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Popis i objaSnjenje kratica koristenih u ovom radu

HOBt - hidroksibenzotriazol
TBTU - O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronijev tetrafluoroborat
DIPEA - diizopropiletilamid

H-Phe-OH - fenilalanin

H-Val-OH  -valin

H-Gly-OH  -glicin

H-PEA - 1-feniletilamin

TFA - trifluoroctena kiselina

Kratice za zastitne skupine na aminokiselinama:

Boc-Aa - N-(tert-butoksikarbonil)
Aa-OMe - metilester

Otapala:

DKM - diklormetan

DMF - N,N-dimetilformamid
DMSO - dimetilsulfoksid

EA - etil acetat

Et,O - dietil-eter

Ostale:

iPr - izopropil

Bzl - benzil
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1. UVOD



U biokemiji se pojam sekundarna struktura odnosi na lokalnu konformaciju nekoga
dijela proteina. Proucavanjem proteina uceno je da su odredeni motivi sekundarnih struktura
veoma stabilni i da se ucestalo pojavljuju u proteinskim strukturama. Najées$éi i najpoznatiji
sekundami motivi proteina su o zavojnice, p ploce, p okreti, te nesto rjedi y okreti®. Zanimljivo
je da su Linus Pauling i Robert Corey predvidjeli ove tipove sekundarnih struktura jo§ 1951.

godine, nekoliko godina prije nego $to je u potpunosti rijeSena prva struktura proteina.

Zaceci same proteinske kristalografije sezu u 1930-te i rad Williama Austbury-a, no tek
su napredci u kristalografskim metodama i tehnikama, uz razvoj modernih racunala i
sofisticiranih instrumenata omoguéili snimanje i rjeSavanje veceg broja Kristalnih struktura
proteina. Sama rezolucija snimaka se takoder znacajno povecala od samih pocetaka, no problem
se javlja u tome §to su te strukture i dalje relativno niske rezolucije (u usporedbi s rezolucijama
za male molekule) te je veoma otezano pracenje svih inter i intramolekulskih interakcija koje se
javljaju u tako velikim strukturama. Kako bi se dosko¢ilo tom problemu mogu se sintetizirati i
analizirati mnogo jednostavnije strukture koje reproduciraju neki strukturni motiv iz sekundarnih
struktura proteina (modelni spojevi). Takvi spojevi i interakcije unutar njih mogu se analizirati u
otopini ili u ¢vrstom stanju. RjeSavanje kristalnih struktura nudi kvalitetniji uvid u same
interakcije no ne daje nam podatke o tome kako bi se odredeni spoj ponasao u tekucoj fazi, s
druge strane istraZivanja u otopinama nam daju relativno malo podataka, ali ti su podaci
relevantni za samo pona3anje spoja u otopini (proteini su "otopljeni" u citosolu). Cesto se uz
ovakva istraZivanja, koriste¢i moderne racunalne metode, osnovne skupove i razine teorije, radi

proracune energija i konformacija prouc¢avanih spojeva.

Osim kao modelni spojevi, aminokiselinski derivati razno raznih molekula pronasli su
svoju primjenu i u mnogim drugim granama poput medicinskih istrazivanja, Kkristalnom

inZenjeringu, te u kemijskoj sintezi kao izvori kiralnosti homogenih katalizatora.



2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA



Cilj ovog rada je sinteza i karakterizacija, diamido derivata naftalenskih i antracenske
dikiseline s kra¢im peptidnim lancima (monopeptidi do tripeptida) u svrhu proucavanja

vodikovih veza izmedu peptidnih lanaca. Priredeni spojevi nisu literaturno poznati.

Specifiéni ciljevi su proucavanje intermolekulskih i intramolekulskih vodikovih veza

izmedu peptidnih lanaca vezanih na aromatsku jezgru u otopini i ¢vrstom stanju.

R = NH-Phe-OMe (1-
NH-Gly-OMe (
NH-PEA (
NH-Val-OMe (
NH-GlyPhe-OMe (

Pretpostavka je da ¢e aminokiselinski lanci vezani na aromatsku dikiselinu medusobno
stupati u intramolekulse vodikove veze te tako tvoriti sekundarni strukturni motiv koji bi mogao

odgovarati motivu u a zavojnici, B konformaciji te § ili y okretu.



3. LITERATURNI PREGLED



3.1. Sekundarni strukturni motivi u proteinima

Aminokiseline u primarnoj strukturi proteina povezane su peptidnim vezama. Peptidna
veza je amidna veza koja se formira izmedu karboksilne skupine jedne (amino)kiseline i
aminoskupine druge aminokiseline®. 1z kristalografskih studija, pokazalo se da je C-N veza u
peptidnoj vezi neSto kra¢a od jednostruke C-N veze Sto ukazuje na rezonanciju odnosno
djelomi¢no dijeljenje elektronskih parova izmedu karbonilnog kisika te amidnog dusika Sto
otezava rotaciju oko te veze, dok je izmedu C-C, i N-C,, rotacija slobodna. Takoder, svi atomi
koji formiraju peptidnu vezu (CONH) leze u istoj ravnini a vodik i kisik su medusobno u trans
polozaju. Rigidnost peptidne veze i odbijanja izmedu atoma u samoj okosnici peptidnog lanca (-
N-C,-C(O)-) te u bo¢nim skupinama aminokiselina ograni¢avaju raspon konformacija koje sam
peptid moze poprimiti. Neke od stabilnih konformacija su o zavojnica, paralelna i antipararelna 3
ploca, te B 1y okret. Za strukturu proteina su, uz specifi¢ne kuteve ¢ (N-C,) i v (Co-C) koji tvore

stabilne konformacije (Slika 1), posebno vazni motivi vodikovih veza koji ih omoguéuju.*

0 R

Slika 1. Prikaz kuteva ¢ i w u strukturi proteina.



3.1.1. Motivi vodikovih veza u B zavojnicama, te B i y okretima

Strukture okreta u kemiji peptida prikazane su na Slici 2. Smjer N—C je definiran ako
je karbonilna skupina bliza N-terminusu peptida od amida koji sudjeluje u vodikovoj vezi.
Ovisno o veli¢ini prstena koji nastaje vodikovom vezom razlikujemo y okret (R1(7) " motiv,
crvena aminokiselina), B okret (R1(10) motiv; crvena i zelena aminokiselina), te o zavojnicu
(R1(13) motiv; crvena, zelena i plava aminokiselina) . "Obrnuti okreti" (smjer C—N) rvs-y
okret (R1(5) motiv; crvena aminokiselina), rvs-p okret (Ri(8) motiv; crvena i zelena
aminokiselina), te rvs-o. zavojnicu (R} (11) motiv; crvena zelena i plava aminokiselina) su iz

sterickih razloga energetski nepovoljniji te se rijede vidaju u strukturama proteina (Slika 2).2
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Slika 2. Motivi vodikovih veza koji sacinjavaju okrete u proteinskim strukturama.

*Na¢in oznacavanja motiva vodikovih veza M4 (N); M-motiv (R-prsten, D-diskretna, S-intramolekulska); A-broj
akceptora; D broj donora; N broj atoma u motivu).?



3.1.2. Motivi vodikovih veza odgovornih u paralelnim i antiparalelnim 8 ploéama

Antiparalelne B ploce stabilnije su od paralelnih. Uzrok tome su vodikove veze koje se
formiraju izmedu aminokiseline u prvom lancu i njoj nasuprotne aminokiseline u susjednom
lancu (R3(10) motiv; oznateno crveno), Medusobni polozaj amino i karboksilne skupine
omogucava optimalni kontakt izmedu njih te formiranje jake vodikove veze (kut blizu 180°). U
paralelnim 3 plo¢ama vodikove veze se formiraju izmedu aminokiseline u prvom lancu i dvije
susjedne aminokiseline u nasuprotnom lancu (R3 (12) motiv; oznaceno zeleno), vidljivo je da je
kut znacajno manji nego u prvom slucaju. Izmedu paralelnih lanaca, mogu¢ je i motiv gdje
nastaju unakrsne vodikove veze izmedu nasuprotnih aminokiselina u lancu koje zatvaraju prsten
(R3(10) motiv; oznaceno plavo), no ovakve veze su energetski znacajno nepovoljnije, zbog

malog veznog kuta te zbog znacajnih odbijanja izmedu istovjetnih skupina (Slika 3).**
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Slika 3. Motivi vodikovih veza u  plo¢ama.



3.2. Primjeri modela sekundarnih struktura

3.2.1. Derivati ferocendikarboksilnih kiselina

Peptidi disupstituiranih ferocen(amino)kiselina priredivani su u svrhu proucavanja motiva
vodikovih veza koji nastaju izmedu peptidnih lanaca te stvaranja peptidnih sekundarnih struktura
(okretima i nabiranjima). Ova grana spojeva nudi stvaranje vodikovih veza koje ¢e imitirati
vodikove veze koje odgovaraju paralelnim i antiparalelnim § plo¢ama u proteinima i okretima

poput B-okreta (desetero&lani prsten) te y-okreta (sedmero¢lani prsten).®
©)L )\r
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Slika 4. Aminokiselinski derivati ferocenske dikiseline. Motivi vodikovih veza poput onih u
paralelnim i antiparalelnim 3 plo¢ama, pogled sa strane (lijevo); primjer pogleda odozgo (desno).

3.2.2. Derivati benzentrikarboksilnih kiselina

Gong i suradnici prou¢avali su motive vodikovih veza u produktu dobivenim reakcijom
benzen-trikarbonil triklorida i glicin-metil estera. Uspjesno su dobiveni jedini¢ni kristali
glicinima trisupstituirane benzentrikarboksilne kiseline kojima je odredena molekulska i kristalna

struktura metodom difrakcije rentgenskog zracenja na jedini¢nom Kkristalu. Utvrdeno je da
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molekule produkta dimeriziraju te da postoji 15 vodikovih veza po asimetricnoj jedinici u
kristalnoj resetci. Sest identiénih N-H---O vodikovih veza sudjeluje u formiraju dimera, a ostale
vodikove veze nastaju izmedu molekula produkta i molekula vode te na taj nain tvore
dvodimenzionalne ploce koje su medusobno povezane daljnjim vodikovim vezama preko

molekula vode (Slika 5, lijevo).’

Karle i suradnici pokuSavali su pripraviti peptidne dendrimere opc¢e formule ABj3 (A =
1,3,5-Benzentrikarboksilna jedinica, B = H-Glu(OMe)-OMe ili Glu7(OktaOMe) koji bi mogli
biti koriSteni kao modelni spojevi tercijalnih proteinskih struktura odnosno 3D struktura
odredenih proteina. Za sada su uspje$no dobiveni jedini¢ni kristali dendrimera prve generacije
(B = Glu diOMe) kojima je odredena kristalna i molekulska struktura difrakcijom rentgenskog
zracenja na jedini¢nom kristalu. Iz strukture je vidljivo da nema intramolekulskih vodikovih veza
te da su u strukturi prisutne 77 interakcije i intermolekulske vodikove veze. Takoder je
primijeceno da je svaka sljede¢a molekula u stupcu zaokrenuta za 60° u odnosu na prethodnu
(Slika 5, desno).® Ovakve molekule su zanimljive jer bi mogle biti iskoristene za stvaranje
umjetnih proteina globularne strukture s primjenom u dizajnu cjepiva, dijagnostickih proizvoda

te umjetnih enzima.

Slika 5. Struktura spoja priredenog od Gonga i sur. (lijevo), struktura spoja priredenog od Karle i
sur. (desno). Aminokiselinski lanci dolnje molekule su obojani radi pojednostavljivanja prikaza.



3.2.3. Kompleksi rodija s peptidima trifenilfosfina

Wilkinsonov katalizator [RhCI(PPh3)s] uz odabir kiralnih liganada koristi se u asimetri¢noj
hidrogenizaciji. Bilo je opée prihvaceno misljenje da se kiralna informacija mora uvesti sto blize
primarnoj koordinacijskoj sferi metala kako bi se dobila zadovoljavaju¢a svojstva. Pokazalo se
medutim, da je moguce koristiti prokiralni metalni centar u kojemu se kiralna informacija prenosi
formiranjem vodikovih veza izmedu aminokiselinskih lanaca supstituiranih na jednom od
fenilnih prstena koordiniranog trifenilfosfina, daleko od samog aktivnog mjesta (“backdoor
induction™). Variranjem sastava i duzine aminokiselinskih lanaca moguée je mijenjati svojstva
metalnog centra te na taj nacin fino podeSavati kataliticka svojstva samog kompleksa.

Laungani i Breit su uspjeli prirediti kataliticki aktivne rodijeve komplekse nazvane
"SupraPhanePhos" modelirane po uzoru na "PhanePhos" katalizatore pripremljene od strane Pye-
a, Rossena i suradnika. "PhanePhos" katalizatori se koriste u asimetri¢noj katalizi i komercijalno
su dostupni, no njihov glavni nedostatak je veoma sloZen postupak priprave. "SupraPhanePhos"
spojevi se puno lakSe pripremaju s obzirom na to da se ligandi skloni samoudruzivanju nakon
vezanja na metalni centar putem niza intramolekulskih vodikovih veza izmedu N-H i C=0
skupina u lancima aminokiselina vezanim na benzen (Slika 6).’

Kokan i Kirin takoder su istrazivali komplekse rodija te pripremili trifenilfosfinske ligande u
kojima je jedan fenilni prsten disupstituiran s aminokiselinskim lancima. Dodatni lanac
aminokiselina moze pridonijeti daljnjoj stabilizaciji kompleksa te vecoj selektivnosti. Aa se
odnosi na aminokiselinski lanac, a Z na zaStitnu skupinu vezanu na karboksilnu skupinu C
terminalnog kraja Z = NH,, OMe, (Slika 6).>°

Ph, th
LS 1,
[M] [M] /‘R P
@ fNHR
P:\QP Ph,P Q
} %NHR Z-Aa Aa-Z

O

Slika 6. PhanePhos (lijevo) SupraPhanePhos (sredina), Disupstituirani trifenilfosfinski
ligand (desno).



3.3. Formiranje peptidne veze uz pomo¢ coupling reagensa

U sintezi peptida koriste se razni coupling reagensi u svrhu pospjeSivanja brzine same
reakcije kao i u svrhu zastite od racemizacije do koje moze doéi ili eliminacijom alfa vodikovog
atoma ili pak eliminacijom vodika iz alfa amidne skupine (kod polipeptida) Sto rezultira
formacijom oksazolona koji se ponovno moze deprotonirati od strane neke baze, te ponovno
protonirati sa suprotne strane. Nukleofilnim napadom nove aminokiseline na oksazolon dolazi do

formiranja nove peptidne veze, lanac se produZuje s promijenjenom konfiguracijom (Slika 7). *°

W hoJ H o
R' N aktivacija R' N put A R N
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Slika 7. Mehanizmi moguéih puteva racemizacije aminokiselina.
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3.3.1 Mehanizam reakcije

Reakcijski mehanizam nastajanja peptidne veze prikazan je na Slici 8. R-COOH

predstavlja opéu formulu za koriStene aromaticne karboksilne dikiseline, reakcija za drugu

karboksilnu skupinu je analogna i radi pojednostavljivanja slike nije prikazana.**
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R - 1,4-naftalendikarboksilna kiselina HOBt
2,6-naftalendikarboksilna kiselina
9,10-antracendikarboksilna kiselina
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Slika 8. Mehanizam nastajanja peptidne veze uz pomo¢ coupling reagensa.
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3.3.2. Koristeni coupling reagensi

Prilikom sinteze spojeva u ovom radu koristeni su coupling reagensi TBTU i HOBt
(Slika 9).

TBTU HOBt
Slika 9. Coupling reagensi koristeni prilikom sinteze.

TBTU je derivat HBTU-a otkrivenog 1978 godine, TBTU i HBTU su uronijski
reagensi. Jedina razlika izmedu njih je u koriStenom protuionu, u TBTU-u je koriSten BF4 dok je
u HBTU-u koristen PFg. Studije su pokazale da odabir protuiona ne utje¢e na samu brzinu

reakcije kao ni na racemizaciju.*

HOBt je dodavan kao aditiv u sintezu s DCC-om kako bi pospjesSio brzinu reakcije i
smanjio racemizaciju. Nakon toga su otkriveni i danas se koriste mnogi strukturni analozi HOBt-
a s poboljSanim svojstvima poput HOAt-a s dodanim duSicima u benzenski prsten koji

poboljsavaju efikasnost samog reagensa.*"*2

3.3.3. Zastita amino skupine i karboksilne skupine

Za zaStitu NH; skupine u aminokiselinama koriStena je t-Boc (t-burilkarbamat) zastita
koj spada u karbamatne zastitne skupine i ucestalo se koristi u peptidnoj sintezi, stabilna je u
bazi¢nim uvjetima i inertna na mnoge nukleofilne reagense. Moze se uvesti koriStenjem BOC,0
anhidrida u prisustvu jake baze poput NaOH, zatim koristenjem BOC-ONC=C(CN)Ph uz Et;N
(selektivno zasti¢ivanje primarnih amina u prisustvu sekundarnih) ili kao BOC-OCH(CI)CCl; uz
K2CO3; kao bazu. Za skidanje BOC zastite najces¢e se koristi TFA uz koriStenje aditiva za

hvatanje oslobodenih t-Bu™ kationa poput PhSH, anisola, tioanisola, krezola, tiokrezola i CS;
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kako bi se sprijecilo alkiliranje triptofana ili metionina. Zbog korozivnosti trifluoroctene kiseline

kod sinteze vecih peptida u ¢vrstom stanju koristi se TsOH+THF u CH2Cl..

Karboksilna skupina je zaSticena prevodenjem u metilni ester. Metilna zaStita se u
aminokiseline uvodi koriStenjem Me,C(OMe), uz kataliticku koli¢inu HCl-a pri sobnoj
temperaturi. Zastitna skupina moze se skinuti jakom bazom poput LiOH u MeOH/H0, zatim s
Cs,CO3 u PhSH i DMF-u pri 85°C ili kori$tenjem LiCl ili Lil u DMF-u. "3
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4. MATERIJALI | METODE



Op¢e napomene

Tankoslojna kromatografija radena je na aluminijskim folijama silikagel 60 F2s4 (Merck),
produkti su detektirani pomo¢u UV-lampe. Za kromatografiju na koloni koristen je silikagel 60,
veli¢ine zrna 0.040 - 0.063 mm (Merck).

IR spektri su snimljeni na spektrometru Brucker Alpha, kao KBr pastile. Valni brojevi su
izraZeni u cm™.

UV/Vis spektri snimljeni su na spektrofotometru Varian Cary 50. Valne duljine, A4,
izraZene su u nm, a molarni absorpcijski koeficient, &, je izrazen u dm® mol™ cm™. Fluorecentni
spektri su snimljeni na spektrofluorimetru Cary Eclipse Varian, valne duljine, A, izraZzene su u
nm.

Spektri mase izmjereni su na HPLC / MS sustavu (Agilent Technologies 1200 / 6410
Triple-Quadrupole mass spectrometer) u ESI+ modu, fragmenti su izrazeni kao m/z.

NMR spektri izmjereni su na Bruker Avance spektrometerima, pri 300.13 ili 600.13 MHz
za 'H, te 75.47 ili 150.92 MHz za **C. Kemijski pomaci, &, izraZeni su u ppm prema internom
standardu,tetrametilsilanu, TMS. Konstante sprege, J, izrazene su u Hz. Signali su oznac¢eni kao s
=singlet, d = dublet, t = triplet, q = kvartet i m = multiplet.

Rentgenska difrakcija na monokristalu snimljena je na Oxford Diffraction Xcalibur CCD
difraktometru (MoKo zracenje). Kristalne strukture rijeSene su i utofnjene uz pomoé
programskog paketa SHELLX™ u sklopu WinGX-a.'®

Za obradu spektara je koristen program ORIGIN, a za analizu rijeSene kristalne strukture
koridteni su programi Parst'’, Platon'® i Crystal Explorer 3.0,* a za vizualizacije programi

20,21 -

Mercury® # i Crystal Explorer 3.0.%°
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4.1. Opéi postupak priprave diamido derivata antracenske i naftalenskih
dikiselina

Dikiselina (jedan ekvivalent) otopi se u otapalu. Za svaku karboksilnu skupinu u otopinu
se doda TBTU (jedan ekvivalent), HOBt (jedan ekvivalent) i DIPEA-e (pet ekvivalenata).
Reakcijska smjesa mijesa se pri sobnim uvjetima. Nakon sat vremena doda se H-Aa-OMe x HCI
(jedan ekvivalent po karboksilnoj skupini polazne kiseline). Nakon jednog dana mijeSanja u
reakcijsku smjesu moZze se dodati jo$ po jedan ekvivalent TBTU, HOBt i H-Aa-OMe x HCI te
pet ekvivalenata DIPEA-e, a reakcijska smjesa mijeSa se joS jedan dan. Ukoliko je kao otapalo
koriSten acetonitril ili DKM otopina se, prije ekstrakcije, upari do suha uz vakuum i suhi ostatak
se otopi u etil-acetatu. Ako je kao otapalo prilikom reakcije koristen DMF u reakcijsku smjesu se
doda 60 mL destilirane vode te ju se ekstrahira sa 60mL etil-acetata. Organski sloj (etilacetatni
sloj / gornji sloj) se ispere sa zasi¢enom otopinom NaHCO3, potom s otopinom limunske Kiseline
(10%) te konac¢no sa zasi¢enom otopinom NaCl. Organski sloj se potom susi sat vremena iznad
bezvodnog Na,SO, te se zatim profiltrira i upari do suha. Dobiveni sirovi produkt veze se na
silikagel te se nanese na kromatografsku kolonu i eluira smjesom otapala heksan : etil-acetat.
Tijek kromatografije antracenskih derivata moze se pratiti obasjavanjem kolone UV-svjetlos¢u

jer produkt fluorescira intenzivno ljubi¢asto pri pobudi svjetlos¢u valne duljine A = 365nm.

Tablica 1. Tvari koriStene prilikom sinteze produkata 1-7 i posebne napomene.

Produkt 1 2 3 4 5 6 7
Dikiselina/mg 109 105 125 126 124 124 120
~ HOBtUmg 153 153 147+74 142473 306 - 466 453
~TBTUmMg 321 24 303+158 304+148 144 221 217
~ DIPEAML 085 085  080+040  080+040 080 120 120
""",;éb't}a(',}{]é) """" PheHCI  PheHCI  PheHCI GlyHCl PEA Val'HCI  GlyPhe
USSR (221) (216) (207+103) | (117+62) (180uL) (258) | (386) __
Otapalo (/mL) D(;(O';" Ctgg'\' DMF(20) DMF(22)  DMF (25) '?Z'\Q)F ?Z“Q)F

Nastaje talog

_dodakomDIPEAe % @ @ A ° o “
__Ta]og_ se otapa da da da da da da da
mieSaniem (L dan)

taloZi u tikvicu
Posebne napomene / / / prilikom upuhan / /
ekstrakcije dusik



4. 2. Opéi postupak priprave dipeptida i tripeptida

Aminokiselina Boc-Aa-OH (jedan ekvivalent) otopi se u DKM. Otopini se dodaju
coupling reagensi HOBt (jedan ekvivalent), TBTU (jedan ekvivalent) te DIPEA (dva i pol
ekvivalenta). Nakon otprilike sat vremena mijeSanja u reakcijsku smjesu se doda druga
monopeptid ili dipeptid (jedan ekvivalent) te se reakcijska smjesa mijeSa 5-7 dana. Potom se
reakcijska smjesa ispire s 10% otopinom KHCO3;, potom s 10% otopinom limunske Kiseline te
kona¢no s destiliranom vodom. Organski sloj (donji) suSi se iznad bezvodnog Na,SO, te se
konac¢no upari. Tako dobiveni sirovi produkt moze se procistiti postupkom falsh kromatografije

ili se moze koristiti nepro¢is¢en u daljnjoj sintezi.

o o o R
o) HWA H N\H-k (a) o) H\HL OMe
oH + : oM N)\W
U ; e
o R Ry o R ol

R1 H; R, =Bzl (Boc-GlyPhe-OMe)
|F’r R; = Bzl (Boc-ValPhe-OMe)

> \W,N\v/ﬂ\ o 1 ,i\W/OMe BN ,ﬂ\N,ﬁ\W/ \T,ﬂ\ /i\H/OMe

iPr iPr
Boc-GlyValPhe-OMe

Slika 10. Shema sinteze dipeptida i tripeptida, (a) HOBt, TBTU, DIPEA, DKM

Tablica 2. Popis tvari koristenih prilikom sinteze dipeptida i tripeptida

Produkt Boc-GlyPheOMe Boc-ValPheOMe Boc-GlyValPheOMe
Boc-Aa-OH(/g) Gly (0,883) Val (1,141) Gly (0,334)
""""""""" HOBYg 1610 o805 0201
o TBTUG o782 1689 0615
"""""""" DIPEAML 215 225 o064
""""""" H-Aa-OMe(l9) ~ PheHCI(L0%0)  PheHCI(1174) ValPhe 0,641y
""""""" Otapalo(mL) DKM (20)  DKM(80)  DKM(0)
""" Nastaje talog dodatkom DIPEAe ~ ne  ne  one

* podatak za masu uzetog Boc-ValPheOMe, kojemu je prije reakcije skinuta t-Boc zastita.
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4.3. Skidanje Boc zastite s dipeptida

Zeljena koli¢ina dipeptida otopi se u minimalnoj koli¢ini DKM (2,5-5 mL) te se u otopinu

doda TFA (2,6mL). Reakcijska smjesa se mijeSa oko 10 min a potom se uparava 15 minuta (ili

dok se ne prestane dimiti). Ukoliko se uzorak upari do suha talog se ponovno otopi u otapalu

koje je koriSteno u coupling reakciji u koju ¢e se dipeptid dodati (DMF za derivate antracenske

dikiseline, DKM za sintezu tripeptida). zaostala TFA se neutralizira DIPEAom na nacin da se

dodaje u malim koli¢inama (0,1mL) dok se otopina ne prestane dimiti.

Detaljni postupci sinteze nalaze se medu prilozima.

4.4. Pokusi kristalizacije

Pokusi kristalizacije radeni su sa svim priredenim produktima. U Tablicama 3 i 4 nalazi

se popis svih radenih pokusa, uz navedenu masu, koriStena otapala i metodu te rezultatom.

Tablica 3. Pokusi kristalizacije derivata naftalenskih dikiselina (spoj 1 i 2).

Spoj masa otapala metoda* rezultat
MeOH(1mL), EA(1mL), . . N . .
5m
g CH,CN(1mL) ostavljeno da polako hlapi.  bijele, duge i tanke niti
1 | 5my  EAQmL), CHCN@mL) ~ Zaceplienoistaviienou w00 i tanke nit
hladnjak
11 mg CHCI,(3mL) stavljeno uatmosferu's oo 4106 i tanke niti
dietil eterom
30 mg EA (5mL) stavijeno uatmosferus oo 406 i tanke nit
2 dietil eterom
30 mg MeOH(2mL) stavljepo_u atmosferu s bijele duge i tanke niti
dietil eterom

* Ukoliko nema posebnih napomena produkt je otopljen u navedenoj koli¢ini otapala pri sobnoj
temperaturi uz koristenje ultrazvucne kupelji.
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Tablica 4. Pokusi s kristalizacijom derivata antracenske dikiseline (spojevi 3-7).

Spoj masa otapala metoda* rezultat
3 3 mg CHCls3mL) stavljepo_u atmosferu s dobiy_erz jedini¢ni kristal,
dietil eterom rijeSena struktura
" y dobiveni kristali, no
2 MeOH(10mL), grijano uz refluks, pusteno IV. K . ! .
4mg : nedovoljno kvalitetni za
DMF(2,5ml) da se hladi . o .
difrakcijski eksperiment
4 24 mg MeOH(10mL), stavljeno u atmosferu s dobiveni kristali,
DMF(3,5mL) MeOH nedovoljno kvalitetni.
7m stavljeno u atmosferu s dobiveni kristali,
: DMSO (0,2mL) MeOH nedovoljno kvalitetni
30 mg stavljeno u atmosferu s nije doslo do
EA (5 mL) dietil eterom kristalizacije
° izvadeno iz Etz0 dobiveni kristali
30 mg EA(5ML)+Et,0 atmosfere i otapalo ; -
¥ . nedovoljno kvalitetni
pusteno da polako hlapi
11mg EA(4ML) stavljeno u atmosferu s nije doslo do
dietil eterom kristalizacije
uzorak izvaden iz Otapalo ishlapilo do
11mg EA(4mL)+Et;0 atmosfere s Et,O i pu$teno  suha, dobiveni jako losi
6 da otapalo hlapi kristali¢i
11 mg MeOH(1,6mL) stavljeno u atmosferu s nije doslo do
dietileterom kristalizacije
bocica je izvadena iz Et,0 niie doslo do
11mg  MeOH(1,6mL)+Et,0 atmosfere, zaGepljena i kJ' R
. X ristalizacije
stavljena u hladnjak
12 mg stavljena u atmosferu s nije doslo do
EA(5ML), MeOH(ImL) Et,O kristalizacije
12 mg EAGML), bocica tzvadend iz EEO pojavili e kristaliéi na
7 MeOH(1mL)+Et,O pUSIET stijenci
otapalo hlapi
u bocicu je dodano 0,4mL
12 mg EA, MeOH MeOH, kristali¢i po stjenci dobiveni jedini¢ni
+MeOH(0,4mL) su se otopili, otapalo kristali, rijeSena struktura

pusteno da polako hlapi

* Ukoliko nema posebnih napomena produkt je otopljen u navedenoj koli¢ini otapala pri sobnoj
temperaturi uz koristenje ultrazvucne kupelji.

17



4.5. Odredivanje kristalne strukture iz podataka dobivenih rentgenskom
difrakcijom na monokristalu

Spojevima 3 i 7 rijeSene su kristalne strukture na temelju podataka dobivenih
difrakcijom rentgenskog zracenja na jedinicnom kristalu. Strukture su rjeSavane direktnom
metodom kristalografskim programom SHELXS97,® a njihovi osnovni strukturni modeli
utoénjavani su metodom najmanjih kvadrata pomoéu kristalografskog programa SHELXL97."
Pri rjeSavanju struktura kod oba spoja vodikovi atomi vezani na ugljikove atome smjeSteni su na
svoje geometrijski izradunate polozaje C-H 0,930 A, C-H 0,980 A, C-H 0,970 A i Uiso(H) = 1,2
Ueg(C); C-H 0,960 A i Uiss(H)=1,5 Ueq(C) Vodici vezani na dusik pronadeni su u diferentnoj
Fourierovoj mapi.

Dobiveni podatci obradivani su programskim paketima WinGX 1.64.05,° Platon®® i Parst'’
te CrystalExplorer 3.0."° Za prikaz molekulskih i kristalnih struktura kori$ten je program
Mercury v3.0.1.20%
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5. REZULTATI | RASPRAVA



5.1. Sinteza produkata

U sklopu ovoga rada priredena su dva aminokiselinska derivata naftalenske dikiseline (jedan
s 1,4-naftalenskom dikiselinom (1), te jedan s 2,6-naftalenskom dikiselinom (2), te pet derivata
9,10-antracenske dikiseline (3-7), Slika 11. Jo$ su pokusSane sinteze derivata 9,10-antracenske
dikiseline s dipeptidom H;N-ValPhe-OMe i tripeptidom H;N-GlyValPhe-OMe, no te sinteze nisu
bile uspjesne: u sintezi dipeptida je izoliran meduprodukt, a u sintezi tripeptida je dobiveno svega
20 mg produkta. U ovom poglavlju biti ¢e dan kratki osvrt na spektroskopsku karakterizaciju
spojeva (MS, IR, NMR, UV/VIS, fluorescencija za 3-7), uz kratku diskusiju vezanu za svaku
metodu. Produktima 3 i 7 rijeSene su kristalne strukture, detaljna obrada rezultata i diskusija

struktura nalazi se u potpoglavlju 5.7.

Q
7 R R = NH-Phe-OMe (1-3)
| R NH-Gly-OMe  (4)
S NH-PEA (5)
| o NH-Val-OMe (6)
Sy NH-GlyPhe-OMe (7)
o] R
1 2 3-7

Slika 11. Shema struktura priredenih u ovom radu.

Naftalenski derivati su priredeni s fenilalaninom kako bi se isprobala primijenjivost
koriStene metode sinteze na ovu klasu spojeva (aromatske dikiseline), shema sinteze se nalazi na
Slici 12. Fenilalanin je koriSten jer ima relativno jednostavni bo¢ni lanac bez jakih akceptora i
donora vodikove veze poput amino skupine i Kisika, a fenilni prsten bi mogao sudjelovati u m--x
interakcije izmedu molekula. Pokusi s kristalizacijom su rezultirali samo dobivanjem niti i nisu
radeni daljnji derivati naftalena. Valjalo bi pokusati sintezu derivata s dipeptidima i tripeptidom
(uvodenje veceg broja donora i akceptora vodikovih veza moglo bi rezultirati formiranjem
vodikovih veza koje povezuju molekule u 3D strukturu kao Sto je slucaj kod kristalne strukture

spoja 7 te rastu kristala duz ostalih kristalografskih osi).
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Slika 12. Shema sinteze produkata 1 i 2.
(@) HOBt, TBTU, DIPEA, DKM, H,N-CH(Bzl)-CO,Me x-HCI;
(b) HOBt, TBTU, DIPEA, CH5CN, H,N- CH(Bzl)-CO,Me x-HCI.

T

Antracenski derivati su priredeni kao modelni spojevi za prouc¢avanje motiva vodikovih
veza Kkoji se pojavljuju u sekundarmnim strukturama proteina. 1-Feniletilamin je koriSten kao
model za mali kiralni spoj te za proucavanja utjecaja druge karboksilne skupine u aminokiselini
na samu strukturu spojeva. Glicin je koristen kako bi se priredio akiralni derivat. Valin i
fenilalanin su koriSteni kao kiralne aminokiseline s relativno jednostavnim bo¢nim ograncima
(njihovom upotrebom se u strukturu ne unose dodatni akceptori i/ili donori za vodikove veze).
Izmedu derivata s aminokiselinama moguée je nastajanje vodikovih veza koje se inace vidaju u

paralelnim B plo¢ama (motiv R3 (10)).

Derivati s dipeptidima H,N-GlyPhe-OMe, i H,N-ValPhe-OMe priredivani su jer dodatna
aminokiselina uvodi u strukturu jo$ jedan donor i akceptor vodikove veze S§to omogucava
druk¢ije motive povezivanja od onih u derivatima sa samo jednom aminokiselinom. Konkretno
derivati s dipeptidima bi ve¢ mogli imati sekundarnu strukturu u vidu y okreta koji bi mogao
nastati intramolekulskim vodikovim vezama izmedu druge aminokiseline u dipeptidu i C=0
skupine od antracenske dikiseline. Naravno u dipeptidu je i dalje mogu¢ (i vjerojatniji) motiv

vodikovih veza koji se vida u paralelnim  plocama. Aminokiselina glicin stavljena je na pocetak
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lanca kako bi se smanjile steriCke smetnje izmedu antracenske dikiseline i bo¢nog ogranka prve

aminokiseline.

Derivat s tripeptidom H;N-GlyValPhe-OMe priredivan je jer bi mogao imati sekundarnu
strukturu u y i B vidu okreta nastalih intramolekulskim vezama unutar aminokiselinskih lanaca.
Osim toga mogu¢ je nastanak motiva vodikovih veza koji se nalaze i u antiparalelnim (R3 (12)) i
u paralelnim (R3(10)) P plo¢ama. Aminokiseline su poredane kako bi se minimalizirale stericke
smetnje izmedu antracenske jezgre i bo¢nih ogranaka aminokiselina. Za sintezu su koriStene
komercijalno dostupne aminokiseline, a dipeptidi i tripeptidi su sintetizirani u sklopu ovoga rada
prema shemi na Slici 10.

Shema sinteze uspjes$no pripraljvenih produkata (3-7) nalazi se na Slici 13.

O i
OMe
@) o} , N’j\r
—_— H
N ol
MeoJ\(
R ©

R =Bz (3)
H{#)
iPr (6)

OH
Ho H
o g 0 ,
5

©

I

gt

MeO JK/N

Slika 13. Shema sinteze antracenskih derivata.
(a) HOBt, TBTU, DIPEA, DMF, H,N-CH(R)-CO,Me;
(b) HOBt, TBTU, DIPEA, DMF, H,N-CH(Ph)-CHs;
(c) HOBt, TBTU, DIPEA, DMF, H,N-CH,-CONH-CH(Bzl)-CO,Me
Sinteza derivata antracenske dikiseline pokazala se zahtjevnijom od sinteze naftalenskih.

Problem stvara smanjena topljivost meduprodukta koji nastaje aktivacijom dikiseline te su
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reakcije radene u DMF-u. Pokusane reakcije s dipeptidima ili nisu uopce iSle pri sobnoj
temperaturi (izoliran meduprodukt) ili su imale veoma nisko iskoristenje. Reakcija s tripeptidom

radena je pri povisenoj temperaturi te je dobiveno svega 20 mg produkta.

Tablica 5. Mase izoliranih produkata i iskoriStenja reakcija.

Spoj m(produkta)/mg w%
1 130,9 48
2 151,9 58
3 79,5 29
4 90,1* 47
9] 75,6 34
6 96,1 19
7 148,7 21

*produkt je istalozio prilikom ekstrakcije te nije kromatografski procisc¢avan.

U Tablici 5 nalaze se mase izoliranih produkata te iskoriStenja reakcija. Iskoristenje
reakcija antracenske dikiseline s fenilalaninom rac¢unato je na temelju mase izolirane iz alikvota
(pola pocetne reakcijske smjese) i teorijskog iskoriStenja od ukupne reakcije, tako da bi realno
iskoriStenje trebalo biti duplo veée (uz pretpostavku da nece biti ve¢ih gubitaka tokom

procis¢avanja vece koli¢ine sirovog produkta).

IskoriStenje reakcije antracenske dikiseline s glicinom je u rangu iskoristenja naftalenskih
reakcija no sam produkt nije prociS¢avan jer je poCeo taloziti tokom ekstrakcije. Moguce je
eventualno prociS¢avanje na nacin da se otopi u DMSO-u i precipitira s MeOH. NeSto manje
iskoriStenje od prethodnih ima reakcija antracenske dikiseline s PEA-om no jo$ uvijek je

znacajno vise od reakcija antracenske dikiseline s valinom, dipeptidom H,N-GlyPhe-OMe.

U reakciji s dipeptidom H;N-ValPhe-OMe izoliran je meduprodukt, $to je potvrdeno
preklapanjem IR spektra zutog taloga koji je nastao prilikom priprave tog derivata s IR spektrom
Zutog taloga koji nastaje prilikom priprave tripeptidnog derivata. Na Slici 14, vidljivo je izvrsno
preklapanje spektra izoliranog Zutog taloga iz sinteza spojeva 8 (crna linija) i 9 (crvena linija) za

koje se uspostavilo da su meduprodukti u sintezi (aktivirana kiselina). Takoder vidljivo je da u
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spektru nedostaju vrpce za N-H istezanje te vrpca od istezanja C=0 veza amidnih skupina i vrpce

za aminll.

0.8
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Slika 14. IR spektar Zutog taloga izoliranog prilikom sinteze spoja 8 (crna linija) i aktiviranog
meduprodukta iz sinteze spoja 9 (crvena).

Reakcija s tripeptidom H,N-GlyValPhe-OMe ima definitivno najnize iskoriStenje od

svih(2%). Valja razmotriti alternativni pristup sintezi te reakciju ponoviti u mikrovalnom

reaktoru, naime pokazalo se da reakcije ovoga tipa idu brZe i uz bolja iskoritenja kada ih se

zagrijava izvorom mikrovalnog zragenja nego pri sobnim uvjetima ili uz klasi¢no zagrijavanje.”?

Ukoliko se i to pokaze neefikasno, mogao bi se razmotriti alternativni put sinteze na nacin
da se prvo pripremi monopeptidni derivat s antracenskom dikiselinom (glicinski je najbolji
kandidat jer ima najviSe iskoriStenje), potom se ukloni zastita s karboksilne skupine koriste¢i
LiCl ili Lil u DMF-u te nakon proc¢is¢avanja da se ponovno pokusa reakcija s dipeptidom H,N-
ValPhe-OMe te tako dobije tripeptidni derivat. U ovom pristupu moglo bi se razmotriti i
koriStenje H,N-Gly-Ot-Bu (treba utvrditi iskoriStenje reakcije s antracenskom dikiselinom, no

sama zastitna skupina se puno lakse uklanja uz veoma visoka iskoristenja).*>**
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5.2. Rezultati i rasprava podataka dobivenih spektroskopskim metodama

5.2.1. Analiza masenih spektara

Maseni spektri su snimani kako bi se potvrdila molekulska masa pripravljenih spojeva. U

spektrima nadeni o¢ekivani signali iona [M+H]" i [M+Na]" za sve pripravljene spojeve.

Tablica 6. Signali kompleksnog iona molekulske produkta s vodikom/natrijem u masenom spektru.

Spoj m/z [M+H]" m/z [M+Na]"*

1 539,1 561,2

2 539,1 561,2

3 589,1 611,2

4 409,1; 8171 (2M+H]")  431;839,1 ([2M+Na]")
5 473,1; 9453 ([2M+H]")  495,1; 9672 ([2M+Na]")
6 493,1; 9853 ([2M+H]")  515,1;1007,3 ([2M+Na]")
7 703,1 7251

9 901,3 923,3
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5.2.2. Analiza IR spektara

Iz IR spektara je mogucée odrediti postojanje vodikovih veza izmedu peptidnih lanaca,
vrijedi generalno pravilo da N-H skupina sudjeluje u vodikovoj vezi ako se njezina istezanja
nalazi ispod 3400 cm™.® Iz Tablice 7 vidljivo je da se vrpce N-H istezanja svih produkata nalaze
na valnim brojevima ispod 3400 cm™ iz ¢ega se moze zaklju¢iti da postoje vodikove veze izmedu
N-H skupine i nekog akceptora vodikove veze, najvjerojatnije Kisik na karboksilnoj skupini,
doduse moguce je da neki produkti tvore kokristale s otapalom. S obzirom na to da su dostupne
kristalne strukture diamido derivata antracenske dikiseline s PheOMe i dipeptidom GlyPheOMe
moguce je potvrditi postojanje vodikovih veza (pogledati 5.7. analiza kristalografskih podataka)
te zakljuciti da vjerojatno generalno pravilo vrijedi i u ovom slucaju. Iz podataka je vidljivo i da
glicinski derivat ima vrpcu N-H istezanja na najvisem valnom broju (3352 cm-1) no to je za
ocekivati s obzirom na to da glicin ima najnizu molekulsku masu od svih ostalih peptida. IR

spektri produkata kao i Tablica s popisanim i asigniranim signalima nalaze se u dodatku.

Tablica 7. IR signali karakteristi¢nih skupina u spojevima.

Spoj B(VN-H) B(VC=0ester) B(VC=0anmiq) B(amid II")
1 3291 1755 1738 1637 1531
2 3293 1745 1643 1532
3 3328 1722 1656 1535
4 3352 1725 1666 1522
5 3272 / 1634 1522
6 3321 1732 1657 1521
3297(Phe), 1680(Phe),
7 3239((G|y)) 1764, 1749 1637((G|y)) 1545, 1522

*amid Il - vC-N, & -N-H
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5.2.3. Analiza NMR spektara

NMR spektroskopija je koriStena kao primarna metoda za identifikaciju sintetiziranih
spojeva. NMR spektri produkata kao i Tablica s popisanim i asigniranim signalima nalaze se u
dodatku.

'H NMR spektri produkata 3 i 5 derivata snimljenih u deuteriranom kloroformu su
posebno zanimljivi jer imaju nedefinirane signale za aromatske vodike (odnosno njihovi signali
su spljosteni i razvudeni). Produktima su snimljeni *H NMR spektri i u deuteriranom DMSO-u i
u tim spektrima signali vodika vezanih na aromatski sustav su jasno definirani. U spektrima oba
spoja snimljenih pri sobnoj temperaturi primije¢eno je cijepanje signala vodika iz NH skupine i
OCHg skupine u spoju 3. U spektru spektru produkta 3 jasno se vide pocijepani signali dok se u

spektru produkta 5 vide signali s ramenom (Slika 15).

Spoju 3 su dodatno snimljeni i *H NMR spektri u deuteriranom DMSO-u pri povidenim
temperaturama (50°C, 75°C i 100°C) Sto je prikazano na Slici 16. Pri 50°C signali prestaju biti
pocijepani, te se joS uvijek razaznaju signali vodika vezanih na antracen, no ti su signali
poprili¢no slabi i izgubili su finu strukturu. Pri viSim temperaturama signali vodika vezanih na

antracen potpuno iS¢ezavaju.

Moguce objasnjenje ove pojave je postojanje syn i anti konformera spojeva 3 (Slika 17) i 5
(Slika 18).2 U spoju 3 je moguée i postojanje dimera povezanih vodikovim vezama izmedu

funkcionalnih skupina u fenilalaninu.

N

I L L L L
PPM 9.48 9.44 9.40 9.36 9.32 9.28 9.24 9,20 2,16 9.12 PPM 09.43 9.44 040 936 9.32 0.28 B8.24 0.20 0.16 9.12
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Slika 15. Uvecani prikaz regije izmedu 9,12 i 9,50 ppma. signal NH skupine spoja 3 (lijevo);
signal NH skupine spoja 5 (desno).
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Slika 16. Prikaz podrucja od 6,8 do 9,4 ppm-a 'H NMR spektara antracenskog derivata 3
snimljenih u deuteriranom DMSO-u pri 298K, 323K, 348K i 373K.
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Slika 17. Syn i anti konformeri spoja 3.
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Slika 18. Syn i anti konformeri spoja 5.
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5.2.4. Analiza UV/VIS spektara

Molarni apsorpcijski koeficijenti su izracunati metodom najmanjih kvadrata iz vrijednosti

odredenih za vise koncentracija (4 do 5 ovisno o uzorku). Vidljivo je da antracenski derivati

apsorbiraju pri nesto visoj valnoj duljini od naftalenskih te da imaju znacajno vise molarne

apsorpcijske koeficijente. Antracenski derivati imaju sli¢ne apsorbancije za maksimume iznad

320 nm, jedine vecée razlike su u intenzitetu apsorbancije pri 259 nm. Naftalenski spojevi su

bezbojni, a antracenski su svi lagano Zuto obojani. Maksimum apsorbancije antracenskih derivata

pri 259 nm odgovara valnoj duljini pobude kod fluorescencije.

Tablica 8. Valne duljine i apsorbancije maksimuma u UV/VIS spektrima produkata

(snimljenih u DKM).

Spoj AInm (e/mol™dm®cm™)
1 243 (5,29*10%
2 229 (3,43*10%),231 (2,79*10%), 296(7,7*10°)
3 259 (1,15*10°), 370 (1,03*10%), 391 (9,94*10°);
5 259 (1,21*10°), 352 (7,12*10%), 370 (1,15*10%), 391 (1,12*10%
6 258 (1,75*10°), 351 (8,86*10°%), 370 (1,41*10%, 389 (1,37*10%
7 259 (1,57*10°), 352 (8,42*10%), 370 (1,30*10%), 389 (1,25*10%

£/ mol'dm’cm’ £/ mol'dm’em’
60000
50000 ~
40000
30000 ~
20000 ~
10000 ~

0

Slika 19
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.. UV/VIS spektri naftalenskih derivata 1 i 2 (lijevo); antracenskih derivata 3-7 (desno).
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5.2.5. Analiza fluorescencijskih spektara

Kada ih se izloZi UV svjetlosti otopine antracenskih produkata imaju veoma intenzivnu
ljubicastu fluorescenciju, a Kkrutine zeleno-zutu fluorescenciju. Snimljeni su fluorescencijski
spektri DKM otopina produkata 3-7 (Slika 20). Fluorescenciji produkta odgovara dio spektra
izmedu 380 i 500 nm. OStri signali ispod 300 nm nastaju zbog Rayleigh-jea rasprSenja samog
pobudnog zracenju, a ostri signali koji se nalaze pri dvostrukim valnim duljinama pobudnog
zraCenja odgovaraju Rayleigh-jevu rasprSenju dodatnog zracenja koje monokromator propusta
(zbog difrakcije drugog reda na reSetci). Maksimumi fluorescencije nalaze se pri 402 nm, 421
nm, 442 nm (rame) na spektru je jo$ i prisutan oStar signal pri dvostrukoj valnoj duljini

pobudnog zracenja (520 nm).

— x(pob) =220 nm
A(pob) =230 nm !

—A(pob)=240nm | 4000 J
A(pob) =250 nm

600

A(pob) =260 nm 900
A(pob) =270 nm
*(pob) =280 nm
A(pob) =290 nm 700

| R

500

400

300

0+ P 04
T T T T T T T 1 T T ‘ T L T X T ¥ 1
300 400 500 600 300 350 400 450 500 550 600
A (fluorescencije) /nm 4 (fluorescencije)/nm

Slika 20. Fluroescencijski spektri DKM otopine spoja 3 snimani s pobudnim zra¢enjem razli¢itih
valnih duljina. (gore lijevo) Fluorescencijski spektri DKM otopina spojeva 3-7 (gore
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desno) fotografija krutine spoja 3 ozra¢ena UV svjetloséu (4 =365 nm) (dolje lijevo),
fotografija DKM otopine spoja 3 ozracene UV svjetlos¢u (1=365 nm) (dolje desno).
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Iz fluorescensijskih spektara produkta 3 snimanih pobudnim zracenjem razli¢itih valnih
duljina vidljivo je da produkt najintenzivnije fluorescira kada se pobuduje zratenjem valne
duljine 260 nm, to je ujedno i valna duljina pri kojoj spojevi imaju najvecu apsorbanciju u
UV/VIS spektrima. S obzirom na to da i ostali produkti (5-7) takoder imaju maksimum
apsorbancije u UV/VIS spektrima pri 260nm daljnji fluorescencijski spektri snimljeni su samo

pobudnim zracenjem te valne duljine.

Fluorescensijski spektri prikazani na Slici 20 snimljeni su za otopine koncentracija reda
veli¢ine 10® mol dm™. Nisu usporedivani intenziteti fluorescencije pojedinih produkata jer su
snimani za otopine razlic¢itih koncentracija. Spektri su snimljeni samo kako bi se kvalitativno
odredila fluorescencija spojeva te je najbitnije uociti da svi spojevi imaju slicne spektre s
maksimumima pri istim valnim duljinama. Ovo opaZzanje je ocekivano s obzirom da sve
molekule imaju isti kromofor, takoder je iz spektara ocito da aminokiselinski lanci nemaju
znacajnog utjecaja na fluorescenciju kromofora. S obzirom da produkti fluoresciraju i u ¢vrstom
stanju valjalo bi snimiti fluorescencijske spektre krutine jer postoji mogucnost da se spektri
razli¢itih produkata, snimani u ¢vrstom stanju, razlikuju zbog drugacijih kristalnih pakiranja,

odnosno okruzenja oko molekula.
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5.3. Analiza kristalografskih podataka

U okviru ovoga rada od sedam pripravljenih spojeva za dva spoja odredena je
molekulska i kristalna struktura metodom difrakcije rentgenskog zracenja na jedini¢nom kristalu.
Kristalografski podaci spojeva 3 i 7 (Slika 21 i 22) nalaze se prilogu u Tablici D6. Spoj 3
kristalizira u triklinskom sustavu u prostornoj grupi P1 s jednom molekulom po jedini¢noj ¢eliji,
a spoj 7 u monoklinskom sustavu u prostornoj grupi P2; dvije molekule po jedini¢noj ¢eliji.

Dobiveni su i kristali spojeva 5 i 6, no pokazalo se da su nedovoljno kvalitetni za
kristalografkse pokuse.

18~ ™
Slika 21. Ortep prikaz molekulske strukture spoja 3 s numeriranim atomima (vibracijski elipsoidi

nevodikovih atoma odgovaraju 50% vjerojatnosti elektronske gustoce).
c19 €110

€210 €29

Slika 22.0rtep prikaz molekulske strukture spoja 7 numeriranim atomima. (vibracijski

elipsoidinevodikovih atoma odgovaraju 50% vjerojatnosti elektronske gustoce)
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5.3.1. Kristalna struktura spoja 3

Popis svih vodikovih veza i medumolekulskih kontakata u kristalnoj strukturi spoja 3
nalazi se u Tablici D7, a Hirshfieldova povrSina molekule na kojima su prikazane atomske
udaljenosti dnorm te grafi¢ki prikaz ovisnosti de 0 di, prikazani su u Tablici D9.. Molekule su
medusobno povezane u jednodimenzionalne lance vodikovim vezama vrste N-H--O preko
motiva  (10) gdje su N--O udaljenosti 3,161(3) A[N11.-022; x-1, y, z] te 2,942(2) A
[N21.-012; x+1,y, z], Slika 23.

N

N

Slika 23. Vodikove veze koje povezuju molekule spoja 3 u 1D lance.

Lanci su nadalje, medusobno povezani u dvodimenzionalne mreze kontaktima vrste C-H:--O
gdje je C--O udaljenost 3,603(2) A [C14--021 x - 1, y, z + 1] te kontaktima vrste C-H---C
izmedu fenilnog prstena jedne i antracenskog prstena susjedne molekule gdje je C:--C udaljenost
3,691(1) A (C17--C6), Slika 24. Mreze su medusobno povezane ostalim kontaktima vrste C-
H-OiC-H--C.

34



Slika 24. Prikaz povezivanja molekula spoja 3 u dvodimenzijske mreze

5.3.3. Kristalna struktura spoja 7

Popis svih vodikovih veza i medumolekulskih kontakata u kristalnoj strukturi spoja 7 nalazi
se u prilogu u tablici u Tablici D8, a Hirshfieldova povrSina molekule na kojima su prikazane
atomske udaljenosti dnorm te graficki prikaz ovisnosti de 0 dj, prikazani su u Tablici D10.
Molekule su medusobno povezane u trodimenzionalnu strukturu vodikovim vezama vrste N-
H---O. Svaka molekula u kristalnoj strukturi povezana s joS 6 molekula u susjedstvu (Slika 25).
Razmatranjem pakiranja molekula u kristalu moze se razaznati karakteristican motiv povezivanja
molekula  (10) koji je odgovoran za povezivanje molekule u 1D lance (svi antracenski prsteni
u jednom lancu su medusobno paralelni). Motiv tvore vodikove veze tipa N-H--O gdje su N---O
udaljenosti 2,962(1) A [N11--022; x+1,y, z] te 2,833(6) A [N21--012; x-1,y, z]. Ovaj motiv
vodikovih veza svojstven je pri povezivanju peptida u antiparalelne 3 ploce. Jednodimenzionalni
lanci su medusobno povezani u 3D strukturu diskretnim vodikovim vezama tipa N-H--O, gdje su
N---O udaljenosti 2,907(8) A [N22--011; -x+1, y+1/2, -z+1] i 2,896(3) A[ N12--021; -x+2, +y-
1/2, -z+1].

Slika 25. Motiv vodikovih veza izmedu tri molekule spoja 7 (lijevo) te prikaz povezivanja jedne

molekule spoja 7 sa Sest susjednih (desno).

Slabi kontakti, za razliku od spoja 3 gdje grade 3D strukturu povezivanjem 1D lanaca, u

spoju 7 sluze uglavnom kao moderatori same strukture odnosno odgovorni su za prostorno
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usmjeravanje dijelova peptidnih lanaca koji ne stupaju u jake vodikove veze.

Slika 26. Pakiranje molekula spoja 3 duz kristalografske osi a (lijevo) i pakiranje molekula duz
kristalografske osi b (desno). Vodici su izostavljeni radi jednostavnosti slike.

Slika 27. Pakiranje molekula spoja 7 duz kristalografske osi a (lijevo) pakiranje duz
kristalografske osi ¢ (desno) .Vodici su izostavljeni radi jednostavnosti slike.
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5.3.4. Osvrt na daljnje moguénosti i na potencijalne strukture s naftalenskim derivatima

U obje strukture prisutan je motiv vodikovih veza R%(10) koji odgovara motivu povezivanja
peptida u antiparalelnim B plo¢ama. Ipak, niti u jednoj odredenoj strukturi spoja 3 i 7 nema
motiva koji bi odgovarao nekom od motiva u paralelnim B plo¢ama, nekom od okreta (3, y) ili
pak a zavojnici. Takve motive, kao i pravu sekundarnu strukturu moglo bi se reproducirati na
nacin da se u molekulsku strukturu uvede piridin (bilo na kraju jednog od ili oba peptidna lanaca
bilo umjesto jednog od lanaca) te da se tako dobiveni produkt koristi kao ligand i poveze s nekim

metalom, te tako omoguci nastajanje intramolekulskih vodikovih veza izmedu peptidnih lanaca.

Naftalenski derivati kristaliziraju u obliku tankih niti. Uzrok tome mogao bi biti naglaseno
povezivanje molekula duz jedne kristalne osi vodikovim vezama. Za ocekivati je da u
strukturama diamido derivata naftalenske kiseline dolazi do formiranja sliénih motiva 1D lanaca
uz pomo¢ vodikovih veza izmedu N-H skupine amida i karboksilnih skupina, s tim da je moguce
da dolazi do pojacanih C-C kontakata naftalenskih jezgara koje disperznim interakcijama
dodatno stabiliziraju strukturu te nadjacaju ostale slabe vodikove/disperzne interakcije koje bi

doprinijele medusobnom povezivanju 1D lanaca i rastu kristala u ostale 2 dimenzije.

S obzirom na to da su u kristalnoj strukturi spoja 7 molekule medusobno povezane u 3D
strukturu intermolekulskim vodikovim vezama, moglo bi se ocekivati da ¢e se formirati sli¢ni

motivi i u naftalenskim derivatima koji sadrZe dulje lance (od dipeptida nadalje).
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6. ZAKLJUCAK



Primarni cilj ovoga rada bila je sinteza diamido derivata 2,6-naftalenske, 1,4-naftalenske i
9,10-antracenske dikiseline s aminokiselinama (i aminokiselinskih lanaca) koji bi mogli posluziti
kao modelni spojevi za proucavanje sekundarnih struktura u proteinima. Koriste¢i metodu
sinteze s coupling reagensima uspjesno su pripravljeni derivati 2,6-naftalenske dikiseline i 1,4-
naftalenske dikiseilne s HoN-Phe-OMe (produkti 1 i 2) te derivati 9,10-antracenske dikiseline s
aminom 1-feniletilaminom (spoj 5), aminokiselinama H,N-Gly-OMe (4), H,N-Val-OMe (6),
H2N-Phe-OMe (3) te dipeptidom H,N-Gly-Phe-OMe (7). PokuSane su i sinteze derivata 9,10-
antracenske dikiseline s dipeptidom H;N-Val-Phe-OMe i tripeptidom H,;N-Gly-Val-Phe-OMe,
no u prvom slucaju je izoliran meduprodukt, a u drugom je dobiveno svega 20 mg produkta.
Pokazalo se da je koriStena metoda upotrebljiva za sintezu aminokiselinskih derivata navedenih
spojeva, no ve¢ kod dipeptida se javljaju problemi te potreba za poboljSanjem metode. U
diskusiji je razmatrana sinteza posljednja dva derivata i zakljuceno je kako bi se mogao

poboljsati postupak da se uspjesno dobije produkt uz bolje iskoristenje.

Svi spojevi su izucavani spektroskopskim metodama. Masenom spektroskopijom
dokazano je postojanje molekulskog iona, 'H i *C NMR spektroskopijom potvrdeno je da su
sintetizirani 1 izolirani Zeljeni produkti. IR spektroskopija se koristila kao nadopuna NMR
spektrima te za potvrdivanje postojanja vodikovih veza u ¢vrstom stanju. Antracenski derivati
veoma intenzivno fluoresciraju ispod UV svjetlosti (u otopini i u ¢vrstom stanju). Spojevima 3-7
snimljeni su fluorescencijski spektri u otopini, ocekivano se pokazalo da su ti spektri gotovo
identi¢ni te da variranje aminokiselinskih lanaca na antracenskoj jezgri ne utje¢e znacajno na

flourescenciju u otopini.

Specifi¢éni cilj ovog rada bio je proucavanje povezivanja molekula spojeva 3 i 7, te
usporedba s vodikovim vezama koje se nalaze u sekundarnim strukturama proteina. Spoj 3
kristalizira u triklinskom sustavu u prostornoj grupi P1, a spoj 7 kristalizira u monoklinskom
sustavu u prostornoj grupi P2;. Molekule Spoja 3 povezane su vodikovim vezama vrste N-H--O
(motiv R7(10)) u 1D lance, koji su slabim vodikovim vezama vrste C-H---O i C-H---C povezani u
2D mreze. Spoj 7 tvori 1D lance povezane vodikovim vezama vrste N-H---O (motiv R3(10)) no,
za razliku od spoja 3, ti su lanci medusbno povezani u 3D mreZzu vodikovim vezama takoder
vrste N-H---O.
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9. PRILOZI



Tablica D1. Sheme numeriranja ugljikovih atoma u priredenim produktima.

Derivati 2,6-naftalenske dikiseline (1) i 1,4-naftalenske dikiseline (2) s Phe

Spoj Shema Spoj Shema

=
@
Q
;g,:
ZT

Derivati 9,10-antracenske dikiseline s PheOMe (3), GlyOMe (4), PEAom (5) i ValOMe (6)

Spoj Shema Spoj Shema

3 4
B
CH(CHa),

OMe
NTS)
5 6 5
MeO
(HaC).HC
Derivati 9,10-antracenske dikiseline s GlyPheOMe (7) i GlyValPheOMe (9)
Spoj Shema
7




9.1. Detaljni opis priprave produkata

9.1.1. Priprava derivata naftalenskih dikiselina

Sinteza i proci$¢avanje 2,6-bis(L-Phe-OMe)naftalendikarboksiamida (1)

2,6-Naftalendikarboksilna kiselina (jedan ekvivalent 109,01 mg, 0,5043 mmol), TBTU (dva
ekvivalenta 321,10 mg, 1,000 mmol), i HOBt (dva ekvivalenta, 153,24 mg, 1,001 mmol)
suspendirani su u diklormetanu (30 mL). Suspenziji je dodana DIPEA (deset ekvivalenata, 0,854
mL, 5,002 mmol), nastala je bistra otopina koja se nakon par minuta ponovno zamutila. U
reakcijsku smjesu dodan je acetonitril (30 mL), nije bilo vidljivih promjena. Nakon sat vremena
u reakcijsku smjesu dodan je L-Phe-OMe x HCI (dva ekvivalenta, 221,14 mg, 1,025 mmol).
Reakcijska smjesa je pusStena da se mijesa preko no¢i i do jutra je u tikvici nastala bistra otopina.
Sadrzaj tikvice uparen je do suha uz vakuum i suhi ostatak je otopljen u etil-acetatu i ispran.
Tako dobiveni sirovi produkt vezan je na silikagel (1,0 g) i nanesen na kromatografsku kolonu te
eluiran sa smjesom otapala etil-acetat:heksan 7:3. Frakcije s produktom su spojene i uparene te je
izoliran kruti produkt.

Sinteza i prociséavanje 1,4-bis(L-Phe-OMe)naftalendikarboksiamida (2):

1,4-naftalendikarboksilna kiselina (jedan ekvivalent 105,16 mg, 0,486 mmol), TBTU(dva
ekvivalenta 324,24 mg, 1,010 mmol), i HOBt (dva ekvivalenta, 153,44 mg, 1,002 mmol)
suspendirani su u acetonitrilu (30 mL). Suspenziji je dodana DIPEA (deset ekvivalenata, 0,854
mL, 5,002 mmol), nastala je bistra otopina koja se nakon par minuta ponovno zamutila. Nakon
sat vremena u reakcijsku smjesu dodan je L-Phe-OMe x HCI (dva ekvivalenta, 216,12 mg, 1,002
mmol). Reakcijska smjesa je puStena da se mijesa preko noc¢i i do jutra je u tikvici nastala bistra
otopina. Nakon ispiranja sirovi produkt je vezan na silikagel (1,82 g) i nanesen na
kromatografsku kolonu te eluiran sa smjesom otapala etil-acetat:heksan 1:1 (nakon Sto je prva

necistoca izasla iz kolone povecan je udio etil-acetata do omjera etil-acetat:heksan 8:2.

Frakcije s produktom su spojene i uparene te je izoliran kruti produkt



9.1.2. Priprava derivata 9,10-antracenske dikiseline

Sinteza 9,10-bis(L-Phe-OMe)antracendikarboksiamida (3)

9,10-antracendikarboksilna kiselina (125 mg; 0,47 mmol), TBTU(304 mg; 0,95 mmol), i HOBt
(147 mg; 0,96 mmol) suspendirani su u DMF-u (30 mL). Suspenziji je dodana DIPEA (0,80 mL,;
4,71 mmol). Nakon sat vremena u reakcijsku smjesu dodan je L-Phe-OMe x HCI (207mg; 0,96
mmol). Reakcijska smjesa je puStena da se mijesa preko no¢i. Drugi dan je u reakcijsku smjesu
dodano jos 2 ekvivalenta TBTU-a, HOBt-a i L-Phe-OMe x HCI i deset ekvivalenata DIPEA-¢, te
je smjesa pustena da se mijeSa joS dva dana. Reakcijska smjesa se potom tretira i ispire na gore
opisan nacin. Nakon suSenja organski sloj je uparen do suha i izoliran je sirovi produkt. Tako
dobiveni sirovi produkt vezan je na silikagel(1,36 g) i nanesen na kromatografsku kolonu te
eluiran sa smjesom otapala etil-acetat:heksan 4:6. Frakcije s produktom su spojene i uparene te je
izoliran kruti produkt.

Sinteza 9,10-bis(L-Gly-OMe)antracendikarboksiamida (4)

9,10-antracendikarboksilna kiselina (125mg; 0,47 mmol), TBTU(304mg; 0,95 mmol), i HOBt
(142mg; 0,93 mmol) otopljeni suu DMF-u (22 mL). Nakon 10 minuta mijeSanja otopini je
dodana DIPEA (0,80 mL). Dodatkom DIPEA-e bezbojna otopina pozuti i nakon nekoliko minuta
nastaje svijetloZuti talog. Nakon sat vremena u reakcijsku smjesu dodan je L-Gly-OMe x HCI
(117mg; 0,93 mmol). Reakcijska smjesa je pustena da se mijesa preko noci. U tikvici se drugi
dan nalazila bistra otopina u koju je dodano jo$ 1 ekvivalent TBTU-a, HOBt-a i L-Phe-OMe x
HCI i pet ekvivalenata DIPEA-g, te je smjesa puStena da se mijeSa jo$ dva dana. SadrzZaju tikvice
je zatim dodana destilirana voda (60 mL) i etil-acetat (60 mL). Prilikom ekstrakcije u organskom

sloju se je poceo taloziti svijetlo Zuti talog. Nastali talog je izoliran.



Sinteza 9,10-bis(L-PEA)antracendikarboksiamida (5)

9,10-antracendikarboksilna kiselina (124 mg; 0,47 mmol), TBTU(306mg; 0,95 mmol), i HOBt
(144mg; 0,94 mmol) otopljeni su u DMF-u (22 mL). Nakon 10 minuta mijeSanja otopini je
dodana DIPEA ( 0,80 mL). Dodatkom DIPEA-e bezbojna otopina pozuti i nakon nekoliko
minuta nastaje svijetlozuti talog. Nakon sat vremena u reakcijsku smjesu dodan je 1-feniletilamin
(180uL). Nakon dodatka DIPEA-e u tikvicu je upuhan duSik (iznad reakcijske smjese) te je
tikvica zacepljena i dodatno izolirana parafilmom. Reakcijska smjesa je puStena da se mijeSa
preko noéi. Drugi dan je u reakcijsku smjesu dodano jos 1 ekvivalent TBTU-a, HOBt-a i L-Phe-
OMe x HCI i pet ekvivalenata DIPEA-e, te je smjesa puStena da se mijeSa joS dva dana.
Reakcijska smjesa se potom tretira i ispire na gore opisan na¢in, nakon susenja organski sloj se
upari do suha te se izolira sirovi produkt. Sirovi produkt je impregniran na silikagel (1,4 g) te je
potom nanesen na kolonu sa silikagelom (29 g) u smjesi otapala etil-acetat,heksan (2:8). Kolona
je ispirana smjesom otapala etil-acetat, heksan u raznim omjerima pocevsi od 2:8 te postepeno
povecavajuéi udio etil-acetata u smjesi do konac¢nog omjera 1:1. Frakcije s produktom su spojene

i uparene te je izoliran kruti produkt.

9,10-bis(NHValOMe)antracendikarboksiamida (6)

9,10-antracendikarboksilna kiselina (124mg; 0,47 mmol), TBTU(466mg; 1,45 mmol), i HOBt
(221mg; 1,44 mmol) otopljeni suu DMF-u (25 mL). Nakon 10 minuta mijeSanja otopini je
dodana DIPEA (1,20 mL). Dodatkom DIPEA-e bezbojna otopina pozuti i nakon nekoliko minuta
nastaje svijetloZuti talog. Nakon sat vremena u reakcijsku smjesu dodano je NH,ValOMe-HCI
(258mg; 1,54 mmol), nije doslo do otapanja taloga. Reakcijska smjesa je puStena da se mijeSa
preko noéi. Nakon par dana mijes$anja talog se potpuno otopio. Reakcijska smjesa je potom
tretirana na prethodno opisani na¢in. Organski sloj je nakon susenja uparen do suha te je izoliran
sirovi produkt. Sirovi produkt je impregniran na silikagel (1,52 g) te je potom nanesen na kolonu
sa silikagelom (30 g) u smjesi otapala etil-acetat,heksan (4:6). Kolona je ispirana smjesom
otapala etil-acetat, heksan u raznim omjerima pocevsi s 1:1 uz postepeno povecavanje udjela etil-
acetata u smjesi do kona¢nog omjera 8:2. Frakcije s produktom su spojene i uparene te je izoliran

kruti produkt.



Sinteza 9,10-bis(NHGIlyPheOMe)antracendikarboksiamida (7)

9,10-antracendikarboksilna kiselina (120mg; 0,45 mmol), TBTU(453mg; 1,41 mmol), i HOBt
(217mg; 1,41 mmol) otopljeni suu DMF-u (25 mL). Nakon 10 minuta mijeSanja otopini je
dodana DIPEA (1,20 mL). Dodatkom DIPEA-e bezbojna otopina pozuti i nakon nekoliko minuta
nastaje svijetloZuti talog. Nakon sat vremena u reakcijsku smjesu dodan je NH.GlyPheOMe (465
mg; 1,64 mmol)*, nije doSlo do otapanja taloga. Reakcijska smjesa je puStena da se mijeSa preko
no¢i. Do sljede¢eg dana talog se potpuno otopio. Reakcijska smjesa je mijeSana jos Cetiri dana.
Reakcijska smjesa je potom tretirana i ispirana na prethodno opisani na¢in. Organski sloj je
nakon suSenja uparen do suha i izoliran je sirovi produkt. Sirovi produkt je impregniran na
silikagel (1,8 g) te je potom nanesen na kolonu sa silikagelom (35 g) u smjesi otapala etil-
acetat,heksan (4:6). Kolona je ispirana smjesom otapala etil-acetat, heksan u raznim omjerima
pocevsi s 1:1 uz postepeno povecavanje udjela etil-acetata u smjesi do konacnog omjera 8:2.
Frakcije s produktom su spojene i uparene te je izoliran kruti produkt.

*podaci se odnose na masu dipeptida s t-Boc zastitom (Boc-GlyPheOMe). t-Boc zastita je prethodno skinuta

pomoc¢u TFA (2,5 mL) u DKM (2,5 mL), smjesa je uparena, ostatak je otopljen u DMF-u (5mL) i u otopinu je
dodana DIPEA(0,6 mL)

Sinteza 9,10-bis(NHValPheOMe)antracendikarboksiamida

9,10-antracendikarboksilna kiselina (126 mg; 0,47 mmol), TBTU(454mg; 1,41 mmol), i
HOBt (226mg; 1,48 mmol) otopljeni su u DMF-u (25 mL). Nakon 10 minuta mijeSanja otopini
je dodana DIPEA (0,804 mL). Dodatkom DIPEA-e bezbojna otopina pozuti i nakon nekoliko
minuta nastaje svijetlozuti talog. Nakon sat vremena u reakcijsku smjesu dodan je
NH,ValPheOMe (537mg, 1,42 mmol*). Nakon dodatka dipeptida talog se nije otopio.
Reakcijska smjesa je pustena da se mijeSa preko noéi. Reakcijska smjesa je mijeSana nekoliko
dana no nije do3lo do otapanja taloga. Zuti talog je izoliran tako da je otopina profiltrirana, a
talog ispran s metanolom.

*podaci se odnose na masu dipeptida s t-Boc zastitom (Boc-GlyPheOMe). t-Boc zastita je prethodno skinuta

pomoc¢u TFA (2,5 mL) u DKM (2,5 mL), smjesa je uparena, ostatak je otopljen u DMF-u(5mL) i u otopinu je
dodana DIPEA (0,6 mL)



Sinteza 9,10-bis(NHGIlyValPheOMe)antracendikarboksiamida

9,10-antracendikarboksilna kiselina (125mg; 0,47 mmol), TBTU(466mg; 1,45 mmol), i HOBt
(222mg; 1,45 mmol) otopljeni su u DMF-u (25 mL). Nakon 10 minuta mijeSanja otopini je
dodana DIPEA (0,804 mL). Dodatkom DIPEA-e bezbojna otopina pozuti i nakon nekoliko
minuta nastaje svijetlozuti talog. Nakon sat vremena u reakcijsku smjesu dodan je
NH,GlyValPheOMe (808mg; 1,86 mmol)*. Dodatkom tripeptida nije doSlo do vidljivih
promijena u reakcijskoj smjesi. Reakcijska smjesa je pustena da se mijesa preko no¢i. Talog je
ostao neotopljen. SadrZaj tikvice je grijan uz refluks dok se sav talog nije otopio i reakcija je
pustena da se mijeSa joS par dana. Reakcijska smjesa je potom tretirana i ispirana na prethodno
opisan nacin. Organski sloj je nakon su$enja uparen do suha i izoliran je sirovi produkt. Sirovi
produkt je impregniran na silikagel (3 g) te je potom nanesen na kolonu sa silikagelom (30 g) u
smjesi otapala etil-acetat,heksan (1:1). Kolona je ispirana smjesom otapala etil-acetat, heksan u
raznim omjerima pocevsi s 1:1 uz postepeno povecavanje udjela etil-acetata u smjesi do

kona¢nog omjera 8:2. Frakcije s produktom Ssu spojene i uparene te je izoliran kruti produkt.

*podaci se odnose na masu tripeptida s t-Boc zastitom. Tripeptid je uzet iz prethodne sinteze bez proci§cavanja,
t-Boc zastita mu je uklonjena pomocu TFA (2,5 mL) u DKM (2,5 mL), nakon toga uzorak je uparen otopljen u
DMF-u (5 mL) i dodavana je DIPEA dok sva preostala TFA nije bila neutralizirana)

Vi



9.1.3. Detaljni opisi priprave dipeptida i tripeptida.

Sinteza dipeptida BocGlyPheOMe

Boc-L-GlyOH (882 mg) otopljeno je u 120mL DKM. Otopini su dodani coupling reagensi HOBt
(781 mg), TBTU (1,610 g) te DIPEA-a (2,15mL). Nakon dodatka coupling reagensa ne dolazi do
talozenja meduprodukta. Nakon 50 min mije$anja u otopinu je dodan L-H,NPhe-OMex HCI
(1,089¢). Nakon tjedan dana mijeSanja reakcijska smjesa je isprana s 10% otopinom KHCOg,
potom s 10% otopinom limunske kiseline te kona¢no s destiliranom vodom. Organski sloj
(dolnji) suSen je iznad bezvodnog Na,SOy4 te je uparen. Izolirani sirovi produkt impregniran je na
5g silikagela te pro¢iséen flash kromatografijom. Frakcije s produktom su spojene i uparene te je
izoliran kruti produkt.

Sinteza dipeptida BocValPheOMe

Boc-L-ValOH (1,141 g) otopljeno je u 80mL DKM. Otopini su dodani coupling reagensi HOBt
(804 mg), TBTU (1,689 g) te DIPEA-a (2,25mL). Nakon dodatka coupling reagensa ne dolazi do
talozenja meduprodukta. Nakon 45 min mije$anja u otopinu je dodan L-H,NPhe-OMex HCI
(1,1749g). Nakon pet dana mijeSanja reakcijska smjesa je isprana s 10% otopinom KHCOj3, potom
s 10% otopinom limunske kiseline te kona¢no s destiliranom vodom. Organski sloj (dolnji) susen

je iznad bezvodnog Na,SOy te je uparen. Izolirani sirovi produkt nije dalje pro¢is¢avan.

Sinteza tripeptida BocGlyValPheOMe

Boc-L-GlyOH (334,1 g) otopljeno je u 40mL DKM. Otopini su dodani coupling reagensi HOBt
(291 mg), TBTU (614 mg) te DIPEA-a (0,64 mL). Nakon dodatka coupling reagensa ne dolazi
do taloZenja meduprodukta. Nakon 45 min mijes$anja u otopinu je dodan L-H,NValPhe-OMe
(jedan ekvivalent) kojemu je prethodno skinuta Boc zastita. Nakon tjedan dana mijeSanja
reakcijska smjesa je isprana s 10% otopinom KHCOj3, potom s 10% otopinom limunske kiseline
te konacno s destiliranom vodom. Organski sloj (dolnji) susen je iznad bezvodnog Na,SO, te je

uparen. Izolirani sirovi produkt nije dalje pro¢is¢avan.

\



9.2. MASENI SPEKTRI

Tablica D2. Signali iona u masenim spektrima produkata.

Spoj m/z [M+H]" m/z [M+Na]" m/z ostali ioni
1 130,2, 2441, 289,1, 531 4,
539,1 561,2 5754 830.7
2 539.1 561.2 130,2, 2441, 2892, , 830,7
3 130,2, 315,1, 410,1, 421 2,
589,1 611,2 8006 6272
130,1, 244,2, 288,2, 316 2,
4 409,1:817,1 431:839,1 322.1,344,2,510,4, 526 4,
([2M+H]") ([2M+Na]") 538,3, 554,4, 568,3, 582 4,
607 4,
5 473,1;945,3([2 495,1:967 2 123, 288,2, 316,2, 5264, 5544,
M+HT) ([2M+Na]") 5824, 5952, 607,4, 977,3
4931 515,1 123,1, 288,2, 554,4, 582 4,
6 985,3 1007,3 601,1, 615,2, 639,2, 1018,6,
([2M+H]") ([2M+Na]") 10466,
123, 288,2, 316,2, 341,2, 359,2,
3812, 526,4, 554,4, 582 4,
7 703,1 725,1 598,3, 714,4, 739,4,799,3, 825,
8493, 1054,8, 1065,7, 1076,8,
1127,8
123,1244 2, 288,2, 316,2, 341 2,
3532, 381,2, 397,2, 416, 498, 1,
GlyvalPheOMe 901,3 9233 526,4, 554,4, 582,4, 591 4,

611,1,619,4,711,4, 7394,
757,2,771,4,

Vil
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9.3. IR SPEKTRI

Tablica D3. IR spektri produkata.

Spoj

Signali u IR spektru (¥/cm-1)

3291 (Ip, SJ, A% N'H), 3059(|p, S, A% C'H feni|), 3028(|p, S, A% C'H antracen), 2957(0, S, Vas C'
Hicra) ), 2937, 2917, 2847, 1755 i 1738 (0,j; v C=0 ester), 1637 (0,j; v C=0 amic), 1531 (0,]
amid I1)

3293 (p, Sj, NHistezanje)y 3062(|p, S, A% C'H feni|), 3029(|p, S,V C'H an[racen), 2951(0, S, Vas C'
HicHa) )S, 2923, 2843, 1745 (0,j v C=0 ester), 1643 (0,j v C=0 amia), 1532 (Ip,j amid 1)

3328 (Ip, sj; v N-H), 3028, 2949, 2848, 1722 (0,j v; C=0 ester), 1656 (Ip,j; v C=0 amid), 1535
(0,j; amid 11)

3352 (0, j; v N-H) , 3036 (Ip, S; v C-H arom), 2984, 2957 (0, S; vas C-H(cha) ), 1725 (Ip, J;
A% C:O ester), 1666 (Ip, J, A% C:Oamid) y 1522 (Ip, J, amld ”),

3272 (p, SJ, A% N'H) y 3059(|p, S, A% C'H feni|), 3029 (Ip, S, A% C'H antracen), 2974(0, S, Vas C'
H(CH3) ), 2930(0, S, Vas C-H(CHZ) ), 1634 (Ip, Sj; v C=0 amid)a 1522(|p, Sj; amid ||)

3321(p, j; v N-H), 2970 (p, SJ; Vas C-H(CHs) ), 2947 (1, S; Vas C-H(CHz) ), 2876 (0, S ; vs C-
H(CH3), 2850 (0, S, Vs C'H(CHZ)), 1732 (0, j, A% C:Oester ), 1657 (p, J, A% C:Oamid ), 1624 (I’),
1521 (Ip, j; amid II)

3297 (0, sj; v N-Hene) , 3239 (Ip, sj, v N-Hayy) , 3063 (0, S, v C-H fenit ), 3032 (0, S, v C-
H antracen ), 2942(0, S, Vas C'H(CH3)), 2920 (I’, S, Vas C'H(CHZ) ), 1764, 1749 (0, J, \%
C:Oester), 1680 (O, j, A% C:OamidyPhe), 1637 (p, J, A% C:OamidyG|y), 1568 (I’amG), 1545 (Ip, J,
amid Il), 1521 (rame)

*amid Il vC-N, 6 —-N-H
** QOpis izgleda signala: o — ostar, Ip — lagano prosiren, p — prosiren, r- rame; Opis intenziteta
signala: j-jak (T<0,4), sj — srednje jak(0,4<T<0,7), s — slab(T>0,7).
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Slika D9. IR spektri (KBr pastila) naftalenskih derivata 1 (lijevo) i 2 (desno).
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Slika D10. IR spektri (KBr pastila) antracenskih derivata 3 (lijevo) i 4(desno).
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Slika D11. IR spektri (KBr) antracenskih derivata 5 (gore lijevo), 6 (gore desno), 7 (dolje).
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9.4. NMR SPEKTRI

Tablica D4. *H NMR i *C NMR signali otapala koji se mogu pojaviti spektrima produkata’™®.

Otapalo Signali u 'H NMR spektru  Signali u °C NMR spektru
(6/ppm) (6/ppm)
CHCI, 7.26 (5) 77.16
CH,Cl, 532 (s) 53,84
DMSO 2,50 (m) 39,52
H,0 (u CDCl5) 1,56 (s) /
H,0 (u DMSO) 333 (s) /
EA (u CDCl) 1,26 4(2’22(’8)5 (5), 14,19, 21,04, 60,49, 171,36
EA (u DMSO-u) 1’174(3’31(’(%9(5)’ 14,40, 20,68, 59,74, 170,31

n-heksan (u CDCls)
n-heksan (u DMSO)

CH3CN (u CDCls)
CH3CN (u DMSO-u)

0,88 (t), 1,26 (m)
0,86 (t), 1,25 (m)
2,10 (s)
2,07 (s)

14,14, 22,70, 31,64
13,88, 22,05, 30,95
1,89, 116,43
1,03, 117,91
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Tablica D5. Signali iz NMR spektara produkata 1-7 i H,NGlyPheOMe.

Spoj S?J/erli:érla Otapalo Signali (6/ppm):
3,27 (dd, 2H, J,=5,5 Hz, J,=13,9 Hz, Hy), 3,35 (dd, 2H, J,=5,9
'HNMR Hz, J,=13,9 Hz, Hy), 3,80 (s, 6H, Hocrs), 5,15 (ddd, J=5,7 Hz,
(600,13 CDCl; J=75 Hz, J=13,9 Hz, 2H, H,), 6,75 (d, 2H, J=7,7 Hz, NH), 7,15-
L MH?z) 7,18 (m, 4H), 7,25-7,28 (m, 2,7 H), 7,29-7,32 (m, 4H), 7,81 (d,
2H,J=8,4, H,), 7,92 (d, 2H J=8 5, H3-), 8,22 (s, 2H, Hy5):
BCNMR 171,55 (COamig), 165,97 (COeseer), 135,32, 133,53, 132,41, 129,11,
(150,92 CDCl, 128,86, 128,17, 126 82, 126,77, 123,95 (Cpy); 76,71, 76,50, 76,29
MH?z) (CHCIs), 53,20 (C,), 51,98 (Cocis), 37,43 (Cy);
3,19 (dd, Hs, J= 13,8 Hzi 5,5 Hz), 3,39 (dd, Hs, J= 14,1 Hz 1 6,7
1H NMR Hz), 3,82 (5, 6 H, Howme), 5,21 (dd, 2H, H,, J = 7,7 16,7 Hz), 6,35
(600,13 CDCl, (d, 2H, Hyw, J = 7,7 Hz), 7,17 (d, 2H, H,, J = 6,7), 7,25-7,33 (m,
) MH?z) Hpn + CHCl5), 7,43 (s, 2H, Hy3), 7,51 (dd, 2H, He7, J= 6,4 Hzi 3,1
Hz), 8,10 (dd, 2H, Hs, J= 6,4 Hz i 3,4 Hz);
BCNMR 171,88 (COanmig), 168,33 (COger), 136,16, 135,77, 130,25, 129,30,
(75,48 CDCl, 128,77, 127,64, 127,30, 125,58, 123,83 (Cpy), 77,45, 77,02, 76,60
MH?z) (CHCly), 53,54 (C,); 52,58 (Cocna); 37,93 (Cp):
1 NMR 3,08 (dd, J=8,8 HzJ = 14,2 Hz, 1H, H;) 1 3,46 (dd, J=5,0 HzJ =
3 (60013 cpCl 14,2 Hz, 1H, Hg), 3,86 (s, 6H, OMe), 5,44 (dd, 2H, H,), 6,29 (d,
MH2) 8 J=8,0 Hz, 2H, Hyy), 7,19-7,22 (m, 4H), 7,27-7,30 (m, 6H), 7,33-
7,57, 8,05-8,22 (2H);
THNMR deuterirani 380 (8 6H. Hocia), 4,25 (d, J=5,8Hz, 4H, H,), 7,60 (dd, J=3,2 Hz,
(300,13 OMso  =6:8HZ 4H, Has67), 8,21 (dd, J=3.2 Hz, J=6,8Hz; 4H, Hiase),
4 MHz) 9,30 (broad, 2H, Hyp)
FCNMR™ o 1704 (Cooser), 168,7(Coo amic), 1336(Caio), 126 9(Cus 12:13.14),
(150,92 OMSO  126:3(Cas67), 1256(Cuase), 51.9(Come), 41,2(C.)
MHz)
THNMR 1,53 (d s ramenom, J=7,0 Hz; 6H, Hy), 5,45 (p, J=7,0 J=7,2, 2H,
5 (300,13 CDCl;  H.), 6,35 (broad, 2H, Hyy), 7,27-7,55 (M, Hen i Hany), 7,63 (M,
MH?z) 4H, Hany), 8,06 (M, 2H, Hany)
1 NMR ~098(d,J=6,7Hz, 6H, H ans), 1,04 (d, J=6,7 Hz, 6H, H-cui3), 2,23
(30013 deuterirani  (m, 2H, H.)), 3,81 (s, 6H, Hocna), 4,63 (t, =6,7 Hz, 2H, H.), 7 ,53-
MH2) DMSO 7,64 (M, 4H, Hany), 7,95 (dd, 2H, Hany), 8,20 (dd, 2H, Hang), 9,21
6 (d, J:7,3 HZ, 2H, HNH)
BCNMR deuterirani 1720 (CO eser), 168,8 (CO amig), 133,9(Co10) , 127,2, 126 8,
(150,92 elgl\‘jlgrg”' 126,2, 126,1, 125,7 1254 (Caromati)s 58,5 (C ), 51,8 (Come),
MH?z) 29.2(C.),19,1(C ome), 18,3 (Come)
2,99 (dd, J= 8,6 Hz, J= 13,7 Hz; 2H, H. ), 3,10 (dd, J=5,7 Hz,
'HNMR deuterirani  J=137 Hz 2H, H.), 3,65 (5, 6H, Hocua), 4,09 (t, 4H, H.), 4,65
(300,13 Omso  (@t3=5.7 Hz,J=8,5 Hz), 7,19-7,34 (m, 10H, Hey), 7,54 (dd, 4H,
MH?z) Has67), 8,21 (dd, 4H, Hy456), 8,57 (d, J)7,6 Hz; 2H, Hyy), 8,58
7 (broad, 2H, Hyy)
15C NMR - 171,9(Ccopre), 168,8(Ccoay). 168,3(Ceoant), 137,0(Co,10),
(75 48 deuterirani 133,8(Ciph), 129,0(C11’12’13’14), 128,2(Cmph), 126,8(@2’3’6‘7),
MHz) DMSO  126,5(Copn), 126,1(C1455), 125,8(Cppn), 53,7(C.), 51,8(Cowme),
418(C),36,9(C.)
HNMR o ivani 142 Hz, 14, 1), 386 (. 6H, OV, .44 (1, 21, o). 6.29 (0.
euterirani 2 Hz, 1H, Hy), 3,86 (s, 6H, e), 5, ,2H, H,), 6, ,
HNGIlyPheOMe (ifl)g*zlf DMSO  J= 8,0 Hz, 2H, NH), 7,19-7.22 (m, 4H). 7.27-7.30 (m. 6H), 7.33-

7,57,8,05-8,22 (2H)
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Slika D12. *H NMR spektar spoja 1 (CDCls, 600,13 MHz), s uveéanim prikazom regija izmedu
3,213,8ppma, 5,0i5,25 ppmate 6,7 i 8,3 ppma.
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Slika D13. *H NMR spektar spoja 2 (CDCls, 600,13 MHz), s uveéanim prikazom regija izmedu
3,1i53ppmate6,2i8,2 ppma.
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Slika D14. *H NMR spektar spoja 3 (CDCls, 600,13 MHz), s uve¢anim prikazom regija izmedu
30i4,2ppmate54i6,4ppmate7,0i8,2ppma.
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Slika D15. *H NMR spektar spoja 4 (deuterirani DMSO, 300,13 MHz), s uveéanim prikazom
regija izmedu 7,52 i 8,28 ppma te 9,04 1 9,52 ppma.
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Slika D16. *H NMR spektar spoja 5 (CDCls, 300,13 MHz), s uve¢anim prikazom regije izmedu
5418,3 ppma.
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Slika D17. *H NMR spektar spoja 6 (deuterirani DMSO, 300,13 MHz), s uve¢anim prikazom
regija izmedu 0,8 i 2,4 ppma te 7,4 1 9,3 ppma.
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Slika D18. *H NMR spektar spoja 7 (deuterirani DMSO, 300,13 MHz), s uve¢anim prikazom
regija izmedu 2,9 14,7 ppmate 7,11 9,2 ppma.
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Slika D19. *H NMR spektar derivata s H,N-Gly-Val-Phe-OMe (deuterirani DMSO, 600,13
MHz), s uvecanim prikazom regija izmedu 0,6 1 2,2 ppma,2,8 14,6 ppma te 7,1 1 8,6 ppma.
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Slika D20. *C NMR spektar spoja 1 (CDCls, 150,92 MHz)
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Slika D21. *C NMR spektar spoja 2 (CDCls, 75,48 MHz).
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Slika D22. *C NMR spektar spoja 4 (deuterirani DMSO , 150,91 MHz).
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Slika D23. **C NMR spektar spoja 6 (deuterirani DMSO , 150,91 MHz).
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Slika D24. **C NMR spektar spoja 7 (deuterirani DMSO, 75,48 MHz).
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9.5. Kristalografske tablice

Tablica D6.. Kristalografski podaci za spojeve 3 i 7.

Spoj 3 7
Kemijska formula C3sH32N206 CaoH3sN4Og
Molekulska masa 588,64 702,74

Kristalni sustav Triklinski Monoklinski
Prostorna grupa P1 P2,

a (A) 8,5535(5) 8,1855(1)

b (A) 9,4524(5) 15,0849(2)

c(A) 10,4553(5) 14,5891(2)

a (%) 113,933(5) 90

B 98,748(5) 98,821(1)

Y () 96,462(7) 90

V(A% 749,32(8) 1780,12(4)
z 1 2
Pizracunato (GCM") 1,304 1,311
Zratenje A (A) 0,71073 1,54180
Temperatura (K) 293 293
0 rapson (°) 4,33-27,51 3,07- 75,79
R, WwR" 4,75%, 9,62% 3,94%, 12,13%
Goodnes of fit, S™ 1,010 1,158

* R=X|[Fo-Fol/Z[Fol; WR=[Zw(Fo’-F¢’) /ZwFo ]
(F,2)+(0.0456P)*+0.0168P] gdje je P=(Fo*+2Fc?)/3

w=1/[s

-k-kS:[ EW(FOZ'FCZ)Z/(NObS'Nparam)] LIT REF
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Tablica D7. Vodikove veze i ostali kratki kontakti izmedu molekula u kristalnoj strukturi spoja

3.
Vodikova interakcija  d(D-HYA™  d(H--A) A" d(D--A) A kut (D-H--A)/°”
N-H--O
N11-H11.-022 0,915(2) 2,261(2) 3,161(3) 167,(2)
N21-H21--012 0,843(2) 2,100(5) 2,942(2) 177,(3)
C-H-O
C14-H14B--021 0,960 2,664(4) 3,603(2) 165,(7)
C24-H24B--011 0,960 2,977(4) 3,899(2) 161,(4)
C28-H28--022 0,930 2,950(8) 3,867(2) 168,(5)
C29-H29--021 0,929 2,805(3) 3,596(2) 143,(5)
C210-H210--011 0,930 2,657(2) 3,492(3) 149,(8)
C-H--C(x)
C15-H15B:-C211 0,970 2,856(7) 3,719(2) 148,(6)
C17-H17--C6 0,930 2,808(1) 3,691(1) 158,(8)
C110-H110--C4 0,930 2,853(7) 3,648(0) 144,(1)
C25-H25B--C110 0,970 2.884(6) 3,848(9) 172,(7)
C27-H27--C2 0,930 2,802(9) 3,680(3) 157,(7)
Kontakt Vrsta Udaljenost/ A Kut/°
C1-H1.-H18-C18 H---H 2,314 (H-H) 151,(2) (C1-H1--H18)

C3:-C6

T

T

3,738(2) (C---C)

3,377(7)

/
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Tablica D8. Vodikove veze i ostali kratki kontakti izmedu molekula u kristalnoj strukturi spoja
7

Vodikova interakcija  d(D-H)/A” dH--A) A d(D--A)/ A kut (D-H--A)/°"
N-H--O

N11-H11.-022 0,887(3) 2,075(1) 2,962(1) 178,(2)
N12-H12--021 0,831(8) 2,065(2) 2,896(3) 177,(2)
N21-H21.-012 0,753(6) 2,095(4) 2,833(6) 166,(5)
N22-H22.-011 0,843(9) 2,065(8) 2,907(8) 175,(4)

““““““ Gl O
intra, C1-H1--012 0,930 2,617(7) 3,434(4) 146,(8)
intra, C5-H5.-022 0,930 2,497(8) 3,324(9) 148,(3)
C22-H22B.-011 0,970 2,699(9) 3,387(2) 128,(2)
C27-H27A.--013" 0,971 2,760(9) 3,593(1) 144,(2)
C27-H27B.-021 0,970 2,640(9) 3,497(2) 147,(4)

""""" CH-C»m
C12-H12B.--C5 0,930 2.761(1) 3,583(6) 143,(3)
C22-H22A.-C1 0,930 2,808(1) 3,663(2) 147,(5)
C26-H26B--C110 0,960 2,860(6) 3,773(7) 159,(2)
C29-H29.--C112 0,930 2,800(4) 3,660(1) 154,(3)

*nije prikazan u Mercuryu kao short kontakt (uvijet je da je udaljenost kontakta manja od zbroja
Van der Waalsovih radijusa atoma)
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9.6. Hirshfieldove povrsine

Hirshfieldove povrSine racunaju se na nacin da se kristal particionira na podrucja u kojima
prevladava elektronska gusto¢a molekule (promolekula) i podru¢ja u kojima prevladava
elektronska gustoca kristala (prokristal), s Hirshfieldovom povr§inom kao granicom izmedu tih
regija. Hirshfieldova povrsina je svojstvena svakoj molekuli u kristalu i osjetljiva je na okruzenje
molekule (moguce je razlikovanje polimorfa). Na povrSinu se mogu plotati vizualni prikazi
raznih svojstava same povrine. U sljede¢im prikazima biti ée koristen dnorm  plot koji odreduje
normaliziranu udaljenost izmedu kontakata (uzima se u obzir Van der Waalsov radijus atoma
koji sudjeluju u kontaktu); Raspon plota varira od plavih regija koje oznacavaju dijelove povrsine
u kojima su udaljenosti do najblizih jezgara unutar i izvan povrsine vece od zbroja vdW radijusa
njihovih atoma, preko bijelih do crvenih u kojima su te udaljenosti krac¢e od zbroja vdW njihovih
atoma.”*®

d _ di ~Tipaw
norm

de— . T v- . gy
4 feTevdW. g udaljenost do najbliZze jezgre unutar povrsine; d. - udaljenost do najblize
Tivdw Te,vdW

jezgre izvan povrsine, r - 4, Van der Waalsov radijus atoma.
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Tablica D9. Hirshfieldova povrSina spoja 3 s naglaSenim regijama intermolekulskih kontakata

Povrsine koje odgovaraju tim kontaktima
Kontakt di,de plot o o
Gornji prikaz Doljni prikaz

U6 U TO T T4 T6 T ] e

2.4

22

o v s

o o — — - -

U6 U TO T T3 T6 T ] e

2.4

22

2.0

C-C

o

o o - - - - =

U6 U8 1.0 1.2 1.4 1.6 1T 8] 3

2.4

22

H-H

o v s

rd

U6 U TO T T3 T6 T ] e
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Tablica D10. Hirshfieldova povrsina spoja 7 s naglaSenim regijama intermolekulskih kontakata

Povrsine koje odgovaraju tim kontaktima
Kontakt di,d. plot o ) o )
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10. SAZETAK



Sinteza i karakterizacija diamido derivata aromatskih karboksilnih dikiselina s aminokiselinama

Mladen Borovina

U sklopu ovog rada priredeni su diamido derivati 2,6-naftalenske, 1-4-naftalenske i 9,10-
antracenske dikiseline s aminokiselinama kao modelni spojevi za proucavanje sekundarnih struktura
proteina. Sintetizirani su diamido derivati 2,6-naftalenske dikiseline i 1,4-naftalenske dikiseline s
fenilalaninom (spojevi 1 i 2), zatim derivati 9,10-antracenske dikiseline s 1-feniletilaminom (spoj 5),
aminokiselinama fenilalaninom (spoj 3), glicinom (spoj 4), i valinom (spoj 6) i dipeptidom H,N-GlyPhe-
OMe (spoj 7). Svi produkti izu¢avani su masenom spektrometrijom, IR, NMR i UV/VIS spektroskopijom.
Fluorescensijskom spektroskopijom izu¢avani su derivati 3-7 u njihovim diklormetanskim otopinama. Za
dva pripravljena spoja, 3 i 7, iznadena je molekulska i kristalna struktura metodom difrakcije rentgenskog
zracenja na jedinicnom kristalu. U obje kristalne strukture molekule su vodikovim vezama povezane

karakteristicnim motivom RZ(10) koji je prisutan i pri povezivanju peptida u antiparalelne B ploce.

Kljuéne rijeci: 9,10-antracenskarboksilna dikiselina, fluorescencija, kristalna struktura, vodikove
veze, sekundarna struktura, modelni spojevi
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11. ABSTRACT



The synthesis and characterization of diamido derivates of aromatic carboxylic acids with

amino acids

Mladen Borovina

Within this work, diamido derivatives of 2,6-naphthalene diacid, 1,4-naphthalene diacid and
9,10-anthracene diacid were prepared as model compounds of protein secondary structures. Diamido
derivatives of 2,6-naphthalene diacid and 1,4-naphthalene diacid with phenylalanine (products 1-2) and
9,10-anthracene diacid with 1-phenylethylamine (product 5), amino acids phenylalanine (product 3),
glycine (product 4) and valine (product 6) and dipeptide H,N-GlyPhe-OMe (product 7) were synthesized.
All products were studied using mass spectrometry and IR, NMR and UV/VIS spectroscopy. Products 3-7
were also studied with fluorescence spectroscopy in dichloromethane solutions. Crystal and molecular
structures of products 3 and 7 were solved using X-ray diffraction on a single crystal. Hydrogen bonds
that connect molecules in crystal structures of both products form R3(10) motives that are usually found

in B sheets in protein structures.

Key words: 9,10-anthracenecarboxylic diacid, fluorescence, crystal structure, hydrogen bonds,
secondary structure, model compound

R O o
R R = NH-Phe-OMe  (1- 3)
R NH-Gly-OMe (4)
NH-PEA (5)
5 ’ NH-Val-OMe (6)
A NH-GlyPhe-OMe (7)




12. ZIVOTOPIS



Roden sam u Rijeci, osnovno3kolsko obrazovanje zavr$io sam u "OS dr. Andrija
Mohorovi¢i¢" Matulji, kao ucenik generacije s prosjekom ocjena 5.0 tokom svih godina

Skolovanja, s tim da sam 1999. godine akcelerirao iz treCeg u Cetvrti razred.

Srednjoskolsko obrazovanje zavrSio sam, u gimnaziji "Andrije Mohorovi¢ica" Rijeka, s
odlicnim uspjehom te sam bio osloboden pristupanja maturi. Tokom svog osnovnoskolskog i
srednjoSkolskog Skolovanja natjecao sam se iz kemije, matematike, fizike, informatike te
engleskog jezika. U osnovnoj Skoli sam dva puta bio prvi, jednom drugi, i jednom Cetvrti na
drzavnim natjecanjima iz informatike, takoder sam bio i regionalni prvak na natjecanju iz
matematike u Cetvrtom razredu. U srednjoj Skoli sam se dvije godine natjecao na drzavnim
natjecanjima iz informatike. Sve cetiri godine bio sam na drZzavnim natjecanjima iz kemije, gdje

sam 0svojio drugo i etvrto mjesto.

U srednjoj skoli sam takoder sudjelovao na PISA istrazivanju gdje sam sa svojim rezultatima

bio u samom vrhu u svim kategorijama znanja koje su se ispitivale.

2008. godine upisao sam preddiplomski studij kemije Kemijskom odsjeku Prirodoslovno-
matemati¢kog fakulteta u Zagrebu kojeg zavrSsavam s prosjekom ocjena 4,811 i 183 ECTS boda.
Od 2011. godine pohadam diplomski studij kemije, istrazivacki smjer, grane organska te
anorganska i strukturna kemija s prosjekom ocjena svih do sad poloZenih ispita od 4,941.

Tokom studija radio sam kao demonstrator iz opéeg praktikuma na Zavodu za opcu i
anorgansku kemiju, te kao demonstrator iz matematike I i 1l. Takoder sam bio uklju¢en u raznim
projektima vezanih uz popularizaciju znanosti (SveuciliSna smotra, Otvoreni dan kemijskog

odsjeka, Carolije u kemiji).
Vrlo dobro govorim i piSem engleski jezik, te znam osnove talijanskog jezika.

U slobodno vrijeme (kada ga nadem) bavim se ¢itanjem knjiga, pisanjem prica i crtanjem.



