukao® po

koloni zbog slobodne karboksilne skupine.
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Shema 11. Sinteza heksapeptida 3
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Dodatan zanimljiv problem pojavio se kod dobivanja spoja P8; primije¢eno je da stajanjem
spontano prelazi u diketopiperazin bez prisutnosti otapala u krutom stanju. Predlozeni
mehanizam te reakcije prikazan je na Shemi 12. Uklanjanjem Z zastite dobiveni spoj ima
slobodnu reaktivnu amino-skupinu koja nukleofilnom supstitucijom (aminoliza estera) na
C-kraju dipeptida daje diketopiperazin 25. 1z ovog je razloga bilo potrebno dobiveni dipeptid
P8 odmah koristiti u idu¢em koraku reakcije. Druga je moguénost spoj izolirati u obliku
hidrokloridne soli jer se protonacijom slobodne amino-skupine gubi njena nukleofilnost.
'H NMR spektar diketopiperazina 25 (Slika 8.) odgovara literaturno navedenom.*2

0
Ph
-
“\)k “MeOH  Ph NH
HaN T J(OMe HN Ph
0O =
Ph o)
P8 25

[ |
. !JL\ _ S _ A}L . J Jll_l._m._ﬁ w -

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0 ppm

4y I

Slika 8. 'H NMR spektar (DMSO-ds) sirovog diketopiperazina 25
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4.3. Makrociklizacije linearnih peptida

Nakon uspjesne sinteze linearnih prekursora 1, 2 i 3 u idu¢em se dijelu pokusalo otopinski
ciklizirati dobivene oligopeptide. Budu¢i da je poznato da peptidi tvore komplekse i s
anionima, ciklizacije su se provodile uz dodatak TEACI kao kompleksirajuceg reagensa pri
¢emu N- i C-kraj dolaze u prostornu blizinu i mogu stvoriti novu peptidnu vezu u prisustvu
coupling reagensa. Da bi se izbjegle nezeljene oligomerizacije, reakcije su provodene u
razrijedenim otopinama i korisSten je veliki suvisak kloridne soli da bi koncentracija kompleksa
u otopini bila ¢im veca.

Pokusaj otopinske ciklizacije tetrapeptida 1 bio je neuspjesan, a *H NMR spektar
(Slika 9.) smjese izolirane iz reakcijske smjese upucuje na nastajanje oligomera zbog velikog
broja signala u podru¢ju spektra gdje se nalaze protoni peptidnih veza (7,5 — 9 ppm). Dobiveni
se rezultat moze objasniti Cinjenicom da tetrapeptidi imaju manje ravnotezne konstante
kompleksacije u usporedbi s penta- i heksapeptidima zbog ¢ega bi oligomerizacija bila

preferirana reakcija umjesto ciklizacije.’

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0 ppm

Slika 9. 'H NMR spektar smjese izolirane iz pokusaja ciklizacije tetrapeptida 1
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Za razliku od tetrapeptida, pentapeptid 2 i heksapeptid 3 uspjesno su ciklizirani i dobiveni su
ciklopeptidi spektroskopski okarakterizirani. Otapanjem spoja 2 i TEACI u DMF-u i dodatkom
TEA i DEPBT dobiven je spoj C2, a analognim postupkom iz spoja 3 dobiven je C3
(Shema 13.).

(e}
o o TEACI, DEPBT, WN o
H
HoN HQLNWHQLN on _ TEA | o
SRR SR R N Hoo L DMF, 1t, 4 dana i
\© NH HN

2

TEACI, DEPBT, o]

H Ho] TEA N
\)L WN\)LH N\AKOH DMF, rt, 3 dana C\OINH HNI\Q
NH HN™ o

Shema 13. Makrociklizacije pentapeptida 2 i heksapeptida 3

Izolacija ciklopentapeptida pokazala se vrlo jednostavnom; reakcijsko se otapalo uparilo pri
snizenome tlaku, dodatkom dvofaznog sustava EtOAc/H20 uklonjeni su svi nusprodukti i
suviSak reaktanata, Zeljeni Cisti produkt odvojen je filtracijom, a ostatak produkta u sirovoj
smjesi iz organske faze nakon ekstrakcije procis¢en je kolonskom kromatografijom.
Cikloheksapeptid je prilikom izolacije presao u organsku fazu, stoga je bilo potrebno provesti
dodatni korak trituracije. Ispostavilo se da je dio produkta ostao otopljen vjerojatno u obliku
kompleksa s TEACI, stoga je smjesi dodan anionski izmjenjivaé¢ da se tetraetilamonijev kation
prevede u slobodnu bazu koja ne tvori kompleks s ciklopeptidom. Tako dobivena smjesa
nanesena je na kolonu silika gela i ostatak je produkta eluiran s kolone.

Pretpostavljeni mehanizam kloridom potpomognute makrociklizacije prikazan je na

Shemi 14. Uvelike se smatralo da dodatkom halogenida alkalijskih metala do makrociklizacije
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dolazi isklju¢ivo zbog nastajanja kompleksa s kationom, ali pokazano je da anioni, ne samo da
tvore kompleksne spojeve s peptidima i time usmjeravaju reakciju prema ciklizaciji, nego da
to rade bolje od metalnih kationa. Dodatkom DEPBT i TEA nastaje aktivirani ester, a linearni
se peptid ,,omata“ oko kloridnog aniona. MD simulacijama na nekim oligopeptidima pokazano
je da u stvaranju kompleksa sudjeluju sve NH skupine peptidne okosnice kao i terminalna
amino-skupina (Slika 10.) $to dovodi peptid u prikladnu konformaciju u kojoj su

N- i C-kraj dovoljno blizu za zavrsni korak laktamizacije.®’

w A A Al e

o R o R

0

N? R

%HL( J\ /kf

p -PO(OED, . HN
| OEt I—"'

" | okt © TUHN NH HN

NH2 BtO D

. A
—L

Shema 14. Predlozeni mehanizam kloridom potpomognute makrociklizacije

,_ v
—- {
: -
-

.

N

P>

Slika 10. Struktura kompleksa pentapeptida HoN-Lys(Boc)s-OMe i CI™ dobivena MD
simulacijom u DMF-u (Preuzeto iz: Chloride-assisted peptide macrocyclization, str. 2133)%’
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5. ZAKLJUCAK

U sklopu ovog rada uspjes$no su pripravljena tri oligopeptida: tetrapeptid 1, pentapeptid 2 i
heksapeptid 3. Linearni su prekursori dobiveni klasi¢nim metodama otopinske sinteze peptida.
Provedene su i kloridom potpomognute otopinske makrociklizacije spojeva 2 i 3 te su pripadni
ciklopeptidi C2 i C3 spektroskopski okarakterizirani.

Sama priprava linearnih peptida pokazala se najzahtjevnijim dijelom jer su dobiveni
visi oligopeptidi (gradeni od cetiri i viSe aminokiselina) slabo topljivi u veéini tipicno
koristenih otapala, stvaraju gelove te su higroskopni zbog Cega je proces procis¢avanja tih
spojeva bio izrazito izazovan.

Ciklizacija spoja 1 ovom metodom nije bila moguéa ¢emu je vjerojatno razlog slab
templatni ucinak klorida kao kompleksirajuéeg reagensa kod tetrapeptida S$to Cini
oligomerizaciju preferiranom reakcijom. Ova se metoda ciklizacije pokazala dobrom za
pentapeptide i heksapeptide jer su dovoljno veliki da se prilikom nastajanja kompleksa s
kloridnim anionom postigne ciklicka konformacija koja je povoljna za zavrsni korak glava-rep
laktamizacije. Same su se obrade reakcijskih smjesa pokazale jednostavnima, ali reakcije
izrazito dugo traju i prinos im je relativno nizak.

U daljnjem ¢e se istrazivanju pokuSati provesti mehanokemijske ciklizacije dobivenih
linearnih peptida, a dobiveni spojevi C2 i C3 koristit ¢e se kao standardi za pracenje tijeka

reakcije.
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8. SAZETAK

Autor: Mirko Duvnjak

Mentor: doc. dr. sc. Nikola Cindro

Naslov rada: Sinteza i makrociklizacija oligopeptida

U okviru ovoga rada klasi¢cnim metodama otopinske sinteze peptida pripravljena su tri
oligopeptida: tetrapeptid L-fenilalanil-L-fenilalanil-glicil-glicin (1), pentapeptid L-fenilalanil-
L-fenilalanil-glicil-glicil-L-fenilalanin (2) i heksapeptid L-fenilalanil-L-fenilalanil-glicil-glicil-
L-fenilalanil-L-fenilalanin (3) te su dobiveni spojevi koriSteni u reakcijama kloridom
potpomognute makrociklizacije. 1 nije bilo moguce ciklizirati opisanim na¢inom, a iz spojeva
2 i 3 dobiveni su pripadni ciklopeptidi C2 i C3 koji su okarakterizirani NMR spektroskopijom
I masenom spektrometrijom. Dobiveni ¢e se ciklopeptidi koristiti u daljnjim istrazivanjima kao

standardi za prac¢enje mehanokemijskih reakcija makrociklizacije.

Kljuéne rije¢i: oligopeptidi, makrociklizacija, ciklopeptidi

9. SUMMARY

Author: Mirko Duvnjak

Mentor: Asst. Prof. Nikola Cindro

Title: Synthesis and macrocyclisation of oligopeptides

In the scope of this work three oligopeptides were prepared by classic methods of liquid phase
peptide synthesis: tetrapeptide L-phenylalanyl-L-phenylalanylglycylglycine (1), pentapeptide
L-phenylalanyl-L-phenylalanylglycylglycyl-L-phenylalanine (2) and hexapeptide
L-phenylalanyl-L-phenylalanylglycylglycyl-L-phenylalanyl-L-phenylalanine (3). The prepared
compounds were used for chloride-assisted peptide macrocyclisations. Compound 1 could not
be cyclised by this method, however cyclopeptides C2 and C3 were obtained from 2 and 3
respectively and have been characterised by NMR spectroscopy and mass spectrometry.
Obtained compounds will be wused in further work as standards for monitoring

mechanochemical macrocyclisations of oligopeptides.

Key words: oligopeptides, macrocyclisation, cyclopeptides
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10. DODATAK

MDU 1 od 100 do 1000 #1 RT- 0.00 AV: 1 NL: 4 84E+008
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Slika D1. Spektar masa spoja P1.
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Slika D2. *H NMR spektar spoja P1 u CDCls.
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MDU 7 od 133 do 2000 #1 RT- 0.00 AV: 1 NL: 3 39E+008
T FTMS + p ESI Full ms [133 4000-2000.0000]
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MDU 10 od 100 do 1500 #1 RT: 0.00 AV 1 NL: 3 51E+008
|T: FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1500.0000]
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MDU26 #5 RT: 0.01 AV: 1 NL: 1.97E+008
T. FTMS + p ESI Full ms [150.0000-2000.0000]

7223195
z=1

8234399
=1

7443011
221
4"/

Relative Abundance

824 4431

40 |

20- 388 6229 825,_4;150
208.2899 =2 , =F 1110.4371 1471.0940
15 z=1 | 7= =2 1832.2522
N z=2
10 709 3973 1102.4519 | 1110.9379 14446354 1481.56879
2392251 4612077 602.21764 7938 TR 220 ) - z=1 1831.7512 | 1833.7560
5 2 = -

z=1 i .
=
JE I AL.LL“ kb g LleHu,.l i L. \ -
b bbbt bssbd il : ;

z=1
‘ =i 3 1318;5447 i 1684 6962 z=2 | z=2
i AL =

: ‘ ! " = /| I
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
miz

U T T T
1800 1900 2000

T
1700

T T f t T T
1200 1300 1400 1500 1600

Slika D19. Spektar masa spoja P6.

o] O

8.2 8.0 7.8 7.6 ppm

JMM&JJ \L MM NS SV

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 ppm
8383 5 [ 8 88| |2 RIF Wﬁf
Qoo e =1 E - ole| e ™| -1

Slika D20. 'H NMR spektar spoja P6 u DMSO-ds.

52



171.83

b
7
8
4
1

Gl OO O

W
R

LA
Al

A ®m o000
RS R S S N
—

w0 @

N

Mo C

) o €

e TR W

T T T T
210 200 190 180

170

T T
160 150 1

T T T T T
100 90

40 130 120 110

80

70

50

Slika D21. *C NMR spektar spoja P6 u DMSO-ds.

40

30

20

10

ppm

MDU30 #5 RT: 0.01 AV: 1 NL: 2 93E+008
T FTMS + p ESI Full ms [150.0000-2000.0000]
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MDU24 #5 RT. 0.01 AV: 1 NL. 8.31E+008
T FTMS + p ESI Full ms [150.0000-2000.0000]
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MDU25#5 RT- 0.01 AV: 1 NL: 1.58E+008
T: FTMS + p ESI Full ms [150.0000-2000.0000]
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MDU35 #5 RT. 0.01 AV: 1 NL: 1.12E+008
T FTMS + p ESI Full ms [150.0000-2000.0000]

Relative Abundance

T
210 200

T
190

288.2899
z=1

300

3163213
=1

353.2665 | 508 2562
9

T T T T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

m'z
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MDU38 #5 RT: 0.01 AV: 1 NL: 3.01E+008

T: FTMS + p ESI Full ms [150.0000-2000.0000]
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Slika D37. 1*C NMR spektar spoja 3 u DMSO-ds.

MDU37 #5 RT: 0.01 AV: 1 NL: 6.83E+007
T: FTMS + p ESI Full ms [150.0000-2000.0000]
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NMDU39 #5 RT: 0.01 AV: 1 NL: 8 19E+007
T: FTMS + p ESI Full ms [150.0000-2000.0000]
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