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KRATICE

Cp = ciklopentadienilna skupina

Val = valin

Leu = leucin

Phe = fenilalanin

BCAA = aminokiseline razgranatog lanca

TGF-o = tumorski faktor rasta o

3-HIB = 3-hidroksi-izobutirat

IHB = intramolekulske vodikove veze

Fcd = ferocen-1,1'-dikarboksilna kiselina

Fca = 1'-aminoferocen-1-karboksilna kiselina

Fcda = ferocen-1,1'-diamin

Fn = ferocenilen

AK = prirodna aminokiselina

Ac = acetil

Boc = tert-butoksikarbonil

TLC = tankoslojna tekuc¢inska kromatografija

Et =etil

EDC = N'-(3-dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid-hidroklorid
HOBt = 1-hidroksibenzotriazol-hidrat

Me = metil

NMR = spektroskopija nuklearne magnetske rezinancije
IR = infracrvena spektroskopija

CD = cirkularni dikroizam

DMSO = dimetil-sulfoksid

NOESY = eng. nuclear Overhauser effects spectroscopy

NOE = eng. nuclear Overhauser effect



Ala = alanin
tBu = tert-butoksikarbonil
Rt = eng. retention factor

COSY = eng. correlation spectroscopy
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s 1. UVOD



1.1. Bioorganometalna kemija

Podrucje bioorganometalne kemije obuhvaca sintezu i studij konjugata organometalnih
spojeva s biomolekulama. Prema opée prihvacenoj definiciji, organometalni spojevi sadrze
barem jednu vezu metal-ugljik koja potjece iz organske molekule (Severin i sur., 1998; Rapic i
Cakié Semen¢i¢, 2011). Takva je veza izvor razli¢itih elektronskih i steri¢kih efekata. Ugljikov
je atom elektronegativniji od atoma metala, te stoga kao nukleofil reakcijom s elektrofilnim
ugljikovim atomom iz halogenalkana, estera, aldehida ili ketone stvara novu vezu C-C,
omogucujudi sintezu ve¢ih molekula iz manjih prekursora.

Medu bioorganometalnim spojevima posebno mjesto zauzimaju konjugati metalocena s
biomolekulama koji svoju primjenu nalaze u biomedicinskim istraZivanjima (terapija
karcinoma i zaraznih bolesti, imunotestovi, molekulsko prepoznavanje, enzimska kataliza i
toksikologija) (Jaouen i sur., 2006; Allardyce i Dyson, 2006).

Najznacajniji bioorganometalni spojevi su hidroksiferocifen i ferokin. Zamjena jednog
fenilnog prstena iz antikancerogenog terapeutika tamoksifena s ferocenom rezultirala je
unapredenjem antikancerogenog ucinka prema stani¢nim linijama karcinoma dojke (Top i sur.,
1996; Top i sur., 2003; Jouen i sur., 2004), dok je umetanje ferocenske podjedinice u strukturu
antimalarijskog lijeka klorokina uzrokovalo pobolj$anu aktivnost prema klorokin-rezistentnim

parazitskim sojevima (Sullivan i sur., 1998; Winstanley, 2000; Richie i Saul, 2002).

1.2. Ferocen

Reakcijom ciklopentadienil-bromida s FeCl, umjesto ocekivanog fulvalena (C;oHg),
dobiven je narancasto obojeni spoj molekulske formule FeC;oH;o (Kealy i Pauson, 1951).
Godinu dana nakon otkri¢a opisana je njegova "sendvic" struktura izgradena od dvaju
ciklopentadienilnih prstenova (Cp) koji se odlikuju sposobno$¢u doniranja 6 m-elektrona
Zeljezovom kationu (Fe*™) smjeStenom izmedu njih (Wilkinson i sur., 1952). Zbog reaktivnosti
koja je podsjecala na benzen i prisutnosti Zeljezovog kationa, novi je spoj nazvan ferocenom
(Werner, 2012). Ferocen se odlikuje topljivos¢u u organskim otapalima, stabilnoS¢u pri

visokim temperaturama (do 400 ° C), te redoks-svojstvima (slika 1.).
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Slika 1. Reverzibilna oksidacija ferocena

Ferocenski spojevi opisani su u vise od 18000 publikacija §to ferocen ¢ini ikonom
organometalne kemije. U recentnom pregledu ferocenskih spojeva opisana je njihova primjena
u nanomedicini, industriji biosenzora i katalizi (Astruc, 2017). Zahvaljuju¢i njegovoj
lipofilnosti koja olakSava prolazak kroz stani¢nu membranu, stabilnosti u fizioloSkom mediju,
niskoj toksicnosti, oksido-redukcijskom kapacitetu i relativno jednostavnoj kemijskoj
modifikaciji, ferocen se nalazi u srediStu interesa bioorganometalne kemije. Razliciti
ferocenski derivati opseZzno su istraZivani u klinickim studijama antitumorskog i antimikrobnog
djelovanja. Poseban naglasak stavljen je na proucavanje ferocifena, analoga tamoksifena, kao
potentnog kemoterapeutika s antiproliferativnim svojstvima na karcinogene stanice raka dojke
(Top i sur., 2003). Modifikacijom [-laktamskih antibiotika (penicilina i cefalosporina) s
ferocenom zapocelo je ispitivanje antimikrobnog potencijala ferocend (Edwards i sur., 1976;
Scutaru i sur.,, 1991), a nastavljeno je konjugacijom  ferocena s biomolekulama
(aminokiselinama, Secerima, steroidima) u cilju priprave bioorganometalnih konjugata s

mogucim terapeutskim u¢inkom (Kraatz, 2005).

1.3. Hidrofobne aminokiseline

Aminokiseline su osnovne gradevne jedinice peptida i proteina. Svaka aminokiselina
sastoji se od srediSnjeg ugljikovog atoma (C,) na kojeg su vezane amino- i karboksilna skupina,
vodikov atom i pobo¢ni ogranak (R). Prirodni proteini gradeni su iz 20 aminokiselina ¢iji
kiralni Cq-atomi imaju L- konfiguraciju (osim glicina). Klasifikacija aminokiselina u razli¢ite
skupine ovisi o prirodi pobo¢nog ogranka pa je tako moguce izvr$iti podjelu na (i) nenabijene
aminokiseline pri neutralnoj pH-vrijednosti (polarne ili hidrofilne i nepolarne ili hidrofobne) i

(if) nabijene (kisele i bazi¢ne).



U ovom radu koristili smo valin (Val), leucin (Leu) i fenilalanin (Phe). S nutritivhog
glediSta, sve tri aminokiseline pripadaju skupini esencijalnih aminokiselina, $to znaci da ih
njihov kontinuirani unos putem hrane ili dodataka prehrani kako bi se osiguralo adekvatno
odvijanje metabolic¢kih procesa u organizmu.

Iako se valin u prirodi javlja u obliku L- i D- stereoizomera, isklju¢ivo L-stereoizomer
izgraduje humane protein (New World Encyclopedia, 2016). Pripada skupini aminokiselina
razgranatog lanca [BCAA, (engl. Branched Chain Amino Acid)] koje ¢ine oko 30% miSi¢nog
tkiva, a ima bitnu ulogu i u mnogim drugim proteinima u tijelu [npr. nalazi se u aktivnom
mjestu mnogih humanih enzima (Drosopoulos i Prasad, 2007), a supstitucija Val® s
glutaminskom kiselinom u P-lancu hemoglobina rezultira pojavom srpaste anemije
(Weatherall, 2001)]. Vazan je gradevni elementu u tumorskom faktoru rasta alfa TGF-o
(Gregoret i Sauer, 1998; Puddicombe i sur., 1996). Valin se takoder nalazi u strukturi dipeptida
angiotenzina-(3-4) te uz tirozin sudjeluje u uspostavljanju homeostaze tjelesnih tekucina
djelovanjem u proksimalnim bubreZnim kanali¢cima na aktivne transportere iona Na* i Ca®*
(Dias i sur., 2017). Valin je prisutan u proteinima sirutke kao i u dipeptidima iz hidrolizata
proteina sirutke koji stimuliraju povecanje zaliha glikogena u skeletnim miSi¢ima (Morifuji i
sur., 2009). Medutim, u nekim sluCajevima valin moZe djelovati Stetno. Meduprodukt
katabolizma valina, 3-hidroksi-izobutirat (3-HIB), te opCenito povecana razina valina kao i
drugih razgranatih aminokiselina unesenih prehranom povezuje se s pojavom inzulinske
rezistencije (Jang i sur., 2016), $to moZe dovesti do dijabetesa. Neki prehrambeni izvori valina
su svjeZi sir, riba, perad, kikiriki i sezam.

Leucin, kao i valin, pripada skupini aminokiselina s razgranatim bo¢nim ogrankom.
Ova je aminokiselina najbitnija za zdravlje miSi¢nog tkiva. Uz miSi¢no tkivo, leucin je potreban
stanicama jetre, masnog tkiva i mozga, gdje ima ulogu u transaminaciji alfa-ketoglutarata u
glutamat (Yudkoff, 2017). Poznato je da stimulira otpuStanje inzulina te na taj nacin potice
sintezu proteina, a inhibira njihovu degradaciju. Studija na miSevima kojom je procijenjivan
utjecaj leucina kao dodataka prehrani na sastav tijela pokazala je da niska doza leucina u obliku
dodataka prehrani povecava gubitak masnog tkiva, poboljSava status jetrenih proteina i
stimulira sintezu proteina (Donato i sur., 2006). Leucin je kao dodatak prehrani pokazao
antiaterogeno djelovanje priguSujuci stvaranje pjenastih stanica od strane makrofaga
(Grajeda-Iglesia i sur., 2018). L-Stereoizomer leucina koristi se kao prehrambeni aditiv (E641)
i klasificiran je kao pojafiva¢ okusa. Medicinska primjena zabiljeZena je u prevenciji

epileptickih napadaja kao potencijalna buduca zamjena terapije diazepamom (Hartman i sur.,



2015) te takoder u zastiti srca i smanjenju prevalencije zastoja srca kod pacijenata koji primaju
terapiju doxorubicinom (Fidale i sur., 2017). L-Leucin je zastupljen u mesu, soji, oraSastim
plodovima i ribi. Toksi¢ni u€inak leucina manifestira se kao delirij i neuroloska ugroZenost te
moZze dovesti do smrti. Visoke doze leucina takoder mogu uzrokovati ili pojacati simptome
pelagre kod osoba s niskim statusom niacina.

S obzirom na kemijsku strukturu, fenilalanin se pojavljuje kao L- i D- stereoizomer te
kao njihova smjesa. L-Izomer, ujedno i esencijalni oblik, jedini sudjeluje u izgradnji strukturnih
proteina, enzima i hormona. L-Fenilalanin moZe se metabolizirati do L-tirozina koji sluzi kao
prekursor za sintezu neurotransmitera dopamina, norepinefrina i epinefrina. D- [zomer moZe se
izolirati iz racemiCne smjese, ali mu funkcija joS u potpunosti nije razjasnjena. D/L-smjesa
dobiva se sintetski, a koristi se kao dodatak prehrani namijenjen ublaZavanju kronic¢ne boli ili
simptoma depresije. L-Fenilalanin takoder se pokazao ucinkovitim kod supresije apetita na
nepotpuno razjaSnjen nacin (Norton i sur., 2017), a zabiljeZeni su i pozitivni ucinci u
ublazavanju simptoma depresije (Roiser i sur., 2005). Dodatna medicinska primjena
zabiljeZena je u terapiji vitiliga (Antoniou i sur., 1989), poremecaja hiperaktivnosti i deficita
paznje (Wood i sur., 1985) te tirozinemije tipa 1 (van Vliet i sur., 2014). Fenilalanin visoko je
zastupljen u namirnicama kao §to su meso, riba, jaja, mlijecni proizvodi, mahunarke, oraSasti
plodovi sjemenke te u svim proizvodima koji sadrze zasladivac aspartam. Rijetko su zabiljeZeni
slucajevi trovanja fenilalaninom, iako fenilalanin moZe izazvati toksi¢ne pojave kod osoba koje
boluju od fenilketonurije, nasljedne bolesti kod koje nedostaje enzim fenilalanin-hidroksilaza

koja metabolizira fenilalanin u tirozin.

1.4. Peptidomimetici

Proteini sudjeluju u brojnim bioloSkim procesima kao $to su enzimska kataliza, prijenos
1 pohrana malih molekula i iona, mehanicka ¢vrstoca i imunosna zastita, koordinirano kretanje,
prijenos ziv€éanih impulsa te kontrola rasta i diferencijacije stanica. Izgradeni su iz 20
proteinogenih aminokiselina medusobno povezanih amidnom (peptidnom) vezom. Redoslijed
aminokiselina, odreden genetskim kodom, definira funkciju i svojstva proteina. Sintetizirani
polipeptidni lanac poprima jedinstvenu trodimenzijsku strukturu u kojoj razlikujemo cetiri
strukturne razine prikazane na slici 2. Primarna je struktura definirana slijedom kovalentno
vezanih aminokiselina unutar istog polipeptidnog lanca od N- prema C-kraju. a-Uzvojnica,
—nabrana ploc¢a i razliCiti okreti elementi su sekundarne strukture nastali nabiranjem

polipeptidnog lanca uslijed tvorbe intramolekulskih vodikovih veza [IHB, (engl.



Intramolecular Hydrogen Bond)], ¢iji obrazac odreduje koji ¢e element sekundarne strukture
polipeptid poprimiti. Tercijarna struktura predstavlja prostorni odnos u linearnom slijedu
medusobno udaljenih bo¢nih ogranaka. Kvaternu strukturu imaju oligomeri, a opisuje relativou

orjentaciju pojedinih polipeptidnih lanaca (Stryer, 1991).
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Slika 2. Strukturne razine polipeptida (PBF, 2018)

BioloSka i strukturna raznolikost peptida i proteina ukazuje na veliki terapeutski

potencijal, no njihova upotreba kao lijekova limitirana je brojnim nepovoljnim svojstvima:

*  Konformacijska fleksibilnost: odlikuju se sklonoS¢u k zauzimanju energetski
ekvivalentnih konformacija koje omogucuju interakcije s razli¢itim receptorima $to
mozZe dovesti do neZeljenih nuspojava.

*  Proteoliticka nestabilnost: podlozni su djelovanju peptidaza iz gastrointestinalnog
trakta i seruma. Bilo kakva modifikacija koja dovodi do skra¢ivanja lanca uzrokuje

gubitak nativne konformacije te nemogucnost interakcije sa Zeljenim receptorom.



*  Velika molekulska masa i polarni karakter oteZavaju transport kroz stani¢nu
membranu i krvno-moZdanu barijeru (Chakraborty i sur., 2002).

Ograni¢avanje konformacijske slobode, te povecanje stabilnosti i permeabilnosti
prirodnih peptida postize se pripravom njihovih mimetika koji oponaSaju element peptidne
sekundarne strukture odgovoran za molekulsko prepoznavanje, odnosno oponaSaju biolosku
aktivnost izvornih peptida (Zorc, 2008; Jeri¢, 2004).

Opisano je nekoliko razli¢itih pristupa u dizajnu i sintezi peptidomimetika: ugradnja
nepeptidnih kalupa u peptidnu okosnicu, zamjena peptidne veze s nepeptidnim analozima,
konjugiranje aminokiselinskih bo¢nih ogranaka s malim molekulama te ciklizacija glavnog
lanca (Livnah i Yechezke, 2005). Njihov je osnovni cilj oponaSanje ili mimikrija motiva
sekundarne strukture (a-uzvojnice, B-nabrane ploce te B- i y-okreta). Kao mimetici a-uzvojnice
dizajniraju se i istrazuju peptoidi, B-peptidi, foldameri s heterogenom okosnicom, ,,uvezani*
(eng. stapled) peptidi te male nepeptidne molekule i molekulski sklopovi. Mimikrija B-ploce
najcesce se provodi primjenom kalupa koji umetanjem u peptidni lanac omogucuje uspostavu
vodikovih veza po uzoru na B-ploCu (,,p-sheet-like structure), dok se kao mimetici okretd
koriste zacCetnici okreta (,,turn-inducer*) kao Sto su biciklicki laktami, dibenzofurani, feroceni

te spirociklicki kalupi (Ross i sur., 2010).
1.5. Ferocenski konjugati s aminokiselinama

Jedan od pristupa u sintezi peptidomimetika obuhvac¢a umetanje 1,1'-disupstituiranog
ferocenskog kalupa u peptidnu sekvenciju s ciljem indukcije okreta. Zahvaljujuci udaljenosti
izmedu ciklopentadienilnih prstenova od 3,3 A, u takvim je konjugatima omogucena tvorba
intramolekulskih vodikovih veza. Pri tomu ferocen ima ulogu zacetnika okreta, a vodikove
veze uspostavljene izmedu peptidnih lanaca vezanih na ferocenski kalup dovode do tvorbe
struktura nalik B-nabranim plo¢ama (Beheshti i sur., 2011).

S obzirom na moguc¢u ulogu ferocenskog kalupa kao donora ili akceptora vodikove
veze, ostvaruju se tri glavna strukturna motiva u ferocenskim peptidomimeticima. Iz
ferocen-1,1'-dikarboksilne kiseline (Fcd, i) izvedeni su peptidi Fn—[CO—(AK),—~OMe], (I) s
10-¢lanim IHB-prstenom. 12-Clani IHB-prstenovi uspostavljaju se u mimeticima
Y-(AK),~NH-Fn—CO—(AK),,—OMe (II) izvedenim iz 1'-aminoferocen-1-karboksilne kiseline
(Fca, ii), dok se u konjugatima Fn—[NH—(AK),~Y], (IIT) izvedenim iz ferocen-1,1'-diamina
(Feda, iii) stvara 14-clani IHB-prsten (2 simultana 10-Clana IHB-prstena ili B-okreta) [Fn =



ferocenilen, AK = prirodna aminokiselina, Y = Ac (acetil), Boc (tert-butoksikarbonil), m = 1,

2,...;n=1,2,..] (slika 3.) (Kovacevi¢ i sur., 2017).

©AOH&o% @ )y % & @ IH)Y %N»ﬁ

Fed (i) Fca (ii) Feda (jii)

Slika 3. Ferocenski peptidi I-III izvedeni iz Fcd (i), Fca (ii) i Fcda (iii)

(IHB su oznacene isprekidanim crtama)

Za razliku od dobro istrazenih i opisanih konjugata I i II, konjugati III izvedeni iz
ferocen-diamina (iii) opisani su u svega tri publikacije (Chowdhury i sur., 2005, Kovacevi¢ i
sur., 2015; Kovacevi€ i sur., 2017), od ¢ega su zadnje dvije rezultat istraZivanja provedenih u
Laboratoriju za organsku kemiju PBF-a.

U nasem su Laboratoriju pripravljeni konjugati III sainjeni iz ferocen-diamina (iii) i
Ala, odnosno Ala-Pro dipeptida. Pokazalo se da je variranjem Kkiralnosti prirodnih
aminokiselina, kao i N-terminalnih skupina moguce inducirati tvorbu IHB-prstenova razlic¢itih
veli¢ina u takvim biokonjugatima. Nadalje, konjugati s Ala podvrgnuti su bioloSkim testovima
u cilju ispitivanja citotoksicnog uc¢inka na stani¢ne linije Hs 578T i Hep G2, pri cemu je
lipofilnost ispitivanih biokonjugata imala najve¢i utjecaj na njihovu bioloSku aktivnost
(Kovacevic¢ i sur., 2015).

S obzirom da su 14-Clani IHB-prstenovi, svojstveni prirodnim peptidima, nadeni u
homokiralnim konjugatima IIT s Ala i Ala-Pro, u ovom smo radu odlucili pripraviti njihove
homokiralne analoge Ac-AK-NH-Fn—NH-AK-Boc [16-18; AK = Val (16), Leu (17), Phe
(18)], te istraziti utjecu li voluminozni bo¢ni ogranci na uspostavu 14-clanog IHB-prstena
nadenog u prethodno opisanim analozima s alaninom.

Buduca istrazivanja u naSem Laboratoriju bit ¢e posvecena pripravi vis§ih homologa
peptida opisanih u ovom radu. Nadalje pripravit ¢e se i njihovi analozi s Fcd- (i) i Fca- (ii)

kalupima te ¢e se istraZiti konformacijski prostor tih spojeva kao i njihova bioloska aktivnost.



§ 2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI



Kao esencijalni elementi antiparalelnih -ploca, B-okreti omoguéavaju priblizavanje dvaju
peptidnih lanaca i njihovu interakciju putem vodikovih veza. Dok je pravilno smatanje
proteinskih lanaca nuZzno za normalnu biolosku funkciju, pogre$ke u njihovom nabiranju
uzrokuju tvorbu ekstra- ili intracelularnih agregata, odnosno patolo$ka stanja. Stoga se istrazuju
male molekule koje nakon umetanja u peptidne lance induciraju tvorbu okretd i omogucuju
njihovo pravilno nabiranje u strukture B-ploca.

U prethodnim istraZivanjima u nasem Laboratoriju opisana je uloga ferocen-1,1'-diamina
(iii) kao zacetnika dvaju simultanih B-okreta u konjugatima s Ala, odnosno Ala-Pro
dipeptidom. Stoga smo u sklopu ovoga rada odlu¢ili pripraviti konjugate kalupa iii s Val, Leu i
Phe kako bismo istrazili mogué¢i utjecaj voluminoznijih bocnih ogranaka na tvorbu
intramolekulskih vodikovih veza, odnosno struktura -okreta.

U tu svrhu provest ¢emo viSestupanjske sinteze ciljnih konjugata. Njihovu ¢emo strukturu
dokazati NMR- i MS-spektroskopijom. Nadalje, mjerenjem koncentracijski-ovisnih IR- i
NMR-spektara, temperaturno-ovisnih NMR-spektara, CD-spektara te titracijom NMR- i
CD-uzoraka s DMSO, utvrdit ¢emo obrazac intramolekulskih vodikovih veza, odnosno

mogucu prisutnost B-okreta u pripravljenim peptidima.



§ 3. MATERIJALI I METODE



Sve kemikalije koriStene u sintezi bile su analiticke Cistoce, dok su otapala koriStena u
radu prociSéena prema standardnim postupcima (Perrin i sur., 1988). Tijek reakcija i ¢istoca
sintetiziranih spojeva ispitivani su tankoslojnom kromatografijom (TLC) na plo¢icama
silikagela (Fluka Silica Gel) s fluoroscentnim indikatorom (254 nm). Produkti su procis¢eni
tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu (“Merck”, Kiselgel 60 HFs4)
uporabom smjesa diklormetan/etil-acetat, diklormetan/metanol ili etilacetata kao eluensa.

Karakterizacija sintetiziranih spojeva provedena je pomocu infracrvene spektroskopije
(IR), nuklearne magnetske rezonance (NMR) i tekuc¢inske kromatografije visoke razlucivosti sa
spektrometrijom masa (HPLC-MS).

IR-spektri uzoraka snimljeni su na spektrofotometru Bomem MB 100 Mid FT uCH,Cl,.

B B C-NMR-spektri odredeni su u CDCl3 i [Dg]-DMSO na spektrometrima Bruker
AV300 ili Bruker AV600 uz tetrametilsilan kao unutrasnji standard. "H- i "?C-NMR-spektri
bazdareni su prema CDCl; (7.26 ppm, odnosno 77.16 ppm). NMR titracija provedena je
dodavanjem po 10 pUL [De]-DMSO u otopinu peptida 16, 17 i 18 u CDCl;. Snimanje spektra
provodilo se nakon svakog dodatka [D¢]-DMSO sve do izostanka promjene u kemijskom
pomaku promatranih NH skupina (spektri su bazdareni prema TMS). Kemijski pomaci (J)
izraZeni su u ppm.

Maseni spektri visoke razlucivosti snimljeni su na 4800 MALDI TOF/TOF-MS
analizatoru.

TaliSta su odredena na Reichert Thermovar HT 1 BT 11 i nisu korigirana.

CD-spektri snimljeni su na CD-spektrofotometru Jasco-810 u CH,Cl, i DMSO, te na
kalijevu bromidu.

IR-, NMR-spektri i HPLC-MS sintetiziranih spojeva nalaze se u Prilogu.

3.1. Sinteza

Ciljni ferocenski konjugati 16-18 pripravljeni su iz Boc—-NH-Fn—COOMe (Fca)
postupcima prikazanim na shemi 1. ViSestupanjska sinteza prekursora Boc-NH-Fn—COOMe

(Fca) opisana je u literaturi (Baris$i¢ i sur., 2002).
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3.1.1. Op¢i postupak priprave peptidi Boc—AK-NH-Fn—-COOMe (1-3)

Prekursor Boc-NH-Fn—COOMe (Fca) otopi se u CH,Cl,, ohladi na 0 °C i izlozi
djelovanju plinovitog HCl. Nakon 15 minuta mijeSanja u ledenoj kupelji, uvodenje HCl-a
nastavi se pri sobnoj temperaturi dok se TLC-om ne utvrdi zavrsetak reakcije. Otapalo se otpari
na rotacijskom vakuum-uparivacu, a nastali hidroklorid suspendira se u CH,Cl, te obradi sa
suviskom Et;N do pH~9. Dobiveni se slobodni amin kopulira s Boc-AK—OH (AK = Val, Leu,
Phe) primjenom standardnog EDC/HOBt postupka. Nakon 48 sati mijeSanja pri sobnoj
temperaturi, rezultirajuca se reakcijska smjesa ispere zasi¢enom vodenom otopinom NaHCOs3,
10%-tnom otopinom limunske kiseline i zasi¢enom otopinom NaCl. Organski se sloj osusi
bezvodnim Na,SOs i upari do suha. Sirovi produkt (slika 4.) prociS¢ava se tankoslojnom
preparativnom kromatografijom na silikagelu uz CH,Cl, : EtOAc = 10 : 1 kao eluens. Koli¢ine
upotrijebljenih supstrata i kemikalija prikazane su u tablici 1., a rezultati IR- i NMR-analize u

tablicama 2.1 3.

1, R=-CH (CH3)2
2, R = -CH,CH (CHs),
3,R =-CH,Ph

Slika 4. Peptidi 1-3

Tablica 1. Supstrati i reagensi upotrebljeni za pripravu Boc-dipeptida 1-3

Produkt | Supstrat | AminoKiselina Reagensi za Dobivena | Opis produkta
(masa, (masa , kopulaciju masa
mnozina) mnozina) (masa, mnoZzina) | (iskoriStenje)
EDC HOBt
Fca(lg, | Boc-L-Val-OH | (1.75¢g, | (1.23 g, $15.1 mg Narangasti
1 2.8 (1.65 g, 9.1 9.1 (64%) \ristal
mmol) 7.59 mmol) mmol) | mmol) 7
Fca (1 —L-Leu— 1.7 1.26 g,
ca(lg, | Boc-L-Leu—OH | (1.78 g, | (1.26 g 850.1 mg .
2 2.8 (1.79 g, 9.3 9.3 Zuti kristali
(65%)
mmol) 7.74 mmol) mmol) | mmol)
Fca (1 g, | Boc-L-Phe-OH | (1.77 g, | (1.25 g, y
1. N t
3 2.8 (2.044 g, 924 | 924 053 arancasta
(75%) smola
mmol) 7.7 mmol) mmol) | mmol)
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Tablica 2. TaliSta, R¢-vrijednosti i maksimumi apsorpcijskih vrpci za spojeve 1-3

Spoj R t/°C R¢ IR(CH,CI) Vyyan/cm™

(le3 3422 sr (NHslobodni)’ 3324 Sl(NHasocirani)a 1710] (C=OCOOMe)’ 1683J

1 —CH-CHy | 29414311 079 (CHCL EOAc =10 1) (C=0goc), 1636 st (C=Oconn), 1534 sr, 1498 sr, 1466 sr (amid II)
CH, . .

| 6 5 1 3425 sr (NHslobodni)’ 3320 Sl(NHasocirani)a 1708] (C=OCOOMe)’ 1685J

2 | ~CHmCH=CH; | 146.5-148.5 | 0.89 (CHCl :EtOAc =102 1) (C=Ogoc), 1654 st (C=Oconn), 1534 sr, 1499 sr, 1467 sr (amid II)
3416 sr (NHgjobodni), 3324 s (NHasocirani), 1709 j (C=Ocoome), 1685 j

3| —CH / 0.85 (CH:Cl> :EtOAc =10 1) (C=Ogoc), 1640 st (C=Ocon), 1535 sr, 1496 sr, 1466 sr (amid II)
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Tablica 3. '"H-NMR i *C-NMR spojeva 1-3

Spoj

R

"H-NMR (600 MHz, CDCl3) 8/ppm

BC-NMR (150 MHz, CDCl;) 8/ppm

o

7.35 (s, IH, NHgy), 5.14 (s, 1H, NHgoc), 4.75 (s, 2H, Hpn),
4.65 (s, 1H, Hgy), 4.54 (s, 1H, Hg,), 4.39 (s, 2H, Hpy),
4.04 (s, 2H, Hry), 3.94 (1, J = 6.8 Hz, 1H, CHg_va), 3.81
(s, 3H, CHa.coome), 2.22 (s, 1H, CHp.yy), 1.47 [s, 9H,
(CH3)3.80c], 1.02 [d, J = 6.7 Hz, 3H, (CH3),.val, 0.98 [d, J
= 6.7 Hz, 3H, (CH3) y-bvall

172.04 (CO%,), 170.39 (CObpn), 156.25 (COgy), 94.75
(Cqrn), 80.26 (Cgpoc), 72.77 (CHgy), 72.00 (Cyrn), 71.42,
71.34, 66.80, 66.60, 63.70 (CHg,), 63.36 (CHg.va), 51.85
(CHs.coome), 30.65 (CHg.ya), 28.51 [(CH3)3Bocl, 19.59
[(CH3)y-aval, 17.94 [(CH3)y.bvall

cHy
—CH,—CH—CHj

7.57 (s, IH, NHrp), 5.01 (d, J = 8.1 Hz, 1H, NHpoo), 4.76
(pt, 2H, Hgy), 4.68 (s, 1H, Hiy), 4.55 (s, 1H, Hiy), 4.39 (pt,
2H, Hpy), 4.16-4.11 (m, 1H, CHg1e0), 4.04 (s, 1H, Hpy),
4.01 (s, 1H, Hpy), 3.81 (s, 3H, CHs.coome), 1.79-1.71 (m,
2H, CHa.p 1w CHyten), 1.56-1.51 (m, 1H, CHyp1ey), 1.48
[s, 9H, (CH3)3.50c], 0.97 [t, J = 6.7 Hz, 6H, (CH3)2.1.c0]

171.92 (CO%y), 171.11 (CO gy), 156.22 (COgoc), 95.17
(Cyrn), 80.63 (Cyoc), 72.81, 72.78 (CHry), 72.29 (Cyrn),
72.03, 71.39, 71.27, 66.76, 66.46 (CHp,), 63.43 (CHg.1cu),
63.06 (CHpy), 51.82 (CH3-coome), 40.91 [(CH2)p-Leul, 28.52
[(CH3)3-Bocl, 24.95 (CHy.Lew), 23.14, 22.15 [(CH3)2)5-Leu]

)

7.34-7.24 (m, SH, Hy), 7.32 (s, 1H, NH'm), 5.15 (s, 1H,
NHg,.), 4.72 (s, 1H, Hg,), 4.68 (s, 1H, Hg,), 4.61 (s, 1H,
Hg,), 4.44 (s, 1H, Hg,), 4.39 (d, J = 6.6 Hz, 1H, CHg.ppe),
4.32 (s, 2H, Hg,), 4.02 (s, 1H, Hg,), 4.00 (s, 1H, Hg,),
3.78 (s, 3H, CHs.coome), 3.17 (dd, J; = 6.1 Hz, J, = 13.1
Hz, 1H, CHsaphe), 3.09 (dd, J; =7.1 Hz, J, = 13.5 Hz, 1H,
CHab-phe), 1.42 [s, 9H, (CH3)3.poc]

171.84 (CO%,), 169.93 (CO%,), 155.66 (COpoy). 136.92
(Cyteni)s 129.53 (CHgenit), 128.87 (CHgenit), 127.14 (CHgenin),
94.51 (Cyrn), 80.62 (Cypoc), 72.76, 72.05 (Cyrn), 71.36,
71.32, 66.79, 66.57, 63.74, 63.25 (CHg,), 56.38 (CHppe),
51.81 (CH3z-coome), 38.37 (CHa phe), 28.43 [(CH3)3Boc]
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3.1.2. Op¢i postupak priprave peptidi Ac—AK-NH-Fn—-COOMe (4-6)

U suspenziju odgovarajuc¢eg Boc-peptida 1, 2 ili 3 u CH,Cl, ohladenu na 0 °C uvodi se

plinoviti HCI. Nakon 3 sata mijeSanja na sobnoj temperaturi otapalo se upari, a rezultirajuci

hidroklorid suspendira se u suhom CH,Cl, (5 ml) i otopi dodatkom Et;N do pH~9. Nastaloj se

otopini, ohladenoj na 0 °C, uz mijesSanje oprezno dokapa AcCl. Nakon 15 minuta mijeSanja pri

0 °C, reakcija se prekine dodatkom vode. Potom se reakcijska smjesa viSe puta ekstrahira s

CH,Cl,. Organski se sloj ispere zasicenom vodenom otopinom NaCl, osu$i bezvodnim Na;SO4

i upari do suha. Sirovi produkt (slika 5.) prociS¢ava se tankoslojnom preparativnom

kromatografijom na silikagelu uz EtOAc kao eluens. Koli¢ine upotrijebljenih supstrata i

kemikalija prikazane su u tablici 4., a rezultati IR- i NMR-analize u tablicama 5. 1 6.

O
> A
Ny
O
Fe R

o

o

Slika 5. Peptidi 4-6

4,R =-CH (CHy),

5,R= 'CHzCH (CH3)2

6. R =-CH,Ph

Tablica 4. Supstrati i reagensi upotrebljeni za pripravu Ac-peptida 4-6

Produkt Supstrat Reagensi Dobivena Opis
(masa, mnoZina) (volumen, mnozina) masa produkta
(iskoriStenje)
Et;N AcCl
(788 ul,
1(733.61 mg, (2 ul, 495 mg .
. Zuti kristal
4 1.84 mmol) | 14.7 mmol) 11.04 (77,7%) Hi Krstatt
mmol)
5 2 (765.37 mg, (1.8, (696 ul, 405.6 mg Narancasta
1.63 mmol) 13 mmol) 9.8 mmol) (60%) smola
6 3 (947 mg, (2.1 ml, (800 uL 370 mg Narancasta
1.88 mmol) 15 mmol) 11.3 mmol) (76%) smola
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Tablica 5. TaliSta, R¢-vrijednosti i maksimumi apsorpcijskih vrpci za spojeve 4-6

Spoj R t/°C R¢ IR(CH,CI) Vyyan/cm™
CH 3421 sr (NHgjobodni), 3287 sr, 3245 st (NHasocirani), 1711 j (C=Ocoome)s
4 3 145.8-148.7 0.46 (EtOAc) 1684 j, 1670 j, 1661 j (C=Oconmn), 1569, 1559, 1540, 1517, 1508, 1490,
—CH—CH;, .
1466 (amid II)
CH,4 3425 sr (NHgjobodni), 3289 sr, 3241 sl (NHgsocirani), 1709 j (C=Ocoome),
5 —CHz—éH—CH3 / 0.64 (EtOAc) 1693 j, 1673 j, 1669 j (C=Oconn), 1562, 1557, 1538, 1520, 1515, 1467
(amid II)
3418 sr (NHsjobodni), 3290 sr, 3248 sl (NHgsocirani), 1709 j (C=Ocoome),
6 —CH2~© / 0.67(EtOAc) 1696 j, 1668 j (C=Oconn), 1574, 1558, 1540, 1535, 1516, 1507, 1498,
1466 (amid II)
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Tablica 6. '"H-NMR i *C-NMR spojeva 4-6

Spoj

"H-NMR (600 MHz, CDCl3) 8/ppm

BC-NMR (150 MHz, CDCl;) 8/ppm

8.21 (s, 1H, NHg,), 6.49 (d, J = 8,7 Hz, 1H, NHy,.), 4.74
(s, 1H, Hp,), 4.73 (s, 1H, Hg,), 4.61 (s, 1H, Hp,), 4.60 (s,
1H, Hg,), 4.41 (t, J = 7.7 Hz, 1H, CHg.va), 4.37 (s, 2H,
Hg,), 4.03 (s, 2H, Hg,), 3.78 (s, 3H, CHj.coome),
2.18-2.13 (m, 1H, CHp_va), 2.10 (s, 3H, CH3.5¢), 1.04 [d,
J=6.7Hz, 3H, (CH3)yaval, 1.01 [d, J =6.7 Hz, 3H,
(CH3) ybval

172.04 (CO%:y), 170.70 (CO%,), 170.25 (COxc), 95.00
(Cqrn), 72.73, 72.68 (CHpy), 72.01 (Cyr), 71.39, 71.22,
66.72, 66.60, 63.42 63.38 (CHpy), 59.13 (CHyva), 51.80
(CHs-coome)s 31.16 (CHpva), 23.51 (CHsao), 19.50
[(CH3)y-aval, 18.49 [(CH3),bval

ci

8.07 (s, 1H, NHpy), 6.33 (d, J=8.3 Hz, 1H, NHax.), 4.74 (s,
1H, Hgn), 4.71 (s, 1H, Hgy), 4.62 (s, 1H, Hgy), 4.59 (s, 1H,
Hrn), 4.53 (q, J = 8.3 Hz, 1H, CHg.1cu), 4.36 (pt, 2H, Hpy),
4.03 (s, 1H, Hg,), 4.00 (s, 1H, Hg,), 3.80 (s, 3H,
CHs.coome), 2.07 (s, 3H, CHjz.ac), 1.81-1.76 (m, 1H,
CHap.1eu), 1.73-1.68 (m, 1H, CH,.1cu), 1.60-1.55 (m, 1H,
CHap.1eu), 0.98 [d, J = 6.6 Hz, 3H, (CH3)5.a-1cul, 0.96 [d, J
=6.6 Hz, 3H, (CH3)sb-Leul

171.95 (CObpn), 170.90 (CO%,), 170.78 (COane), 95.17
(Cqrn), 72.70, 72.66 (CHpy), 72.08 (Cyrn), 71.43, 71.22,
66.72, 66.39, 63.48, 63.21 (CHgy,), 52.29 (CHy.Leu), 51.83
(CH3z-coome), 40.83 [(CH2)preu], 24.99 (CHypew), 23.38
(CHj.a0), 23.04, 22.41 [(CH3)2)5-Leu]

)

7.68 (s, 1H, NHp,), 7.33-7.24 (m, 5H, Henit), 6.43 (d, J =
7.6 Hz, 1H, NHa,), 4.77 (q, J = 7.3 Hz, 1H, CHpy), 4.69
(s, 1H, Hgn), 4.65 (s, 1H, Hrn), 4.57 (s, 1H, Hgy), 4.45 (s,
1H, Hgy), 4.29 (s, 2H, Hpy), 4.03 (s, 1H, Hgy,), 4.00 (s, 1H,
Hg,), 3.78 (s, 3H, CHs.coome), 3.1 (dd, J; = 7.4 Hz, J, =
13.8 Hz, 1H, CH,.phe), 3.09 (dd, J; = 6.8 Hz, J, = 13.9 Hz,
1H, CHapphe), 2.02 [s, 3H, CHj.ac]

171.92 (COgy), 170.62 (CO%,), 169.71 (CO4), 136.78
(Cyfenit), 129.49, 129.46, 128.85, 127.21 (CHgeni), 94. 40
(Cqrn), 72.72 (CHgn), 72.05 (Cqrn), 71.40, 71.28, 66.84,
66.58, 63.89, 63.44 (CHg,), 55.01 (CHppe), 51.82
(CH3-coome); 38.23 (CHz-phe), 23.35 (CHs.ac)
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3.1.3. Op¢i postupak priprave peptidi Ac—AK-NH-Fn—COOH (7-9)

U otopinu estera u CH30OH doda se NaOH i par kapi vode. Nakon 4 sata refluksiranja pri
temperaturi od 65 °C, reakcijska se smjesa upari, a ostatak zakiseli 10%-tnom otopinom HCl te
ekstrahira EtOAc. Organski sloj ispere se zasi¢enom otopinom NaCl, osusi bezvodnim Na,SO4

i upari (slika 6., tablica 7.). Rezultati IR-analize dani su u tablici 8.

-

Fe

(0]

Tz

C

o o

Slika 6. Peptidi 7-9

)J\Kﬁnge

R

7, R=-CH (CH3)2

8, R= -CH2CH (CH3)2
9, R =-CH,Ph

Tablica 7. Supstrati i reagensi upotrebljeni za pripravu Ac—AK-NH-Fn—COOH (7-9)

Produkt Supstrat Reagensi Dobivena Opis
(masa, mnoZina) (volumen, mnozina) masa produkta
Metanol NaOH (iskoriStenje)

4 (450 mg Gmh 1 450mg | 3646mg |

7 i : Zuti prah
1.13 mmol) 0.14 mmol) 1.13 mmol) (84%)
5 (350 me, (5 ml, @0mg. | 29076 mg | . .

8 Zuti prah
0.85 mmol) 0.14 mmol) 1 mmol) (86%)
6 (320 mg Gml | (287 mg 251 mg .

9 i : Zuti prah
0.72 mmol) 0.14 mmol) 0.72 mmol) (81%)




Tablica 8. TaliSta, R¢-vrijednosti i maksimumi apsorpcijskih vrpci za spojeve 7-9

Spoj R t/°C R¢ IR(CH,CI) Vyyan/cm™
CH, 3417 st (NHiiobodni)s 3280 st, 3237 st (NHasocirani), 3152-3056 § (OH,
7 | > 200 0.34 (EtOAc) COOH), 1712, 1684 j, 1656 j (C=Ocoon, conn), 1574, 1540, 1521,
—CH—CH;i _
1478 (amid I1)
CH, 3419 st (NHiiobodni)s 3287 st, 3277 st (NHasocirani), 3161-3070 3 (OH,
8 —CHz—(IlH—CH3 > 200 0.51 (EtOAc) COOH), 1714 j, 1696 j, 1686 j, 1653 j (C=Ocoon. conn), 1569, 1558,
1539, 1533, 1528, 1522, 1509, 1472 (amid II)
3411 st (NHiiobodni)s 3285 st, 3256 st (NHasocirani), 3143-3073 § (OH,
9 —CH2—® > 200 0.48 (EtOAc)

COOH), 1716 j, 1696 j, 1683 j, 1654 j (C=Ocoom. conn), 1575, 1569,
1558, 1540, 1533, 1522, 1508, 1498, 1485, 1474 (amid II)
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3.1.4. Op¢i postupak priprave peptidi Ac—AK-NH-Fn—CON;3; (10-12)

Otopini kiseline 7, 8 odnosno 9 u acetonu doda se voda. Reakcijskoj se smjesi, ohladenoj na
0 °C, dokapa otopina Et;N u acetonu, te potom otopina CICOOEt u acetonu pazec¢i da
temperatura ne prijede 5 °C. Nakon 30 minuta mijeSanja, doda se otopina NaN3 u vodi. Nakon
1h mijeSanja u ledenoj kupelji reakcijska se smjesa razrijedi hladnom vodom, ekstrahira s
CH,Cl,, ispere 5%-tnom zasi¢enom otopinom NaHCOj; i zasiCenom otopinom NaCl, osusi

bezvodnim Na,SO,1i upari do suha (slika 7.). Koli¢ine upotrijebljenih supstrata i kemikalija

prikazane su u tablici 9., a rezultati IR-analize dani su u tablici 10.

0]
H
S At

10, R = -CH (CH3),

11, R = -CH,CH (CHs),
12. R = -CH,Ph

Slika 7. Peptidi 10-12

Tablica 9. Supstrati i reagensi upotrebljeni za pripravu Ac—AK-NH-Fn—COOH (10-12)

Produkt Supstrat Reagensi Dobivena Opis
(masa, (volumen, mnozina) masa produkt
mnozina) NEt; CICOOEt NaN; (iskoriStenje) a
(111 mg,
] (92.9 mg,
0 | 7G646me I Sm IEOD’ (770'17;“& 1.43 777mg | Crveni
0.95 mmol ' mmol), 0.2 (20%) kristali
aceton, 0.5 mmol),
ml vode
ml vode
(79.9 mg,
.1 mg,
8 (290.76 0.79 (57.6mg, | 1 me
1 mmol), 112.6 mg Crvena
11 mg, 0.7 mmol); 5 0.53
0.2 ml (38%) smola
mmol), ml aceton, mmol), vode
0.5 ml vode
(66.8 mg,
(56.6 mg,
L, | d0esime mr?lfg_ S (470'842“& 0.87 61.1mg | Crvena
0.58 mmol), ’ ' mmol), 0.2 (23%) smola
ml aceton, mmol)
ml vode
0.5 ml vode
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Tablica 10. R¢-vrijednosti 1 maksimumi apsorpcijskih vrpci za spojeve 10-12

Spoj R R¢ IR(CH,CI) Vyyan/cm™
CH3 3426 sr (NHslobodni), 3334 sl (NHasocirani)’ 2136] (N3), 1687J, 1681J (C=OCON3,
10 | 0.54 (EtOAc) )
—CH—-CH; conn), 1563, 1537, 1511, 1504, 1451 (amid II)
CH, . .
| 0.72 (EOA 3426 sr (NHgiobodni), 3287 sl (NHasocirani), 2136 j (N3), 1683 j (C=Ocon3, conn)s
1L | —CH,~CH~CH; 72 (EtOAC) 1557, 1540, 1508, 1451 (amid II)
3419 sr (NHsiobodni)s 3290 sl (NHasocirani), 2136 j (N3), 1683 j (C=Ocon3, conn)s
12 | —cH, 0.64 (EtOAC)

1558, 1540, 1507, 1498, 1453 (amid II)
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3.1.5. Op¢i postupak priprave peptidi Ac—AK-NH-Fn—-NHBoc (13-15)

Otopina azida 10, 11 ili 12 (tablica 11.) u tert-butil-alkoholu zagrijava se pri 65 °C sve dok
tankoslojna kromatografija upucuje na prisutnost supstrata (~5h). Reakcijska se smjesa upari, a
produkt (slika 8.) procisti tankoslojnom preparativnom kromatografijom uz EtOAc kao eluens.

Rezultati IR- i NMR-analize prikazani su u tablicama 12. 1 13.
13, R = -CH (CH3),

0
o A M

N ¢

H & 0

Fe

H 14, R = -CH,CH (CH3),

@N\H/OIBU 15, R = -CH,Ph
0

Slika 8. Peptidi 13-15

Tablica 11. Supstrati i reagensi upotrebljeni za pripravu Ac-AK-NH-Fn—NHBoc (13-15)

Produkt Supstrat Reagensi Dobivena masa Opis
(masa, mnoZzina) | (volumen, mnoZina) (iskoriStenje) produkta
t-BuOH

10 (77.7mg, 0.19 Zut
13 (77.7mg, 20 ml 78.7 mg (91%) ua
mmol) smola

11 (112.6 g, 0.266 Zut
14 (H2.6¢ 20 ml 74.35 mg (60%) uta
mmol) smola

12 (61 0.13 Zut
15 (61 mg, 20 ml 61.1 mg (93%) ua
mmol) smola
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Tablica 12.

R¢-vrijednosti i maksimumi apsorpcijskih vrpci za spojeve 13-15

Spoj R R¢ IR(CH,C) Vpyan/cm™
CH, 3427 (NHyopoan), 3322 s1, 3311 s, 3290 sl (NHasoaiant), 1704 j, 1684 §, 1671 j
13 | 0.59 (EtOAC) .
— CH—CH, (C=Ocont). 1630, 1507, 1457 (amid II)
CH, . . .
5 T 08 (FOA 3428 st (NHaonodni), 3306 sI(NHacorant), 1704 , 1682 §, 1673 j (C=Oconm), 1531,
—CH,~CH-CH, -8 (EtOAC) 1507, 1480, 1458, 1438, 1420 (amid II)
3427 st (NHugpoan), 3318 5| (NHasoaian), 1704 §, 1683 §, 1673 j (C=Oconm), 1531,
15 | —CH, 0.78 (EtOAC) 1507, 1498, 1456 (amid IT)
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Tablica 13. '"H-NMR i "C-NMR spojeva 13-15

Spoj

R

"H-NMR (600 MHz, CDCl3) 8/ppm

BC-NMR (150 MHz, CDCl;) 8/ppm

13

o

8.00 (s, 1H, NH%,), 6.25 (s, 1H, NHac), 6.02 (s, 1H,
NH g,), 4.66 (pt, 2H, Hgy), 4.55 (pt, 2H, Hg,),4.30-4.39
(m, 1H, CHegva), 4.12 (s, 2H, Hpy), 4.05 (s, 2H, Hgy),
2.19-2.14 (m, 1H, CHp_va), 2.05 (s, 3H, CHj.ac), 1.50 [s,
9H, (CH3)3.80c], 1.01 [d, J = 6.3 Hz, 3H, (CH3),.aval, 0.98
[d, J = 6.2 Hz, 3H, (CH3), 5vall

169.79 (CO%y), 169.15 (COxc), 153.12 (CObFn), 79.95
(CqBoc), 74.45 (Cyrn), 72.93, 71.87, 70.81, 70.69, 67.45,
66.27, 63.54, 62.14 (CHp,), 58.45 (CHg.va), 30.47
(CHpva), 2787  [(CH3)spoc],  22.81  (CHjao),
18.81[(CH3)y-aval, 17.71 [(CH3)y-bvall

14

ey
—CH,—CH—CH,

8.02 (s, 1H, NHg,), 6.20 (s, 1H, NH,.), 6.02 (s, 1H,
NHbFn), 4.69-4.54 (m, 2H, Hg,), 4.32 (s, 2H, Hg,),
4.49-4.46 (m, 1H, CHg.1eu), 4.23-4.13 (m, 4H, Hg,), 2.02
(s, 3H, CHz.a¢), 1.75-1.51 [m, 3H, (CH2)p.reus CHyreul,
1.49 [s, 9H, (CHj3)3.80c], 0.98-0.96 [m, 6H, (CH3)s.a-1cu,
(CH3)5-b-Leul

170.62 (CO%y), 170.52 (COa), 150.30 (CO°ry), 80.56
(CgBoc)s 70.76 (Cyrn), 67.73, 63.05, 63.02, 62.82, 62.80
(CHrn), 5236 (CHgrew), 41.29 [(CHp)pred, 28.57
[(CH3)3Bocl, 24.99 (CHy1eu), 23.38 (CH3.ac), 23.09, 22.41

[(CH3)2)6—Leu]

15

)

7.77 (s, 1H, NH), 7.32-7.20 (m, SH, Heent), 6.30 (d, J =
7.6 Hz, 1H, NHac), 5.90 (d, J = 7.6 Hz, 1H, NH%,), 4.70
(q,J =7.2 Hz, 1H, CHpye), 4.51 (pt, 2H, Hgy), 4.32 (pt, 2H,
Hr,), 4.16-4.08 (m, 4H, Hr,), 3.16-3.08 (m, 2H, CHaq phe,
CHap.phe), 1.99 [s, 3H, CHs.ac], 1.49 [s, 9H, (CH3)3.p0c]

170.98 (CO%), 169.46 (COac), 153.87 (COPmy), 136.75
(Cefenit)s 129.58, 128.82, 127.20 (CHpeni)), 80.62 (Cqboc),
62.63, 62.54, 62.53, 62.51 (CHpy), 55.06 (CHppe), 38.37
(CHa-phe), 28.58 [(CH3)3Boc], 23.37 (CH3.Ac)
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3.1.6. Op¢i postupak priprave peptida Ac—L—Val-NH-Fn—-NH-1L-Val-Boc (16),
Ac—L-Leu—NH-Fn-NH-L-Leu—Boc (17) i Ac-L-Phe—-NH-Fn—NH-L—Phe—Boc (18)
Peptide 13, 14 ili 15 otopi se u CH,Cl,, ohladi na 0 °C i izloZi djelovanju plinovitog
HCI. Nakon 15 minuta mijeSanja u ledenoj kupelji, uvodenje HCl-a nastavi se pri sobnoj
temperaturi dok se TLC-om ne utvrdi zavrSetak reakcije. Smjesa se otpari na rotacijskom
vakuum-uparivacu, a nastali hidroklorid suspendira se u CH,Cl, te obradi sa suviskom Et;N do
pH~9. Dobiveni se slobodni amin kopulira s Boc-AK—OH (AK = L—Val, L-Leu, L—Phe)
primjenom standardnog EDC/HOBt postupka. Nakon 1 sat mijeSanja pri sobnoj temperaturi
rezultirajuca se reakcijska smjesa ispere zasi¢enom vodenom otopinom NaHCOs3, 10%-tnom
otopinom limunske kiseline i zasi¢enom otopinom NaCl. Organski se sloj osusi bezvodnim
Na,SOy i upari do suha. Sirovi produkt (slika 9.) prociS¢ava se tankoslojnom preparativnom
kromatografijom na silikagelu uz EtOAc kao eluens. Koli¢ine upotrijebljenih supstrata i

kemikalija prikazane su u tablici 14., a rezultati IR- i NMR-analize u tablicama 15.1 16.

16, R =-CH (CHs),
17, R= -CHch (CH3)2

)k 18, R = -CH,Ph
H

Slika 9. Peptidi 16-18
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Tablica 14. Supstrati i reagensi upotrebljeni za pripravu Boc-tripeptida (16-18)

Produkt | Supstrat | Aminokiselina Reagensi za Dobivena Opis
(masa, (masa, kopulaciju masa produkta
mnozina) mnozina/) (masa, (iskoristenje)
mnozina)
EDC | HOBt
130.1 91.9
13 (78.7 | Boc—-L-Val-OH ( (
mg, mg, .
16 mg, 0.17 (73.9 mg, 0.68 0.68 30 mg (27%) | Zuta smola
mmol) 0.4 mmol) ' '
mmol) | mmol)
120.8 85.1
14 (74 | Boc—L-Leu—OH (mg (mg 30.2 mg
17 mg, 0.16 (72.86 mg, 0.63 0.63 (28%) Zuta smola
mmol) 0.315 mmol)
mmol) | mmol)
64.9
15 (61 Boc—L—Phe—OH | (92 mg, (m
18 mg, 0.12 (63.7 mg, 0.48 0 fé 20 mg (22%) Zuta smola
mmol) 0.24 mmol) mmol) )
mmol)
HPLC-MS:

ESI-MS: izrac¢unato za C,7H4oN4OsFe (16): 556.48; dobiveno (M+H)" m/z 557.5.

ESI-MS: izrac¢unato za Co90H4N4OsFe (17): 584.54; dobiveno (M+H)" m/z 585.6.

ESI-MS: izrac¢unato za C3sH4oN4OsFe (18): 652.57; dobiveno (M+H)" m/z 653.6.
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Tablica 15. Ry-vrijednosti i maksimumi apsorpcijskih vrpci za spojeve 16-18

Spoj R R¢ IR(CH,CI) Vyax/cm™
CHj 3434 st (NHgiobodni)» 3305 j, 3249 st (Nhysocirani)» 1715 j, 1683 j, 1668 j, 1637 j
16 —CH—CHji 049 (CHCL EtOAc =5 1) (C=Oconn), 1571, 1540, 1505, 1458 (amid IT)
CH, 3434 st (NHgiobodni)» 3301 j, 3253 st (NHsocirani)» 1693 j, 1683 j, 1668 j, 1653 j
17 —CH,—CH—CH;, 071 (CHCL :EtOAe =5 1) (C=Oconn), 1573, 1540, 1506, 1457 (amid II)
3430 st (NHgiobodni)s 3302 j, 3266 j, 3217 st (Nhasocirani)s 1706 j, 1684 j, 1669 j,
18 —CH 0-51 (CHCly :EtOAC =5 1) 1648 j (C=Ocoxn) 1575, 1541, 1498, 1467, 1457 (amid II)
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Tablica 16. 'H-NMR i *C-NMR spojeva 16-18

Spoj

R

"H-NMR (600 MHz, CDCl;) 8/ppm

3C-NMR (150 MHz, CDCl3) 8/ppm

16

cr

9.21 (s, 1H, NH ), 9.04 (s, 1H, NH%:), 6.75 (d, J = 7,1
Hz, 1H, NHa.), 5.36 (s, 2H, H-7p,, H-10g,), 5.21 (d, J =
8,7 Hz, 1H, NHgoc), 4.16 (t, 1H, CH*va), 4.04 (s, 1H,
H-25), 3.98 (s, 2H, H-3p,, H-4py), 3.97 (t, 1H, CH ova),
3.94 (s, 1H, H-5g), 3.90 (s, 2H, H-85,, H-9gy), 2.12 (s, 3H,
CHj ac), 2.03-2.02 (m, 1H, CH%.va), 1.97-1.95 (m, 1H,
CH pva), 1.47 [s, 9H, (CH3)350c], 1.06 (d, J = 6.8, 3H,
CHsva), 1.04 [d, J = 6.9, 6H, (CH3), val, 1.01 [d, J = 6.6
Hz, 6H, (CH3),"val

171.51 (COp¢), 170.98 (CObFn), 170.65 (CO%,), 157.25
(COBoe), 95.83 (C-6pn), 95.54 (C-1gn), 80.55 (Cgoc)s
65.60 (C-8, C-9), 65.01 (C-5), 64.87 (C-4), 62.87 (C-7),
62.78 (C-10), 61.79 (C-3), 61.37 (C-2), 61.20 (CH®y.va),
61.08 (CH*.var), 30.40 (CH3.va), 30.19 (CH®p.va), 28.62
[(CH3)s0cl, 23.33 (CHiac), 19.60 [(CH3),’val, 19.37
[(CH3),"val, 19.29 [(CH3), val

17

i

9.39 (s, 1H, NH"gy), 9.16 (s, 1H, NH,), 7.30 (d, J = 6.4
Hz, 1H, NHy.), 5.38 (s, 1H, H-7gy), 5.37 (s, 1H, H-10g,),
517 (d, J = 7.9 Hz, 1H, NHg,), 4.52-4.47 (m, 1H,
CH®, Lew), 4.34-4.29 (m, 1H, CH, 1), 4.08 (s, 1H, H-3g,),
4.01 (s, 1H, H-45,), 3.98 (s, 1H, H-2g,), 3.93 (s, 1H, H-5g,),
3.90 (s, 2H, H-8gy, H-9gy), 2.12 (s, 3H, CHj.a0), 1.79-1.69
(m, 3H, CHyp1ew, CH?, 1e0), 1.62-1.54 (m, 3H, CHy.ppen,
CH’,.1e), 1.48 [s, 9H, (CH3)3.80c], 0.95 [t, J = 7.2 Hz , 6H,
(CH3)"Leu], 0.89 [d, J = 6.5 Hz, 6H, (CH3)s" L]

171.90 (CObFn), 171.68 (COxc), 171.61 (CO%,), 157.22
(COBye), 96.10 (C-6Fy), 95.81 (C-1py), 80.68 (Cgyoc)s
(C-8), 65.61 (C-9), 64.88 (C-5), 64.66 (C-2), 62.88 (C-7),
62.67 (C-10), 61.49 (C-4), 61.25 (C-3), 54.04 (CHba,Leu),
53.87 (CH'41er)s 41.04 (CH2 pren), 40.51 (CHa' rew),
28.67 [(CH3)3.Boc], 24.98 (CHbY_L,eu), 24.84 (CHaY_Lﬁu),
23.39 (CHzac), 23.02, 22.97, 21.70, 21.62 [(CH3), vas;
(CH3), val]

18

)

9.09 (s, 1H, NH’m), 9.04 (s, 1H, NH%), 7.71-7.69;
7.53-7.52; 7.25-7.18 (m, 10H, Heeni), 6.52 (d, 1H, NHyo),
5.32 (s, 1H, Hry), 5.29 (s, 1H, Hry), 5.20 (s, 1H, NHpoo),
4.76 (s, 1H, CH%no), 4.58 (s, 1H, CH®ne), 4.09 (s, 1H,
Hg,), 4.05 (s, 1H, Hp), 3.94 (s, 4H, Hg,), 3.18-3.15 (m,
1H, CH%aphe), 3.14-3.11 (m, 1H, CH®,pne), 2.96-2.92 (m,
1H, CH%b.phe), 2.89-2.85 (m, 1H, CHPbphe), 2.03 (s, 3H,
CH3.ac), 1.41 [s, 9H, (CH3)3.Boc]

171.58 (CO%,), 170.76 (COry), 167.87 (CO4c), 157.16
(COgoc), 136.81, 136.50 (Cygenit), 129.51-127.02 (CHiepy),
80.92 (Cypoc) 68.34 (Cyrm), 65.82, 63.13, 63.11, 62.86,
62.85, 61.90 (CHp,), 56.51, 55.97 (CHpn), 38.16
(CHz-phe), 28.59 [(CH3)3Bocl, 23.14 (CH3.ac)
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§4. REZULTATI I RASPRAVA



Sinteza i konformacijska analiza ferocenskih peptida 16, 17 i 18 izvedenih iz
ferocen-1,1'-diamina (iii) i prirodnih aminokiselina s voluminoznim bo¢nim ograncima
provedena je s ciljem utvrdivanja zdruZenog utjecaja ferocenskog kalupa i bo¢nih ogranaka na
obrazac intramolekulskih vodikovih veza.

Ciljni spojevi pripravljeni su iz Boc—=Fca—OMe (Fca = 1'-aminoferocen-1-karboksilna
kiselina). Nakon Boc-deprotekcije djelovanjem plinovitog HCl i kopulacije s prirodnim
Boc-zasti¢enim aminokiselinama Boc—AK-OH (AK = L-Val, L-Leu, L-Phe), pripravljeni su
peptidi 1-3, Sto je u NMR-spektrima potvrdeno signalima atoma njihovih bocnih ogranaka.
Uslijedila je transformacija karbamatne u acetamidnu skupinu prekursora 4-6, Sto je u
NMR-spektrima registrirano izostankom signala protona iz tert-butilne skupine (& = 1.5-1.4
ppm) te pojavom signala karakteristicnih za protone iz acetilne skupine (& = 2.1-2.0 ppm).
Nakon prociS€avanja, peptidi 4-6 podvrgnuti su saponifikaciji u prisutnosti ekvimolarne
koli¢ine luzine u cilju sprjeCavanja racemizacije. Tvorba tih kiselina registrirana je u
IR-spektrima Sirokim apsorpcijskim vrpcama —OH skupina (3140-3100 cm’™). Tako dobivene
kiseline 7-9 prevedene su djelovanjem CICOOEt i NaN3; u odgovarajuce azide 10-12, Sto je
potvrdeno izostankom IR-apsorpcijskih vrpci karakteristicnih za karboksilnu skupinu te
pojavom apsorpcijskih vrpci azidne skupine [1683 cm’ j (C=Ocon3)]. Zagrijavanjem azida
10-12 u tert-butanolu sintetizirani su karbamati 13-15, $to je u NMR-spektrima registrirano
signalima rBu-skupina pri 6~1.5 ppm te NH-atoma pri 6~5.2 ppm. Djelovanjem plinovitog HCI
deprotektirana je njihova N-terminalna skupina nakon cega je provedena kopulacija s
Boc-AK-OH (AK = L-Val, L-Leu, L-Phe). Pripravljeni peptidi 16, 17 i 18 podvrgnuti su
detaljnoj konformacijskoj analizi [infracrvena spektroskopija (IR), spektroskopija nuklearne

magnetske rezonancije (NMR) i cirkularni dikroizam (CD)].

4.1. IR-spektroskopska analiza

Konformacijska analiza zapoCeta je razmatranjem rezultata koncentracijski-ovisne
IR-spektroskopije. IR-spektroskopija je instrumentalna metoda koja sluzi ne samo za
identifikaciju funkcijskih skupina, ve¢ i za razlikovanje slobodnih (> 3400 cm™) i asociranih
NH-skupina (< 3400 cm™). Karakter asocijacija (intra- ili intermolekulski) utvrduje se
mjerenjem koncentracijski-ovisnih  IR-spektara. Ukoliko su u molekuli prisutne
intramolekulske vodikove veze, razrjedenjem dolazi do proporcionalnog smanjenja intenziteta

vrpei slobodnih i asociranih NH-skupina, odnosno njihov omjer se ne mijenja. Medutim,
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ukoliko se u uzorku javljaju i intermolekulske vodikove veze, postupnim razrjedenjem dolazi
do povecanja intenziteta slobodne NH-skupine u odnosu na asociranu.

Vecina NH-skupina iz produkata 16-18 sudjeluje u vodikovim vezama, na $to upucuju
jaci signali asociranih NH-skupina (~ 3300 cm™) (slika 10A). Nepromijenjen omjer intenziteta
vrpci asociranih i slobodnih NH-skupina (2 : 1) nakon mjerenja koncentracijski-ovisnih
IR-spektara, indicira intramolekulski angazman NH-skupina iz peptida 16 i 17. Slican
zaklju¢ak namece se nakon mjerenja koncentracijski-ovisnih spektara peptida 18 u kojima se
omyjer asociranih i slobodnih NH-skupina (1.3 : 1) ne mijenja razrijedivanjem (slika 11.).

Provedena je i IR-spektroskopska analiza peptida 16-18 u ¢vrstom stanju (slika 10B) pri
¢emu je prema polozaju vrpce NH-skupine pri ~3300 cm” utvrdeno sudjelovanje svih

NH-skupina u vodikovim vezama.

A B
O _
0 u
= - 104 < 5
E 2 -10-
Z Z
g —17 s —17
&= — 16 = —
-20- s -15- e
T T T '20 T T T 1
3500 3400 3300 3200 3600 3400 3200 3000
Valni broj (cm™) Valni broj (cm™)

Slika 10. IR-spektri spojeva 16-18 snimljeni u (A) CH,Cl, i (B) ¢vrstom stanju (KBr)
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Slika 11. Rastezne vibracije NH-skupina spojeva 16 (A), 17 (B) i 18 (C) u koncentracijski-ovisnim IR-spektrima (CH,Cl,)



4.2. NMR-spektroskopska analiza

NMR-spektroskopija je najmoc¢nija spektroskopska metoda za odredivanje strukture
molekula, a u peptidnoj kemiji omogucuje razlikovanje slobodnih i asociranih NH-skupina. Pri
tome kemijski pomaci iznad 7 ppm (slabije polje) odgovaraju NH-atomima uklju¢enima u
vodikovu vezu. Kako je opisano u prethodnom odjeljku, priroda asocijacija utvrduje se
mjerenjem koncentracijski-ovisnih spektara. Nepromijenjene ili neznatno promijenjene
vrijednosti kemijskih pomaka pripisuju se NH-protonima uklju¢enima u intramolekulske
vodikove veze (IHB). Nadalje, mjerenjem temperaturno-ovisnih NMR-spektara i odredivanjem
koeficijenata temperaturne ovisnosti dodatno se ispituje priroda vodikovih veza u kojoj
sudjeluju NH-atomi. Jakost THB indiciranih prethodnim mjerenjima utvrduje se titracijom
NMR-uzoraka s DMSO. Jake IHB karakteriziraju neznatno promijenjeni kemijski pomaci
NH-skupina nakon dodatka kompeticijskog otapala.

Iz kemijskih pomaka detektiranih u NMR-spektrima peptida 16-18 indicirano je
sudjelovanje NHg, u vodikovim vezama (8 > 9 ppm). Relativno visoki kemijski pomaci NHa,
(0 = 6.10-6.80 ppm) ukazuju na njihovo moguée sudjelovanje u vodikovim vezama, dok niski
kemijski pomaci detektirani za NHgo isklju€uju moguénost njihovog sudjelovanja u
vodikovim vezama (8 ~ 5 ppm). Priroda vodikovih veza ispitana je mjerenjem
koncentracijski-ovisnih NMR-spektara. Kako su kemijski pomaci NHg,-atoma iz peptide 16-18
ostali gotovo nepromijenjeni (A = 0.07-0.13 ppm) tokom razrjedivanja, sugerirana je njihova
participacija u intramolekulskim vodikovim vezama (IHB) (slika 12.). Suprotno tome, razlika u
kemijskim pomacima NHy. detektirana nakon razrjedenja (Ad = 0.59-1.04 ppm) dopusta
mogucénost njihovog sudjelovanja u intermolekulskim vodikovim vezama.

Gore opisani rezultati koncentracijski-ovisne IR- i NMR-spektroskopije sugeriraju
prisutnost IHB u otopinama ispitanih peptida. Dodatna potvrda takve pretpostavke dobivena je
odredivanjem koeficijenata temperaturne ovisnosti (AS/AT). Za razliku od niskih vrijednosti
koeficijenata temperaturne ovisnosti (-2.4 £ 0.5 ppb/K) koje odgovaraju i zasjenjenim i
nezasjenjenim protonima te stoga ne govore puno o sudjelovanju u vodikovim vezama, visoke
vrijednosti uvijek indiciraju inicijalno zaklonjene NH-atome. Sukladno prethodnim rezultatima
koncentracijski-neovisnih kemijskih pomaka NHpg,-atoma, registrirane su visoke vrijednosti
njihovih koeficijenata temperaturne ovisnosti (AS/AT > 6 ppb). Nadalje, i NHa. biljeZe vrlo
visoke AS/AT vrijednosti (> 11 ppb), §to je u skladu s pretpostavkom o njihovom sudjelovanju u

vodikovim vezama (slika 13.).
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Slika 12. Koncentracijski-ovisni kemijski pomaci NH-atoma iz peptida 16 (A), 17 (B) i 18 (C)
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Slika 13. Temperaturno-ovisni kemijski pomaci NH-atoma iz peptida 16 (A), 17 (B) i 18 (C) (c =25 mM, CDCls)



Jakost pretpostavljenih IHB ispitana je titracijom s DMSO. Ukoliko amidni protoni ne
participiraju u jakim IHB, dodatak tog kompeticijskog otapala uzrokovat ¢e naglaseni pomak
njihovih signala u niZe polje uslijed solvatacije. S druge strane, kemijski pomaci amidnih
protona ukljucenih u jake IHB nakon dodatka DMSO ostat ¢e prakticki nepromijenjeni. Takav
je trend uocen kod NHg,-atoma (Ad < 0.25 ppm), $to je dodatna pretpostavka njihovog
sudjelovanja u jakim IHB. Suprotno tome, velike razlike u kemijskim pomacima NHac-atoma
(A8 > 1.4 ppm) sugeriraju sudjelovanje acetamidne skupine u slabim vodikovim vezama (slika
14.).

Usporedbom dobivenih rezultata s rezultatima konformacijske analize ranije opisanih
Ala-analoga (Kovacevi¢ i sur., 2015), namece se zakljucak o slicnom obrascu vodikovih veza u
otopinama ovdje opisanih spojeva. Kako su NHg,-atomi iz Ala-analoga sudjelovali u dvjema
interlancanim vodikovim vezama, prisutnost istog takvog IHB-motiva istrazili smo u
NOESY -spektrima peptida 16-18.

NOE-kontakti detektirani izmedu NH%;, i rBu-skupine iz drugog lanca u
NMR-spektrima peptida 16, 17 i 18, nadeni i kod njihovih Ala-analoga, predstavljaju jaku
indikaciju NH"g,--OCg,. interlan¢anih IHB (desetero¢lani IHB prsten, B-okret) (slike 15., 16. i
17.).
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Slika 14. Kemijski pomaci NH-atoma peptida 16 (A), 17 (B) i 18 (C) registrirani tijekom titracije s DMSO
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4.3. CD-spektroskopska analiza

Cirkularni dikroizam (CD) je spektroskopska metoda koja se koristi pri proucavanju
kiralnih molekula te za detekciju elemenata peptidne sekundarne strukture.

Jake THB preduvjet su za tvorbu visoko-uredenih kiralnih struktura u ferocenskim
peptidima, Sto omoguéuje indukciju jakog Cottonovog efekta u podrucju ferocenskog
kromofora (A ~ 470 nm) (Kovacevi¢ i sur., 2015; Kovacevi¢ i sur., 2017). Dodatni dokaz
prisutnosti jakih IHB, pretpostavljenih NMR-spektroskopijom, je ocuvanje CD-aktivnosti
nakon titracije s kompeticijskim otapalom (DMSO).

Ocekivano, CD-spektroskopskom analizom peptida 16-18 u otopini registrirani su jaki
Cottonovi efekti (tablica 17.) ¢iji je intenzitet posljedica prisutnosti jakih THB, indiciranih
prethodnim spektroskopskim mjerenjima. Dodatna potvrda jakosti IHB kao i visokog kiralnog
uredenja vidljiva je iz oCuvane CD-aktivnosti peptida 16-18 (> 70%) nakon dodatka
kompeticijskog otapala (slika 18.).

IR-spektroskom analizom peptida 16-18 u Cvrstom stanju indicirano je sudjelovanje
svih NH-atoma u vodikovim vezama, Sto je potvrdeno Cottonovim efektima dobivenima

CD-spektroskopskom analizom peptida 16-18 u ¢vrstom stanju (KBr) (slika 19.).

Tablica 17. Cottonovi efekti peptida 16-18 u CH,Cl, te uz dodatak 20% DMSO

Amax/NM [6]/deg cm?” dmol™
Spoj Formula CH,ClL, + CHCL +
CH2C12 CHZCIZ
DMSO DMSO
16 Ac—L—Val-NH-Fn—-NH-L—Val-Boc 473 472 25947 21127
17 Ac—L-Leu—NH-Fn—NH-L-Leu—Boc 472 472 21902 18698
18 Ac—L—Phe—NH-Fn—NH-L—Phe—Boc 472 472 15033 10999
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Slika 19. CD-spektri spojeva 16-18 snimljeni u ¢vrstom stanju (KBr)

Slika 18. Cottonovi efekti u kiralno-organiziranim ferocenskim peptidima 16 (A), 17 (B) i 18 (C) [CH,Cl, (c = 5 mM), puna crta; te uz dodatak 20 % DMSO,
isprekidana crta]
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U nastavku zapocetih istraZivanja provest ¢e se bioloSka evaluacija ovdje opisanih
ferocenskih peptidomimetika 16-18. Kako su prethodna istraZivanja bioloske aktivnosti
njihovih alaninskih analoga IIT (Kovacevi¢ i sur., 2015) ukazala na klju¢nu ulogu lipofilnosti,
na temelju Revrijednosti spojeva 16-18 moZemo ocekivati najvec¢u biolosku aktivnost

leucinskog analoga 17 (slika 20.).

16 17 18

Slika 20. Ry-vrijednosti peptida 16, 17 1 18 u sustavu CH,Cl, : EtAc=5: 1
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§ 5. ZAKLJUCAK



U ovom radu opisana je sinteza i konformacijska analiza triju novih ferocenskih peptida
Ac-L-Val-NH-Fn—-NH-L-Val-Boc (16), Ac-L-Leu—NH-Fn—NH-L-Leu-Boc (17)
i Ac—L-Phe-NH-Fn—-NH-L—Phe—Boc (18), te su dobiveni rezultati usporedeni s ranije
opisanim alaninskim analozima.

. Prema intenzitetu njihovih apsorpcijskih vrpci, vidljivo je da prevladavaju asocirane
NH-skupine. Intramolekulska priroda tih asocijacija utvrdena je mjerenjem
koncentracijski-ovisnih IR-spektara.

Intramolekulski karakter vodikovih veza potvrden je NMR-spektroskopskom analizom,
pri ¢emu su se kemijski pomaci NHg,-atoma pokazali koncentracijski neovisnima.

. Intramolekulski angazman NHg,-atoma dodatno je potkrijepljen visokim vrijednostima
keoficijenata temperaturne ovisnosti.

. Jakost intramolekulskih vodikovih veza (IHB) testirana je titracijom NMR-uzoraka s
kompeticijskim otapalom (DMSO), pri ¢emu nije uocena znacajnija promjena
kemijskih pomaka NHg,-atoma, $to je indikacija njihovog sudjelovanja u jakim IHB.
Opisani rezultati spektroskopske analize peptida 16-18 u potpunosti odgovaraju
spektroskopskim podacima njihovih alaninskih analoga III, sugeriraju¢i sli¢na
konformacijska svojstva.

NOE-kontakti u spektrima peptida 16-18, koji odgovaraju onima nadenima u spektrima
njihovih alaninskih analoga, dodatno potkrepljuju pretpostavku o prisutnosti 10-lanih
IHB-prstenova (struktura nalik -okretu), odnosno slicnom konformacijskom prostoru
svih do sada opisanih peptida tipa III, neovisno o voluminoznosti aminokiselinskih
boc¢nih ogranaka.

Prisutnost jakih intramolekulskih vodikovih veza, sugerirana IR- i NMR-analizom,
omogucila je tvorbu visoko-uredenih kiralnih struktura, Sto je u CD-spektrima

indicirano jakim Cottonovim efektima u podrucju ferocenskog kromofora.
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8. SAZETAK

Iva Dorié, Danijela Pfeifer i Josip ReSetar

Sinteza i konformacijska analiza peptidomimetika s ferocen-1,1’-diaminom

kao zacetnikom okreta

Biorganometalni konjugati sacinjeni iz diamino-funkcionaliziranog ferocenskog kalupa
—NH-Fn—NH- (Fn = ferocenilen) i Ala odnosno Ala-Pro dipeptida stabiliziraju se dvjema
simultanim, [(-okretima nalik strukturama, temeljenim na dvjema interlan¢anim
intramolekulskim vodikovim vezama (IHB) koje zatvaraju 14-Clani prsten, oponasajuci tako
konformacije antiparalelnih f-nabranih ploca u prirodnim peptidima.

U ovom je radu opisana sinteza 1 konformacijska analiza biokonjugata
Ac—-L-Val-NH-Fn—-NH-L-Val-Boc (16), Ac-L-Leu—NH-Fn—-NH-L-Leu—Boc (17) i
Ac—L—Phe-NH-Fn—-NH-L-Phe—-Boc (18) (Ac = acetil, Boc = tert-butoksikarbonil)
dizajniranih tako da sadrze -NH—Fn—NH- kalup kao zacetnik okreta te prirodne aminokiseline
s voluminoznim bo¢nim ograncima. Primjenom standardnih spektroskopskih metoda
(koncentracijski-ovisna IR-, koncentracijski- i temperaturno-ovisna NMR-, CD-spektroskopija
te titracija NMR- i CD-uzoraka s DMSO) provedena je konformacijska analiza pripravljenih
peptida 16-18 s ciljem utvrdivanja mogucéeg sterickog utjecaja aminokiselinskih boc¢nih
ogranaka na uspostavu struktura nalik prirodnim B-nabranim plocama, temeljenih na

14-¢lanom IHB-prstenu.

Kljucne rijeéi: ferocen, konformacijska analiza, peptidi, peptidomimetici, vodikova veza
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9. SUMMARY

Iva Dori¢, Danijela Pfeifer i Josip ReSetar

Synthesis and conformational analysis of peptidomimetics containing
ferrocene-1,1'-diamine as turn-inducer

Biorganometallic conjugates composed of diamino-functionalized ferrocene template
—NH-Fn—NH- (Fn = ferrocenylene) and Ala or Ala-Pro dipeptide were stabilized through two
simultaneous B-turn-like structures, based on 14-membered interchain IHB-ring, as was found
in antiparallel 3 -sheet structures of natural peptides.

Herein, the synthesis and conformational analysis of bioconjugates
Ac—L—Val-NH-Fn—-NH-L-Val-Boc (16), Ac-L-Leu—NH-Fn—NH-L-Leu—Boc (17) and
Ac—L-Phe-NH-Fn—NH-L-Phe—-Boc (18) (Ac = acetyl, Boc = tert-butoxycarbonyl), designed
to contain —-NH—Fn—NH- template as turn-inducer and amino acids with sterically hindered
side chains. The conformational analysis of the goal compounds 16-18 was conducted by using
standard spectroscopic methods (concentration-dependent IR, concentration- and
temperature-dependent NMR, CD, solvent-dependent NMR and CD) aimed to determine the
possible sterical impact of amino acid side chains on the formation of B-sheet-like structures,

based on 14-membered IHB-ring.

Keywords: ferrocene, conformational analysis, peptides, peptidomimetics, hydrogen bond
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& [ 0.0
— 0.4
— 0.8
— 1.2
— 1.6
— 2.0
— 2.4
— 2.8
° — 3.2

. — 3.6
] i — 4.0
® — 4.4

, — 4.8
v — 5.2
— 5.6
— 6.0
= ’ — 6.4
— 6.8
R — 7.2

L4 —
o -

. PPM (F1)

PPM (F2) 6.8 64 6.0 56 52 48 44 40 3.6 3.2 28 24 20 1.6 1.2 08 04 0.0

Slika P41. NOESY NMR-spektar spoja 13 (¢ =5 mM)
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Slika P42. IR-spektar spoja 14 (c = 50 mM)

|
1000



0.8399
0.8409
0.8434
0.8449
0.8468
0.8481
0.8602
0.8672
0.8791
0.8904

U

i
“
i

3.6406

4.6553
4.6584
4.6608
4.6698
4.6720
4.6736
4.6760
4.6965
4.7002

7.2396
7.2600

8.0149
8.0183
8.0226
8.0264
8.0273
8.0298

T 1

)

Ll

.

|
0.0

T
0.4

T T
2.8 24 2.0 1.6

T
3.2

T
3.6

T Tt
6.0 56 52 48 44 4.0

T | T
6.8 6.4

T T
7.6 7.2

1.2 0.8

8.4 8.0

PPM

* ostatak CDCl,

5 mM)

Slika P43. "H NMR-spektar spoja 14 (c
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Slika P44. '>C NMR-spektar spoja 14 (c = 5 mM)
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Slika P45. COSY NMR-spektar spoja 14 (c = 5 mM)
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Slika P46. NOESY NMR-spektar spoja 14 (¢ =5 mM)
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Slika P48. '"H NMR-spektar spoja 15 (c = 5 mM)
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Slika P49. >C NMR-spektar spoja 15 (c = 5 mM)
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Slika P50. COSY NMR-spektar spoja 15 (c =5 mM)
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Slika P54. "H NMR-spektar spoja 16 (¢ = 50 mM)
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Slika P55. '°C NMR-spektar spoja 16 (¢ = 50 mM)
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Slika P57. Temperaturni 'H NMR-spektar spoja 16 (c = 12.5 mM)
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Slika P58. COSY NMR-spektar spoja 16 (c = 50 mM)
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Slika P59. NOESY NMR-spektar spoja 16 (¢ = 50 mM)
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Slika P62. "H NMR-spektar spoja 17 (c = 50 mM)
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Slika P63. °C NMR-spektar spoja 17 (¢ = 50 mM)
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Slika P65. Temperaturni 'H NMR-spektar spoja 17 (¢ = 12.5 mM)
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Slika P66. COSY NMR-spektar spoja 17 (¢ = 50 mM)
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Slika P67. NOESY NMR-spektar spoja 17 (c = 50 mM)
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Slika P69. IR-spektar spoja 18 (c = 50 mM)
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Slika P70. 'H NMR-spektar spoja 18 (¢ = 50 mM)
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Slika P71. '°C NMR-spektar spoja 18 (¢ = 25 mM)
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H NMR-spektar spoja 18 (c = 12.5 mM)

328 K

318K

308 K

298 K

288 K

278 K

268 K

258 K



00
of)

— 0.0

— 1.0

— 2.0

— 3.0

— 4.0

— 5.0

— 6.0

— 7.0

— 8.0

— 9.0

r~rrr~r+~r+~-r+>r~r~r+-rr-|pr-rr+proprp oyttt
PPM (F2) 8.4 8.0 76 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 44 4.0 3.6 3.2 2.8 24 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4 0.0

Slika P74. COSY NMR-spektar spoja 18 (c = 25 mM)
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Slika P75. NOESY NMR-spektar spoja 18 (¢ = 25 mM)



