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Boc (tert-butoksikarbonil), Aib (a—aminoizobutiri¢na kiselina), n = 2-4] kao i dinuklearnih
ferocenskih derivata [Fc-CO—(AA).-NH-Fc, AA = D(L)-Pro, D(L)-Ala] kako bi se istrazio
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Proteini su prirodni polimeri aminokiselina neophodni za o¢uvanje strukture i funkcionalnosti
svih oblika zivota. Njihova se uloga proteze od izgradnje svih tjelesnih tkiva, zastite
imuniteta, prijenosa ziv€anih impulsa pa sve do hormonalne regulacije razlicitih fizioloskih
procesa. U pravilu su gradeni iz 20 osnovnih proteinogenih aminokiselina ¢ijom
kombinacijom mogu nastati kovalentni nizovi koji sadru iznimno veliki broj aminokiselina.
Prosjecni peptidni lanac u proteinima sadrzi priblizno 100 aminokiselinskih ostataka ¢ijom se

permutacijom moze formirati 20*%° izomernih peptida.’

Bioorganometalna kemija je mlada znanstvena disciplina koja se pocela razvijati 90—tih
godina 20. stoljeca. Nastala je zdruzivanjem biokemije i organometalne kemije, a danas,
izmedu ostalog, pridonosi otkri¢ima vezanima za pripravu razli¢itih spojeva ¢ija je primarna
funkcija oponasanje svojstava i bioloske aktivnosti prirodnih peptida (peptidomimetika).
Naime, prirodni su proteini vrlo fleksibilne makromolekule prisutne u mnoStvu konformacija,
pri ¢emu svaka pojedinacna konformacija omogucéava vezanje za specificni receptor. Upravo
sposobnost zauzimanja brojnih energijski ekvivalentnih konformacija i posljedi¢no vezivanje
na nezeljene receptore smanjuje mogucnost upotrebe peptida i proteina kao lijekova $to je
dovelo do razvoja peptidomimetika. Peptidomimetici su spojevi koji oponasaju
trodimenzijsku strukturu prirodnih peptida ili proteina i pritom zadrzavaju sposobnost
interakcije s receptorima te poti¢u jednak ili pojadan biologki odgovor.2 Jedan od pristupa
kojim se ogranicava fleksibilnost prirodnih peptida, a koji rezultira stabilizacijom peptida u
odredenoj konformaciji te pove¢anim afinitetom za Zeljeni receptor, jest ugradnja neprirodnih
aminokiselina ili nekih drugi molekulskih ,kalupa® u peptidni lanac. Pri tome molekulski
»kalup®, indukcijom vodikovih veza ili kombinacijom vodikovih veza 1 hidrofobnih

interakcija, inducira nastajanje odredene sekundarne strukture.®

Kao funkcionalni molekulski kalupi posljednjih se petnaestak godina intenzivno
proucavaju razlic¢iti peptidni derivati 1,1'-disupstituiranih ferocena |1 [Fn—(COOH),, Fn—
(NH.)2, NH2—Fn—-COOH, Fn = ferocenilen].”® Ovisno o ferocenskom prekursoru, slijedu i

kiralnosti aminokiselina u pripravljenim su peptidomimeticima pronadeni razli¢iti kiralno
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§ 1. Uvod 2

uredeni strukturni elementi stabilizirani unutarmolekulskim vodikovim vezama (IHB).
Vodikove veze pritom ograni¢avaju rotaciju cp prstenova oko zajednicke osi u Fc sustavu i
time induciraju heli¢nu kiralnost $to rezultira opazanjem Cottonova efekta u blizini UV/Vis—
apsorpcijskog maksimuma ferocenskog kromofora. Za razliku od prethodno opisanih
biokonjugata, konformacijska svojstva aminokiselinskih derivata monosupstituiranih
ferocena, ferocenkarboksilne kiseline (I1) i aminoferocena (I11), slabije su istraZzena te se u
njima rijetko nalaze kiralno uredeni strukturni motivi svojstveni prirodnim peptidima. U
naSem su Laboratoriju pripravljena tri derivata tipa 111 [Boc-AA-AA:1-NH-Fc, Illa, AA1,>2
= Gly; Illb, AA1,> = L-Ala; Illc, AA1,2 = L-Val] ¢ija je detaljna konformacijska analiza
ukazala na tvorbu unutarlan¢ane vodikove veze koja podrzava konformaciju p—okreta tipa I.°
Nadalje, iako se u literaturi opazanje CD-signala u blizini apsorpcijskog maksimuma
ferocenskog kromofora pripisivalo ograni¢avaju rotaciju cp prstenova oko zajednicke osi u Fc
sustavu, vodikovim vezama izmedu peptidnih lanaca heteroanularno supstituiranih
biokonjugata, dokazano je kako prijenos kiralne informacije s lokalne sekundarne strukture do

ferocenskog kromofora takoder moze rezultirati opazanjem jakih CD-signala.®

1.1. Ciljevi i hipoteze rada

Imajuéi u vidu da jednostavni peptidni konjugati aminoferocena mogu tvoriti Kiralno uredene
sekundarne strukturne elemente sto inducira zamjetne Cottonove efekte u blizini UV/Vis—
apsorpcijskog maksimuma ferocenskog kromofora, cilj ovog rada bio je priprava svih
stereoizomera ferocenskih dipeptida i tripeptida tipa 11 i dinuklearnih derivata 1V (slika 1.).
Ocekuje se kako razli¢iti strukturni elementi (okreti, uzvojnice) prisutni u termodinamicki
najpovoljnijim konformacijama derivata 111 i IV rezultiraju razli¢itim oblicima i predznacima

CD—krivulja u blizini apsorpcijskog maksimuma ferocenskog kromofora.

- N -

n v
Slika 1. Dipeptidni (111, n = 1), tripeptidni (111, n = 2) i dinuklearni (1V) derivati

aminoferocena.
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Nadalje, pripravljeni su i derivati tipa V (slika 2.) u kojima je izmedu ferocena i alanina
umetnuta razmaknica koja sadrzi jednu do tri molekule o—aminoizobutiri¢ne kiseline (Aib)
kako bi se istrazio utjecaj udaljenosti zaCetnika nabiranja peptidnog lanca (L-Ala) od

akiralnog kromofora na kiroopticka svojstva ferocena.

0]
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Slika 2. Alaninski derivati aminoferocena i o—aminoizobutiri¢ne kiseline (n = 1-3).

Ciljni spojevi 1l1-V pripravljeni su kopulacijom aminoferocena i odgovarajuéih
aminokiselina (Ala, Pro, Aib), odnosno ferocenkarboksilne kiseline. Kako bi se identificirale
dominantne konformacije te istrazio njihov utjecaj na kiroopticka svojstva ferocena svi ciljni
derivati su karakterizirani i podvrgnuti iscrpnoj konformacijskoj analizi temeljenoj na
eksperimentalnim i teorijskim metodama. Karakterizacija i konformacijska analiza u otopini i
gvrstom stanju provedena je primjenom: H— i 3C— spektroskopije NMR, korelacijske
spektroskopije NMR (COSY, NOESY, HSQC, HMBC), spektroskopije NMR u ovisnosti 0
koncentraciji i temperaturi, IR i UV/VIS spektroskopije, spektroskopije CD, masene

spektrometrije, racunalnog modeliranja te kristalografske analize.

U ovoj disertaciji glavna je hipoteza istraZivanja da stupanj kiralnog uredenja peptidnog
slijeda, temeljen na vodikovim vezama, izravno utjece na CD-aktivnost u apsorpcijskom
podrucju ferocenskog kromofora. Takoder, hipoteza je da heli¢nost peptidnog segmenta
odreduje predznak Cottonova efekta u ferocenskom podrucju, a stabilnost lokalne

konformacije njegov intenzitet.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Peptidii proteini

Proteini i peptidi imaju vrlo bitnu biolosku ulogu i neophodni su za normalno funkcioniranje
svih Zivih organizama (slika 3.). Zbog raznolikosti procesa u kojima sudjeluju tesko ih je
klasificirati, ali moZe se navesti nekoliko bitnih primjera njihove bioloSke aktivnosti. Zasluzni
su za izgradnju kostiju, misica i zglobova (kolagen). Kosa i vanjski sloj koze sadrze keratin.
Zmijski i biljni otrovi, koji Stite organizme od predatora, po kemijskom su sastavu peptidi.
Proteini takoder imaju ulogu kod zgrusavanja krvi 1 time Stite krvozilni sustav kada dode do
ozlijede. Antitijela i antibiotici na bazi proteina Stite od raznih bolesti dok enzimi i hormoni

kataliziraju i reguliraju brojne reakcije unutar stanica.°

Slika 3. Primjer funkcije peptida. Slika preuzeta iz ref.!!

Proteini se od peptida razlikuju po sloZenosti grade 1 veli¢ini molekula. Peptidi su kratki
polimeri aminokiselina nastali povezivanjem o—karboksilne skupine jedne aminokiseline i o—
amino skupine druge aminokiseline peptidnim odnosno amidnim vezama. Zbog djelomi¢nog
dvostrukog karaktera, rotacija oko amidne veze je onemogucena te se Sest atoma iz susjednih
aminokiselina (Ca—CO-NH-Ca) nalazi u istoj ravnini. Nasuprot tome, oko jednostrukih veza
izmedu o-ugljikova atoma i karbonilnoga ugljikova odnosno dusikova atoma (Slika 4.)
postoji visok stupanj rotacijske slobode zbog cega peptidi mogu zauzimati brojne razlicite
konformacije. Konformacija polipeptidnog lanca potpuno je odredena kada su poznati kutevi

¢ 1 w za svaki aminokiselinski ostatak. Redoslijed povezivanja aminokiselina u primarnom
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slijeda peptida odreduje njegovu trodimenzijsku strukturu, odnosno konformaciju, a time i

biolosku aktivnost.

Slika 4. Mogu¢nost rotacije oko veza u polipeptidnom lancu.

2.2. Sekundarni strukturni elementi

Struktura proteina vrlo je sloZena i podijeljena na viSe razina pri ¢emu se razlikuju: primarni,
sekundarni, tercijarni i kvaterni strukturni elementi. Primarnu strukturu proteina i peptida
odreduje slijed aminokiselina koje su medusobno povezane amidnim vezama.'! Do nabiranja
peptidnih lanaca dolazi uslijed tvorbe vodikovih veza izmedu karbonilnog kisikovog atoma iz
jedne amidne skupine i amidnog vodikovog atoma iz druge amidne skupine. Nabiranja
proizasla iz ovakvog unutarmolekulskog povezivanja, unutar istog ili izmedu susjednih
peptidnih lanaca, induciraju tvorbu sekundarnih strukturnih elemenata poput a—uzvojnice, —

nabrane ploce i okreta.

2.2.1. a-Uzvojnica

o—Uzvojnica nastaje uvijanjem polipeptidne okosnice u oblik spirale pri ¢emu su boc¢ni
ogranci aminokiselina orijentirani lateralno (slika 5.). Unutarmolekulske vodikove veze
izmedu NH-skupine aminokiselinskog ostatka i i CO—skupine aminokiselinskog ostatka i + 4
zatvaraju 13—Clane prstenove i time stabiliziraju uzvojnicu. Gotovo sve a—uzvojnice nadene u
proteinima desno su orijentirane jer su desne uzvojnice gradene od prirodnih aminokiselina L-
konfiguracije, zbog manjih sterickih smetnji izmedu bo¢nih ogranaka i proteinske okosnice,
energijski povoljnije od lijevih uzvojnica. Svaki okret a—uzvojnice sadrzi 3,6 aminokiselina, a

vertikalna udaljenost izmedu dva susjedna okreta iznosi 5,4 A. Osim $to ju je najlakse
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predvidjeti iz primarnog slijeda aminokiselina, o—uzvojnica je ujedno najpravilnija i najéesca

lokalna sekundarna struktura proteina.

boc¢ni lanac
(R skupina)

.”

peptidna
veza

vodikova
© veza

o-uzvojnica

Slika 5. Prikaz a—uzvojnice prilagoden iz ref.1!

2.2.2. p—Nabrane ploce

Za razliku od o—uzvojnice, u f—nabranoj ploci polipeptidni lanac gotovo je sasvim izduZen, a
vodikove veze izmedu amino— i karbonilnih skupina nastaju unutar istog ili izmedu razli¢itih
peptidnih lanaca. Ovisno o usmjerenosti vodikovim vezama povezanih lanaca, razlikuju se
paralelne i antiparalelne B—nabrane ploc¢e. Kod paralelnih f—nabranih plo¢a peptidni su lanci,
u odnosu na N— i C—terminus, orijentirani u istom smjeru i medusobno povezani vodikovim
vezama Kkoje zatvaraju 12-Clane prstenove. Razli¢ita usmjerenost peptidnih lanaca,
medusobno povezanih vodikovim vezama koje zatvaraju 10— i 14-Clane prstenove je

karakteristika antiparalelnih f—nabranih ploca (slika 6.).
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boc¢ni lanac
(R skupina)

veza

veza

f—nabrana ploha

Slika 6. Prikaz antiparalelne f—nabrane ploce prilagoden iz ref.!!

2.2.3. Okreti

Uz a—uzvojnicu 1 B—nabrane ploc€e, iznimno vazni 1 ucestali sekundarni strukturni elementi

peptida i proteina su okreti. Okreti su odgovorni za promjenu smjera peptidnih lanaca i

zahvaljujuéi njima veéina proteina ima kompaktnu globularnu strukturu. Cesto ih nalazimo na

povrsini proteina gdje stupaju u interakcije s drugim molekulama. Ovisno o broju

konstituiraju¢ih aminokiselinskih ostataka postoji vise tipova okreta od kojih su najpoznatiji

a, B— 1 y—okreti. Svi su okreti stabilizirani unutarmolekulskom NH---OC vodikovom vezom

koja u slu¢aju a—okreta zatvara 13—¢lani, p—okreta 10—¢lani, a y—okreta 7—¢lani prsten’? (slika

7).

iw\\ C-terminus

N-terminus

Slika 7. Tipovi okreta kod peptida.
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—Okreti su vrlo Cesti strukturni motivi u proteinima i polipeptidima (0ko 25% svih ostataka u
proteinima sudjeluje u p-okretima).®® Minimalni peptidni slijed za postizanje ove
konformacije ¢ine 4 aminokiselinska ostatka. Moze ih se definirati na dva nacina: (i) okret
koji nastaje vodikovom vezom izmedu karbonilne skupine aminokiseline i i NH-skupine
aminokiseline i + 3 ili (ii) okret u kojemu je udaljenost izmedu a-ugljikovih atoma
aminokiseline i i i + 3 manja ili jednaka 7A. Nadalje, ovisno o diedarskim kutovima ¢ i v
razlikuje se devet tipova p—okreta (tablica 1.) od kojih su najces¢i tipovi I i II (slika 8.) i

njihovi "obrnuti" analozi I'i II' (smjer C — N).14*°

Tablica 1. Tipovi p—okreta u peptidima.

Tip p— Diedarski kutovi (°)
okreta Gi+1 Wi+t Pi+2 Wi+2
| -60 -30 -90 0
I 60 30 90 0
I -60 120 80 0
I 60 -120 -80 0
IV -61 10 -53 17
Vlial -60 120 -90 0
Vlia2 -120 120 -60 0
VIb -135 135 -75 160
VI -60 -30 -120 120

120°

00

tip IT

Slika 8. Najées¢i tipovi p—okreta. Slika preuzeta iz ref.1
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2.3. Bioorganometalna kemija

Objedinjavanjem biokemije i organometalne kemije prije dvadesetak godina nastalo je

znanstveno podrucje bioorganometalne kemije koju danas definiramo kao disciplinu koja

proucava konjugate organometalnih spojeva i biomolekula.!” Godine 2002. u Parizu odrzan je

prvi medunarodni simpozij o bioorganometalnoj kemiji (ISBOMC), ¢ime je i1 formalno

usvojeno to novo podru¢je. Organometalni spojevi opisuju se kao kompleksi u kojima postoji

minimalno jedna veza izmedu metala i ugljika koji potje¢e iz organske molekule,'® a jedan od

najpoznatijih predstavnika tih spojeva je ferocen. Bioorganometalni spojevi mogu biti

prirodni i sintetski. lako je prirodnih bioorganometalnih spojeva, poput vitamina B12, malo

iznimno su vazni za normalno funkcioniranje zivih organizama. U posljednjih su 20-tak

godina pripravljeni brojni sintetski bioorganometalni spojevi ¢ija je podjela, funkcija i

primjena prikazana na slici 9.

Prirodni Sintetski
Metaloenzimi Biosonde Biosenzori
Vitamin B12 (nitrogenaze, (odredivanje (odredivanje
hidrogenaze itd..) DNA) glukoze u krvi)
Detekcija

aminokiselina

Terapeutici

Peptidi

Enantioselektivna

kataliza

Slika 9. Podjela bioorganometalnih spojeva i njihova primjena.
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2.4. Konjugati heteroanularno disupstituiranih ferocena s a—
aminokiselinama

Derivati  heteroanularno  disupstituiranih  ferocena i prirodnih  aminokiselina su
bioorganometalni spojevi koji se posljednjih desetak godina intenzivno proucavaju kao
mimetici peptida odnosno spojevi koji imitiraju strukturu i/ili bioloski u¢inak peptida.®
Prirodni peptidi i proteini spojevi su od velike vaznosti za ¢itav niz imunoloskih i neuroloskih
procesa, a bilo kakvi poremecaji u njihovoj funkciji mogu dovesti do razvoja kroni¢nih ili
infektivnih oboljenja (Alzheimerova bolest, multipla skleroza itd.). Njihova bioloska
aktivnost proizlazi iz dobro definirane trodimenzijske strukture, odnosno bioaktivne
konformacije koja im omoguéava vezanje za to¢no odredeni receptor. Medutim, prirodni su
peptidi vrlo fleksibilne molekule koje mogu zauzeti brojne energijski ekvivalentne
konformacije ¢ime je njihova terapeutska primjena limitirana. Kako bi se ogranicila
fleksibilnost peptida i time povecao afinitet za Zeljeni receptor, U prirodne se peptide ugraduju
neprirodne aminokiseline ili neki drugi molekulski kalupi koji ih stabiliziraju u odredenoj
bioaktivnoj konformaciji.?® Pri tome molekulski kalup, indukcijom vodikovih veza ili
kombinacijom vodikovih veza i hidrofobnih interakcija, inducira nastajanje odredene
sekundarne strukture. Zahvaljujuéi udaljenosti ciklopentadienilnih prstenova od 3,3 A,
ferocen se pokazao odli¢nim kalupom za indukciju razli¢itih strukturnih elemenata, primarno
okreta, jer se u derivatima ferocena s a—aminokiselinama tvore IHB izmedu podandnih

peptidnih lanaca.

Ovisno o heteroanularnoj funkcionalizaciji ferocena razlikuju se tri osnovna tipa
petidnih konjugata: (i) Fn—[CO—(AA)m-OMe]. (VI) izvedeni iz ferocen—1,1’—dikarboksilne
kiseline (Fcd), 2% (ii) Y-(AA)n-Fca—(AA)M-OMe (V1) izvedeni iz 1’—aminoferocen—1—
karboksilne kiseline (Fca)®*2® te (iii) Fn—[NH-(AA)M-YT]. (VII1) izvedeni iz ferocen—1,1’—
diamina (Fcda)®*®-8 [Fn = ferocenilen, AA = prirodna aminokiselina, Y = Ac (acetil), Boc
(tert—butoksikarbonil), m = 1, 2,...; n = 1, 2,...]. Odabirom razli¢itih ferocenskih prekursora
(Fcd, Fca ili Fcda) kao kalupa utjeCe se na motive vodikovih veza, odnosno stabilne
konformacije koje nalazimo u otopinama i ¢vrstom stanju ovih peptidomimetika. Pritom su

kod derivata VI-VIII, uglavhom pronadene dvije IHB koje ovisno o ferocenskom prekursoru
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zatvaraju 10—, 12— odnosno 14-¢lane prstenove (slika 10.). Osim ferocenskog kalupa, na
konformaciju ovih derivata utjece apsolutna konfiguracija konstituiraju¢ih aminokiselina i

zaStitne skupine na N— odnosno C—terminusu.

R
0 H
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H\ o) N |
AN /' H\ O
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Slika 10. Ferocenski peptidi VI-VI11 izvedeni iz Fcd, Fca i Fcda (crtkane linije prikazuju

vodikove veze).

2.4.1. Helicna kiralnost heteroanularno disupstituiranih ferocena

Ferocen je visoko simetri¢an akiralni kompleks ¢iji ciklopentadienilni (Cp) prstenovi u
otopinama slobodno rotiraju oko Cp—Fe—Cp osi. No, unutarmolekulske vodikove veze koje
nalazimo kod derivata VI-VIII mogu ograni¢avati rotaciju cp prstenova oko zajednic¢ke osi u
Fc sustavu i time inducirati kiralno uredenje u otopinama aproti¢nih otapala i u ¢vrstom stanju
tih derivata.®® Rotacijski izomeri nastali uslijed ograni¢avanja rotacije cp prstenova oko
zajednicke osi u Fc sustavu razlikuju se u torzijskom kutu  koji kiralni supstituenti zatvaraju
s obzirom na Cp—Fe—Cp 0s. Pri tom su P-heli¢ne strukture definirane s 0 < w < 180°, dok je
za M-izomere 0 < @ < -180° (slika 11.). Nadalje, ovisno o kiralnosti konstituirajucih
aminokiselina heli¢no kiralni ferocenski derivati mogu biti u enantiomernom ili

dijastereoizomernom odnosu.
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P M
® =0do 180° ®=0do -180°
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k LAK enantiomeri 1.—AK/

p - : M
dijastereoizomeri dijastereoizomeri
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Slika 11. Shematski prikaz M— i P-heli¢ne kiralnosti (gore) i stereokemijski odnosi M—i P—
heli¢nih ferocenskih derivata supstituiranih s L— i D—aminokiselinama (dolje).

Slika preuzeta iz ref.*°

Heli¢nu kiralnost derivata VI-VIII, koja je izravna posljedica unutarmolekulskih vodikovih
veza izmedu kiralnih peptidnih lanaca vezanih na ferocenski kalup, moguce je potvrditi
spektroskopijom cirkularnog dikroizma (CD). U ¢&vrstom stanju biokonjugata izvedenih iz
ferocen—1,1°—dikarboksilne kiseline (V1) koji sadrze L-aminokiseline pronadene su dvije IHB
koje zatvaraju 10—Clane prstenove i ograniCavaju rotaciju cp prstenova oko zajednicke osi u
Fc sustavu u obliku P—uzvojnice. Snazni pozitivni Cottonovi efekti (6~ 5000 deg cm? dmol™?)
u blizini UV/Vis apsorpcijskog maksimuma ferocenskog kromofora (Amax ~ 460 nm) opazeni
u spektrima CD derivata VI potvrduju da je kiralno uredenje prisutno u ¢vrstom stanju
zadrzano i u otopini. Suprotno tomu, konjugate gradene iz D-aminokiselina karakteriziraju

negativni CD-signali i M-heli¢nost ferocenske jezgre. Na slici 12. prikazani su ORTEP-
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dijagrami konformacijskih enantiomera spojeva IX [Fn(CO-L-Ala-L-Pro—OEt),] i X
[FNn(CO—D—Ala—D-Pro—OEt).], izvedenih iz Fcd, a iz kojih je vidljivo kako je u slucaju IX
rije¢ o desno usmjerenoj uzvojnici (P), dok je kod enantiomera X nadena njezina zrcalna slika

odnosno M-uzvojnica.??

©)k x( 9
Q( % Q(OCZHS

Slika 12. Molekulske strukture konformacijskih enantiomera IX i X prema podacima iz ref.??
(lijevo) i shematski prikaz IHB (crtkana linija) pronadenih u ¢vrstom stanju (desno).

Analizom spektroskopijom CD potvrdena je heli¢na kiralnost konjugata 1X i X. U otopini, 1X
pokazuje pozitivan Cottonov efekt u podrucju ferocenskog kromofora, dok se u otopini

njegovog enantiomera X oc¢ekivano javlja signal suprotnog predznaka i jednakoga intenziteta
(slika 13.).

-2 -

0 x 104 (deg cm? dmol)

-3 -

-4 T T T T

A(nm)

Slika 13. Spektri CD konformacijskih enantiomera IX i X. Slika obradena i preuzeta iz ref.??
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Oligoamidi tipa VII, u kojima je na C— i N-terminus Fca vezana minimalno jedna L-
aminokiselina, pokazuju P-heli¢nost ferocenske jezgre i jak pozitivan CD-signal iznad 450
nm (6~ 10000 deg cm? dmol™?), dok peptidi dobiveni iz D-aminokiselina oéekivano pokazuju
negativan Cottonov efekt istog intenziteta.33® Kiralnost metalocenske jezgre konjugata tipa
V11 u koje su ukljucene aminokiseline D- i L-konfiguracije odredena je konfiguracijom prve
aminokiseline vezane na amino—-skupinu iz ferocena. Pritom L-aminokiseline induciraju P—
heli¢nost ferocenske jezgre i pozitivne CD-signale. Kiroopticka svojstva peptida V11 koji uz
Fca sadrze samo jednu aminokiselinu puno je teze opisati jer u otopini predstoje kao smjesa
energijski bliskih konformera P— i M-heli¢nosti stabiliziranih s po jednom srednje jakom
IHB. Povecanje voluminoznosti bo¢nog ogranka prirodne aminokiseline ili male promjene
polarnosti otapala mogu destabilizirati pojedine konformere i time promijeniti predznak
Cottonova efekta. Intenzitet njihova CD-signala je u usporedbi s vi§im homolozima u svim
slucajevima priblizno jedan red veli¢ine manji te se krece u rasponu €= —-1000 do +1000 deg
cm? dmol™. Homokiralni peptidi tipa VII1,3"% izgradeni iz L-aminokiselina, u kojima se
Kiralna organizacija postize dvjema jakim unakrsnim vodikovim vezama pokazuju P—
heli¢nost ferocenske jezgre i iznimno jaku CD—aktivnost u slu¢aju visih homologa (€= 10000
— 60000 deg cm? dmol™?). Heli¢nost ferocenske jezgre i predznak CD-signala njihovih
heterokiralnih analoga odredena je kiralnoS¢u prve aminokiseline vezane na ferocen. U
slu¢aju L-aminokiselina inducira se P-heli¢no kiralno uredenje te opaza pozitivan Cottonov
efekt.

Zakljucno, iz rezultata proizaSlih iz istrazivanja kiroopti¢kih svojstava homokiralnih

VI-VIII moze se zakljuciti sljedece:

e Kiralno uredenje ferocenske jezgre u oblik P— ili M-uzvojnice postize se
ograniCavanjem rotacije cp prstenova oko zajednicke osi u Fc sustavu medulancanim
vodikovim vezama izmedu kiralnih peptidnih lanaca.

e U spektrima CD otopina i ¢vrstog stanja heli¢no kiralnih derivata opaza se Cottonov
efekt u blizini UV/Vis apsorpcijskog maksimuma ferocenskog kromofora (4 ~ 460
nm).2

e L-Aminokiseline induciraju tvorbu P-heli¢nih struktura, dok D-aminokiseline
induciraju M—heli¢nost.

e P—Heli¢ne strukture pokazuju pozitivan, a8 M—uzvojnice negativan CD-signal,
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e Intenzitet CD-signala razmjeran je jakosti uspostavljenih medulancanih vodikovih

veza, odnosno stupnju kiralnog uredenja,?%>?’

2.5.  Konjugati monosupstituiranih ferocena s a—aminokiselinama

2.5.1. Derivati ferocenkarboksilne kiseline i e—aminokiselina

Kopulacijom ferocenkarboksilne kiseline i razli¢itih a—aminokiselina pripravljeni su brojni
peptidi ¢iji lanci zauzimaju razliite konformacije uvjetovane u vecini slucajeva
medumolekulskim vodikovim vezama.?*#! U ¢&vrstom stanju, uslijed asocijacije molekula,
mogu tvoriti visoko organizirane strukture, ponekad u obliku uzvojnica. U kristalnoj strukturi
derivata koji sadrze samo jedan aminokiselinski ostatak, XI [Fc—CO-L-Glu—(OBn)2] i XII
[Fc—-CO-L-Cys(SBn)-OMe], pronadeni su linearni lanci molekula medusobno povezanih

medumolekulskim vodikovim vezama (slika 15.).%?

X1

Slika 14. Prikaz pakiranja molekula u kristalnoj strukturi spojeva X1 i XI1 (medumolekulske

vodikove veze oznagene su svijetlo plavom bojom). Slika prema podacima iz ref. 42

Visokoorganizirana struktura u obliku lijeve uzvojnice (slika 15.), nastala medumolekulskim
povezivanjem karbonilne skupine iz ferocenskog kalupa i amino—-skupine iz susjednog

alanina, pronadena je u ¢vrstom stanju homokiralnog konjugata X111 (Fc—CO-L-Ala—L-Pro—
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OEt).%® Kristalografskom analizom dipeptidnih derivata X1V (Fc-CO-L-Leu-L-Phe-OMe)*
i XV (Fc-CO-L-Ala—L-Phe-OMe)** utvrdeno je sliéno, medumolekulskim vodikovim
vezama podrzano heli¢no uredenje koje je u slucaju derivata XVI (Fc—-CO-Gly-L-Pro)?

lijeve orijentacije (slika 16.).

A4 B
/\%‘SX N \‘A?\

A

Slika 15. Prikaz pakiranja molekula X111 u lijevu uzvojnicu (medumolekulske vodikove veze

oznadene su svijetlo plavom bojom). Slika prema podacima iz ref. 2°

XIV

Slika 16. Prikaz pakiranja molekula u u uzvojnicu u kristalnoj strukturi spojeva X1V, XV i
XVI. (medumolekulske vodikove veze oznacene su svijetlo plavom bojom). Slika prema

podacima iz ref.264344
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Antiparalelni slojevi (slika 17.) nastali povezivanjem amino— i karbonilnih skupina susjednih
molekula pronadeni su u ¢vrstom stanju derivata XVII Kkoji sadrzi homokiralni dipeptidni
slijed (—L—Ala—L—Pro—NH-2-Py).*> Medumolekulske vodikove veze pritom zatvaraju 9—&lane
prstenove. Suprotno tomu, prilikom pakiranja njegovog heterokiralnog analoga XVIII (-L—
Ala—D—Pro-NH-2-Py) nastaje medumolekulskim vodikovim vezama podrzano lijevo

usmjereno heli¢no uredenje.

Slika 17. Prikaz pakiranja molekula u kristalnoj strukturi spojeva XVII i XVl
(medumolekulske vodikove veze oznacene su svijetlo plavom bojom). Slika prema podacima

iz ref, 4°

Prvi primjer derivata ferocenkarboksilne kiseline i o—aminokiselina u ¢ijoj je strukturi
pronaden B—okret predstavili su Kraatz i suradnici.*® Kristalografskom analizom Fc-CO-L—
Pro-L—Pro—L—-Phe-OH (XIX) utvrdena je prisutnost jake unutarlanéane vodikove veze,
uspostavljene izmedu karbonilne skupine ferocenskog kalupa i NH-skupine iz Phe, koja
inducira tvorbu 10—¢lanog prstena (slika 18.). Suprotno tomu, kod sli¢nih je poliprolinskih
derivata XX [Fc—CO—(Pro)—OBnN, n = 1-4] pronadena lijeva poliprolinska Il uzvojnica u

kojoj su svi prolini u trans konformaciji.
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Slika 18. Molekulska struktura derivata XI1X prema podacima iz ref.*® (lijevo) i shematski

prikaz IHB (crtkana linija) pronadene u ¢vrstom stanju (desno).

Hirao i suradnici su kondenzacijom ferocenkarboksilne kiseline i heterokiralnih dipeptida
pripravili enantiomerne konjugate Fc—CO-L-Ala—D-Pro—-NH-4-Py (XXI) i Fc-CO-D-Ala-
L-Pro-NH-4-Py (XXI1).4" Kao $to je vidljivo na ORTEP—dijagramima (slika 19.), u ¢vrstom
stanju obaju konjugata pronadena je unutarlan¢ana vodikova veza izmedu karbonilne skupine
ferocenskog kalupa i piridinske NH-skupine koja zatvara 10—¢lani prsten $to odgovara
strukturi f—okreta. Vrijednosti torzijskih kutova nadenih u ¢vrstom stanju svrstavaju ove —
okrete u tip Il [(¢i+1 (-57,0°), wi+1 (125,7°), ¢i+2 (68,9°), wi+2 (16,8°) za XXl i ¢i+1
(57,6°), wi+1(-126,5°), ¢i+2 (-68,3°), wi+2 (-16,8°) za XXII]. Nadalje, zbog gotovo jednakih
vrijednosti torzijskih kutova, koji se razlikuju samo u predznaku, konjugate XXI i XXII

svrstavamo u konformacijske enantiomere.

XXI XXII

Slika 19. Molekulske strukture konformacijskih enantiomera XXI i XXI1 prema podacima iz

ref.*” (lijevo) i shematski prikaz IHB (crtkana linija) koja podrzava p—okret tipa 11 (desno).
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Detaljna analiza, provedena pomoc¢u IR-spektroskopije te spektroskopije NMR i CD,
potvrdila je kako je kiralno uredenje peptida XXI i XXII, podrzano unutarmolekulskom
vodikovom vezom nadenom u ¢vrstom stanju, najvjerojatnije zadrzano i u otopini. Nadalje,
imaju¢i u vidu kristalnu strukturu spoja XVIII, u kojoj nisu pronadeni unutarmolekulski
kontakti, moze se zakljuciti kako polozaj piridilnog dusika ima klju¢nu ulogu u procesu

samoudruzivanja molekula.

2.5.2. Derivati aminoferocena i a—aminokiselina

Za razliku od dobro opisanih konformacijskih obiljezja peptida izvedenih iz
ferocenkarboksilne kiseline, konformacijski prostor konjugata pripravljenih kopulacijom
aminoferocena i o—aminokiselina znatno je manje istrazen. Metzler—Nolte i suradnici istrazili
su konformacijske karakteristike najjednostavnijih derivata Boc-AA-NH-Fc, XXI1I (AA =
Gly, Leu, Phe, Val, Cys, Tyr) i utvrdili kako se u ¢vrstom stanju molekule Boc—Gly—NH-Fc
povezuju mrezom medumolekulskih vodikovih veza §to rezultira tvorbom beskona¢nih lanaca
(slika 20.).#8 Spektroskopska analiza ukazuje na odsutnost znacajnih unutarmolekulskih
vodikovih veza u otopinama ovih konjugata, a nepostojanje kiralnog uredenja dodatno je
potvrdeno slabim signalima u blizini apsorpcijskog maksimuma ferocenskog kromofora u

spektrima CD Kkiralnih derivata.

Slika 20. Medumolekulske vodikove veze (svijetlo plave crte) u ¢vrstom stanju XXII1. Slika

prema podacima iz ref. 48
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U sklopu istrazivanja desimetriziranih derivata tipa V11° [Boc-AA,~AA;-NH-Fc-COCHjs], u
nasem su Laboratoriju pripravljena tri derivata aminoferocena i prirodnih aminokiselina
[Boc-AA-AAI-NH-Fc, XXIV, AA1, = Gly; XXV, AA12 = L-Ala; XXVI, AA12 = L-Val)].
Peptidi XXI1V-=XVI trebali su u konformacijskoj analizi VIl posluziti kao modelni spojevi,
koji nemaju moguénost tvorbe jakih unutarmolekulskih vodikovih veza. Suprotno
o¢ekivanom, spektroskopska analiza (IR i NMR) ferocenskih dipeptida XXIV-XXVI u
nepolarnim otapalima (CH2Clz, CDCIs), kao i u DMSO-d6, ukazala je na sudjelovanje NH—
skupine aminoferocena u jakoj IHB. Takoder je ustanovljeno kako NH-skupine C-
terminalnih aminokiselina ne sudjeluju u vodikovim vezama dok NH-skupina na polozaju i +

3 oscilira izmedu vezanog i nevezanog stanja.

DFT-modeliranjem spojeva utvrdeno je da se u najstabilnijim konformerima XXIV—
XXVI ferocenska amino—skupina povezuje s uretanskom karbonilnom grupom i pritom
zatvara 10—¢lani prsten koji geometrijom odgovara konformaciji B—okreta tipa | (slika 21.).

Nalazi proizasli iz DFT-racuna dodatno su potkrijepljeni rezultatima NOESY—eksperimenata.

P o :
r-H ; H
N | N OC(CH,)s
TV
] H
| 0 0
Fe L J'

Slika 21. Najstabilniji konformer XXIV prema podacima iz ref. ® optimiziran MO6/6-31G(d)

funkcionalom u CHCIs s prikazanim vodikovim vezama (lijevo), shematski prikaz (desno).

Nadalje, u ferocenskom podrucju spektara CD kiralnih derivata XXV i XXVI (slika 22.)
registrirani su negativni signali ¢iji su intenziteti (6 = —2549 i —1977 deg cm? dmol) znatno
ja¢i od intenziteta Cottonovih efekata ranije istraZzivanih monosupstituiranih ferocenskih
peptida. Redukcija CD-signala izazvana dodatkom kompeticijskog otapala (20% DMSO)
nedvojbeno je dokazala kako Cottonovi efekti u spektrima XXV i XXVI proizlaze iz

prijenosa kiralne informacije iz vodikovim vezama podrzane lokalne sekundarne strukture do
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akiralnog ferocenskog kromofora. lako se u literaturi opazanje CD-signala u blizini
apsorpcijskog maksimuma ferocena pripisivalo ograni¢avaju rotaciju cp prstenova oko
zajednicke osi u Fc sustavu, vodikovim vezama izmedu peptidnih lanaca heteroanularno
supstituiranih biokonjugata, ovim je istrazivanjem utvrdeno kako helicno uredenje peptidnog

slijeda vezanog na aminoferocen takoder izravno utje¢e na CD—aktivnost pri 4 ~ 460 nm.

— XXVI
— XXV
00 500 600
A (nm)

1000

-1000

0 (deg cm?dmol )

-2000 ~

-3000 -

Slika 22. Spektri CD derivata XXV i XXVI. Slika prema podacima iz ref.’

2.5.3. Derivati monosupstituiranih ferocena i o—aminoizobutiricne kiseline

Kako bi se ogranicila konformacijska fleksibilnost kratkih peptida, u njih se umecu o—
alkilirane aminokiseline poput o—aminoizobutiri¢ne kiseline (Aib). Zakljuéci proizasli iz
brojnih rendgenskih difrakcijskih analiza ukazuju na izrazitu tendenciju Aib—ovih ostataka da
u kratkim peptidima, duljine do pet aminokiselina, induciraju nastanak 310 uzvojnice podrzane
unutarmolekulskim vodikovim vezama.***® U sklopu istrazivanja unutarmolekulskog
prijenosa elektrona, kopuliranjem o—aminoizobutiricne Kiseline i aminoferocena odnosno
ferocenkarboksilne kiseline, Santi i suradnici pripravili su (slika 23.) konjugate XXVII i
XXVI111.5! Detaljna spektroskopska analiza akiralnih peptida XXVII i XXVIII (n = 2-5)

ukazuje na formiranje 310-heliksa Cija stabilnost raste s porastom broja Aib—ovih ostataka.
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XXVII: X = (benziloksi)karbonil XXV
XXIX: X = CO-Fc

Slika 23. Konjugati ferocena i a—aminoizobutiri¢ne Kiseline XXVII-XIX (n = 1-5).

U nastavku istrazivanja, deprotekcijom XXVII i kopulacijom s ferocenkarboksilnom
kiselinom, pripravljeni su i derivati XXIX koji sadrze dodatnu organometalnu podjedinicu.®?
Konformacijska analiza dinuklearnih konjugata XXX kako u otopini tako i u ¢vrstom stanju
ukazuje da i u ovom slucaju s porastom broja Aib—ostataka progresivno nastaje sve stabilnija
310 uzvojnica (slika 24.). Nadalje, dokazano je kako je konformacija 310-uzvojnice koju
zauzimaju homo-Aib peptidi stabilna ne samo u otapalima male polarnosti (CHC13, CH2Cl>)

ve¢ 1 u polarnim otapalima (DMSO) te pri povisenoj temperaturi.
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Slika 24. Molekulska struktura prema podacima iz ref. °2 (gore) i shematski prikaz

unutarmolekulskih vodikovih veza 319 uzvojnice (dolje) konjugata XXIX (n = 5).
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2.6. Tripeptidi s diprolinskim segmentom

U dizajnu sintetskih peptida s precizno definiranom strukturom cesto se koristi diprolinski
segment koji se zbog preferiranja pojedinih konformacija pokazao ucinkovitim kalupom u
pripravi peptidomimetika. Pritom homokiralni L-Pro—L—Pro segment inducira tvorbu heli¢nih
konformacija,>*>" dok heterokiralni D—Pro—L—Pro slijed uzrokuje svijanje peptidnog lanca u
konformaciju p—ukosnice.>® %! Zbog kovalentne veze koja povezuje bo¢ni ogranak i dusik iz

glavnog lanca prolin je jedinstven medu 20 genetic¢ki kodiranih aminokiselina.

Izravna posljedica postojanja pirolidinskog prstena je ograni¢enje rotacije oko veze Co—
N ¢ime je vrijednost kuta ¢ za L—prolin limitirana na -60 + 30°. Smanjena konformacijska
sloboda c¢ini prolin najucestalijim aminokiselinskim ostatkom pronadenim u razliitim
strukturama okreta; pritom se L—Pro najcesce javlja na polozaju i + 1 f—okreta tipa I/I11 i 1l te
na polozaju I + 2 B—okreta tipa IV za koji je karakteristicna cis—konfiguracija amidne veze
koja mu prethodi. Najopsezniju studiju peptida s umetnutim homo— i heterokiralnim
diprolinskim kalupom, u svrhu ograni¢enja konformacijske fleksibilnosti, nacinili su Balaram
i suradnici.®? U &vrstom stanju peptida Piv—D—Pro—L—Pro-NHMe (XXX) i tripeptida Piv—D—
Pro-L-Pro-AA-OMe (XXXla, AA = L-Val; XXXIb, AA = L-Phe; XXXlc, AA = D-Ala,
Piv = pivaloil) pronadena je IHB koja povezuje karbonilni kisikov atom iz pivaloilne zastitne
skupine na polozaju i S NH—grupom na polozaju i + 3 te podrzava konformaciju —okreta tipa

I (slika 25.).

Slika 25. Molekulska struktura derivata XXXIc prema podacima iz ref. % (lijevo) i shematski

prikaz IHB (crtkana linija) pronadene u ¢vrstom stanju (desno).
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Zbog prisutnosti donorske NH—skupine na C—terminusu, N—metilamidi Piv—D—Pro—L—Pro—L—
AA-NHMe (XXXlla, AA = L-Val; XXXlIb, AA = L-Leu; XXXlIc, AA = L-Phe; XXXIId,
AA = Gly; XXXlle, AA = Aib, XXXIIf, AA = L-Ala) tvore dodatnu 4 — 1 vodikovu vezu te

su u njihovim kristalnim strukturama utvrdeni uzastopni f—okreti tipa II'-1 (slika 26.).
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Slika 26. Molekulska struktura derivata XXXIla prema podacima iz ref. %2 (lijevo) i

shematski prikaz IHB (crtkane linije, desno).

Za razliku od uniformnih strukturnih karakteristika D-L-L peptida XXXlla—f, u ¢vrstom
stanju konjugata ¢iji je tre¢i aminokiselinski ostatak D-konfiguracije (polozaj i + 3)
pronadene su razli¢ite konformacije. Diprolinski segment peptida Piv—D—Pro—L—Pro-D-Ala—
NHMe (XXXI11) zauzima konformaciju B—okreta tipa II' podrzanu COpiv---HNp-ala Vezom, a
dodatna 5 — 1 interakcija ostvarena je izmedu PivC=0O skupine i NH—grupe N-metilamida.
lako karbonilna skupina pivaloila sudjeluje u rac¢vastoj (dvokrakoj) vodikovoj vezi
razmatranje strukture XXXII1 sugerira kako je potonja interakcija, kojom se zatvara 13—¢lani

prsten (o—okret), dominantna (slika 27.).

Slika 27. Molekulska struktura derivata XX X111 prema podacima iz ref. 8 (lijevo) i shematski

prikaz IHB (crtkane linije, desno).
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Neuobicajena konformacija karakterizirana cis—geometrijom peptidne veze i odsutnoséu IHB
(slika 28.) pronadena je u ¢vrstom stanju peptida Piv—D—Pro-L—Pro—D—Val-NHMe
(XXXIV)® i njegovog esterskog analoga Piv—L—Pro—bD—Pro—L—Val-OMe (XXXV). Buduéi
da je u kristalnim strukturama racemi¢nog XXXV koji sadrzi L-D-L i D-L-D slijed pronadena
konformacija P—okreta tipa II, odnosno II', moze se zakljuciti kako, zbog brojnih
konformacija prisutnih u otopini, tripeptid XXXV pri izmijenjenim uvjetima razli¢ito
kristalizira. Nadalje, umjesto oc¢ekivanog [—okreta tipa Il' u kojem sudjeluje D—Pro—L—Pro
segment, u ¢vrstom stanju Piv—D—Pro—L—Pro-D-Leu—NHMe (XXXVI) C-terminalna L—Pro-

D—Leu slijed zauzima konformaciju —okreta tipa I1.

0
F

XXXIV XXXV

Slika 28. Molekulske strukture derivata XXXIV i XXXV prema podacima iz ref.5®

Ista je skupina u nastavku istrazivanja pripravila i odredila kristalne strukture peptida s
homokiralnim diprolinskim segmentom: Piv—L—Pro-L—Pro-L-Phe—-OMe (XXXVII), Piv—L—
Pro—L—Pro—L—Val-NHMe (XXXVIII) i Piv—L—Pro—L—Pro—-Aib—NHMe (XXXIX). U slu¢aju
XXXVII pronadena je 4 — 1 vodikova veza izmedu PivC=O skupine i NH-grupe
fenilalanina koja podrzava —okret tipa IVa (slika 29.). Za razliku od peptida XXXVIII, u
¢ijoj kristalnoj strukturi nisu pronadene IHB, u ¢vrstom stanju XXXIX utvrden je B—okret tipa
Il podrzan 4 — 1 interakcijom izmedu karbonilne skupine N-terminalnog prolina i
metilamidne NH-grupe. Kao i u slucaju ferocenskog derivata XIX opaZena je Cis—
konfiguracija L—Pro—L—Pro amidne veze $to se pripisuje tendenciji diprolinskog segmenta k

zauzimanju cis—geometrije kad mu prethodi aromatski ostatak.
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Slika 29. Molekulske strukture homokiralnih derivata XXXVI11 i i XXXIX prema podacima

iz ref.®3 (lijevo) i shematski prikaz IHB (crtkane linije, desno).

Prethodno opisane kristalografske studije kojima je utvrdena znacajna konformacijska
raznolikost, osobito u slucaju slijeda D—Pro-L-Pro-D-AA i L-Pro—L-Pro-L-AA, indikacija
su zastupljenosti razli¢itih konformera u otopinama peptida s diprolinskim segmentom. Stoga
Su u nastavku istrazivanja autori pristupili odredivanju konformacijskih preferencija peptida
XXX-XXXIX u otopinama organskih otapala. Detaljna analiza Piv—D—Pro—L—Pro—L-AA-
NHMe, primjenom NOESY korelacijske spektroskopije i odredivanjem utjecaja
kompeticijskog otapala na kemijske pomake amidnih protona, potvrdila je da su konformacije
uzastopnih B—okreta tipa II'-I pronadene u ¢vrstom stanju XXXlla—c,e prisutne i u otopini.
Rezultati proizasli iz analize NMR peptida Piv—D—Pro—L—Pro-D-AA-NHMe (XXXIII,
XXXV, XXXVI), ¢ije su kristalne strukture karakterizirane razli¢itim geometrijama,
sugeriraju kako je dominantna konformacija u otopinama ovih derivata p—okret, podrzan
PivCO--D-AANH vezom, uz prisutnost odredenog stupnja konformacijske slobode C-—

terminalnog ostatka. Nadalje, za razliku od homokiralnog peptida XXXVI1I1 koji je u otopini
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stabiliziran 4 — 1 vodikovom vezom u konformaciji f—okreta tipa IV, u 10—¢lanom prstenu
utvrdenom u XXXIX sudjeluje Pro(2)-Aib(3) slijed. 1z opseznih istrazivanja koja su proveli
Balaram 1 suradnici moze se zakljuciti kako je jedino kod peptida D-L-L serije

konformacijska homogenost prisutna u ¢vrstom stanju zadrzana i u otopini.

2.7. CD-senzori za odredivanje kiralnosti foldamera

Spektroskopija cirkularnog dikroizma (CD) nalazi Siroku primjenu u stereokemijskoj analizi
konfiguracijskih i konformacijskih izomera, a ujedno je najmoc¢nija metoda za odredivanje
apsolutne konfiguracije kiralnih spojeva kada se ne mogu upotrijebiti Kkristalografske
tehnike.®* Mnogi se kiralni spojevi ne mogu izravno istrazivati pomocu spektroskopije CD jer
se zbog nedostatka snaznog kromofora u njihovim spektrima opazaju samo slabi ili
zanemarivi Cottonovi efekti. Osim za odredivanje apsolutne konfiguracije i enantiomernog
sastava, posljednjih se godina CD-senzori, molekule koje prevode kiralnu informaciju u jak i
karakteristi¢an CD—signal, sve viSe koriste u istraZivanjima kojima je cilj utvrdivanje helicne

6 kao oligomernih organskih spojeva koji oponasaju

kiralnosti razli¢itth foldamera
trodimenzijske strukture biopolimera. Zahvaljuju¢i dobro definiranim molekulskim
arhitekturama foldameri mogu sudjelovati u procesima vezanja molekula gostiju®® ili drugih
biomolekula® te selektivno katalizirati razli¢ite reakcije.%® Iako se esto podrazumijeva da je
za bioloSku aktivnost foldamera nuzno zauzimanje samo jedne bioloski aktivne konformacije,

treba imati na umu kako niti veéina prirodnih peptida nije rigidna, ve¢ sadrzavaju segmente

koji postizu definiranu konformaciju tek nakon vezanja liganda.®

U otopinama akiralnih foldamera, izgradenih od ponavljaju¢ih podjedinica npr. o—
aminoizobutiricne kiseline, jednako su zastupljene enantiomerne konformacije P— i M-
orijentacije koje geometrijom odgovaraju 3i0—uzvojnici, odnosno ponavljaju¢im -
okretima.”®" Budu¢i da su u odsutnosti asimetri¢ne indukcije P— i M—konformacije jednako
populirane, njihovi se Cottonovi efekti poniStavaju te se ne opaza signal u spektrima CD
(slika 30.).%° Kovalentnom modifikacijom, poput umetanja kiralne aminokiseline u akiralni
foldamer ili uslijed interakcije s kiralnim ligandom nastat ¢e dijastereoizomerne konformacije
P— i M-heli¢nosti koje zbog razlike u energiji nece biti jednako zastupljene. Pritom ¢e, ovisno

o konfiguraciji nositelja kiralne informacije, do¢i do dominacije P— ili M-heli¢no kiralnih
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konformera §to ¢e rezultirati opazanjem CD-signala. U kiralnim foldamerima prijenos kiralne
informacije kroz uzvojnicu oponasa prijenos informacija u bioloskim receptorima te su
istrazivani kao biomimetici kemo—"2 i fotosenzitivnih’® receptorskih proteina. lako je poznato
da lijeva odnosno desna heli¢nost uzvojnice igra kljuénu ulogu u komunikaciji na
molekulskoj razini, jo§ je uvijek teSko eksperimentalno odrediti dominantne konformacije

koje foldameri zauzimaju.

Slika 30. Enantiomerne (gore) i dijastereoizomerne (dolje) uzvojnice i njihovi spektri CD
(crtkane linije predstavljaju CD-signale konformera P— odnosno M-heli¢nosti, pune crte

predstavljaju rezultantni spektar CD).

2.7.1. p—Bromobenzamidni senzor

Jedan od prvih primjera upotrebe aromatskog kromofora kao senzora heli¢nosti foldamera
dali su Toniolo i suradnici koji su proucavali konformacijska svojstva peptida s
inkorporiranim Co—metiliranim aminokiselinama.” U svojim su istrazivanjima utvrdili kako
se helicnost ovih peptida, u Cijim otopinama dominira konformacija 310-heliksa, moze
odrediti pracenjem CD-aktivnosti u apsorpcijskom podru¢ju N-terminalne p-
bromobenzamidne zastitne skupine (4 = 210-300 nm). Pritom su zakljucili kako se u
spektrima CD (slika 31.) oligomera koji preferiraju desnu uzvojnicu: pBrBz—(Aib)>—L—(o—
Me)Val-(Aib)>—OtBu (XL), pBrBz—(Aib)>-D—(a—Me)Leu—(Aib)>—OtBu (XLI), pBrBz—
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(Aib)s—L—Leu—(Aib)>—OMeu (XLII), pBrBz—(Aib—L-Ala)s-OMe (XLIII), pBrBz—Aib—(L—
Pro—Aib):—-OMe (XLI1V), pBrBz—[D—(a—Me)Leu]+—OtBu (XLV) i pBrBz-[D—(ac—Me)Phe]s—
OtBu (XLVI) opaza negativna vrpca pri priblizno 226 nm i pozitivan signal pri vi$oj valnoj
duljini (4 ~ 249 nm). Vrpce suprotnog predznaka, pozitivna pri nizoj, a negativna pri visoj
valnoj duljini, registrirane su u spektrima derivata kod kojih dominiraju uzvojnice lijeve
orijentacije: pBrBz—(Aib)>—L—(a—Me)Phe—(Aib),—OtBu (XLVII) i pBrBz—(D-lva)—OtBu
(XLVIII, n = 3-6). Nadalje, autori su pretpostavili kako intenzitet opazenih CD-signala ovisi

0 udjelu lijevo odnosno, desno orijentiranih uzvojnica prisutnih u konformerima pojedinog

oligomera.
40 - 40 -
304 30 -
5 20+ —.__d 20 4
= 1 b= |
g g
g 10 -\ g 10KC
Q Q 4
%D 0 . 50
) T 3 04 -
- . 240 2607 280 300 2 (nm) = 280 300 2 (nm)
S <104 S g
>< - —_— = -1
1 = — XLV
® 20 AL, S8
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i} XLITT ] XLVII (#=5)
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Slika 31. Cottonovi efekti u spektrima CD XL—XLVIII. Slika prema podacima iz ref.”*

Dvadesetak su godina kasnije Clayden i suradnici, tijekom istrazivanja N-terminalne
indukecije heli¢nosti u akiralnim peptidima, objavili su rezultate koji djelomicno opovrgavaju
Toniolove zakljutke.”® Utvrdili su kako CD-aktivnost u apsorpcijskom podrudju p—
bromobenzamidne zastitne skupine nije indikator heli¢nosti peptidnog lanca ukoliko je na nju
izravno vezana kiralna aminokiselina, vjerojatno zbog snaznijeg utjecaja konfiguracije
aminokiseline, od smjera nabiranja peptidnog lanca, na aromatski kromofor. Spektri CD
optimiziranih konformera dobiveni TD-DFT rac¢unima te izmjereni spektar peptida pBrBz—L—
Val-(Aib)s—Gly—NH2 (XLIX) prikazani su na slici 32. Budu¢i da su za konformere iste
heli¢nosti peptidne okosnice izracunate CD-krivulje suprotnog predznaka, autori su kao

klju¢ni faktor koji odreduje predznak Cottonova efekta u podrucju 230-280 nm identificirali
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torzijski kut y izmedu fenilnog prstena i karbonilne skupine p—bromobenzamida. Drugim
rije¢ima, ako je na aromatski kromofor izravno vezana kiralna aminokiselina L-konfiguracije
vrijednost kuta y je pozitivna te se, neovisno o heli¢nosti peptidnog lanca, u spektru CD
registrira pozitivan Cottonov efekt. Pritom vrijedi i suprotno, aminokiselina D—konfiguracije
preferira negativnu vrijednost y sto rezultira negativnim intenzitetom CD—krivulje. lako se ne
moze koristiti za odredivanje heli¢nosti prethodno opisanih spojeva, autori su potvrdili
preostale rezultate Toniolovih istrazivanja te utvrdili kako je p—bromobenzamidni kromofor

ucinkovit senzor heli¢nosti oligomera ukoliko se ne nalazi u neposrednoj blizini kiralnih

aminokiselina.
o) (0]
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H H
Br Br’
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Slika 32. Torzijski kut y (gore), izmjereni i izracunati spektri CD XLIX (dolje). Slika

preuzeta i obradena iz ref. 7
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2.7.2. Tionoglicinski senzor

U nastavku istrazivanja senzora za odredivanje heli¢nih preferencija oligomera pomocu
spektroskopije CD, Clayden i suradnici su u peptidne foldamere inkorporirali tionoglicinski
ostatak [-HNCH,C(=S)-].” Osim $to je pogodan kao CD—senzor, zahvaljujuéi apsorpcijskom
podrucju koje je dovoljno udaljeno od CD-signala amidnih kromofora, tionoglicin sadrzi i
dvije dijastereotopne 'H jezgre $to ga ujedno ¢&ini i potencijalnim NMR-senzorom. Ciljni
peptidi (slika 33. i tablica 2.) dizajnirani su tako da je tionoglicin lociran u blizini C—
terminusa i na dovoljnoj udaljenosti od najblizeg kiralnog ostatka, kako bi na njegovo kiralno

okruzenje utjecala isklju¢ivo heli¢nost peptidnog lanca.

Slika 33. Oligomeri L-LV s inkorporiranim tionoglicinskim senzorom (uokviren).

Tablica 2. Ogranci i aminokiselinski ostaci u oligomerima L-LV.

Peptid R? R? R3 L-AA
L Me H iPr Val
LI Me Me iPr (a—Me)Val
LIl OBn H iPr Val
LI OBn H Bn Phe
LIV OBn H Me Ala
LV OBn Me iPr (a—Me)Val

Na slici 34. prikazani su spektri CD foldamera L-LV. Unato¢ lijevoj konfiguraciji N—
terminalnog ostatka u spektrima je registriran razli¢it predznak apsorpcijskih vrpci koje
odgovaraju n—r* prijelazu tioamidnog kromofora (Amax = 268 nm), LI i LV pokazuju
pozitivan Cottonov efekt, dok su CD-signali L i LII-LIV negativhog predznaka. Ova su
opazanja u skladu s literaturnim navodima prema kojima peptidi slijeda L-AA-Aibn—
preferiraju M—heli¢ne strukture ukoliko je alfa—ugljikov atom kiralne aminokiseline tercijaran,

a, P-helikse u slu¢aju kvaternih aminokiselina L—konfiguracije.”®” Zakljuéno, pozitivan
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Cottonov efekt opaza se u spektrima foldamera u ¢ijim su konformerima zastupljenije P—
uzvojnice, dok ¢e dominacija M—konformera rezultirati negativnim Cottonovim efektom u
apsorpcijskom podrué¢ju tioamidnog kromofora. U nastavku istrazivanja autori su korelirali
izmjerenu molarnu elipti¢nost s anizohrono$éu signala metilenskih protona (H” i H®) senzora
u spektrima NMR jednadzbom: 8 (268 nm) = 10,6 - Ao (u ppb). Time su otvorili moguénost
kvantificiranja konformacijskih preferencija oligomera mjerenjem signala u spektrima CD jer
je Ao vrijednost izravno povezana s ‘“helicnim viskom” koji se zbog analogije s

enantiomernim viskom definira kao h. v. = Ad 206 k / AS 213 = (P — M) / (P + M)."®

15
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Slika 34. Spektri CD foldamera L-LV. Slika preuzeta i obradena iz ref. °

2.7.3. Dibenzazepinski senzor

Claydenova grupa predstavila je 1 najrecentniji primjer senzora za odredivanje 1
kvantificiranje heli¢nosti peptidnog slijeda pomo¢u NMR u kombinaciji s spektroskopijom
CD. Umetanjem dibenzazepinskog senzora na N-terminus te kiralnog aminokiselinskog
ostatka na C-terminus oligomera o—amino izobutiriéne kiseline pripravili su kiralne

foldamere LVI-LXVI (slika 35. i tablica 3.).”
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Slika 35. Oligomeri LVI- LXVI s N-terminalnim dibenzazepinskim senzorom.

Tablica 3. Ogranci i aminokiselinski ostaci u oligomerima LVI- LXVI.

Peptid n AA Y
LVI 4 L-Ala NHtBu
LVII 4 L—Phe NHtBu
LVIII 4 L-t-Leu NHtBu
LIX 4 L-Ala OtBu
LX 4 D-Ala OtBu
LXI 4 L-Val OtBu
LXII 4 L—Phe OtBu
LXI1I 8 L-Ala OtBu
LXIV 11 L-Ala OtBu
LXV 12 L-Ala OtBu
LXVI 4 - OtBu

U odsutnosti kiralne informacije P— i M—konformeri biarilne podjedinice dibenzazepina (slika
36.) jednako su zastupljeni, no u kiralnoj okolini ove konformacije postaju nejednako
populirane §to dovodi do opazanja karakteristicnog CD-signala pri 4 = 250 nm ¢iji je
predznak koreliran s M— odnosno P-torzijom oko jednostruke veze koja spaja dva prstena.
Pritom kiralno uredenje foldamernog slijeda u uzvojnicu P—orijentacije inducira M—torziju i

pozitivan Cottonov efekt u apsorpcijskom podrucju senzora i suprotno.
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&
H

Slika 36. Dibenzazepinski senzor.

U spektrima CD (slika 37.) foldamera koji preferiraju P—orijentaciju uzvojnice (LVI-LVIII i
LX) oc¢ekivano je opazen pozitivan Cottonov efekt, dok je signal suprotnog predznaka, koji
ukazuje na dominaciju M-uzvojnica, registriran u spektrima LIX i LXI-LXV. Buduéi da
intenzitet izmjerenog CD-signala LVI-LXV linearno raste s ,heli¢énim viskom* odredenim
pomoéu 3C—spektroskopije NMR autori su predlozili jednadzbu pomoéu koje je mogudée
kvantificirati heli¢ne preferencije foldamera izgradenih od a—aminoizobutiri¢ne Kiseline i to
mjerenjem intenziteta CD-signala pri 250 nm: heli¢ni visak (%) = 100 x € (250 nm) / 41 100
(u metanolu). Nadalje, ukoliko je kiralna aminokiselina koja inducira dominaciju uzvojnica
P— odnosno M—orijentacije dovoljno udaljena od dibenzazepinskog senzora, heli¢ni ¢e visak

biti izravno proporcionalan i razlici kemijskih pomaka neekvivalentninh H” i HB protona [h.v.

(%) =100 - A5 (ppb) / 450 (u metanolu)].
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Slika 37. Spektri CD foldamera LVI-LXVI. Slika preuzeta i obradena iz ref. /'
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2.8. Priprava, svojstva i primjena aminoferocena

Pocetkom 1950—ih dvije su neovisne istrazivacke skupine otkrile ferocen.”® Iako se u pocetku
pretpostavljalo kako su ciklopentadienilni prstenovi povezani s atomom Zzeljeza sigma—
vezama ubrzo je predlozena ,,sendvi¢ struktura u kojoj su formalno stabilni 6n—elektronski
ciklopentadienilni anioni delokaliziranom vezom vezani za zeljezov(Il) ion. Funkcionalizirani
derivati ferocena nalaze primjenu u raznim podruc¢jima istrazivanja, a pritom se kao jedni od
vaznijih predstavnika mogu izdvojiti aminoferoceni koji se primjenjuju u sintezi
bioorganometalnih konjugata i prolijekova, kao elektrokemijski i biosenzori te potencijalni
antiparazitni i antikancerogeni  lijekovi.  Najjednostavniji ~ predstavnik  amino—
funkcionaliziranih ferocena je aminoferocen (LXVII) koji se moze pripraviti nekim od

postupaka opisanim u literaturi:

(i) Hidroliza ili hidrogenoliza karbamata LXIX (96%) pripravljenog zagrijavanjem
karboksazida LXV111 u benzilnom alkoholu (80%)."%8

PhCH,OH 10% KOH
CoHoFeCONj e C,oHoFeNHCOOCH,Ph i /NG C,oHoFeNH,
473 K 2
LXVIII LXIX LXVII

(i)  Redukcijom bromoferocena (LXX) dobiva se azid LXXI koji se daljnom redukcijom s

LiAlH4 prevodi u aminoferocen (LXVII) u 72%—tnom iskoristenju.®

LiAIH
NaN,, CuBr 4
ClngFeBr ;» C10H9FCN3 —_—> ClngFeNHz
DMF, H,0 Et,0
LXX LXXI LXVII

(ili) Hidrazinolizom ftalimida LXXII (82%) pripravljenog iz ferocenil-bromida (LXX) i

ftalimidbakra. 82
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(@)
. N-H
ftalimid 2774
CyoHoFeBr T’ C10H9Fe—N¢© oH C1oHoFeNH,
U
LXX S LXVII

LXXII

(iv) Hidrolizom amida LXXIII (90%) dobivenog u reakciji acetanhidrida i karboksazida

LXVIILE
idri 10% KOH
C HyFeCON, acetanhidrid » CHoFeNHCOCH; ————» C;oHyFeNH,
LXVIII LXXIII LXVII

(v)  Tretiranjem LXXV, dobivenog u reakciji ferocenil-litija (LXXIV) i O-benzilhidroksil—
amina, razrijedenom klorovodicnom kiselinom pripravlja se LXVII u niskom

iskoristenju (12—13%).84

O-benzilhidroksilamin razrj. HCI
ClngFeLi > ClngFeNHCHzPh —_— ClngFeNHz

LXXIV LXXV LXVII

(vi) Djelovanjem hidrazina na ftalimid LXXII (67%) dobiven iz kiseline LXXV1.%

0]
- N,H
bakrov ftalimid 2404
C1oHoB(OH), > CIOHgFC'N¢© C LM CioHoFeNH,
2Hs
LXXVI 3 LXVII

LXXII

(vii) Zakiseljavanjem azidostirena LXXVII (50%).%¢

Ph
o )
a-azidostiren e HCI/H,0
ClngFeLi > C10H9FCN'“N"'N C%CH EEE—— C10H9FCNH2
203K @. 2
LXXIV Li LXVII
LXXVII
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Budu¢i da je aminoferocen (LXVII) nestabilan, kao polazni spoj za pripravu konjugata
aminoferocena i aminokiselina (shema 1.) koristi se neki od njegovih N—zasti¢enih derivata,
najéeSc¢e tert-butil-ferocenilkarbamat (LXXVIII) koji se pripravlja iz ferocenkarboksilne
kiseline (LXXIX).40 Kiselina LXXIX prevodi se u azid LXXX koji Curtiusovim
pregradivanjem uz adiciju t-BuOH daje Boc—NH-Fc (LXXVI111). Deprotekcijom LXXVIII s
pomocu plinovitog HCI nastaje hidroklorid Fc—NH3Cl koji se obraduje in situ sa suviskom
EtsN. Nastali aminoferocen (LXVII) potom se kopulira s Boc—zasti¢cenom aminokiselinom,

prethodno aktiviranom HOBt/EDC protokolom, dajuc¢i aminokiselinske derivate LXXXI.

: \n/ : OtBu
1. ClCOOEt/NEt3 t BuOH

2 NaNj;

LXXIX LXXX LXXVIII

/ HCI (g)

2. HOBYEDC
3. Boc-AA-OH

©\ /\(NHBOC

R

LXXXI

Shema 1. Postupak priprave derivata aminoferocena i aminokiselina.

Osim za pripravu bioorganometalnih spojeva tipa 111 i dendrimera koji sadrze organometalne
podjedinice koje mogu sudjelovati u reverzibilnim viSeelektronskim redoks procesima,
aminoferocen se zahvaljujuci elektron—donorskim svojstvima koristi prilikom konstrukcije
nelinearnih optic¢kih sustava, molekularnih Zica 1 fotosintetskih modelnih sustava. Umjetni
fotosintetski sustavi obi¢no sadrze tri osnovne podjedinice: elektron—donorsku, elektron—
akceptorsku i kromofornu. U te se sustave ¢esto ugraduju porfirini koji se, unato¢ donorskim i
akceptorskim svojstvima, u reakcijskim centrima biomimetickih modela koji sadrze ferocen
ponasaju isklju¢ivo kao akceptori elektrona jer mnogi derivati ferocena mogu reducirati
njihovo S1 pobudeno stanje. Nedavno su Heinze i suradnici sintetizirali fotosintetske modelne
sustave (trijade 1 tetrade) bazirane na amidno povezanim arhitekturama sa sljede¢im

gradevnim blokovima: antrakinon—2—karboksilna kiselina kao akceptor elektrona, mezo
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supstituirane porfirinske aminokiseline kao kromofori i aminoferocen kao donor

elektrona.?’:88

Ti su konjugati pokazali drasticno smanjenje kvantnog prinosa fluorescencije 1 vijeka
pobudenog stanja Sto je ukazalo da se fotoinducirani prijenos elektrona u tim sustavima odvija
oksidativnim i reduktivnim putevima. U nastavku istrazivanja reduktivnih puteva u umjetnim
reakcijskim centrima ista je istrazivacka skupina pripravila nove ferocenske derivate porfirina,
jedan od njih (slika 38.) je s prilagodljivim elektronskim svojstvima. Rezultati proizasli iz
proucavanja utjecaja supstituenata kao i nisko—temperaturnih eksperimenta potvrdili su kako
je glavni put deaktivacije S1 pobudenog stanja porfirina reduktivni fotoinducirani prijenos

elektrona.

Ar

0
)
\, 4
\
_d S —

a (Ar): Mes
Ar b (Ar): C¢Fs @
Slika 38. Fotosintetski modelni sustav s inkorporiranim aminoferocenom. Prikaz strukture

preuzet iz ref.®

Zahvaljujudi stabilnosti i lipofilnosti, jednostavnoj funkcionalizaciji, elektrokemijskim
svojstvima 1 najvaznije, niskoj toksi¢nosti brojni se derivati ferocena istrazuju kao
potencijalni terapeutici. Derivati aminoferocena koriste se u pripravi svjetloS¢u aktiviranih
prolijekova. Nakon ozraCivanja svjetloscu, iz prolijeka (slika 39., derivat A) oslobada se
aminoferocen koji se potom razgraduje do Fe?*/ Fe®" iona koji Kataliziraju nastanak reaktivnih
kisikovih vrsta (ROS).8 Buduéi da je koncentracija ROS u stanicama raka &esto povisena,
dodatne reaktivne vrste izazivaju oksidativni stres koji uzrokuje staniénu smrt. Slican
mehanizam djelovanja imaju i prolijekovi derivata B, koje u stanicama tumora aktivira
vodikov peroksid te pokazuju bolju citotoksiénu aktivnost od hidroksiferocifena,®

ferocenskog derivata tamoksifena i ujedno jednog od najproucavanijih bioorganometalnih

terapeutika.®
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Slika 39. Mehanizam djelovanja prolijekova. Slika preuzeta i obradena iz ref.®°

Razliciti derivati aminoferocena koriste se u dizajnu selektivnih ionskih i molekulskih senzora
koji ne samo da mogu pruziti uvid u fiziolosku aktivnost bioloSkih sustava ve¢ nalaze
primjenu i u procesima upravljanja otpadom i kontrole sigurnosti hrane. Kako bi se u ranoj
dijagnosti¢koj fazi povecala selektivnost, prilikom detekcije biomolekula povezanih s
razvojem bolesti upotrebljava se metoda pojacanja signala. Zahvaljuju¢i malim dimenzijama,
relativnoj stabilnosti pri nizem potencijalu, lakoj funkcionalizaciji i dobro opisanim redoks—
svojstvima, aminoferocen se ugraduje u bisenzore kao signalna molekula koja pojacava

elektrokemijski signal.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

Svi novi spojevi pripravljeni u okviru ove doktorske disertacije karakterizirani su pomocéu
infracrvene (IR) spektroskopije, nuklearne magnetske rezonance (NMR) i masene (MS)

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

IR spektri uzoraka snimljeni su na spektrofotometru Bomem MB 100 Mid FT u kalijevu
bromidu ili CH2Cl..

Spektri H-NMR i *C-NMR odredeni su u deuteriranom DMSO, diklormetanu ili
njihovoj smjesi na spektrometrima Bruker AV300, Bruker AV600 (Institut Ruder Boskovic)
ili Bruker Advance DRX 400 (Prirodoslovno—matematicki fakultet Sveucilista u Zagrebu) uz

tetrametilsilan kao unutra$nji standard. Kemijski pomaci () izraZeni su u ppm.

Spektri cirkularnog dikroizma snimljeni su na spektropolarimetru J-815 (Jasco), pri 25
°C u kvarcnim kivetama optickog puta 1 cm u CH2Clz, smjesama CH:Cl> i DMSO, te u

kalijevu bromidu. Molarna elipti¢nost (&) izrazena je u deg cm? dmol ™.

HRMS—spektri (MALDI ionizacija) izmjereni su u Centru za proteomiku i

spektrometriju masa Instituta Ruder Boskovic.

Opticka skretanja odredena su pri sobnoj temperaturi na instrumentu Schmidt +

Haensch Polartronic NHS.

Sinteza potpomognuta mikrovalovima provodena je u mikrovalnom reaktoru Milestone
Start S.

Podaci za odredivanje strukture rendgenskom strukturnom analizom na jedini¢nim
kristalima 9, 10, 20 i 21 prikupljeni su pomoc¢u Rigaku SuperNova Dual difraktometra na
Fakultetu za kemiju i kemijsku tehnologiju Sveucilista u Ljubljani. Monokristal 13 mjeren je

na difraktometru Oxford Diffraction Xcalibur3 na Zavodu za opéu i1 anorgansku kemiju
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Prirodoslovno—matemati¢kog fakulteta Sveucilista u Zagrebu pri ¢emu je koristeno grafitno

monokromatsko Mo Ka zracenje.

Konformacijska analiza primjenom rac¢unalnih metoda napravljena je hijerarhijski. U
provm stupnju koristene su molekulsko—mehanicke metode, a zatim DFT metode (program
Gaussian16) koristenjem B3LYP i M06-2X funkcionala uz kombinaciju osnovnih skupova u
suradnji s doc. dr. sc. lIvanom Kodrinom s Prirodoslovno—matemati¢kog fakulteta Sveucilista

u Zagrebu.®

Svi kupovni reagensi koriSteni u sintezi bili su analiticke Cistoce, prekursori su
pripravljeni literaturno opisanim postupcima,® a otapala pro¢iséena standardnim
postupcima.®* Napredak reakcije i Gistoéa pripravljenih spojeva ispitivani su tankoslojnom
kromatografijom (TLC) na ploCicama silikagela (Fluka Silica Gel) s fluorescentnim
indikatorom (254 nm). Ciljni spojevi proc¢is€eni su preparativnom tankoslojnom
kromatografijom na silikagelu (“Merck”, Kiselgel 60 HF2s4) uporabom diklormetana, etil-

acetata ili njihovih smjesa.

Konformacijska analiza svih ciljnih spojeva provedena je spektroskopskim mjerenjima (IR,

NMR i CD):

e  Prisutnost slobodnih kao i NH-skupina koje sudjeluju u vodikovim vezama, indicirana
je apsorpcijskim vrpcama iznad odnosno ispod 3400 cm? u IR-spektrima.
Koncentracijski—neovisni IR-spektri sugeriraju prisutnost konformacija stabiliziranih
unutarmolekulskim vodikovim vezama.

o Amidni protoni ukljuceni u vodikove veze identificirani su visokim kemijskim
pomacima (6> 7 ppm) u spektrima NMR, a unutarmolekulski karakter veza indiciraju
koncentracijski—neovisni spektri NMR.

o Visoki temperaturni koeficijenti koncentracijski—neovisnih protona sugeriraju njihovu
inicijalnu zaklonjenost od otapala kao i izloZenost otapalu pri vi§im temperaturama
uslijed odmotavanja uredenih struktura.

e Jakost pretpostavljenih IHB testirana je titracijom s DMSO, pri ¢emu kemijski pomaci
protona uklju¢enih u jake IHB ostaju gotovo konzervirani u prisutnosti kompeticijskog
otapala.

e Prostorna bliskost protona medusobno udaljenih u primarnom slijedu, do koje dolazi

nabiranjem peptidnog lanca, utvrdena je NOESY—spektroskopijom.
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e Najstabilnije konformacije ciljnih spojeva utvrdene su raCunalnim modeliranjem
pomocu teorije funkcionala gusto¢e (DFT) te su teorijski nalazi usporedeni s
eksperimentalnim podacima.

e Perturbacija inherentno akiralnog ferocenskog kromofora izazvana kiralnim

uredenjem peptidnog slijeda ispitana je spektroskopijom CD.

3.2. Sinteza ferocenkarboksilne Kiseline (3), tert-butil-ferocenilkarbamata

(5) i pripadajucih prekursora

Ferocenski prekursori (slika 40.), ferocenkarboksilna kiselina (3) i tert-butil-
ferocenilkarbamat (5), za sintezu ciljnih spojeva pripravljeni su literaturno opisanim

postupcima podevsi iz ferocena (1).3!

©\,(N(C6H5)2 @/ @\( @ Nosa
@ @ @ @

Slika 40. Strukturne formule ferocenkarboksilne kiseline (3), tert—butil-ferocenilkarbamata

(5) 1 pripadajuéih prekursora.

3.2.1. N,N-difenil-karbamoil-ferocen (2)

Otopini aluminijevog klorida (3,58 g, 26,8 mmol) u dikloretanu (25 mL) doda se otopina
difenil-karbamoil-klorida (6,23 g, 26,8 mmol) u istom otapalu (25 mL). Reakcijskoj se
smjesi, nakon 10 minuta mijesanja, dokapa otopina ferocena (1, 5 g, 26,8 mmol) u dikloretanu
(25 mL) i zapoc¢ne s refluksiranjem. Nakon §to se TLC—om (CH2Cly) utvrdi da je sav ferocen
(1) izreagirao, reakcijska se smjesa upari na rotacijskom vakuum uparivacu. Zaostali talog
otopi se u diklormetanu, profiltrira, osusi bezvodnim Na>SO4 i upari do suha. Dobiveno je 7,5
g (73%) tamno crvenog praha 2 koji je bez procis¢avanja koriSten u sljedecem reakcijskom

stupnju.
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3.2.2. Ferocenkarboksilna kiselina (3)

Otopina 2 (7,5 g, 19,7 mmol) u etanolu (280 mL) refluksira se u prisutnosti kalijevog
hidroksida (70 g, 1,25 mol) dok se TLC—om (10:01, CH2Cl,:CsHgO>) ne utvrdi kako je sav
supstrat izreagirao. Potom se reakcijska smjesa upari, prelije u ¢asu s hladnom vodom,
profiltrira i zakiseljava s koncentriranom klorovodi¢nom kiselinom. Istalozeni narancasti
kristali 3 (3 g, 13,1 mmol, 66%) odsisu se Buchnerovom lijevku, t; = 153-155 °C.

IR (CH2Cl2) ¥imax/ cmt: 3347 sr (O—H), 1651 j (C=0), 1473 sr (C=C arom), 1280 sr
(50—H), 1158 sl (C-C).

'H-NMR (250 MHz, 295 K, CDCls, o/ ppm): 4,85 (t, 2H, H-2, H-5), 4,46 (t, H-3, H-
4), 4,25 (s, 5H, Cpnesupstituirani)-

3.2.3. Ferocenkarboksazid (4)

Otopini ferocenkarboksilne kiseline (3, 3 g, 13,1 mmol) u acetonu (30 ml) doda se voda (2
ml). Reakcijskoj smjesi, ohladenoj na 0 °C pomocu smjese leda i vode, polaganim
dokapavanjem dodaje se otopina trietilamina (1515 mg, 15 mmol) u acetonu (6 ml), a zatim i
otopina etil-kloroformijata (1820 mg, 16,7 mmol) u acetonu (6 ml). Mije$anje se nastavlja pri
istoj temperaturi dok se TLC—om (CH2Cl;) ne utvrdi kako je sav supstrat izreagirao u
mjeSoviti anhidrid. Potom se reakcijskoj smjesi dodaje otopina natrijeva azida (1,7 g, 19,7
mmol u 4 ml vode) i nastavi s mijeSanjem dok TLC (CH2Cl,) ne pokaze da je sav reaktant
izreagirao. Nastala reakcijska smjesa razrijedi se hladnom vodom, ekstrahira diklormetanom,
ispere 5%-tnom zasi¢enom otopinom NaHCOs i zasi¢enom otopinom NaCl. Osusi se
bezvodnim NazSOs i upari do suha. Dobiveno je 1,27 g (4,98 mmol, 43%) crvenih kristala, t;
=101-102 °C.

IR (CH2Cl2) Fmax/ cm: 2138 sr (N3), 1687 j (C=O, CONL).

IH-NMR (CDCls) ¢/ ppm: 4,83 (s, 2H, H-2, H-5), 4,52 (s, 2H, H-3, H-4), 4,27 (s, 5H,

CPresupstituirani)-

3.2.4. tert—Butil-ferocenilkarbamat (5)
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Otopina ferocenkarboksazida 4 (1,27 g, 4,98 mmol) u tert—butil alkoholu (180 ml) zagrijava
se izmedu 80 i 90 °C priblizno 5 sati, odnosno sve dok na TLC—u (CH2Cl2) ima traga
reaktanta. Reakcijska se smjesa uz dodatak n—heksana (252 ml) upari na rotacijskom vakuum
uparivacu, a sirovi produkt procisti se kolonskom kromatografijom na silikagelu (CH2Cl.).
Dobiveno je 570 mg narancastih kristala spoja 5 (1,89 mmol, 45%); t; = 142-145 °C.

IR (CH2Cl2) ¥imax/ cm™: 3436 sr (N-H slobodni), 1723 j (C=0, COOtBu).

'H-NMR (CDClI3) o/ ppm: 5,55 (8s, 1H, NH), 4,60 (8s, 2H, H-2, H-5), 4,24 (s, 5H,
Cpnesupstituirani), 4,11 (éS, 2H, H—3, H—4), 1,45 (5, 9H, C(CH3)3)-

3.3. Sinteza ferocenskih amida (6 i 7), dipeptida (8-11) i tripeptida (12-19)

3.3.1. Sinteza ferocenskih amida 6 i 7 — op¢i postupak

U otopinu Boc—zasticenog aminoferocena (5, 1 ekv.) u diklormetanu (ohladenu na 0 °C)
uvodi se suhi plinoviti HCI te se TLC—om prati nastanak hidroklorida. Upareni hidroklorid
suspendira se u diklormetanu i otopi uz dodatak EtsN (pH ~ 8-9). Slobodni amin potom se
kopulira s Boc—Ala—OH (2 ekv., AA = L-Ala, D-Ala), prethodno aktiviranom primjenom
standardnog HOBY/EDC postupka, te se tijek kopulacije prati tankoslojnom kromatografijom.
Nakon mijesanja pri sobnoj temperaturi reakcijska se smjesa ispere zasicenom vodenom
otopinom NaHCOs, 10%-tnom otopinom limunske kiseline i zasi¢cenom otopinom NaCl.
Organski se sloj osu$i bezvodnim Na>SOs 1 upari do suha. Sirovi produkt procis¢ava se
tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu uz smjesu diklormetana i etil—
acetata (10:1) kao eluens. Prethodno opisanim postupkom pripravljeni su ferocenski amidi 6 i
7 (slika 41.).

(¢}

2 3 0
H H
(H3C)3CO\[(N\‘)J\N/I© A (H3C)3CO\[(N\_)J\N©
v H
(6] Me H Fe5 o Me Fe

Slika 41. Strukturne formule ferocenskih amida 61 7.
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3.3.1.1. Boc-L-Ala—NH-Fc (6)

Prema opéem postupku opisanom u 3.3.1, kopulacijom deprotektiranog Boc-zasti¢enog
aminoferocena (5) (400 mg, 1,33 mmol) i Boc-L-Ala-OH (503,3 mg, 2,66 mmol),
aktiviranog primjenom EDC (562 mg, 2,93 mmol)/ HOBt (396 mg, 2,93 mmol) protokola,
dobiveno je 416 mg (1,12 mmol, 84%) 6 u obliku zutog praha.

t= 68-70 °C; Rf = 0,65 (CH2Cl2 : EtOAC = 10:1).
IR (CHZCIZ) ﬁmax/ Cm-l: 3425 Sr (NHsIobodni), 3336 SI (NHasocirani), 1697 SI (C:OCOOtBu).

IH-NMR (CDCls) &/ ppm: 6,83 (3s, 1H, NHrc), 5,55 (§s, 1H, NHaia), 5,20-4,10 (m, 9H,
Hee), 3,95 (3s, 1H, CHau), 1,47 (s, 9H, C(CHs)s), 1,28 (d, J=6,2 Hz, 3H, CHaala).

IH-NMR (DMSO) &/ ppm: 9,28 (s, 1H, NHrc), 7,00 (d, J=6,8 Hz, 1H, NHai), 4,61 (s,
2H, H—2’, H—S’, FC), 4,09 (S, SH, Cpnesupstituirani), 3,93 (S, 3H, CHAIa, H—3’, H—4,, FC), 1,39 (S,
9H; C(CHa)z3), 1,20 (d, J=7,08 Hz, 3H, CH3ala).

3C_NMR (DMSO) &/ ppm: 171,5 (COaw), 155,3 (COOwy), 95,6 (C-1', Fc), 78,2
(Cq(CH3)3), 68,9 (Cpnesupstituirani), 63,9 (C—3’, FC), 63,8 (C—4’, FC), 60,9 (C—2,, FC), 60,6 (C—
5, Fc), 50,4 (CHala), 28,4 (C(CHz)3), 18,0 (CHaal).

3.3.1.2. Boc-D-Ala—NH-Fc (7)

Prema opéem postupku opisanom u 3.3.1, kopulacijom deprotektiranog Boc—zasticenog
aminoferocena (5) (400 mg, 1,33 mmol) i Boc-D-Ala-OH (503,3 mg, 2,66 mmol),
aktiviranog primjenom EDC (562 mg, 2,93 mmol)/ HOBt (396 mg, 2,93 mmol) protokola,
dobiveno je 450 mg (1,21 mmol, 91%) 7 u obliku Zutog praha. [Rf=0,7; 10:01 (diklormetan :

etil-acetat)].

Dobiveni su identi¢ni spektri kao kod enantiomera (6)

3.3.2. Sinteza ferocenskih dipeptida 8-11 — op¢i postupak

U otopinu odgovaraju¢eg Boc—zasticenog ferocenskog amida 6 ili 7 (1 ekv.) u suhom

diklormetanu ohladenu na 0 °C uvodi se 2 sata suhi plinoviti HCl. Nakon uparivanja
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rezultirajuci se hidroklorid suspendira u suhom diklormetanu i otopi uz dodatak EtsN do pH ~
8. Ta se otopina slobodne baze doda otopini odgovaraju¢e Boc—AA—OH (2 ekv., AA = L-Pro,
D-Pro) u diklormetanu [prethodno aktiviranoj standardnim postupkom HOBt (2,2 ekv.)/EDC
(2,2 ekv)]. Reakcijska se smjesa mijesa pri sobnoj temperaturi 2—4 sata, a kopulaciju se prati

tankoslojnom kromatografijom. Nastali produkti obraduju se i Ciste na slican nacin kao

ferocenski amidi 61 7 (3.3.1)

Prethodno opisanim postupkom pripravljeni su ferocenski dipeptidi 8-11 (slika 42.).

Koli¢ine prekursora, reagenasa, iskoristenje kopulacija i opis produkta navedeni su u tablici 4.
2 3 0 ¢}
0 0 S |
(L oS B W
N
(H3C)3co)\(N\>\r( Jkg/@ 4 (H;0);C0 N Y i
(@) Me Fe 5 0 Me Fe
8 N 9
0 0 0 0
H - H
N )\ "N ()
(ch)gcok@}( j)kg (HzChCO)K(N\/Y W)kﬁ
Fe O Me Fe

O Me

Slika 42. Strukturne formule ferocenskih dipeptida 8-11.
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Tablica 4. Prekursori i reagensi koristeni za pripravu su ferocenskih dipeptida 8-11,

iskoriStenja kopulacija i opis produkta.

Supstrat - Reagensi za Dobivena
Aminokiselina kooulaciiu i
(masa / / pufacij masa Opis
Produkt mg, (masa / mg, (masa/ mg, (mg, produkta
mnozina / ..
mnozina mnoZzina / mmol) iskoriStenje
mmol)
/' mmol) EDC | HOBt %)
6 Boc-L-Pro— (456 (322
OH mg, mg, | 375mg |,
8 (400 mg, : : : Zuti prah
1,08 | (465mg, 2,16 | 2.38 2,38 (74%)
mmol) mmol) mmol) | mmol)
6 Boc-D-Pro— (456 (322
OH mg, mg, 369 m )
9 (400 mg, : : : Zuti prah
1,08 (465mg, 2,16 | 238 2,38 (73%)
mmol) mmol) mmol) | mmol)
7 Boc—-L-Pro— (456 (322
OH mg, mg, 365 m
10 (400 mg, : : : Zuti prah
1,08 | (465mg,2,16 | 2.38 2,38 (72%)
mmol) mmol) mmol) | mmol)
7 Boc-D-Pro— (456 (322
OH mg, mg, 420 m 5
1 | (400mg, : : 9| Zuti prah
1,08 | (465mg, 2,16 | 238 2,38 (83%)
mmol) mmol) mmol) | mmol)

3.3.2.1. Boc-L-Pro-L-Ala—NH-Fc (8)

tt=86 - 88 °C; [« ]2 =102 (c = 1 x 10° mol dm™®, MeOH), R = 0,45 (CHCl : EtOAc =

10:1).
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IR (CHZCIZ) gmax/ Cm-l: 3420 SI (NHslobodni), 3318 Sr (NHasocirani), 1676] (amld I), 1557J
(amid 1), 1541 j (amid 1), 1506 j (amid 11).

IH-NMR (600 MHz, CDCls) &/ ppm: 8,23 (s, 0,84H, NHec_trans), 8,05 (3s, 0,16H, NHec
ds), 6,79 (d, J = 7,3 Hz, 1H, NHauw), 4,76 ($s, 1H, H-2, Fc), 4,58 (s, 1H, H-5, Fc), 4,48 (m,
1H, CHai), 4,30 (M, 1H, CHapro), 4,13 (s, SH, Fc), 3,96 (8s, 1H, H-3, Fc), 3,95 (3s, 1H, H-4,
Fc), 3,53-3,41 (M, 2H, CHspro), 2,2-2,14 (m, 2H,CHgpro), 1,96-1,88 (M, 2H, CHypro), 1,5 (s,
9H, C(CHa)s), 1,41 [d, J = 7 Hz, 3H, CHs(Ala)].

13C_NMR (75 MHz, CDCls) &/ ppm: 172,3 (COpro), 170,3 (COai), 156,2 (COOsu),
94,5 (C-1), 81,2 [Cq(CHs)3), 69,3 (Cp), 64,7 (C-3, Fc), 64,4 (C-4, Fc), 61,9 (C-2, Fc), 61,3
(CHapro), 61,0 (C-5, Fc), 49,8 (CHau), 47,6 (CHspro), 29,4 (CHgpro), 28,5 (C(CHa)3), 24,8
(CHypro), 17,8 (CHsat).

HRMS(MALDI): izraunato za C23H31N304Fe 469,1658, izmjereno 469,1666.

3.3.2.2. Boc-D-Pro-L-Ala-NH-Fc (9)

tr= 181 — 183 °C; [a]ZDZ =+ 21 (c =1 x 10 mol dm?, CHCls), Rt = 0,45 (CH:Cl : EtOAC =
10:1).

IR (CHZCIZ) Vmax/ Cm_l: 3422 SI (NHslobodni), 3322 Sr (NHasocirani), 1676J (amld I), 1672J
(amid 1), 1557 j (amid 1), 1541 j (amid 1), 1509 j (amid I1).

IH-NMR (600 MHz, CDCl3) ¢/ ppm: 8,16 (8s, 1H, NHrc), 6,94 (3s, 0,7H, NHala trans),
6,74 (8s, 0,3H, NHatacis), 4,63 (s, 2H, H-2, H-5, Fc), 4,55 (3s, 1H, CHau), 4,23 (dd, J = 7,9
Hz, 1H, CHapro), 4,12 (s, SH, Fc), 3,96 (8, 2H, H-3, H-4, Fc), 3,55-3,36 (M, 2H, CHypro),
2,26-2,05 (M, 2H,CHgpro), 2,01-1,85 (M, 2H, CHyero), 1,47 (s, 9H, C(CHa)s), 1,43 (d, J = 7,1
Hz, 3H, CHsau).

13C_NMR (75 MHz, CDCls) &/ ppm: 173,0 (COpro), 170,1 (COaw), 155,6 (COOmu),
94,6 (C-1), 81,0 [Cq(CHa)s), 69,4 (Cp), 64,7 (C-3, Fc), 64,6 (C—4, Fc), 61,9 (C-2, Fc), 61,8
(C-5, Fc), 61,0 (CHapro), 49,7 (CHaw), 47,5 (CHupro), 29,5 (CHgpro), 28,7 (C(CHs)3), 24,7
(CHypro), 17,3 (CHanu).

HRMS(MALDI): izracunato za C23H31N30O4Fe 469,1658, izmjereno 469,1666.
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Kristalografski podaci (CCDC 1451211): CzsHz1FeN3Os, M = 469,37, monoklinski
kristalni sustav, a = 10,2054(3), b = 9,8647(3), ¢ = 12,1534(3) A, b = 106,110(3), U =
1175,48(6) A%, T = 293 K, prostorna grupa P2; (broj 4), Z = 2, 12663 oc¢itanih refleksija, 4803
jedinstvenih (Rint = 0,0489), koje su koriStene u izracunima. Kona¢ni R(F) (Fo > 40(F0))
iznosi 0,0446 (0,0526 za sve podatke) i WR(F?) iznosi 0,1165 (svi podaci).

3.3.2.3. Boc-L—Pro-D-Ala-NH-Fc (10)

Dobiveni su identi¢ni spektri kao kod enantiomera (9).

Kristalografski podaci (CCDC 1451212): Ca3HziFeN3Os, M = 469,37, monoklinski
kristalni sustav, a = 10,19847(19), b = 9,8577(2), ¢ = 12,1563(2) A, b = 106,1489(19), U =
1173,90(4) A3, T = 293 K, prostorna grupa P2; (broj 4), Z = 2, 6598 ocitanih refleksija, 3441
jedinstvenih (R™ = 0,0481), koje su kori§tene u izra¢unima. Kona¢ni R(F) (Fo > 4o(Fo))
iznosi 0,0544 (0,0599 za sve podatke) i WR(F?) iznosi 0,1505 (svi podaci).

3.3.2.4. Boc-D—Pro-D-Ala—NH-Fc (11)

Dobiveni su identi¢ni spektri kao kod enantiomera (8).

3.3.3. Sinteza ferocenskih tripeptida 12—19 — opéi postupak

Na sli¢an nacin kao u postupku 3.3.2 kopulacijom N—deprotektiranih dipeptida 8-11 (1 ekv.) i
odgovaraju¢e Boc—-AA-OH (2 ekv., AA = L-Pro, D-Pro), prethodno aktivirane dodatkom
HOBt (2,2 ekv.) i EDC (2,2 ekv.), sintetizirani su tripeptidi 12-19 (slika 43.). Koli¢ine
upotrijebljenih prekursora, reagenasa, iskoriStenje kopulacija 1 opis produkta navedeni su u

tablici 5.
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Slika 43. Strukturne formule ferocenskih tripeptida 12-19.
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Tablica 5. Prekursori i reagensi koristeni za pripravu su

iskoriStenja kopulacija i opis produkta.

Supstrat - Reagensiza | pobivena
Aminokiselina kooulacii )
(masa / / CRLLGS masa Opis
Produkt mg, (masa / mg, (masa / mg, (mg, produkta
mnozina / ..
mnozina N mnoZina / mmol) iskoriStenje
mmo
/' mmol) EDC | HOBt %)
8 Boc—-L-Pro— (169 (119
12 (188 mg, o o mo 210 mg Zuti prah
0,40 (172mg,0,8 | 088 0,88 (95%)
mmol) mmol) mmol) | mmol)
8 Boc-D-Pro— (169 (119
13| (188mg, o me, | Mo | lome
0,40 (172mg,08 | 088 | 088 (95%)
mmol) mmol) mmol) | mmol)
9 Boc-L-Pro- (165 (116
14 | (8Mg, o me | me | 20mg o prah
039 | (168mg,0,78 | 0.86 0,86 (97%)
mmol) mmol) mmol) | mmol)
9 Boc-D-Pro— (165 (116
15 | (18 mg o mg | MG | 25MG b
039 | (168mg,078 | 086 | 086 | (90%) b
mmol) mmol) mmol) | mmol)
10 Boc-L-Pro- (165 (116
16 (185 mg, o mo mo 188 mg Zuti prah
039 | (168mg,0,78 | 086 | 0,86 (83%)
mmol) mmol) mmol) | mmol)

ferocenskih tripeptida 12-19,
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10 Boc-D-Pro— (165 (116
OH mg, | mg, 162mg | .
17 (185 mg. 0 ) : Zuti prah
0,39 (168 mg, 0,78 | 0.86 0,86 (71%)
mmol) mmol) mmol) | mmol)
11 Boc—-L-Pro— (190 (134
OH mg, | mg, 141mg | .
18 (210 mg, J : : Zuti prah
045 | (194mg,0,90 | 099 | 099 (62%)
mmol) mmol) mmol) | mmol)
11 Boc-D-Pro— (190 (134
OH mg, | mg, 160mg | .
19 (210 mg, J : : Zuti prah
0,45 (194 mg, 0,90 | 0,99 0,99 (71%)
mmol) mmol) mmol) | mmol)

3.3.3.1. Boc-L-Pro—L—Pro-L-Ala—NH-Fc (12)

tr= 181 — 183 °C, R = 0,45 (EtOAC).

IR (CHZCIZ) 17max/ Cm_l: 3410 Sr (NHsIobodni), 3317 Sr (NHasocirani), 1682 SI (am'd I), 1618
sr (amid 1), 1556 sr (amid 1), 1528 sr (amid I1).

IH-NMR (400 MHz, CDCl3) &/ ppm: 8,26 (s, 1 H, NHec), 7,66 (d, 1H, J = 8,0 Hz,
NHau), 4,86 (s, 1H, H-2, Fc), 4,79 (s, 1H, H-5, Fc), 4,6-4,56 (m, 1H, CHapro), 4,51-4,44 (m,
2H, CHowpro’, CHal), 4,15 (s, 5H, Fc), 3,93 (s, 1H, H-3, Fc), 3,92 (s, 1H, H-4, Fc), 3,64-3,60
(m, 2H, CHdpro), 3,40-3,37 (M, 2H, CHpro), 2,47-2,40 (m, 1H, CHBpr'), 2,38-2,30 (m, 1H,
CHBrro), 2,11-2,05 (M, 1H, CHypro), 2,05-1,91 (M, 1H CHPero, 1H CHPBpro, 1H CHypro, 2H
CHypro), 1,49 (8s, 3H, CHzala), 1,46 (S, 9H, CHsgoc).

13C_NMR (100 MHz, CDCls) §/ ppm: 172,1 (COpr’), 171,4 (COpro), 170,7 (COala),
154,9 (COgoc), 95 (C-1), 81,0 (Cgsoc), 69,3 (Cp), 64,4 (C-3, Fc), 64,3 (C-4, Fc), 62,4
(CHapro), 62,3 (CHowpro), 61,7 (C-2, Fc), 61,6 (C-5, Fc), 49,8 (CHaia), 47,0 (CHpro), 46,8
(CHdpro), 29,1 (CHPpro), 28,6 (CHPBFro), 28,5 (CHagoc), 24,8 (CHyero), 26,1 (CHypro), 17,5
(CHaala).
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HRMS(MALDI): izra¢unato za C2gHzsN4OsFe 566,2191, izmjereno 566,2198.

3.3.3.2. Boc-D—Pro-L—Pro-L-Ala—NH-Fc (13)

tr= 179 — 180 °C, R¢ = 0,45 (EtOAC).

IR (CH2Cl2): ¥max/ cm™: 3323 st (NHasocirani), 1667 sl (amid 1), 1651 sl (amid I), 1558 sr
(amid 11), 1540 sr (amid Il), 1515 sr (amid I1).

IH-NMR (400 MHz, CDCls) &/ ppm: 8,26 (s, 1 H, NHrc), 7,10 (d, 1H, J = 8,0 Hz,
NHaia), 5,01 (m, 1H, H-2, Fc), 4,63-4,55 (M, 2H, CHotpro, CHaa), 4,43-4,40 (m, 2H, H-5 F,
CHaero), 4,16 (s, 5H, Fc), 4,09-4,04 (m, 1H, CHp), 3,95 (m, 1H, H-3, Fc), 3,89 (m, 1H,
H-4, Fc), 3,63-3,56 (M, 1H, CHopw'), 3,40-3,37 (M, 2H, CHdpro), 2,36-2,27 (M, 1H, CHP#ro),
2,25-2,13 (M, 2H CHPero', 1H CHypro), 2,10-2,02 (M, 1H CHPero, 2H CHypro?), 1,96-1,86 (m,
1H, CHypro), 1,47 (d, 2H, J = 7,6 Hz, CHaaus), 1,26 (5, 9H, CHagoc).

13C_NMR (100 MHz, CDCls) &/ ppm: 173,7 (COprw), 171,0 (COpro), 170,0 (COala),
155,1 (COgoc), 94,6 (C-1), 80,7 (Cdsoc), 69,4 (Cp), 64,8 (C-3, Fc), 63,7 (C-4, Fc), 62,7 (C-2,
Fc), 61,7 (CHopro), 61,1 (C-5, Fc), 57,8 (CHatpro), 49,7 (CHaa), 48,0 (CHSere?), 47,5 (CHpro),
29,7 (CHBero), 29,7 (CHPBpro), 28,4 (CHagoc), 25,1 (CHyero), 24,9 (CHypro), 17,2 (CHaau).

HRMS(MALDI): izracunato za C2sH3sN4OsFe 566,2191, izmjereno 566,2192.

3.3.3.3. Boc-L—Pro-bD—Pro-L-Ala—NH-Fc (14)

tr= 180 — 182 °C, R¢ = 0,45 (EtOAC).

IR (CHZCIZ) 17max/ Cm_l: 3424 Sr (NHslobodni), 3346 Sr (NHasocirani), 3324 Sr (NHasocirani),
1670 sl (amid 1), 1552 sr (amid 1), 1520 sr (amid I1).

IH-NMR (400 MHz, CDCls) o/ ppm: 8,04 (s, 1 H, NHgc), 7,52 (d, 1H, J = 6,4 Hz,
NHaia), 4,70 (m, 1H, H-2, Fc), 4,67 (m, 1H, H-5, Fc), 4,64-4,62 (m, 1H, CHotero'), 4,46-4,42
(m, 1H, CHaepro), 4,15 (s, 5H, Fc), 4,13-4,10 (m, 1H, CHai), 3,99-3,95 (m, 1H, CHJpr),
3,94-3,90 (m, 2H, H-3, H-4, Fc), 3,60-3,46 (m, 1H CHdpror, 2H CHopro), 2,28-1,88 (m, 2H
CHPpror, 2H CHPpro, 2 H CHypror, 2H CHypro), 1,49 (d, 2H, J = 7,2 Hz, CHaais), 1,38 (s, 9H,
CHsgoc).
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13C_NMR (100 MHz, CDCls) 8/ ppm: 173,1 (COpr’), 171,5 (COpro), 170,6 (COala),
155,0 (COgoc), 94,9 (C-1), 80,4 (Cqsoc), 69,3 (Cp), 64,4 (C-3, Fc), 64,3 (C-4, Fc), 61,7 (C-2,
Fc), 61,6 (C-5, Fc), 60,8 (CHotpro), 58,0 (CHatpro), 51,4 (CHat), 47,5 (CHSero), 47,4 (CHGPro),
29,4 (CHPpro), 28,6 (CH3soc), 28,4 (CHBero), 25,0 (CHypro), 24,8 (CHypro), 16,6 (CHaala).

HRMS(MALDI): izra¢unato za C2gHzsN4OsFe 566,2191, izmjereno 566,2194.

3.3.3.4. Boc-D-Pro-D-Pro-L-Ala-NH-Fc (15)

tr= 181 — 183 °C, R = 0,45 (EtOAC).

IR (CHZCIZ) ﬁmax/ Cm-l: 3423 Sr (NHslobodni), 3315 Sr (NHasocirani), 1691 SI (am|d I), 1647
sl (amid 1), 1557 sr (amid I1), 1516 sr (amid I1).

IH-NMR (400 MHz, CDCls) &/ ppm: 8,58 (s, 1 H, NHc), 6,61 (d, 1H, J = 8,6 Hz,
NHaia), 4,87 (m, 1H, H-2 Fc), 4,78 (m, 1H, H-5 Fc), 4,60-4,46 (M, 2H, CHopro, CHala),
4,42-4,30 (M, 1H, CHopro), 4,10 (s, 5H, Fc), 3,94-3,90 (m, 2H, H-3 Fc, H-4 Fc), 3,77-3,40
(M, 4H, CHGpw, CHOpro), 2,22-1,94 (M, 2H CHPpro, 2H CHPerwor, 2H CHypro, 2H CHyero),
1,50 (s, 9H, CHagoc), 1,42 (s, 3H, CHaala).

13C_NMR (100 MHz, CDCls) &/ ppm: 172,1 (COpr’), 172,1 (COpro), 170,1 (COala),
154,7 (COgoc), 95,3 (C-1), 79,9 (Cdsoc), 69,2 (Cp), 64,3 (C-3, Fc), 64,1 (C-4, Fc), 61,4 (C-2,
Fc), 61,4 (C-5, Fc), 61,1 (CHarro), 58,3 (CHapro), 49,5 (CHal), 47,3 (CHdpro), 47,2 (CHdpro),
29,3 (CHBero), 28,7 (CHsaac), 28,6 (CHPBpro), 25,8 (CHypro), 24,7 (CHypro), 17,7 (CHaau).

HRMS(MALDI): izracunato za C2sH3sN4OsFe 566,2191, izmjereno 566,2195.

3.3.3.5. Boc-L-Pro-L—Pro-D-Ala—NH-Fc (16)
Dobiveni su identi¢ni spektri kao kod enantiomera (15)
3.3.3.6. Boc-D-Pro—L-Pro-D-Ala-NH-Fc (17)
Dobiveni su identi¢ni spektri kao kod enantiomera (14)

3.3.3.7. Boc-L-Pro-D-Pro-bD-Ala-NH-Fc (18)
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Dobiveni su identi¢ni spektri kao kod enantiomera (13)
3.3.3.8. Boc-D-Pro-D-Pro-D-Ala—NH-Fc (19)

Dobiveni su identi¢ni spektri kao kod enantiomera (12)

3.4. Sinteza bis—ferocenskih dipeptida 20 i 21

3.4.1. Opdi postupak

U otopinu Boc—zasticenog dipeptida (1 ekv.) u diklormetanu uvodi se plinoviti HCI dok se
TLC kromatografijom ne utvrdi nastanak hidroklorida. Upareni hidroklorid suspendira se u
diklormetanu i obradi sa suviskom EtsN (pH ~ 8). Dobiveni se slobodni amin kopulira sa Fc—
COOH (3, 1,3 ekv.) prethodno aktiviranom standardnim HOBt (2,2 ekv.)/ EDC (2,2 ekv.)
postupkom. Nakon 3 sata mijeSanja reakcijska se smjesa obradi na isti nacin kao u postupku
3.3.1, a produkti, ¢ije su strukturne formule prikazane na slici 44, prociste tankoslojnom

preparativnom kromatografijom uz etil-acetat kao eluens.

Fc' Fc

(6] O 2 3 0 O
I H | -~ H
@AKN\)\(NQ&N LD N Nﬁ)kN@
]\:/[ H 15 4 N H
e © ¢ F o Me Fe

F Fe

— < < —

20 21

Slika 44. Strukturne formule bis—ferocenskih peptida 20 i 21.

3.4.2. Fc—CO-L—Pro—-L-Ala—NH-Fc (20)

Prema opéem postupku opisanom u 3.4.1, kopulacijom deprotektiranog Boc—zasticenog
dipeptida 8 (109,2 mg, 0,233 mmol) i 3 (503,3 mg, 2,66 mmol), aktivirane dodatkom HOBt
(69 mg, 0,51 mmol) i EDC (98 mg, 0,51 mmol), dobiveno je 44% spoja 20 (59 mg, 0,103

mmol) u obliku crvene smole.
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R = 0,50 (EtOAC).

IR (CHZCIZ) gmax/ Cm-l: 3421 Sr (NHslobodni), 3298 Sr (NHasocirani), 1684 SI (amld I),
1599, 1558, 1541 sr (amid 1), 1506 sl (amid I1).

IH-NMR (400 MHz, CDCls) &/ ppm: 8,23 (s, 1 H, NHrc), 6,77 (d, J = 7,6 Hz, 1H,
NHaia), 4,84-4,80 (M, 3H, H-2, H-2", H-5"), 4,73 (3s, 1H, H-5), 4,66 (3s, 1H, CHapro), 4,50
(M, 1H, CHaa), 4,43 (8s, 2H, H-3", H-4"), 4,23 (8s, SH, Fc’), 4,17 (8s, SH, Fc), 4,00 (3s, 2H,
H-3, H-4), 3,94-3,87 (M, 2H, CHspro), 2,25-2,20 (M, 2H, CHgero), 2,1-2,02 (M, 2H, CHypro),
1,45 (d, J = 7,2 Hz, 3H, CHaau).

13C_NMR (100 MHz, CDCls) &/ ppm: 172,1 (COgc), 171,8 (COpro), 170,1 (COnia), 94,9
(C-1), 75,8 (C-1"), 71,5 (C-2), 71,0 (C-3"), 71,0 (C-4"), 70,2 (C-5"), 69,8 (FC), 69,5 (Fc),
64,8 (C-3), 64,5 (C—4), 62,4 (CHapro), 61,9 (C-2), 61,5 (C-5), 49,8 (CHaas), 49,3 (CHspro),
28,4 (CHgpro), 26,0 (CHypro), 17,5 (CHanla).

HRMS(MALDI): izracunato za C29H31N3OsFe; 581,1065, izmjereno 581,1079.

3.4.3. Fc-CO-D-Pro-D-Ala—NH-Fc (21)

Prema opéem postupku opisanom u 3.4.1, kopulacijom deprotektiranog Boc—zasti¢enog
dipeptida 11 (180,5 mg, 0,385 mmol) i 3 (106 mg, 0,462 mmol), aktivirane primjenom EDC
(562 mg, 2,93 mmol)/ HOBt (163 mg, 0,85 mmol) protokola, dobiveno je 105,7 mg (0,181

mmol, 47%) 21 u obliku crvene smole (slika 44.).

Dobiveni su identi¢ni spektri kao kod enantiomera (20).
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3.5. Sinteza konjugata aminoferocena i a—aminoizobutiri¢ne Kiseline 22—

27
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Slika 45. Strukturne formule konjugata aminoferocena i a—amino izobutiri¢ne kiseline 22-27.
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3.5.1. Boc-Aib—NH-Fc (22)

Prema opéem postupku opisanom u 3.3.1, kopulacijom deprotektiranog Boc-zasti¢enog
aminoferocena (5) (121,5 mg, 0,404 mmol) i Boc-Aib—OH (123 mg, 0,606 mmol), aktivirane
primjenom EDC (120 mg, 0,606 mmol)/ HOBt (82 mg, 0,606 mmol) protokola, dobiveno je
132 mg (0,342 mmol, 85%) 22 u obliku zutog praha.

Rf = 0,65 (CH2Clz : EtOAC = 10 : 1).

IR (CHZCIZ) 17max/ Cm_l: 3421 Sr (NHsIobodni), 3294 SI (NHasocirani), 1724 Sr (am'd I), 1623

sr (amid 1)

'H-NMR (400 MHz, CDCls) 6/ ppm: 7,99 (3s, 1H, NHeg), 4,93 (s, 1H, NHaib), 4,61 (s,
2H, H-1, H-2), 4,17 (s, 5H, Fc), 3,98 (s, 2H, H-3, H-4), 1,52 (s, 6H, (CH3)2 aib), 1,48 (s, 9H,
C(CHa)3).

13C_NMR (100 MHz, CDCl3) &/ ppm: 172,7 (COgos), 155,2 (COaib), 95,0 (C-1), 80,8
(CQsoc), 69,3 (Cp), 64,6 (C-3, C-4), 61,3 (C-2, C-5), 57,4 (Canin), 28,5 (CHagoc), 25,8
(CHz3aib).

3.5.2. Sinteza Boc-L—Ala—Aib—NH-Fc (23) standardnim HOBt/EDC postupkom

Prema opéem postupku opisanom u 3.3.1, kopulacijom deprotektiranog Boc—zasti¢enog 22
(70 mg, 0,181 mmol) i Boc-L-Ala—OH (74 mg, 0,362 mmol), aktivirane primjenom EDC (70
mg, 0,362 mmol)/ HOBt (49 mg, 0,362 mmol) protokola, dobiveno je 16 mg (0,04 mmol,
22%) 23 u obliku Zutog praha.

Rf= 0,65 (CH2Cl2: EtOAC = 10 : 1).
IR (CHZCIZ) ﬁmax/ Cm_l: 3423] (NHslobodni), 3340 Sr (NHasocirani), 1699 Sr (amld I)

'H-NMR (400 MHz, CDCls) &/ ppm: 8,38 (s, 1H, NHro), 6,45 (s, 1H, NHaib), 5,11 (3s,
1H, NHai), 4,80 (s, 1H, H-2), 4,64 (s, 1H, H-5), 4,17 (s, 5H, Fc), 3,99 (m, 1H, CHaaw), 3,95
(8s, 2H, H-3, H-4), 1,59 (s, 3H, CHzaib), 1,50 (8s, 12H, CHsaib, C(CHs)3), 1,40 (d, 3H,
CHsala).
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13C_NMR (100 MHz, CDCls) §/ ppm: 172,2 (COgoc), 1720 (COaib), 156,4 (COala), 95,5
(C-1), 81,3 (Cagsoc), 69,3 (Cp), 64,6 (C-3), 64,3 (C-4), 61,5 (C-2), 61,1 (C-5), 57,6 (Caaib),
52,0 (CHoala), 28,5 (CH3goc), 26,7 (CH3aib), 25,0 (CHaaib), 17,4 (CHzala).

3.5.3. Sinteza Boc-L-Ala—Aib—NH-Fc (23) HOBt/EDC postupkom potpomognuta

mikrovalovima

U otopinu deprotektiranog Boc—zasticenog amida 22 (70 mg, 0,181 mmol) u etil-acetatu doda
se Boc-L-Ala-OH (74 mg, 0,362 mmol) u etil-acetatu, prethodno aktivirana primjenom EDC
(70 mg, 0,362 mmol)/ HOBt (49 mg, 0,362 mmol) postupka. Reakcijska se smjesa 35 minuta
mijesa u reaktoru izlozena mikrovalnom zracenju (uvjeti: 15—minutno zagrijavanje na T = 55
°C uz P =200 W, odrzavanje na T = 55 °C uz P = 200 W tijekom 20 minuta), a potom ispere
zasi¢enom vodenom otopinom NaHCO3, 10%-tnom otopinom limunske kiseline i zasi¢enom
otopinom NaCl. Organski se sloj osusi bezvodnim Na>SOs i upari do suha. Sirovi produkt
procis¢ava se tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu uz smjesu
diklormetana i etil-acetata (10:1) kao eluens. Dobiveno je 32 mg (0,08 mmol, 40%) 23 u
obliku Zutog praha.

3.5.4. Sinteza Boc—(Aib)>-NH-Fc (24) standardnim HOBt/EDC postupkom

Prema opéem postupku opisanom u 3.3.1, kopulacijom deprotektiranog Boc—zasti¢enog 22
(134 mg, 0,346 mmol) i Boc-Aib—OH (140 mg, 0,692 mmol), aktivirane primjenom EDC
(132 mg, 0,692 mmol)/ HOBt (94 mg, 0,692 mmol) protokola, dobiveno je 36 mg (0,08
mmol, 22%) 24 u obliku zutog praha.

Rf=0,50 (CH:Clz: EtOAc = 10 : 1).
IR (CHZCIZ) 17max/ Cm-l: 3423 Sr (NHsIobodni), 3331] (NHasocirani), 1703 Sr (amld I)

'H-NMR (400 MHz, CDCls) ¢/ ppm: 8,56 (s, 1H, NHkc), 6,39 (s, 1H, NHaib1), 4,98 (Ss,
1H, NHaiv2), 4,85 (s, 2H, H-2, H-5), 4,24 (s, 5H, Fc), 3,98 (s, 2H, H-3, H-4), 1,53 (s, 9H,
C(CHa)3), 1,51 (8s, 6H, (CH3)24ib1), 1,50 (8s, 6H, (CH3)2aib2).
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15C_NMR (100 MHz, CDCls) &/ ppm: 172,6 (COaib1), 172,3 (COnibz), 155,7 (COsoo),
94,8 (C-1), 81,5 (Cdsoc), 70,4 (Cp), 64,9 (C-3, C-4), 60,7 (C=2, C=5), 57,3 (Canist), 57,2
(Caaib2), 28,5 (CHsgoc), 26,0 (CH3aib1), 25,4 (CHazaib2).

3.5.5. Sinteza Boc—(Aib),-NH-Fc (24) HOBY/EDC postupkom potpomognuta mikrovalovima

Prema postupku opisanom u 3.5.3, kopulacijom deprotektiranog Boc—zasticenog peptida (22)
(67 mg, 0,173 mmol) i Boc—Aib—OH (70 mg, 0,346 mmol), aktivirane primjenom EDC (66
mg, 0,346 mmol)/ HOBt (47 mg, 0,346 mmol) protokola, dobiveno je 45 mg (0,095 mmol,
549%) 24 u obliku zutog praha.

3.5.6. Sinteza Boc—L—Ala—(Aib)>—NH-Fc (25) HOBt/EDC postupkom potpomognuta

mikrovalovima

Prema postupku opisanom u 3.5.3, kopulacijom deprotektiranog Boc—zasti¢enog dipeptida
(24) (89 mg, 0,189 mmol) i Boc-Ala—OH (58 mg, 0,284 mmol), aktivirane primjenom EDC
(54 mg, 0,284 mmol)/ HOBt (38 mg, 0,284 mmol) protokola, dobiveno je 20 mg (0,037
mmol, 20%) 25 u obliku zutog praha.

Rr= 0,30 (CH2Cl2: EtOACc =5 : 1).
IR (CHZCIZ) 17max/ Cm_l: 3420 Sr (NHslobodni), 3337J (NHasocirani), 1683J (amld I)

IH-NMR (400 MHz, CDCls) &/ ppm: 8,33 (s, 1H, NHrc), 7,04 (s, 1H, NHaib1), 6,55 (s,
1H, NHai2), 5,10 (8s, 1H, NHau), 4,97 (s, 1H, H-2), 4,89 (s, 1H, H-5), 4,28 (s, 5H, Fc), 4,02
(8s, 2H, H-3, H-4), 3,94 (m, 1H, CHaai), 1,55 (§s, 3H, CHaain1), 1,53 (s, 3H, CHaaina), 1,51
(s, 3H, CHaaivz), 1,47 (35, 3H, CHaaivz), 1,45-1,43 (s, 12H, C(CHs)s, CHaala).

13C_NMR (100 MHz, CDCls) ¢/ ppm: 173,2 (COaib1), 173,0 (COsoc), 172,5 (COaib2),
156,3 (COAR), 94,0 (C-1), 81,5 (Cqgoc), 69,9 (Cp), 64,5 (C—3), 64,4 (C4), 61,1 (C-2, C-5),
57,6 (Caaib1), 57,0 (Coaibz), 52,2 (CHaala), 28,4 (CHsgoc), 26,5 (CHaainz), 26,1 (CHsainz), 25,2
(CHz3aib1), 24,9 (CHz3aib1), 17,1 (CHazala).
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3.5.7. Sinteza Boc—(Aib)s—NH—Fc (26) HOBt/EDC postupkom potpomognuta mikrovalovima

Prema postupku opisanom u 3.5.3, kopulacijom deprotektiranog Boc—zasti¢enog dipeptida
(24) (178 mg, 0,378 mmol) i Boc-Aib—OH (116 mg, 0,568 mmol), aktivirane primjenom
EDC (108 mg, 0,568 mmol)/ HOBt (76 mg, 0,568 mmol) protokola, dobiveno je 33 mg
(0,028 mmol, 17%) 26 u obliku zutog praha.

Rt = 0,50 (CHxCl>: EtOAc =5:1).

IR (CHZCIZ) 17max/ Cm-l: 3422 Sr (NHsIobodni), 3335] (NHasocirani), 1705 Sr (am'd I), 1682J
(amid I1)

IH-NMR (400 MHz, CDCls) &/ ppm: 8,50 (s, 1H, NHrc), 7,55 (s, 1H, NHaibs), 6,56 (s,
1H, NHaiz), 5,13 (5, 1H, NHai3), 4,89 (s, 2H, H-2, H-5), 4,21 (s, 5H, Fc), 3,92 (s, 2H, H-3,
H-4), 1,55 (s, 6H, (CHa)2aib1), 1,50 (8s, 6H, (CH3)2aib2), 1,49 (Ss, 6H, (CHa)2ain3), 1,46 (Ss,
9H, C(CHj3)3).

13C_NMR (100 MHz, CDCls3) §/ ppm: 174,6 (COaib1), 173,4 (COain2), 172,8 (COaib3),
1555 (COBoc), 97,1 (C-1), 81,5 (Cdeoc), 69,6 (Cp), 64,2 (C-3, C—4), 61,0 (C-2, C-5), 57,7
(Caaib1), 57,2 (Caaibz), 56,9 (Caaib2), 28,3 (CHazgoc), 25,9 (CHazaib1), 25,5 (CHzains), 25,3
(CHaaib2).

3.5.8. Sinteza Boc—(Aib)s-NH-Fc (26) uz HATU reagens

U otopinu Boc—zasti¢enog dipeptida (24, 168 mg, 0,356 mmol) u diklormetanu (ohladenu na
0 °C) doda se TFA (3 mL) te se TLC—om prati nastanak hidroklorida. Aktivacija Boc—Aib—
OH (109 mg, 0,534 mmol) odvija se u acetonitrilu (20 mL) uz dodatak EtsN (450 uL, 9
mmol) i HATU reagensa® (203 mg, 0,534 mmol) tijekom 15 minuta uz konstantno mijesanje.
Slobodni amin potom se pri sobnoj temperaturi kopulira s aktiviranom Boc—Aib—OH, a tijek
reakcije prati se tankoslojnom kromatografijom. Nakon 20 sati mijeSanja reakcijska smjesa se
upari do suha te ispere 10%—tnom otopinom limunske kiseline, zasi¢enom vodenom otopinom
NaHCO3 i zasi¢enom otopinom NaCl. Organski se sloj osusi bezvodnim Na>SOgs i upari do
suha. Sirovi produkt prociS¢ava se tankoslojnom preparativnom kromatografijom na
silikagelu uz smjesu diklormetana i etil-acetata (5:1) kao eluens. Dobiveno je 96 mg (0,08

mmol, 49%) 26 u obliku Zzutog praha.
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3.5.9. Sinteza Boc—L-Ala—(Aib):—NH-Fc (27) uz HATU reagens potpomognuta

mikrovalovima

U otopinu Boc—zasti¢enog tripeptida (26) (66 mg, 0,121 mmol) u diklormetanu (ohladenu na
0 °C) dodaje se TFA (1,5 mL) te se TLC—om prati nastanak hidroklorida. Boc-L-Ala—OH (35
mg, 0,182 mmol) aktivira se dodatkom EtsN (450 uL, 6 mmol) i HATU reagensa (69 mg,
0,182 mmol) u acetonitrilu (20 mL) tijekom 15 minuta uz konstantno mijesanje. Kopulacija
deprotektiranog amina i aktivirane Boc—L—Ala—OH odvija se mikrovalnom reaktoru (uvjeti:
15-minutno zagrijavanje na T =55 °C uz P =200 W, odrzavanje na T =55 °C uz P = 200 W
tijekom 20 minuta). Reakcijska se smjesa upari do suha te ispere 10%-tnom otopinom
limunske kiseline, zasi¢enom vodenom otopinom NaHCOsz i zasi¢enom otopinom NaCl.
Organski se sloj osusi bezvodnim Na»SOs 1 upari do suha. Sirovi produkt procis¢ava se
tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu uz smjesu diklormetana i etil—

acetata (5:1) kao eluens. Dobiveno je 38 mg (0,06 mmol, 50%) 27 u obliku Zutog praha.

Rf=0,20 (CH:Cly: EtOAc =10 : 1).
IR (CHZCIZ) 17max/ Cm-l: 3420 Sr (NHslobodni), 3331] (NHasocirani), 1676J (amld I)

IH-NMR (400 MHz, CDCl3) &/ ppm: 8,51 (s, 1H, NHec), 7,46 (s, 1H, NHaib1), 7,39 (s,
1H, NHaibz), 6,81 (s, 1H, NHais), 5,55 (&5, 1H, NHaia), 4,98 (s, 1H, H-2), 4,92 (s, 1H, H-5),
4,24 (s, 5H, Fc), 3,99 (8s, 2H, H-3, H-4), 3,88 (m, 1H, CHaal), 1,56 (s, 3H, CHsains), 1,52
(35, 6H, CHaaibs,CHaain2), 1,48 (83, 9H, CHaaib, CHaaib1), 1,46 (5, 9H, C(CHs)s), 1,35 (d, 3H,
CHaala).

13C_NMR (100 MHz, CDCls) &/ ppm: 174,5 (COnib1), 173,6 (COgoc), 173,6 (COnib2),
173,1 (COaibs), 156,5 (COais), 96,0 (C-1), 81,2 (Casoc), 70,4 (Cp), 64,8 (C-3), 64,7 (C-4),
61,0 (C-2), 61,0 (C-5), 57.4 (Caninz), 57,1 (Conit), 56,7 (Conibz), 52,2 (CHoaw), 28,4
(CHsgoc), 26,4 (CHaai2), 25,9 (CHsaib1), 24,9 (CHsaibs), 16,9 (CHaau).
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§4. REZULTATI I RASPRAVA

Za razliku od biokonjugata VI-VIII, u aminokiselinskim derivatima ferocenkarboksilne
kiseline (I1) i aminoferocena (l11) rijetko se nalaze strukturni motivi svojstveni prirodnim
peptidima. U Literaturnom dijelu disertacije opisana su konformacijska svojstva peptida
pripravljenih kopulacijom ferocenkarboksilne kiseline i razli€itih prirodnih aminokiselina koji
u otopinama i ¢vrstom stanju zauzimaju razlic¢ite konformacije, ponekad u obliku uzvojnica,
uvjetovane u veéini slu¢ajeva medumolekulskim vodikovim vezama.?#!' Svega su tri
literaturna primjera derivata tipa 11 sa strukturnim obiljezjima nalik prirodnim peptidima. Prvi
su primjer predstavili Kraatz i suradnici koji su u ¢vrstom stanju Fc—CO-L-Pro-L-Pro-L-Phe—
OH opazili jaku unutarlanc¢anu vodikovu vezu koja zatvara 10—lani prsten koji geometrijom
odgovara B—okretu.*® Isti je strukturni element Hirao prona$ao u otopini i évrstom stanju
enantiomernih XX1 i XX11.#

Uslijed nestabilnosti ferocenskog prekursora peptidni derivati aminoferocena (I11)
znatno su slabije istraZzeni. Metzler—Nolte 1 suradnici istrazZili su konformacijske karakteristike
najjednostavnijih homologa XXII1 (Boc—AA-NH-Fc) i ustanovili kako su u ¢vrstom stanju i
otopini stabilizirani isklju¢ivo medumolekulskim interakcijama.®® U nasem su Laboratoriju
pripravljena tri dipeptidna derivata aminoferocena [Boc—AA>-AA1—-NH-Fc, XXIV, AA1» =
Gly; XXV, AA1. = L-Ala; XXVI, AA12 = L-Val)] ¢ija je detaljna konformacijska analiza
ukazala na tvorbu unutarlanane vodikove veze izmedu NH-skupine aminoferocena i
uretanske karbonilne skupine koja podrzava konformaciju p—okreta tipa I.° Nadalje, jaki CD-
signali opazeni u spektrima kiralnih derivata XXV i XXVI ukazali su da kiralno uredenje
sekundarne strukture u peptidnom segmentu uzrokuje perturbaciju inherentno akiralnog

ferocenskog kromofora i modifikaciju njegovih kirooptickih svojstava.

U nastavku tih istraZivanja u prvom je dijelu ove disertacije opisana sinteza dipeptida
(111, n = 1), tripeptida (111, n = 2) i dinuklearnih derivata (IV) izvedenih iz aminoferocena i
odgovarajuc¢ih aminokiselina (Ala, Pro) odnosno ferocenkarboksilne kiseline (slika 46.).
Nadalje, primjenom eksperimentalnih (IR—spektroskopija, spektroskopija NMR i CD) i

teorijskih (DFT—-racun) metoda nacinjena je konformacijska analiza ciljnih konjugata kako bi
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se identificirale dominantne konformacije te je istraZzen utjecaj kiralnog uredenja peptidnog

slijeda na CD—aktivnost u apsorpcijskom podruéju ferocenskog kromofora.

- - -

I IV

Slika 46. Dipeptidni (111, n = 1), tripeptidni (111, n = 2) i dinuklearni (1) derivati

aminoferocena.

Imajuéi u vidu recentne radove’®">"” u kojima je opisana upotreba aromatskih kromofora kao
senzora heli¢nosti peptidnog slijeda, u nastavku istrazivanja pripravljeni su i derivati
aminoferocena i oa—aminoizobutiri¢ne kiseline (V, slika 47.). Na slican nacin kao kod
konjugata 111 i IV i ti su peptidi podvrgnuti konformacijskoj analizi kako bi se ispitao utjecaj
udaljenosti izmedu akiralnog kromofora i alaninske podjedinice, kao zacetnika nabiranja

peptidnog lanca, na kiroopticka svojstva ferocena.

o 0
4: :> N |
EW MN*orBu
Fe n O H

\%

Slika 47. Alaninski derivati aminoferocena i a—amino izobutiri¢ne kiseline (n = 1-3).
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4.1. Sinteza, konformacijska analiza i kiroopti¢ka svojstva ferocenskih
dipeptida 8-11

Kao $to je opisano u poglavlju 2.5.2 naSa je istrazivacka skupina utvrdila kako kiralno
uredenje peptidnog slijeda vezane na aminoferocen izravno utjee na CD-aktivnost u
apsorpcijskom podrucju ferocenskog kromofora. Kako bi stekli jasniji uvid u povezanost
konformacijskih i kirooptickih svojstava monosupstituiranih ferocenskih peptida pripravili
smo Cetiri dipeptida izvedena iz aminoferocena Boc-AA>-AA1-NH-Fc (8, AA; = L-Ala,
AA2 = L-Pro; 9, AA1 = L-Ala, AA2 = D-Pro; 10, AA:1 = D-Ala, AA2 = L-Pro; 11, AA1 = D-
Ala, AA> = D-Pro). Prilikom dizajna ciljnih dipeptida odluéili smo se za homo-— i
heterokiralne Ala—Pro slijeda zbog: i) rigidne strukture prolina, a time i sposobnosti indukcije
sekundarnih strukturnih elemenata te ii) dokumentirane prisutnosti specifi¢nih tipova okreta u
heterokiralnim peptidima. Naime, poznato je da heterokiralni LD slijed na i + 1 i1 + 2

polozajima induciraju B—okrete tipa Il, dok homokiralni LL analozi preferiraju geometrije tipa
|.16

Konformacijska analiza pripravljenih spojeva provedena je spektroskopskim i
teorijskim metodama ¢iji su nalazi usporedeni. Takoder je odredena i kristalna struktura

spojeva 91 10.

4.1.1. Sinteza dipeptida 8-11

Klju¢éni prekursor za sintezu svih spojeva opisanih u ovoj disertaciji, tert-butil—
ferocenilkarbamat (5), pripravljen je visestupanjskom sintezom (shema 2.) iz ferocena (1) koji
je u prvom stupnju pretvoren u N,N—difenil-karbamoil-ferocen (2, 73%). Hidrolizom 2 u
refluksiraju¢oj etanolnoj otopini kalijevog hidroksida dobiveno je 66% ferocenkarboksilne
kiseline (3) koja je djelovanjem natrijeva azida na mjeSoviti anhidrid (prethodno generiran in
situ reakcijom 3 i etil-kloroformijata uz EtsN) prevedena u ferocenkarboksazid (4, 43%).
Curtiusovom pregradnjom 4 u tert—butil-alkoholu pri ~85 °C dobiveno je 45% stabilnog Boc—

zaStiCenog aminoferocena 5.
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Shema 2. Sinteza tert—butil-ferocenilkarbamata (5).

Sinteza ferocenskih amida 6 i 7 zapocinje deprotekcijom amino—skupine 5 djelovanjem
plinovitog HCI u diklormetanu. Nastali hidroklorid obradom sa suviskom EtsN prelazi u
slobodnu bazu koja je kondenzirana s aktiviranom Boc-AA-OH (AA = L-Ala, D-Ala)
primjenom standardnog HOBt/EDC postupka dajuc¢i 84% konjugata 6 i 91% konjugata 7
(shema 3.).

O
H
1. HClplinoviti /CH2C12 tBuO\[(N\-)J\N/©
¢
6

3. Boc-L-Ala-OH, HOBY/EDC
(Boc-L-Ala-NH-Fc)
H 0
tBuO

SA
1. HCljipovis /CH,Cly O Me Fe
2. Et;N/CH,Cl,
3. Boc-D-Ala-OH, HOBY/EDC @

7
(Boc-D-Ala-NH-Fc)

Shema 3. Priprava ferocenskih amida 6 i 7.

Marko Nuskol Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 67

Uvodenje alaninske podjedinice potvrden je dubletom njezine metilne skupine (6 = 1,20 ppm)
u spektrima 'H-NMR i signalima pri ¢ = 18,0 ppm (CHaaia) i 6 = 50,40 ppm (Caals) U

spektrima **C—NMR enantiomernih amida 6 i 7.

Zavr$ni korak u sintezi ciljnih dipeptida 8-11 je uvodenje L— odnosno D—Pro na N-—
terminus amida 6 i 7. Sli¢no kao §to je opisano za ferocenske amide, HOBt/EDC postupkom
aktivirana je Boc—AA-OH (AA = L-Pro, D—Pro) nakon cega je uslijedila njezina kopulacija
sa slobodnim aminima dobivenima deprotekcijom Boc—zasti¢enih amida 6 i 7. Dobiveno je

74% 8, 93% 9, 72% 10 i 83% dipeptida 11 (shema 4.).

0 O
H
1. HClplinoviti /CH2C12 tBu O)K/p\l(Nﬁ)kN/@
2. Et;N/CH,Cl, Jowme H -
€
8

3. Boc-L-Pro-OH, HOBt/EDC
(Boc-L-Pro-L-Ala-NH-Fc)

0 O
o LA AN LD
N z
L. HClplil’lOViti /CH,Cl, Me i Fe

0
2. E;N/CH,Cl,

3. Boc-D-Pro-OH, HOBY/EDC @
9

(Boc-D-Pro-L-Ala-NH-Fc)

1. HCl jinovisi /CH,CL o) g ©
Fe

3. Boc-L-Pro-OH, HOBt/EDC O Me

W

(Boc-L-Pro-D-Ala-NH-Fc)
0 (\ g 9
PR N\‘)k 4: :>
BuO N N
O Me Fe

11
(Boc-D-Pro-D-Ala-NH-Fc)

1. HClplinoviti /CH2C12
2. Et;N/CH,Cl,
3. Boc-D-Pro-OH, HOBY/EDC

Shema 4. Priprava ferocenskih dipeptida 8-11.
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U spektrima !H-NMR svih dipeptida opaZzeni su dvostruki signali NH-skupina koji su
pripisani cis— i trans—izomeru prolinske amidne veze.%® Naime, u prirodnim peptidima vecina
amidnih veza zauzima trans—konfiguraciju u kojoj Co-—atome susjednih aminokiselina
nalazimo na suprotnim stranama veze (slika 48.). Na taj je nacin steriCka napetost izmedu
bocnih ogranaka susjednih aminokiselina svedena na minimum te je stoga uobiCajen udio

trans—izomera priblizno 95%.°%

A o -0 B 0@ @a
| @ e

>

118° 4060
‘“\\ 1.32
119° : 113°
\
</1‘23’» \ 12‘1‘\' -
¥ \ 2
1. amidna veza

@ ()

Slika 48. Prikaz a) trans—amidne i b) cis—amidne veze u peptidima.®

No, amidne veze u kojima sudjeluje prolin, zbog smanjene razlike u sterickoj napetosti
izmedu trans— i cis—oblika, jer na dusikov atom prolina nije vezan vodik ve¢ dva tetraedarska
ugljikova atoma, pokazuju smanjen afinitet za trans—konfiguraciju (slika 49.). Pritom je udio
cis—oblika obi¢no do 10%,% no ukoliko prolinu prethodi glicin!® ili aminokiselina s
aromatskim boénim ogrankom!® moze se opaziti jos veéi udio cis-izomera ¢ak i do 40% ako

je prolin u vezi s aromatskom aminokiselinom.%2

A D B A

)

@ Q o] "

| P— |

o/& @ — Q /0\@7[)\
) Q

2 ° @ [+

Slika 49. Prikaz a) trans— i b) cis—imidne veze u prolinskim peptidima.®
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Cis—trans—izomerizaciju prolinske amidne veze moguée je utvrditi pomoéu *H- i ¥C—
spektroskopije NMR. Dijagnosticki signali u spektrima 23 C—-NMR su kemijski pomaci Cp— i
Cy—atoma; manja razlika njihovih kemijskih pomaka (Ao= 1-6 ppm) pripisuje se trans—
izomeru, dok se veca razlika (Ao = 8-10 ppm) opaza kod cis—izomera. Integriranjem signala u
spektrima *H-NMR ili usporedbom jagine signala u spektrima ®*C-NMR moze se odrediti

udio cis— i trans—izomera.'%410°

Budué¢i da razlika kemijskih pomaka CB— i Cy-atoma u spektru *C-NMR
homokiralnog derivata 8, kao i njegovog enantiomera 11, iznosi 4,5 ppm (slika 50., lijevo)
moZe se zakljuciti da dominantni signal NHeg. skupine u spektru 'H-NMR pripada trans—
izomeru. Integracijom signala NHrc skupine odreden je udio trans—izomera koji pri 25 °C za 8
iznosi 84%. Kao S$to je prikazano na slici 50. desno, signali cis— i trans—izomera
zagrijavanjem na 45 °C koalesciraju zbog ubrzane medupretvorbe izomera. Na isti je nacin
odredeno da udio trans—izomera u slu¢aju heterokiralnih 9 i 10 iznosi 71% pri 25 °C.
Preostali signali dominantnog trans—izomera u spektrima *H-NMR i 3C-NMR dipeptida 8—
11 asignirani su primjenom dvodimenzijske homo— (COSY, NOESY) i heteronukearne
(HSQC, HMBC) spektroskopije NMR.

n MNR == [==] [==]
i Ft e 3 o
2 a% T
» £y |
Cp Cy NHz, 45 25°(C |:'> 45°C
NH:
NHF: cis Fo
T L A e — N I
30 28 26 23 83 82 8.1 8.0 83 82 81
S (ppm) S (ppm) S (ppm)

Slika 50. Kemijski pomaci CB— i Cy—atoma u spektru 23C-NMR derivata 8 (lijevo) i srastanje

signala NHeg skupine trans— i cis—izomera u spektru tH-NMR (desno).

Uvodenje prolinske podjedinice registriran je u spektru *H-NMR 8 signalima njezinih
metilenskih 6— (6 = 3,53-3,41 ppm), B— (6 = 2,2-2,14 ppm) i y—protona (6 = 1,96-1,88 ppm)
te metinskih protona (6 = 4,3 ppm). Struktura dipeptida dodatno je potvrdena opaZanjem

signala pirolidinskih o— (6~ 61 ppm), 6— (6~ 48 ppm), B— (6~ 29 ppm) i y—ugljikovih atoma
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(6 ~ 25 ppm) u spektru C-NMR 8. Isti su signali opazeni i u spektrima *H-NMR i *C—

NMR enantiomernog 11.

Metilenski 5—, p— i y—protoni u spektrima *H-NMR enantiomernih 9 i 10 registrirani su
pri 6 = 3,55-3,36 ppm, ¢ = 2,26-2,05 ppm odnosno ¢ = 2,01-1,85 dok su metinski protoni
pirolidina opazeni pri 6 = 4,2 ppm. Pirolidinski a—, 6—, B— i y—ugljikovi atomi heterokiralnih

91 10 rezoniraju pri ~ 61, ~ 48, ~ 30 odnosno ~ 25 ppm.

4.1.2. Konformacijska analiza

4.1.2.1. Analiza IR spektroskopijom

Poznato je da je IR spektroskopija brza i korisna metoda za detekciju slobodnih i NH—skupina
koje sudjeluju u vodikovim vezama. lako u otopini nastupa brza izmjena energijski bliskih
konformacija, u IR spektrima detektiraju se apsorpcijske vrpce NH-skupina za svaki prisutni
oblik te je iz relativnog omjera intenziteta vrpci moguce procijeniti udio pojedinih
konformera. Pritom apsorpcijske vrpce u podruéju valnih brojeva manjih od 3400 cm™
upudéuju na asocirane NH—skupine, dok se signali iznad 3400 cm™ pripisuju slobodnim NH-
skupinama. Nadalje, iz omjera intenziteta ovih vrpci tijekom postupnog razrjedivanja otopina
ispitivanih uzoraka moze se procijeniti da li su u konformerima prisutne unutar— ili
medumolekulske vodikove veze. Ako razrjedivanjem znacajno opada intenzitet signala u

podruéju nizem od 3400 cm

, U otopini ispitivanog uzorka prisutne su medumolekulske
vodikove veze koje se razrjedenjem Kkidaju. Ukoliko su u molekuli prisutne IHB,

razrjedivanjem oba signala slabe ali se ne mijenja omjer njihovog intenziteta.

Koncentracijski—ovisni IR spektri peptida 8 prikazani su na slici 51., lijevo. Pri visokim
koncentracijama ispitivanog uzorka (20 x 10~ mol dm-3) dominiraju signali pri 3318 cm™ koji
se mogu pripisati asociranim NH-skupinama, dok su apsorpcijske vrpce slobodnih NH—
skupina, registrirane pri 3420 cm™, slabijeg intenziteta. Buduéi da se omjer intenziteta
slobodnih i asociranih NH—skupina gotovo i ne mijenja tijekom razrjedenja do ¢ = 1 x 107
mol dm™ moZe se zakljugiti kako su u razrijedenim otopinama peptida 8, kao i enantiomernog

11, prisutne konformacije stabilizirane unutarmolekulskim vodikovim vezama u kojima
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sudjeluju pojedine NH-skupine. U IR spektrima heterokiralnih 9 i 10 (slika 51., desno) vrpce
asociranih NH-skupina slabijeg su intenziteta nego kod homokiralnih analoga, no tijekom
razrjedenja ne dolazi do promjene njihova intenziteta s obzirom na intenzitet slobodnih NH—
skupina $to je indikacija njihovog sudjelovanja u unutarmolekulskim vodikovim vezama. lako
apsorpcijske vrpce u karbonilnom podruéju IR spektra 8-11 (1600-1800 cm™) nisu dovoljno
razlucene, signali koji indiciraju prisutnost slobodnih N—terminalnih uretanskih karbonilnih

skupina (iznad 1700 cm™), nisu opazeni.'%

— 20 mM 24 — 20 MM
2 —10mM —10mM
. —1mM 14 —1mM
0 0+
~ g
S s
e 14 o -1
< H—
£, s
8 E -2
£ 3 @
w c
8 g 3-
=R =
-4 4
54
-6 -5
7 -6

T T T T T 1 T T T T T 1
3500 3450 3400 3350 3300 3250 3200 3500 3450 3400 3350 3300 3250 3200

Valni broj (cm™) Valni broj (cm™)

Slika 51. Koncentracijski ovisni IR spektri derivata 8 (lijevo) i 9 (desno) u CH2Clo.

IR spektri spojeva 8 i 9 snimljeni su i u ¢vrstom stanju (tablica 6.), u obliku KBr pastila (slike
D1 i D2). Pritom su apsorpcijske vrpce NH- i uretanskih CO—skupina zabiljezene pri valnim
brojevima nizim od 3400 cm™ odnosno 1700 cm™ sto ukazuje da su u &vrstom stanju N—
terminalna CO- i sve NH—skupine ukljucene u vodikove veze (unutar— ili medumolekulskog
karaktera).

Tablica 6. NH— i CO—podrugje IR spektara 8 i 9 u KBr (cm™).

. vNH v NH . .
Derivat (slobodne) (asocirane) amid | amid |1

8 — 3292 1658 1563

9 — 3291 1695, 1677, 1652 1550, 1537
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4.1.2.2. Analiza spektroskopijom NMR

Nakon $to je pomocu IR analize utvrdeno da pojedine NH—skupine dipeptida 8-11 sudjeluju u
vodikovim vezama, iste su skupine identificirane pomocu spektroskopije NMR. Poznato je da
se kemijski pomaci amidnih protona povezanih vodikovim vezama nalaze pri veéim oJ-
vrijednostima nego slobodni amidni protoni. Literaturno dostupni podaci 0 pomacima
amidnih protona u ferocenskim peptidima XXIV-XXVI ukazuju kako se signali NH-skupina
koje sudjeluju u vodikovim vezama opazaju pri 6 > 7 ppm, dok slobodne NH-skupine
rezoniraju pri visem polju.® Nadalje, konformeri stabilizirani unutarmolekulskim vodikovim
vezama i slobodni oblici u otopini nalaze se u dinamickoj ravnotezi, a zbog njihove brze
izmjene u spektrima *H-NMR opaZaju se samo prosje¢ne vrijednosti kemijskih pomaka
slobodnih i asociranin NH-skupina. Visoki kemijski pomaci NH-skupine aminoferocena u
derivatima 8 1 9 (6 > 8 ppm) ukazuju na njezino sudjelovanje u vodikovim vezama, dok NHaia
rezonira u viSem polju (6 < 7 ppm) Sto sugerira kako potonja skupina oscilira izmedu vezanog
I nevezanog stanja (tablica 7.). Unutarmolekulski karakter prethodno utvrdenih veza potvrden
je snimanjem koncentracijski ovisnih spektara NMR u kojima nije opazena znacajna
promjena kemijskih pomaka amidnih protona 8 i 9 (Ad < 0,2 ppm) prilikom razrjedenja do 2

x 10"® mol dm koncentracije.

Jakost unutarmolekulskih interakcija ispitana je snimanjem spektara NMR u prisutnosti
DMSO. Polarno otapalo poput DMSO uzrokuje kidanje slabijih IHB i nastanak solvata
zahvaljujuéi jakim akceptorskim svojstvima toga otapala prema donorima vodikove veze.?’
Pritom je za amidne skupine koje participiraju u jakim IHB karakteristi¢cna mala promjena
kemijskog pomaka uslijed dodatka DMSO. Kao $to je vidljivo iz tablice 7., kompeticijsko
otapalo (¢ DMSO = 0,1) neznatno je utjecalo na kemijske pomake NHr: i NHaia skupine
homokiralnog derivata 8 (Ao = 0,3 odnosno Ad = 0,26 ppm) kao i NHrc (Ad = 0,37 ppm) iz
heterokiralnog derivata 9, sugerirajuc¢i njihovo sudjelovanje u ja¢im IHB. S druge strane, u
spektrima 'H-NMR peptida 9 opazen je znacajan pomak signala NHaja u nize polje (Ad =

0,64 ppm), sto se pripisuje njezinom sudjelovanju u slabijim vodikovim vezama.
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Tablica 7. Kemijski pomaci [6/ppm] amidnih protona 8 1 9 u CDClzi CDCls/ DMSO.

NHaz | NHee | NHaa | NHec
CDCls (c=4x102moldm?) | 6,79 | 8,23 6,94 8,15
CDCls (c=2x10%moldm?) | 6,67 | 8,16 6,77 7,98

CDCls / DMSO (9:1) 705 | 853 7,58 8,52

Temeljem ovisnosti kemijskih pomaka amidnih protona o temperaturi (AS/ AT) moze se
procijeniti njihova izloZenost otapalu.”® Zbog nestabilnosti ferocenskih peptida u DMSO pri
poviSenoj temperaturi, temperaturno—ovisni eksperimenti NMR provode se u CDCls.
Literaturno dostupni podaci o ovisnosti kemijskih pomaka amidnih protona u CDC13 0

temperaturi mogu se saZeti na sljedeéi nagin:®38108.109

e Visoke temperaturne ovisnosti (> -4 ppb/K) upucuju na NH-skupine koje su pri nizim
temperaturama zaklonjene, ali porastom temperature postaju izloZene otapalu.

e Male temperaturne ovisnosti (-2,4 +0,5 ppb/K) pripisuju se amidnim protonima
izloZzenima otapalu ukoliko im je inicijalni kemijski pomak manji od 6 = 7 ppm,
odnosno zaklonjenim protonima ako su pri nizim temperaturama registrirani iznad 6 = 7
ppm.

Temperaturno—ovisni spektri NMR 8 i 9 snimani su u temperaturnom rasponu od 228 K
do 318 K i pri ¢ = 5 x 10 mol dm™ kako bi se isklju¢ila moguénost samoudruZivanja
molekula. Na slici 52. prikazana je ovisnost kemijskih pomaka NHr; i NHala skupina iz
spojeva 8 i 9 o temperaturi. Visoki temperaturni koeficijent NHrc skupine homokiralnog 8
(slika 52., lijevo) u rasponu od 298 K do 318 K [§ (CDCls) = 8,16 ppm, A5/ AT = -8 ppb K]
indikacija je prvobitno zasSti¢ene skupine koja s pove¢anjem temperature, uslijed odmotavanja
konformacija uredenih unutarmolekulskim vodikovim vezama, postaje izlozena otapalu.
Nadalje, temperaturna ovisnost ovog kemijskog pomaka tijekom hladenja od sobne
temperature do 228 K [AS/ AT = —8 ppb K] ukazuje kako procesu smatanja pogoduju niZe
temperature. Ovi se rezultati mogu protumaciti fleksibilnos¢u IHB u malim peptidima na

sobnoj temperaturi, koje uslijed optimizacije geometrije jacaju na nizim temperaturama.
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Kemijski pomak NHr. protona heterokiralnog 9 (slika 52., desno) slijedi slic¢an trend [0
(CDC13) = 7,98 ppm, Ad / AT (298-328 K) = —11,5 ppb K, A6 / AT (228-298 K) = -9,4 ppb
K] s nesto zamjetnijom temperaturnom ovisno$éu $to ukazuje na izraZeniju perturbaciju
vodikovih veza uslijed zagrijavanja u usporedbi s 8. Male temperaturne ovisnosti kemijskih
pomaka NHaia 8 i 9 [8: § (CDC13) = 6,67 ppm, Ad / AT = 1,8 ppb K*; 9: 5 (CDC1s) = 6,77
ppm, A6/ AT = -2 ppb K 1, u rasponu 228-318 K] indikacija su otapalu izloZzenih NH—

skupina.
9 9 -
.
£ oa A * .
A NH .
A A A Fc * NHFc
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A . 'S
£ £ ‘
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S “Q
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Slika 52. Ovisnost kemijskih pomaka amidnih protona 8 i 9 o temperaturi.

Kao $to je navedeno u 4.1.2.2., pri sobnoj su temperaturi u spektrima NMR dijastereomernih
8 1 9 kao i enantiomernih 11 i 10, opazena dva skupa signala koji zagrijavanjem srastaju te su
pripisani cis— i trans—konformeru oko Boc—Pro veze. Za razliku od homokiralnog 8 kod kojeg
nije detektirana promjena udjela dominantnog trans—izomera tijekom hladenja (slika 53.), pri
niskim temperaturama dolazi do znacajnog jacanja signala cis—izomera heterokiralnog 9 (slika
54.). Pri 228 K udio cis—oblika 9 iznosi 45%, a kemijski pomak NHrc cis [0 (CDCl3) = 8,7

ppm] indicira njezino sudjelovanje u vodikovoj vezi.
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Slika 53. Amidno podrugje temperaturno—ovisnih spektara tH-NMR derivata 8 (*CHCls, ¢ =
5 x 10° mol dm= u CDCls).
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Slika 54. Amidno podrugje temperaturno—ovisnih spektara tH-NMR derivata 9 (*CHCls, ¢ =
5 x 10° mol dm= u CDCls).

Kako bismo dobili bolji uvid u konformacijski prostor peptida 8 i 9, kao i enantiomernih 11 i
10, istrazili smo NOE—kontakte izmedu razli¢itih skupina u njihovim 2D spektrima NMR. S
obzirom na primarnu strukturu peptidnog slijeda stabiliziranog unutarmolekulskim vezama,

moguce konformacije ovih konjugata su p— i y—okreti. U NOESY spektrima homokiralnih

konjugata 8 1 11 opazeni su sekvencijalni dxn (i, 1 + 1) i don (i, 1 + 1) izmedu NHala—NHFe,
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Hapro-NHala i Hoalae—NHec, karakteristiéni za p—okret u kratkim peptidima (slika 55.).11!
Pored ovih sekvencijalnih signala, u spektrima svih dipeptida utvrdeni su i NOE—kontakti
dugog dosega izmedu C—terminalnog nesupstituiranog ciklopentadienilnog prstena i tert—
butilne skupine na N-terminusu (slika 56.).

L

F 3.8

NHAla/ Hqu :: L
B\H‘IFC/HGAla NHp/Hoy 4.6
5.0
— 5.4
£.5.8
L 6.2
=
NHg/NHyy, - = 7.0
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PPM(F2) 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 6.4

-

Slika 55. Sekvencijalne korelacije u NOESY spektru peptida 8 (kontakti karakteristi¢ni za B—

okret su uokvireni).
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Slika 56. NOE kontakt dugog dosega u spektru peptida 8.
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Kao §to se moze vidjeti na slikama 55. 1 56., promjena konfiguracije aminokiseline na
poloZaju i + 1 uzrokovala je znacajno slabljenje sekvencijalnih kontakata izmedu NHaia i
NHrc i ja¢anje Hoala—NHFr signala u NOESY spektru rezultiraju¢eg heterokiralnog 9 (slike
57.158.). Ovi nalazi ukazuju kako umetanje prolinskog ostatka D—konfiguracije destabilizira

strukturu nalik f—okretu pronadenu u homokiralnom analogu 8.

)
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Slika 57. Shematski prikaz NOE interakcija opaZzenih u spektrima derivata 8 (lijevo) i 9
(desno). (Pune linije prikazuju jake ili signale srednje jakosti dok su slabi prikazani iscrtkanim

linijama).
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Slika 58. Sekvencijalne interakcije u NOESY spektru peptida 9.
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Prethodno opisani rezultati spektroskopske analize (IR i NMR) indiciraju stabilizaciju
homokiralnih derivata 8 i 11 unutarlanéanom vodikovom vezom izmedu NHrc skupine i
uretanske karbonilne funkcije koja zatvara 10—¢lani prsten i podrzava konformaciju 3—okreta.
No, sude¢i prema rezultatima istih analiza u otopinama heterokiralnih 9 i 10 prisutni su i drugi
strukturni elementi podrzani unutarmolekulskim interakcijama. U recentnim su publikacijama
u kristalnim strukturama heterokiralnih peptida, iako znatno rjedi od p—okreta, evidentirani y—
okreti. Pritom se y—okreti najces¢e nalaze kod peptida koji nisu stabilizirani
medumolekulskim vodikovim vezama, bilo s otapalom ili s drugim molekulama.!*2113
Takoder, rezultati proizasli iz studija konformacijskih preferencija malih peptida (tBuCO-
Pro—-AA-NHCH?3) u otopini ukazuju kako kod alaninskih derivata dolazi do kompetitivhog

formiranja 10— i 7—¢lanih prstenova podrzanih vodikovim vezama.l!4

4.1.2.3. Kristalografska analiza

Kako bi se dobili monokristali prikladni za rendgensku strukturnu analizu, derivati 9 i 10
prekristalizirani su iz diklormetana pri sobnoj temperaturi. Strukturna analiza je pokazala da
su duljine kemijskih veza i kutovi u molekulama 9 i 10 unutar oc¢ekivanog raspona dok su
ciklopentadienilni prstenovi ferocena u zasjenjenoj konformaciji. Konformacija derivata 10 u

&vrstom je stanju stabilizirana jednom NHec---OCgoc IHB duljine 2,885 (5) A koja zatvara 10—

¢lani prsten i podrzava konformaciju —okreta (slika 59.).
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Slika 59. Molekulska struktura i shematski prikaz peptida 10 u ¢vrstom stanju.
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Povezivanjem susjednih molekula 10 medumolekulskim vodikovim vezama izmedu
alaninskih amino— i karbonilnih skupina u smjeru kristalografske osi b nastaju visoko uredene

strukture s periferno orijentiranim ferocenskim podjedinicama (slika 60.).

Slika 60. Medumolekulske vodikove veze u kristalu 10 [d (N15-H15---013) = 2,895(5) A].

Buduci da su 9 i 10 enantiomeri, njihove su geometrije (slika 61.) u zrcalnom odnosu.

NGAA 5 N6AA

025

Slika 61. Molekulske strukture konformacijskih enantiomera 9 i 10.

4.1.2.4. Analiza spektroskopijom CD

Kao §to je navedeno u Literaturnom pregledu (2.4.1 i 2.7), spektroskopija cirkularnog
dikroizma (CD) je metoda koja se, osim za odredivanje konfiguracije kiralnih spojeva, koristi
i za predvidanje sekundarne strukture peptida.}'®!® Ukoliko su u peptidnim konjugatima

ferocena u blizini organometalnog kromofora prisutne Kiralne strukture u njegovoj se
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apsorpcijskom podrucju (4 ~ 460 nm) opazaju Cottonovi efekti. Pritom srediSnja kiralnost
konstituirajuéih aminokiselina inducira slabe CD-signale (€ < 500 deg cm? dmol™?), dok su
jaki Cottonovi efekti (@ > 5000 deg cm? dmol™) indikacija visokouredenih kiralnih struktura
podrzanih medulan¢anim vodikovim vezama. Budu¢i da monosupstituirani derivati ne mogu
tvoriti medulancane vodikove veze (koje ogranicavaju rotaciju cp prstenova oko zajednicke
osi u Fc sustavu u konformaciju P— ili M—uzvojnice), signali opazeni u spektrima CD derivata
11 (Boc-AA-AA1-NH-Fc) proizlaze iz prijenosa kiralne informacije s lokalne strukture u

peptidnom lancu do ferocenskog kromofora.

Imajuéi u vidu rezultate prethodne spektroskopske analize (IR i NMR), odlucili smo
ispitati kiralno uredenje 8-11 spektroskopijom CD. Molarni ekstinkcijski koeficijenti, valne
duljine apsorpcijskin maksimuma d-d prijelaza, molarna elipticnost i valne duljine
maksimuma CD-vrpci derivata 8-11 prikazani su u tablici 8., a vidljivo podru¢je spektara CD
na slici 62. Prema ocekivanjima, u spektrima enantiomernih konjugata 8 i 11 odnosno 91 10 u
diklormetanskoj otopini registriran je signal suprotnog predznaka i jednakog intenziteta.
Nadalje, intenzitet Cottonovih efekata u spektrima homokiralnih 8 i 11 gotovo je 5 puta jaci
od signala registriranog u spektrima heterokiralnih derivata 9 i 10 $to ukazuje na visi stupanj
kiralnog uredenja homokiralnih peptida. Buduci da je u spektrima derivata 8 i 10 registriran
Cottonov efekt negativnog predznaka, moze se zakljuciti kako je predznak CD-signala
odreden kiralno§¢u aminokiseline na polozaju i + 1; ukoliko je aminokiselina L—konfiguracije
predznak je negativan, a pozitivni Cottonov efekt proizlazi u slucaju da je i + 1 aminokiselina

D—konfiguracije.

Tablica 8. UV/Vis i CD—podaci spojeva 8—11 (¢ = 1 x 103 mol dm®).

otapalo 8 9 10 11

Amad M (6 MEem™) | CHoCl2 | 445 (521) | 445 (561) | 445 (566) | 445 (513)

Jmaxd M (61 deg cm? dmol™Y) | CH2Cl, | 462 (—2540) | 458 (480) | 463 (—461) | 462 (2571)
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Slika 62. Cottonovi efekti u spektrima CD derivata 8-11 u CH2Cl2pri ¢ = 1 x 10" mol dm?.

Kako bi ispitali kiralno uredenje 8-11 u ¢vrstom stanju izveli smo CD-mjerenja pastila
nacinjenih homogeniziranjem uzoraka s kalijevim bromidom. Dobiveni rezultati (slika 63.)
pokazuju da je i u ¢vrstom stanju prisutno kiralno uredenje. Za razliku od spektara CD u
otopini, dominantni signal u podrucju ferocenskog kromofora (1 ~ 460 nm) homokiralnog 8
pozitivnog je predznaka, dok je kod njegovog enantiomera 11 zabiljezen negativni predznak.
S obzirom da su pokusaji priprave monokristala 8 i 11 za kristalografsku analizu bili
neuspjesni, nismo mogli potvrditi pretpostavku da su takvi rezultati posljedica
samoudruzivanja molekula u ¢vrstom stanju odnosno medumolekulskih vodikovih veza.
Spektri CD heterokiralnih derivata 9 i 10 u ¢vrstom stanju indikacija su ViSOKO uredene
kiralne okoline u blizini ferocenskog kromofora ¢ije je porijeklo intrinzi¢no ili inducirano

pakiranjem molekula u kristal.
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Slika 63. Spektri CD 8-11 u ¢vrstom stanju.

4.1.2.5. DFT-modeliranje i usporedba teorijskih i eksperimentalnih rezultata

Teorija funkcionala gustoée (engl. Density Functional Theory)!'” jedna je od najéesée
koriStenih metoda za ab initio proracune strukture atoma i molekula kao i njihovih interakcija
te se, izmedu ostalog, ve¢ duZzi niz godina primjenjuje u istrazivanju konformacijskog prostora
ferocenskih biokonjugata.®637-3.118119 Modeliranje dipeptida 8—11 provedeno je, u suradnji s
doc. dr. sc. lvanom Kodrinom s Prirodoslovno—matemati¢kog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu,
B3LYP funkcionalom s uklju¢enim Grimmeovim disperznim korekcijama u kombinaciji s
Popleovim osnovnim skupom 6-311+G(d,p) dok je za atom Zeljeza koristen skup efektivnog
potencijala jezgre (engl. effective core potential, ECP) LanL2DZ. Kako bi se teorijski nalazi
Sto bolje korelirali s eksperimentalnima u kona¢nim je izracunima kloroform tretiran kao
polarizabilni dielektri¢éni kontinuum. Buduéi da su derivati 8 i 11, odnosno 9 i 10 u
enantiomernom odnosu, racunalno su analizirani dijastereoizomerni 8 i 9. Rezultati DFT—
modeliranja sumirani su u tablici 9, a na slici 64 prikazane su konformacije 8 i 9 dobivene
optimizacijom struktura stabiliziranih unutarmolekulskim vodikovim vezama. Konformeri su
Klasificirani prema obrascima IHB prikazanim na slici 65. Najstabilnije konformacije

homokiralnog derivata 8 (8c1-8c5) stabilizirane su unutarmolekulskom vodikovom vezom
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uspostavljenom izmedu NHgc skupine i uretanske karbonilne funkcije koja zatvara 10—¢lani

prsten i podrzava konformaciju B—okreta tipa I.

Prema rezultatima temeljenim na kvantnoj teoriji atoma u molekulama (engl. QTAIM),
ti su konformeri dodatno stabilizirani N-H---N interakcijom izmedu amidnih skupina
susjednih aminokiselina. Egzo— 1 endo—konformacije pirolidinskog prstena utvrdene
racunalnim modeliranjem prikazane su na slici 65. (dolje) i u tablici 9. Budu¢i da su egzo—
(8cl i 8c5) i endo—konformeri (8c2—8c4) energijski bliski te im je raspored vodikovih veza
jednak svrstani su u obrazac A. Osim konformacije ciklopentadienilnih prstenova (zasjenjena:
8cl i 8c2, zvjezdasta: 8c3-8c5) na relativnu stabilnost konformera 8c1-8c¢5 utjece i relativna
orijentacija peptidnog segmenta prema nesupstituiranom ciklopentadienilnom prstenu (8c3) ili

u suprotnom smjeru (8c2).

Najstabilnija konformacija heterokiralnog derivata 9 stabilizirana je dvjema IHB sto
rezultira dvama 7—¢lanim prstenovima (obrazac B) odnosno uzastopnim y—okretima. U oba
najstabilnija konformera (9c1 i 9c¢2), koji se razlikuju u konformaciji ciklopentadienilnih
prstenova (zasjenjena: 9c1, zvjezdasta: 9¢2), pirolidinski prsten zauzima endo—konformaciju.
Sli¢an obrazac B utvrden je i u konformaciji 8c6 homokiralnog derivata 8. Obrazac A (B—
okret) svojstven najstabilnijim konformerima homokiralnih derivata 8c1-8c5 opaZen je u
konformeru 9cp ¢ija je energija priblizno 9 kJ mol? veéa od energije najstabilnijeg
heterokiralnog konformera 9cl. Nadalje, razlika u energiji izmedu 9cl i konformera
dobivenog optimizacijom kristalne strukture 9 u kloroformu (9c) jo§ je veca te iznosi

priblizno 13 kJ mol™.
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Tablica 9. Relativne energije najstabilnijih konformera 8 i 9 u kloroformu pri 298 K (populacije > 5% prema Boltzmannovoj raspodjeli
konformera), konformacija pirolidinskog prstena prolina i obrazac IHB prema slici 65 (s tipovima B—okreta za obrazac A), duljina [A]

vodikovih veza.

84

konformer AE konf. obrazac NHrc:--OCgoc | NHrc'-*Naia | NHaia'-*Nero | NHrc::OCpro | NHala'*-OChoc
/ kI mol! | Pro prstena IHB 10—Clani 5—Clani 5—Clani 7—Clani 7—Clani
8cl 0,00 egzo Al (tip I 2,95 2,77 - - -
8c2 1,72 endo Al (tip 1) 2,99 2,75 2,77 - -
8c3 1,97 endo Al (tip I 3,00 2,75 2,77 - -
8c4 3,60 endo Al (tip I 2,98 2,75 2,76 - -
8¢5 4,10 egzo Al (tip 1) 2,94 2,76 - - -
8c6 4,40 endo B — — — 2,83 2,85
Ocl 0,00 endo B — — — 2,92 2,89
9c2 4,57 endo B - - - 2,89 2,86
9cs 9,23 egzo A (tip 1) 3,09 — — — —
9c 12,95 egzo A (tip II) 2,94 — — — —
[a] sli¢no tipu A, ojacano s jednom ili dvije NH ‘- N vodikove veze, prema QTAIM analizi
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Slika 64. Najstabilniji konformeri 8 i 9 s prikazanim duljinama vodikovih veza.
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Slika 65. Obrasci vodikovih veza u najstabilnijim konformacijama derivata 8 i 9 (gore) i

konformacije pirolidinskog prstena prolina (dolje).

Kako bi se stekla jasnija saznanja o utjecaju ferocenske jezgre na svijanje peptidnog segmenta
racunalnom su modeliranju podvrgnuti i modelni analozi 8 i 9, homokiralni derivat m8 i
heterokiralni m9, u kojima je organometalna podjedinica zamijenjena metilnom skupinom.
Detaljni rezultati ra¢unalne analize m8 i m9 nalaze se u dodatku (tablica D1 i slika D3). Kao i
kod ferocenskih konjugata, gdje je p-okret utvrden u najstabilnijim konformerima
homokiralnog 8, strukturu B—okreta takoder nalazimo i u najstabilnijim konformacijama
homo— (m8) i heterokiralnog modelnog spoja (m9). U energijski nepovoljnijim, no jo§ uvijek
znacajno populiranim, konformacijama m8 i m9 javljaju se i y—okreti §to potvrduje literaturno
dostupne eksperimentalne podatke kojima je indicirana prisutnost 7— i 10—¢lanih prstenova u
peptidima s Pro—Ala slijedom.** Zaklju¢no, rezultati proizasli iz ra¢unalne studije sugeriraju
da u heterokiralnim derivatima ferocenska podjedinica moze inducirati y—okrete dok

homokiralni analozi preferiraju konformaciju p—okreta tipa I.

U nastavku istraZzivanja usporedili smo podatke proizasle iz DFT-racuna s
eksperimentalnim opazanjima. Spektroskopijom (IR i NMR) indicirano sudjelovanje
pojedinih NH—skupina 8-11 u IHB modeliranjem je potvrdeno. Eksperimentalno registrirane

slobodne NH-skupine mogu se na temelju DFT—racuna identificirati kao NHaia grupa cije je
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sudjelovanje u 5—¢lanim prstenovima uoceno U samo pojedinim konformerima. Teorijski i
eksperimentalni podaci ukazuju na B—okret kao dominantnu konformaciju homokiralnih 8 i
11. Nadalje, NOESY i spektroskopijom CD detektirano narusavanje sekundarne strukture (—
okreta) izazvano zamjenom L—Pro s D-Pro u rezultiraju¢em heterokiralnom 9 moze se
objasniti pomoc¢u nalaza DFT-modeliranja prema kojem dvije najstabilnije konformacije 9c1
i 9¢c2 sadrze y—okrete. Takoder, analiza udaljenosti pojedinih skupina u ra¢unalno generiranim
geometrijama 9cl i 9¢c2 objasnjava iznimno slabe NHaia i NHrc te jake Hoaiae—NHFc Signale u
NOESY spektru 9.

Budu¢i da se konformacije heterokiralnih dipeptida 9 i 10 pronadene u ¢vrstom stanju
(B—okret) razlikuju od struktura dobivenih optimizacijom izoliranih molekula (y—okreti)
provedena je analiza Hirshfeldove plohe derivata 9 kako bi se istrazile interakcije izmedu
susjednih molekula. Uz o€ekivane N-H---O medumolekulske vodikove veze opaZena je, i
QTAIM analizom potvrdena, dodatna interakcija izmedu karbonilnog kisika prolina i
nesupstituiranog ciklopentadienilnog prstena susjedne molekule (slika 66a.). Kao §to se moze
vidjeti na slici 66b., na kojoj je prikazana njihova superpozicija, eksperimentalna i
optimizacijom dobivena geometrija dimera 9 sadrzi p—okrete te su vrlo sliéne s RMS (root—
mean-square) odstupanjem od 0,866 A. Nadalje, izracunata energija interakcije prilikom
nastanka dimera iznosi -91,0 kJ mol?, $to je znatno vise od energije potrebne za

reorganizaciju uzastopnih y—okreta u 9c1 i 9c2 u p—okrete (24,9 i 29,8 kJ mol™).

Zakljucno, teorijske i eksperimentalne metode ukazuju kako najstabilnije konformacije
izoliranih molekula heterokiralnih 9 i 10 sadrze uzastopne y—okrete dok se uslijed povoljnih
interakcija sa susjednim molekulama njihove geometrije mogu reorganizirati u manje stabilnu

konformaciju p—okreta.
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a)

Slika 66. a) Hirshfeldova ploha molekule 9 (podru¢ja medumolekulskih vodikovih veza
oznacena su strelicama) b) Superpozicija dimera 9 iz kristalne resetke i optimiziranog
konformera c) Optimizirana geometrija dimera 9 s prikazanim medumolekulskim vodikovim

vezama.
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4.2. Sinteza, konformacijska analiza i kiroopticka svojstva ferocenskih
tripeptida 12-19

U ovom su poglavlju opisani derivati Boc—-AA-AA-AA1-NH-Fc (12-19) izvedeni iz
aminoferocena i tripeptidnih slijeda s diprolinskim segmentom ¢ija su konformacijska
svojstva opisana u Literaturnom dijelu disertacije (2.6):

12, AA1 = L-Ala, AA2 = L-Pro, AAs = L-Pro;

13, AA1 = L-Ala, AA, = L-Pro, AAs = D-Pro;

14, AA:1 = L-Ala, AA; = D-Pro, AA;3 = L-Pro;

15, AA:1 = L-Ala, AA; = D-Pro, AA; = D-Pro;

16, AA1 = D-Ala, AA2 = L-Pro, AA; = L-Pro;

17, AA1 = D-Ala, AA2 = L-Pro, AA; = D-Pro;

18, AA1 = D-Ala, AAz = D-Pro, AA; = L-Pro;

19, AA: = D-Ala, AA; = D-Pro, AA; = D-Pro.

Prilikom konstrukcije ciljnih spojeva odlucili smo se za uvodenje prolina na N—terminus
dipeptida 8-11 jer u usporedbi s drugim aminokiselinama ne sadrzi donora vodikove veze
¢ime se ograni¢ava dostupan konformacijski prostor. Takoder, ovi su derivati odabrani jer im
tripeptidni slijed, uz donora i akceptora vodikove veze u aminoferocenu odnosno zastitnoj
skupini, omoguc¢ava tvorbu minimalnih uzvojnica. Pritom smo pretpostavili kako ¢e razliciti
strukturni  elementi (okreti, uzvojnice) prisutni u termodinamicki najpovoljnijim
konformacijama homo-— (12, 19) i heterokiralnih (13-18) stereoizomera rezultirati razli¢itim
oblicima i predznacima CD-krivulja u blizini apsorpcijskog maksimuma ferocenskog
kromofora.

4.2.1. Sinteza tripeptida 12-19

Tripeptidi 12-19 pripravljeni su iz dipeptida 8-11 primjenom postupaka opisanih u poglavlju
4.1.1. Deprotekcijom Boc—zasticenih amino—skupina dipeptida 8-11 djelovanjem plinovitog
HCI pripravljeni su hidrokloridi koji su obradom s EtsN prevedeni u odgovarajuée nestabilne

amine. Amini su potom kopulirani s prethodno aktiviranim Boc—zasticenim L—Pro odnosno
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D—Pro pri ¢emu su dobiveni tripeptidi 12 (95%), 13 (95%), 14 (97%), 15 (90%), 16 (83%), 17
(71%), 18 (62%) i 18 (71%) (sheme 5.1 6).
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Shema 5. Sinteza ferocenskih tripeptida 12—15.
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Shema 6. Sinteza ferocenskih tripeptida 16-19.

U vedini spektara tH-NMR pripravljenih tripeptida opazeni su visestruki signali NHrc i NHala
skupina uzrokovani cis-trans—izomerizacijom prolinske imidne veze (slika 67.). Iznimka su
tripeptid 13 i njegov enantiomer 18 u ¢ijim je spektrima registriran samo jedan skup signala
koji je na osnovi razlike u kemijskim pomacima CB— i Cy-atoma (AS < 6 ppm) pripisan
trans—trans izomeru. Integracijom signala amino-skupina u spektrima H-NMR preostalih
konjugata odreden je udio dominantnog trans—trans izomera pri 25 °C; 76% za 12 i 19, 87%
zaldil7te67% zal5i 16.
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Preostali signali trans—trans izomera u spektrima *H-NMR i *C-NMR tripeptida 12—

19 asignirani su primjenom dvodimenzijske homo— (COSY, NOESY) i heteronukearne

(HSQC, HMBC) spektroskopije NMR. Uvodenje dodatnog L— odnosno D—Pro na N-terminus

dipeptida 8-11 potvrdeno je multipletima njegovih metilenskih 6’— (6 ~ 3,8 ppm), B’— (o ~

2,2 ppm) i y’—protona (6 ~ 2,0 ppm) te metinskih protona (6 ~ 4,5 ppm) registriranim u

spektrima 'H-NMR tripeptida 12—19. Struktura tripeptida takoder je potvrdena opaZanjem
dodatnih signala pirolidinskih o’ (6 ~ 60,5 ppm), &’ (6~ 47,5 ppm), B’ (6~ 29,3 ppm) iy’ (&

~ 25,5 ppm) ugljikovih atoma kao i karbonilnih C-atoma (6 ~ 173 ppm) nove amidne veze u
spektrima 3 C-NMR 12-19.

NHFc trans-trams 1 2 N HI;C frans-trams 1 4
f i
/| - JI
o T T
o 5 - - L
‘ | T
& (ppm) o (ppm)
NHFC trans-trams 13 NHFc trans-trams 15
i
I
Il i
I\ ol -
T T T I T T T l ‘ |\J
& (ppm) 5 (ppm)

Slika 67. Signali NHeg. skupine u spektrima *H-NMR 12-15 (T = 298,15 K).
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4.2.2. Konformacijska analiza

4.2.2.1. Analiza IR— spektroskopijom

U IR-spektru otopine homokiralnog derivata 12 u diklormetanu u podrucju isteznih vibracija
NH-skupina (slika 68.) registriran je jak signal asociranih NH-skupina (< 3400 cm™) i
apsorpcijska vrpca slobodnih skupina vrlo slabog intenziteta. IR spektar tripeptida 13 sadrzi
iskljugivo vrpcu asociranih NH-skupina. Kako razrjedivanjem od ¢ = 10 x 103 mol dm=do ¢
=1 x 10° mol dm™ ne dolazi do znadajne promjene omjera intenziteta vrpci slobodnih i
asociranih NH—grupa moze se pretpostaviti kako obje amino—skupine tripeptida 12 i 13, kao i
enantiomernih 19 i 18, sudjeluju u unutarmolekulskim interakcijama. U amidnom podrucju
IR—spektra tripeptida 14 te enantiomernog 17 dominiraju signali asociranih NH—skupina dok
su vrpce iznad 3400 cm™ slabijeg intenziteta (slika 69.). Podjednako slabljenje intenziteta
ovih vrpci tijekom razrjedivanja ukazuje na unutarmolekulsku prirodu vodikovih veza
registrirane ispod 3400 cm™. U usporedbi s prethodno opisanim derivatima 12-14 i 17-19, u
¢ijim spektrima nisu registrirane vrpce slobodnih NH-skupina ili im je intenzitet u usporedbi
s vrpcama ispod 3400 cm vrlo slab, u IR spektrima enantiomernih peptida 15 i 16 te su vrpce
jaceg intenziteta. No, kako razrjedivanjem ne dolazi do njihovog jacanja moze se zakljuditi
kako u otopinama 15 i 16 takoder dominiraju konformacije koje sadrze unutarmolekulski

asocirane NH-skupine.

— 10 MM
—5mM . ——10mM
) —1mM 2 ——5mM
< < —1mM
s s
5 ‘S
c =
5 5
g 2
< <
T T T 1 T T T 1
3500 3400 3300 3200 3100 3500 3400 3300 3200 3100
Valni broj (cm™®) Valni broj (cm)

Slika 68. Koncentracijski—ovisni IR spektri derivata 12 (lijevo) i 13 (desno) u CH2Clo.
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Slika 69. Koncentracijski ovisni IR spektri derivata 14 (lijevo) i 15 (desno) u CH2Clo.

Nadalje, uretanske karbonilne skupine svih tripeptida (tablica 10.) apsorbiraju pri valnim

duljinama nizim od 1700 cm™ $to indicira njihovo sudjelovanje u IHB.1%

Tablica 10. NH— i CO—podru¢je IR—spektara derivata 12—15 u CH2Clz (¢ = 1 x 107 mol dm"
3)_

Derivat (slgbgltj_'ne) (asgcl?lrgne) amid | amid 1l
12 - 3315 1666, 1629 1558, 1525
13 — 3323 1666 1556, 1541, 1515
14 3420 3326 1672 1541, 1520
15 3423 3315 1691, 1645 | 1556, 1541, 1514

4.2.2.2. Analiza spektroskopijom NMR

U spektrima *H-NMR razrijedenih otopina (¢ = 2 x 10 mol dm™) svih konjugata (tablica
11.) protoni NH—skupine vezane na ferocen registrirani su pri niskom polju (6 > 8 ppm) $to
ukazuje na njihovo sudjelovanje u IHB. Takoder, kemijski pomak NHa.—protona iz testiranih
tripeptida pri & > 7 ppm indicira njihovo sudjelovanje u unutarmolekulskim interakcijama, uz

iznimku NHais—protona iz derivata 15 ¢iji je kemijski pomak nizi (6 = 6,5 ppm).
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Tablica 11. Kemijski pomaci [ppm] amidnih protona derivata 1215 (c = 2 x 10 mol dm).

12 13 14 15
NHFc NHAIa NHFc NHAIa NHFc NHAIa NHFc NHAIa
8,26 | 767 | 826 | 7,11 | 8,04 | 7,52 | 8,58 6,50

Jakost IHB, na ¢iju prisutnost ukazuju rezultati prethodno opisane spektroskopske analize (IR
i NMR), ispitana je mjerenjem temperaturno—ovisnih spektara NMR i titracijom s DMSO.
Slabe promjene kemijskih pomaka NHgc i NHaa derivata 12-15 uzrokovane dodatkom
polarnog otapala (p DMSO = 0,05-0,2) prikazane su na titracijskim krivuljama (slika 70.), a

sugeriraju njihovo sudjelovanje u ja¢im IHB.

NHAla 9,0 NHFc
—n—12 —_—
8,5 v—7" M M
—e— 13 — 4
14 — 8,8 —
—v—15 v‘/
8,0 -
- n
— 86 Y ././
g g I/
S 7 S g4 -/
Y “« °
—— T
704 8,2 —n— 12
] —o— 13
14
65y 8,04 —v—15
T T T T T T T T
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
% DMSO % DMSO

Slika 70. Ovisnost kemijskih pomaka NHaia (lijevo) i NHrc (desno) derivata 12 (—), 13 (—),
14 ()i 15 (—) o volumnom udjelu d6-DMSO u CDCls (¢ = 1 x 1073 mol dm).
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Kako je vidljivo na slici 70., NHaa-skupina derivata 15 iskusila je najvecu perturbaciju
kemijskog pomaka (Ad = 1,96 ppm) uslijed dodatka 20% DMSO S§to zajedno s njezinim
inicijalnim pomakom u CDCls (6 = 6,5 ppm) indicira kako je rije¢ o slobodnoj, otapalu
izlozenoj NH—skupini. Vrlo male promjene kemijskih pomaka NHai.—skupine tripeptida 12
(Ao = 0,07 ppm), 13 (Ao = 0,03 ppm) i 14 (Ao = 0,1 ppm) u prisutnosti DMSO (¢ DMSO =
0,20), kao i NHrc skupine tripeptida 13 (Ao = 0,07 ppm) znak su njihovog sudjelovanja u
jakim IHB. Na temelju registriranih pomaka NHr. skupine 12 (Ao = 0,36 ppm), 14 (Ao = 0,55
ppm) i 15 (AJ = 0,34 ppm) moze se pretpostaviti kako i ove skupine sudjeluju u IHB, no nesto

slabijim nego u sluc¢aju tripeptida 13.

Ovisnost kemijskih pomaka amidnih protona tripeptida 12-15 o temperaturi prikazana
je naslici 71. Signali NHrc i NHaia iz derivata 13 pri sobnoj temperaturi, registrirani pri 6> 7
ppm, iskusili su najmanji pomak u vise polje tijekom izlaganja povisenoj temperaturi (Ad/ AT
= 2,4 ppb K~ ! odnosno Ad/ AT = -0,8 ppb K 1) $to zajedno s rezultatima IR-analize i
DMSO-titracije potvrduje njihovo sudjelovanje u jakim IHB. Isto se moze zakljuditi i za
NHec (A6/ AT = —2,8 ppb K1) i NHai iz tripeptida 14 (Ad/ AT = 2,8 ppb K 1). Mali
temperaturni koeficijent NHaia skupine derivata 15 (Ad/ AT = 0,8 ppb K~ 1) je u suglasnosti s
prethodnim nalazima kojima je indicirano kako ova NH-skupina ne sudjeluje u vodikovima
vezama. Znacajna ovisnost kemijskog pomaka NHrc—protona istog derivata o temperaturi (Ad/
AT = —6,4 ppb K 1) pokazatelj je njegova sudjelovanja u strukturama podrzanim
unutarmolekulskim vodikovim vezama koje se u promatranom temperaturnom intervalu
kidaju 1 skupina postaje izloZena otapalu. Sli¢an trend, uz ne$to manju temperaturnu ovisnost,
slijede i NHec i NHaim homokiralnog tripeptida 12 (Ad/ AT = —4 ppb K~ odnosno Ad/ AT = —
4,8 ppb K1),
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Slika 71. Ovisnost kemijskih pomaka NHegc (lijevo) i NHala (desno) derivata 12 (—), 13 (—),
14 ()i 15 (—) o temperaturi (¢ = 1 x 10 mol dm).

Poznato je da na cis—trans—izomerizaciju oko peptidne veze u kojoj sudjeluje prolin utjece
temperatura, otapalo i pH-vrijednost.’?® Kao §to se moze vidjeti iz tablice 12., povecéanje
temperature je kod tripeptida 12, 14 i 15 (koji podlijezu izomerizaciji ve¢ pri sobnoj
temperaturi) uzrokovalo smanjenje udjela dominantnog trans—trans izomera i porast udjela
ostalih moguc¢ih kombinacija izomera (cCis—trans, trans—cis, cis—is). Budu¢i da u
promatranom temperaturnom intervalu nije doSlo do srastanja signala amidnih protona,
njihovom integracijom odreden je udio trans—trans—izomera koji pri 323,15 K iznosi 66% za
12, 83% za 14 i 45% za 15. Sli¢an je trend, smanjenje frakcije trans—trans izomera 12, 14 i
15, zabiljeZen i prilikom dodatka polarnog DMSO (tablica 13.) $to je u skladu s literaturnim
spoznajama o porastu udjela cis—izomera u polarnim otapalima.'? Izuzetak je tripeptid 13 u
¢ijim je spektrima NMR u promatranom temperaturnom intervalu te u prisutnosti razlicitih

volumnih udjela DMSO registriran isklju¢ivo trans—trans izomer.
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Tablica 12. Utjecaj temperature na cis—trans izomerizaciju oko imidne veze u tripeptidima
12-15.

Temperatura
298,15 K 308,15 K 318,15 K 323,15 K
trans— . trans— . trans— . | trans— | ostali
ostali ostali ostali .
trans | . .| trans |. .| trans | . .| trans | izomer
izomer IZOOmGI’I izomer |zoomer| izomer lzoomerl izomer i
) | PO | D] e | P e | ®
12
(L-L-L- 76 13,11 71 16, 12 66 18, 16 66 18, 16
Fc)
13
(D-L-L— 100 — 100 — 100 — 100 —
Fc)
14
(L-D-L- 87 13 85 15 82 18 83 17
Fc)
15
(D-D-L— 67 27,6 52 26, 22 48 27,25 45 30, 25
Fo)

Tablica 13. Utjecaj volumnog udjela DMSO u CDCIs na cis—trans izomerizaciju oko imidne

veze u tripeptidima 12-15.

@ (DMSO)
0,05 0,09 0,13 0,17 0,2
trans ostali trans Ostali trans ostali trans— ostali trans— oTita
tr;ns iz. tr;ns iz. tr;ns iz. trans iz. trans i
o | O | o | O | ey | O | e e [ o | g
12
i |8 | 17|63 | % |60 |31,9]| 60 |319] 52 |3
12 13
Fc)
13
(D-L-L- 100 100 — 100 — 100 — 100
Fc)
14 8 35, 39,
(L-D-L- 75 25 62 34,4 | 46 14 Zi.2 41 14, 40 12,
Fc) ' 10 9
15
(D-D-L- 67 33 63 37 64 36 58 42 58 42
Fc)
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Vodikovim vezama inducirano nabiranje peptidnog lanca u derivatima 12-15 potvrdeno je i
opazanjem NOE—kontakata izmedu skupina koje su udaljene u primarnom slijedu. Kao §to se
moze vidjeti iz slike 72., u spektrima svih tripeptida registrirani su kontakti izmedu amino—
skupine ferocena i alanina, a takoder i interakcije izmedu N—terminalne tert-butilne skupine i
ferocenskih H2— i H5— atoma (slika 73.). U spektrima 12 i 13 vidljivi su i signali C(CH)s—
NHaia te C(CH)3—NHk (slika 73.) koji su u slu¢aju 14 vrlo slabi dok kod 15 izostaju. Nadalje,
u spektrima 12 i 14 registrirani su kontakti izmedu NHrc i dijastereotopnih H2— i H5-atoma iz

ciklopentadienilnog prstena,'??

Ciji su kemijski pomaci bliski no signali su jasno razdvojeni
(12; Ao = 0,07 ppm, 14; Ao = 0,03 ppm) jednakog intenziteta. Nasuprot tome, u spektru
tripeptida 13 opazena je znacajnija razlika u pomacima (Ao = 0,6 ppm) kemijski
neekvivalentnih ferocenskih H2 i H5 te registriran jaki signal izmedu NHrc i protona u visem
polju (arbitrirano H5) i vrlo slabi kontakt s odsjenjenim protonom (H2). Manja razlika u
kemijskim pomacima (Ao = 0,09 ppm), no dominantna korelacija NHrc i protona u visem
polju uocena je i u spektru 15. Iz prethodno navedenog moze se pretpostaviti kako u

otopinama 13 i 15 dominiraju konformacije u kojima je jedan od dijastereotopnih vodikovih

atoma ferocena odsjenjen, vjerojatno utjecajem karbonilne skupine, a drugi u blizini NHrc.
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Slika 72. Sekvencijalne korelacije izmedu NHrc | NHaia te signali NHrc—H2rc/H5rc u NOESY spektrima 12-15.

Marko Nuskol

Doktorska disertacija




8 4. Rezultati i rasprava 101

H2;, H5g H2g, HS5g,
j \_ﬂgi/\# ﬂ N JW‘JW;

12 13

C(CH)SBOC E C(CE
I

AA
=

H2;, H5p,

H2g, HSg, A\ \j\k__/L
M ‘

J 0

C(CH)3p00 C(CH)spes }

. L NHQ - NH,,

C(CH)3p,c
3B 12 |E| C(CH)pc 13 m E

%

Slika 73. NOE kontakti dugog [C(CHz3)3—H2rc/H5rc i C(CH3)s—NHrc] i srednjeg dosega
[C(CH3)3—NHaia] u spektrima 12-15.
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4.2.2.3. Analiza spektroskopijom CD

Kao §to je navedeno u 2.5.2, CD-aktivnost u blizini apsorpcijskih vrpci d—d elektronskih
prijelaza ferocenskog kromofora posljedica je kiralne perturbacije inducirane nabiranjem
peptidnog slijeda. Kako su prethodne analize tripeptida 12—-19 ukazale na prisutnost IHB koje
induciraju kiralno uredenje, u vidljivom dijelu njihovih spektara CD oc¢ekivano su registrirani
Cottonovi efekti. Molarni ekstinkcijski koeficijenti, valne duljine apsorpcijskih maksimuma
d—d prijelaza, molarna elipti¢nost i valne duljine maksimuma CD-vrpci spojeva prikazani su
u tablici 14.

Tablica 14. UV/Vis i CD—podaci spojeva 12-15 u CH2Cl> i smjesama CH2Cl, iDMSO (c =1

x 107 mol dm®).

otapalo 12 13 14 15
CHCl, 452 (883) 452 (672) 452 (1005) | 452 (1006)
DMSO=5% | 452 (862) 452 (664) 452 (978) 452 (954)
i(me}X{v'”rln DMSO = 9% 452 (846) 452 (660) 452 (953) 452 (933)

&l

cm?) DMSO = 13% 452 (836) 452 (657) 452 (936) 452 (918)
DMSO =17% | 452 (826) 452 (653) 452 (922) 452 (907)
DMSO =20% | 452 (817) 452 (647) 452 (907) 452 (897)
DMSO =23% | 452 (810) 452 (644) 452 (892) 452 (885)

otapalo 12 13 14 15
CH:Cl, 471 (-1193) | 466 (-5463) | 469 (1352) | 468 (1546)
e J DMSO = 5% 467 (-680) | 467 (-5180) 469 (761) 469 (684)
(0/deg | DMSO=9% | 465(-398) | 467(-4901) | 468 (481) 470 (564)
; rtr:]rglz_l) DMSO = 13% | 467 (-662) | 467 (-4666) | 465 (393) 465 (477)
DMSO = 17% | 471 (-562) | 468 (-4434) | 466 (374) 465 (475)
DMSO =20% | 469 (-528) | 468 (-4189) 472 (343) 457 (408)
DMSO =23% | 465 (-515) | 467 (-3966) | 468 (319) 461 (377)
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U vidljivom podru¢ju valnih duljina spektara CD peptida 12-15, prikazanoj na slici 74.,
opazeni su signali razli¢itog predznaka i intenziteta. Pozitivha molarna elipti¢nost s
maksimumom pri ~ 460 nm registrirana je u spektrima CD derivata 14 i 15, a signali
suprotnog predznaka u spektrima 12 i 13. Pritom najjacu CD-aktivnost u ferocenskom
podru¢ju pokazuje tripeptid 13, dok su signali u spektrima 12, 14 i 15 priblizno jednakog
intenziteta. Prema ocekivanju, u spektrima tripeptida 16-19 koji su u enantiomernom odnosu
s 12-15 (12/19, 13/18, 14/17 i 15/16) registrirani su Cottonovi efekti jednakog intenziteta, ali
suprotnog predznaka. S obzirom da su u spektrima CD tripeptida 12-15, koji u primarnom
slijedu na polozaju i + 3 sadrze L—Ala, detektirani signali razli¢itog predznaka moze se
iskljuciti pretpostavka kako je srediSnja kiralnost odnosno konfiguracija aminokiseline
izravno vezane na aminoferocen uzrok opazene CD-—aktivnosti. Ovaj je zaklju¢ak dodatno
potkrijepljen titracijskim eksperimentima u kojima je u 1 x 10" mol dm otopine tripeptida u
CH2Cl, dodavano kompeticijsko otapalo. Sukcesivan dodatak DMSO uzrokuje slabljenje
CD-signala 18, a time i enantiomernog 13, §to nedvojbeno dokazuje kako je izvor CD—
aktivnosti kiralna organizacija inducirana unutarmolekulskim vodikovim vezama. Redukcija
intenziteta Cottonovih efekata 18 (13) za svega 27% u prisutnosti 25% DMSO potvrduje
pretpostavku o njihovoj stabilizaciji jakim vodikovim vezama. Suprotno tome, pri istim je
uvjetima u spektrima tripeptida 12/19, 14/17 i 15/16 opazeno izraZenije smanjenje intenziteta
CD-signala (80%, 77% 1 76%). Ovi nalazi zajedno s rezultatima proizaslima iz analize
spektroskopijom (NMR i IR) ukazuju kako je kiralna organizacija 18 (13) podrzana

najstabilnijim unutarmolekulskim interakcijama.

Marko Nuskol Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 104

6000 - 6000

4000 - 4000

2000 -, 2000

6 (deg cm?dmol™)
0 (deg cm2dmol™)
o

-2000

-4000 -4000

-6000 - -6000

6000 4000

3000
4000

2000

2000 -,

1000

=== T
400 600

0 (deg cm?dmol)
0 (deg cm?dmol?)

-2000

-4000

-6000 -

Slika 74. Spektri CD tripeptida 12-19 u CH2Cl2 (c = 1 x 10" mol dm®) i redukcija signala
uslijed dodatka 5-25% DMSO (crtkane linije).

4.2.2.4. DFT—modeliranje tripeptida 12—-15 i usporedba teorijskih i eksperimentalnih

rezultata

U suradnji s kolegama Kemijskog odsjeka Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu provedeno je sustavno teorijsko pretrazivanje konformacijskog prostora tripeptida
12-15. Najstabilnije konformacije izracunate primjenom DFT-metode prikazane su na
slikama 75. i 76., a rezultati modeliranja sumirani su u tablici 15. Konformeri su klasificirani

prema obrascima IHB (A-E) prikazanim na slici 77.
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Slika 75. Najstabilniji konformeri 12 i 13 s prikazanim duljinama vodikovih veza.
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Slika 76. Najstabilniji konformeri 14 i 15 s prikazanim duljinama vodikovih veza.
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Tablica 15. Relativne energije najstabilnijih konformera 12-15 u kloroformu pri 298 K, konformacije pirolidinskih prstena prolina i

obrazac IHB prema slici 75., heli¢nost peptidnog segmenta, kut y (slika 79.), duljina [A] vodikovih veza.

Erel/
: IHB NHerc*OChgoc | NHrer+OCpro | NHec:+-OCpro | NHre'-*Naia | NHare -*OCgoc | NHaja:+-OCpror
konformer ml;JI‘l kit | P | PO | gpragac | HE 13 clant 10-clant 7 dani | 5.lani | 10-Clani 7o Clani

12-1 0,00 | -78,9 | egzo | endo A P 2,92 3,02

12-2 2,39 | -74,8 | endo | egzo A P 2,88 3,05

12-3 2,89 75,6 egzo | endo B P 3,02 2,74 2,87

124 5,18 70,7 egzo | endo C P 2,90 2,85

13-1 0,00 | -106,4 | endo | egzo B P 3,01 2,72 3,05

13-2 0,44 | -86,1 | endo | egzo B P 3,02 2,72 3,07

13-3 2,14 | -98,0 | egzo | egzo B P 2,95 2,75 3,09

13-4 2,16 | -82,8 | egzo | egzo B P 2,97 2,73 3,07

13-5 3,81 | -85,8 | endo | endo B P 3,06 2,72 3,15

136 4,36 | -79,7 | egzo | endo B P 2,97 2,74 3,15

13-7 5,38 | -104,8 | endo | endo B P 3,00 2,73 3,15

14-1 0,00 | 98,3 | egzo | egzo B M 2,94 3,03

14-2 1,70 | 103,7 | endo | endo B M 2,98 2,75 3,08

14-3 1,79 | -79,2 | endo | endo D P 2,95 2,85
144 517 | -77,2 | endo | egzo D P 2,92 2,86
15-1 0,00 74,1 | endo | endo A M 2,88 3,07

15-2 0,55 79,4 endo | egzo A M 2,93 3,04

15-3 1,76 81,6 | endo | endo E M 2,88
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Slika 77. Obrasci vodikovih veza (A-E) opazenih u skupu najpovoljnijih konformera derivata
12-15.

U najstabilnijim konformerima homokiralnog 12 (12-1 i 12-2) pronadene su rac¢vaste IHB,
uspostavljene izmedu uretanske karbonilne grupe i NH-skupine aminoferocena odnosno
alanina, koje zatvaraju 13— i 10—¢lane prstenove. Konformeri 12-1 i 12-2 razlikuju se u
konformaciji obaju pirolidinskih prstenova. Desetero¢lani prstenovi, odnosno uzastopni —
okreti (NHrc:+-OCpro' i NHala+--OCgoc), 0d kojih je C—terminalni dodatno stabiliziran N-H---N
interakcijom (obrazac B) pronadeni su u 12—3. Obrazac C, u kojem p—okretu (NHaia---OCgoc)
prethodi 7—¢lani prsten (NHrc---OCpro) pronaden je u energijski nepovoljnijoj geometriji 12—4.
Prisutnost razlicitih strukturnih elementa, odnosno konformacijska nehomogenost prema
literaturnim je navodima (2.6) svojstvena homokiralnim peptidima s diprolinskim
segmentom. Racunalno generirane konformacije u skladu su s NMR— i IR—podacima koji su
ukazali na sudjelovanje obje NH-skupine 12 u vodikovim vezama kao i signalima C(CH)z—
NHaia I C(CH)3—H2/H5F; opazenim u u NOESY spektrima. Takoder, moze se pretpostaviti

kako jednak intenzitet NOE signala izmedu NHrc i dijastereotopnih atoma ciklopentadienilnog
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prstena proizlazi iz suprotne orijentacije NHgc vodikovog atoma (slike 75.178.) u 12-1i 12-2
(prema arbitrarno H5r¢) u usporedbi s 12-3 i 12-4 (prema H2r). Nadalje, integracijom
odreden udio trans-trans izomera 12 pri 25° iznosi 76% S§to se moze objasniti CiS—

konfiguracijom L—Pro—L—Pro amidne veze u konformerima 12-1 i 12-2.

R C s

Slika 78. Moguce orijentacije amidne veze u konformerima 12-15.

U skupu najstabilnijih konformera 13 (13-1-13-7) uocen je isti obrazac vodikovih veza (B), a
energijski bliske strukture razlikuju se u konformacijama pirolidinskih prstenova i orijentaciji
tert—butilne—skupine. Buduci da su u svim konformerima 13 pronadeni uzastopni p—okreti
tipa 1I'-I moze se zakljuciti kako su nalazi ra¢unalnog modeliranja u skladu s literaturnim
navodima o konformacijskoj homogenosti D-L-L peptida (2.6) kojima je svojstven ovaj
strukturni motiv. Takoder, teorijska su saznanja potvrdila eksperimentalne nalaze (IR, NMR)
koji su indicirali sudjelovanje obje NH-skupine 13 u jakim vodikovim vezama kao i
pretpostavku  proizaSlu iz NOESY eksperimenata o razli¢itoj kemijskoj okolini
dijastereotopnih vodikovih atoma ferocena (H2/H5). Naime, u svim je konformerima 13
uoCena ista orijentacija amidne veze (slike 75. i 78.) §to rezultira jakim NOE-signalom
izmedu NHrc i H5r¢ te odsjenjenjem H2g.. Takoder, u svim konformerima obje prolinske
imidne veze zauzimaju trans—konfiguraciju $to je u skladu s opazanjem samo jednog skupa

signala u spektrima NMR 13 koji je pripisan trans—trans izomeru.

Prema dobivenim rezultatima najstabilnije konformere tripeptida 14 (14-1 i 14-2)
karakteriziraju uzastopni B-okreti (obrazac B). U preostalim konformerima (14-3 i 14-4)
uspostavljaju se dvije vodikove veze (NHrc---OCpgoc i NHala--OCpro) Koje zatvaraju 13—Clane i
7—Clane prstenove (obrazac D), odnosno podrzavaju strukture nalik o— i y—okretu. Imajuéi u
vidu vrpce iznad 3400 cm? u IR spektrima 14 moze se pretpostaviti kako je potonja
interakcija, kojom se zatvara 7—Clani prsten, slabija. lako geometrije izoliranih a—okreta nisu

svojstvene kratkim peptidima,®? ova je konformacija utvrdena u &vrstom stanju tripeptida
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XXX koji je kao i 14 izgraden iz aminokiselina alternirajuce konfiguracije (D—L-D).
Takoder, jednak intenzitet NOE-signala izmedu NHrc i dijastereotopnih atoma
ciklopentadienilnog prstena moze se objasniti suprotnom usmjereno$¢u amidne veze (slike
76.178.) u 14-11 14-2 u usporedbi s 14-3 i 14-4. Iako racunalno generirani konformeri 14
slijede razli¢ite obrasce vodikovih veza (D i B) u svim su strukturama imidne veze u trans—
poloZaju $to je u skladu s visokim udjelom trans—trans izomera (87%) u spektrima NMR

spoja 14.

Energijski najpovoljniji konformeri tripeptida 15 (15-1 i 15-2) slijede obrazac A,
stabilizirani su rac¢vastim vodikovim vezama koje zatvaraju 10— (NHaja---OCpgoc) 1 13—Clane
prstenove (NHrc-OCgoc). Obrazac E, u kojem NHrc-OCpro Veza zatvara 10-Clani prsten
pronaden je u energijski nepovoljnijoj geometriji 15-3. Obrazac A uocen je i kod energijski
najpovoljnijih konformera tripeptida 12 (12-1 i 12-2) koji kao i 15 sadrzi homokiralni Pro—
Pro slijed. lako je u skupu najstabilnijih konformera 12 utvrden i obrazac B (12-3 i 12-5) u
sluaju 15 on izostaje §to se moze objasniti povecanom sklonos¢u 15 prema cis—trans
izomerizaciji, §to je detektirano NMR—om i ra¢unom (15-1 i 15-2). Kao i u sluéaju 13, moze
se zakljuciti kako NOE signal izmedu NHrc i samo jednog od dijastereotopnih H2/H5 atoma
proizlazi iz jednake orijentacije amidne veze u skupu najstabilnijih konformera 15.

Za razliku od nehomogenog konformacijskog prostora tripeptida 12 i 15, konformeri s
heterokiralnim Pro—Pro fragmentom (13 i 14) najéesce slijede obrazac B (s iznimkom 14-3 i
14-4), §to je u skladu s literaturnim navodima u kojima se kao uvjet za indukciju p—okreta
istie heterokiralnost diprolinskog segmenta.'?® Takoder, bez obzira na strukturni element
prisutan u peptidnom lancu 13, 14 i 15 moze se uociti kako se u svim konformerima peptidni
segment svija u smjeru suprotnom od ferocenske podjedinice dok je kod pojedinih geometrija

homokiralnog 12 (12-3 i 12—4) propagirajuca uzvojnica orijentirana prema ferocenu.

Nakon §to su teorijskim pristupom identificirani skupovi najstabilnijih konformera 12—
15, a imaju¢i u vidu da su u njihovim eksperimentalnim spektrima CD uocene krivulje
razli¢itog intenziteta i predznaka, u nastavku istrazivanja primjenom TD—-DFT—metode (engl.
Time-Dependent Density Functional Theory) izracunati su njihovi spektri CD s ciljem
utvrdivanja utjecaja kiralnog uredenja peptidnog slijeda na CD-aktivnost u apsorpcijskom

podru¢ju ferocenskog kromofora. Buduéi da smo ocekivali kako orijentacija (P— ili M-)
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strukturnog elementa izravno utjee na predznak CD-signala svim smo konformerima
odredili heli¢nost (tablica 15.). Kako je u svim dijastereoizomerima 12—15 na aminoferocen
izravno vezan L-Ala moze se zakljuciti kako je nabiranje peptidnog lanca odredeno
kiralno$¢u diprolinskog segmenta. Homokiralni Pro—Pro slijed, za koju je svojstven obrazac
A, inducira desnu (P-) uzvojnicu kada su oba prolina L—konfiguracije (12), a lijevu (M-)
uzvojnicu u slucaju D-konfiguracije (15). Slicno tome, heterokiralni L—-Pro—D—Pro segment
inducira P-uzvojnicu kod 13, dok suprotna (D—Pro-L-Pro konfiguracija) inicira tvorbu M-

uzvojnice kod 14. U konformerima oba derivata dominira obrazac B.

Na slici 79. prikazani su izracunati spektri CD svih konformera 12-15, a na slici 80.
rezultantne izracunate CD—Krivulje usporedene su s eksperimentalnima. Moze se uociti kako
se izracunate CD—krivulje dobro podudaraju s eksperimentalnima, osobito u apsorpcijskom
podruéju ferocenskog kromofora (1 ~ 460 nm), te kod svih derivata predznak prosje¢ne CD—
krivulje slijedi predznak eksperimentalne. Nadalje, predznak CD-signala najstabilnijih
konformera (12—1 do 15-1) sva Cetiri derivata jednak je predznaku eksperimentalno utvrdenih
CD—krivulja, ¢ime je neizravno potvrdena to¢nost teorijskog pristupa. Racunalnim
istrazivanjem pokazano je kako svi energijski bliski konformeri derivata 13, koji slijede isti
obrazac vodikovih veza (B), pokazuju negativan Cottonov efekt. U spektrima CD derivata 13
opaza se gotovo savrSeno podudaranje izracunatih i izmjerenih podataka, ne samo u podrucju

ferocenskog kromofora, ve¢ i podrucju peptidne okosnice.
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Slika 79. Izracunati spektri CD derivata 12-15 (pune linije). Rezultantni spektar pri 298 K prikazan je crvenom crtkanom linijom.
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Nadalje, u svim se izraCunatim konformacijama opaza otklon amidne ravnine, izravno vezane
na ferocen, od ravnine u kojoj lezi Cp—prsten na koji je vezana. Stoga smo pretpostavili kako
je otklon amidne skupine, uzrokovan prijenosom kiralne informacije iz tripeptidnog segmenta
uslijed nabiranja u P— ili M—uzvojnicu, klju¢ni element koji odreduje predznak Cottonova
efekta u apsorpcijskom podrucju ferocenskog kromofora. Otklon koji opisuje rotaciju oko
veze izmedu ferocena i tripeptidnog segmenta definirali smo diedarskim kutom (y) odredenim
s Cetiri atoma [dva centroida (Cg, po jedan za svaki Cp prsten), dusikov i ugljikov amidni
atom], Cdcp2—Cgcpi—N-C (slika 81.). Kod svih je energijski najpovoljnijih konformacija
tripeptida (12-1 — 15-1) opazena korelacija izmedu kuta y, heli¢nosti peptidnog segmenta
(tablica 15.) i predznaka CD—krivulje pri ~ 460 nm (slika 80.). Negativne vrijednosti y (u
rasponu od -75° do -106°) podudaraju se s negativnim Cottonovim efektom (P—heli¢nost), a
pozitivne vrijednosti (u rasponu od 68° do 104°) s pozitivnim Cottonovim efektom (M-
heli¢nost). Takoder, moze se primijetiti kako prethodno opisana korelacija izmedu heli¢nosti,
kuta y (tablica 15.) i predznaka CD—krivulje (slika 80.) vrijedi kod svih konformacija u
kojima se peptidni segment svija u smjeru suprotnom od ferocenske podjedinice. Od
prethodnog pravila odstupaju pojedine geometrije 12 (12-3 i 12-4) u kojima je propagirajuca
uzvojnica orijentirana prema ferocenu. Naime, iako su u slucaju negativnih vrijednosti y
registrirani negativni Cottonovi efekti (i suprotno), ne vrijedi prethodna korelacija izmedu

heli¢nosti peptidnog lanca i predznaka CD-signala.

Zaklju¢no, utvrdeno je kako je kod svih konformacija predznak Cottonova efekta
odreden kutom y i pritom pozitivna vrijednost kuta rezultira pozitivnim signalom dok se
negativan Cottonov efekt opaza u slucaju negativnih vrijednosti y. Nadalje, ukoliko peptidni
lanac propagira udaljavajuci se od ferocena, tada P-heli¢nost rezultira negativnim kutem
(negativni CD-signal), dok se kod M-heli¢nih struktura opaza pozitivan kut, a time i
pozitivan Cottonov efekt. U slucaju konformacija u kojima se peptidni lanac svija prema
ferocenu, P-heli¢nost se povezuje s pozitivnim kutom (pozitivnim CD-signalom), a pritom

vrijedi i obrnuto.
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13-1 14-1

Slika 81. Kut y kod 13-1i 14-1.

4.2.2.5. Kristalografska analiza derivata 13

Konformacija derivata 13 u ¢&vrstom je stanju stabilizirana dvjema unutarmolekulskim
vodikovim vezama NHegc-OCpro i NHaja-OCgoc 2,885 (5) A koje zatvaraju 10—&lane
prstenove i podrzavaju konformaciju uzastopnih p—okreta. Geometrija konformera 13-5

odgovara onoj pronadenoj u kristalnoj strukturi 13 (slika 82.).

Slika 82. Superpozicija eksperimentalno odredene (narancasta boja) i izraunate (13-5, plava

boja) geometrije derivata 13.
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4.3. Sinteza, konformacijska analiza i kiroopti¢ka svojstva bis—

ferocenskih dipeptida 20 i 21

Homogena konformacijska svojstva homokiralnih dipeptida XXIV-XVI te 8 i 11 kao i
izrazenija CD-aktivnost u usporedbi s heterokiralnim 9 i 10 potakli su nas na pripravu
dinuklearnih derivata Fc-CO-AA>-AA:1-NH-Fc (20, AA: = L-Ala, AA; = L-Pro; 21, AA; =
D-Ala, AA> = D-Pro), odnosno dipeptida na ¢iji je C— i N—terminus uveden ferocen.
Konjugati 20 i 21 podvrgnuti su iscrpnoj konformacijskoj analizi kako bi se ispitao utjecaj
umetanja dodatne organometalne podjedinice na p-okrete prisutne u najstabilnijim
konformacijama 8 i 11 i istrazila eventualna promjena njihovih sekundarnih karakteristika i

modifikacija kirooptickih svojstava.

4.3.1. Sinteza bis—ferocenskih dipeptida 20 i 21

Dinuklearni derivati 20 i 21, prikazani na shemi 7., pripravljeni su uvodenjem ferocenoila na
N-terminus dipeptida 8 i 11. Ferocenkarboksilna kiselina (3) aktivirana je primjenom
standardne HOBY/EDC metode i kopulirana sa slobodnim aminima dobivenim deprotekcijom
Boc—zasti¢enih prekursora 8 i 11 pri ¢emu su dobiveni enantiomerni dipeptidi 20 (44%) i 21
(47%). Struktura derivata 20 i 21 potvrdena je primjenom dvodimenzijske homo— i
heteronuklearne spektroskopije NMR. Na primjeru derivata 20, u dodatku (slike D4-D11) je
objasnjena potpuna asignacija svih kemijskih pomaka u spektru *H-NMR spektru pomoéu
cijepanja signala, kemijskih pomaka i 2D—homonuklearne NMR-tehnike. Nakon asignacije
signala u spektrima H-NMR, primjenom heteronuklearnih korelacija (HMBC, HSQC)

nedvojbeno su pripisani i svi signali u spektrima *C—NMR enantiomernih 20 i 21.

Za razliku od prekursora 8 i 11 (poglavlje 4.1.2.2.) u spektrima NMR 20 i 21 prisutan je
samo jedan skup signala koji je na temelju male razlike u kemijskim pomacima pirolidinskih
B—i y-ugljikovih atoma (A = 2,4 ppm) pripisan trans—-izomeru. Uvodenje ferocenoilne
podjedinice o¢ituje se u spektrima *H-NMR multipletom njezinih H-2/H-5 protona (6 =
4,84-4,80 ppm), singletom H-3/H-4 protona (6 = 4,43 ppm) te signalom nesupstituiranog
ciklopentadienilnog prstena (6 = 4,23 ppm). U usporedbi s 8 i 11, spektri ®*C-NMR 20 i 21
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sadrze dodatne signale ferocenskih C-2/C-5 (6 = 71,51 70,2 ppm) i C-3/C—4 (6 = 71 ppm)
ugljikovih atoma kao i dodatni signal nesupstituiranog Cp—prstena (6 = 69,8 ppm).

(0]
/ Fe O Me i Fe
8 /CH,Cl, @ @

1. HCl jinoviti
plinoviti 20

2. Et;N /CH,Cl,
Fo-CO-L-Pro-L-Ala-NH-F
3. FcCOOH, HOBYEDC (Fe ro-i-ala ©)

= (-

21
(Fc-CO-D-Pro-D-Ala-NH-Fc)

Shema 7. Sinteza bis—ferocenskih derivata 20 i 21.

4.3.2. Konformacijska analiza

4.3.2.1. Analiza IR spektroskopijom

Koncentracijski—ovisni IR spektri peptida 20 prikazani su na slici 83. Pri visokim
koncentracijama ispitivanog uzorka (20 x 10~ mol dm-3) dominiraju signali pri 3298 cm™ koji
se mogu pripisati asociranim NH-skupinama, dok su apsorpcijske vrpce slobodnih NH—
skupina, registrirane pri 3421 cm™, znatno slabijeg intenziteta. Omjer intenziteta slobodnih i
asociranih NH-skupina znacajno se poc¢inje mijenjati tek pri koncentracijama nizima od ¢ = 1
x 102 mol dm™, pri ¢emu se opaZa slabljenje intenziteta vrpci asociranih NH-skupina i
njihovo $irenje. Pri niskim koncentracijama (¢ = 5 x 10 mol dm™® i 2,5 x 10 mol dm?)
omjer intenziteta signala asociranih i slobodnih NH-skupina priblizno je jednak. Iz prethodno
navedenog moze se zakljuciti kako su u razrijedenim otopinama peptida 20 kao i
enantiomernog 21 prisutne konformacije stabilizirane unutarmolekulskim vodikovim vezama

u kojima sudjeluju pojedine NH-skupine. Preostale slobodne NH-skupine smanjenjem
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koncentracije ulaze u medumolekulske vodikove veze i time sudjeluju u tvorbi

samoudruzujuc¢ih peptidnih agregata.

Apsorbancija (%)

T T T T T T T T T T T T T 1
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Slika 83. Koncentracijski ovisni IR spektri biokonjugata 20 u apsorpcijskom podru¢ju NH—
skupina.

4.3.2.2. Analiza spektroskopijom NMR

U spektru 'H-NMR 50 x 10 mol dm= otopine 20 u CDCl; opaZzen je visok kemijski pomak
(0 = 8,23 ppm) NH-skupine izravno vezane na ferocen koji se neznatno mijenja (Ao = 0,06
ppm) smanjenjem koncentracije na 2 x 10 mol dm, sugerirajuéi njegovo sudjelovanje u
IHB. Suprotno tomu, NH—skupina iz alaninske podjedinice registrirana je pri viSem polju (0 =
6,77 ppm). Iz prethodno navedenog moze se zakljuciti da u otopinama 20 i 21 u aproticnom
CDCls dominiraju konformacije u kojima NH-skupina izravno vezana na ferocen sudjeluje u
IHB. Budu¢i da analiza spektroskopijom (IR i NMR) ukazuje na prisutnost IHB, njihova je
jakost ispitana mjerenjem temperaturno—ovisnih spektara NMR i titracijom s DMSO.

Temperaturno ovisni spektri NMR 20 snimani su pri ¢ = 2 x 10° mol dm™ kako bi se
isklju¢ila moguénost samoudruzivanja molekula (slika 84., lijevo). Visoki temperaturni
koeficijent NHrc [Ad/ AT = —6,1 ppb K] ukazuje na pocetnu zaklonjenost od otapala uslijed

sudjelovanja u IHB, a koja se porastom temperature smanjuje. Mala temperaturna ovisnost
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NH-skupine iz alanina, registrirane u visokom polju spektra NMR spoja 20 [Ad/ AT = 2,1 ppb

K], sugerira njezinu izlozenost otapalu.

Nadalje, jakost IHB u kojoj sudjeluje NH-skupina izravno vezana na ferocen ispitana je
titracijom 2 x 10° mol dm= otopine konjugata 20 u CDCl3 s DMSO. Kao $to je vidljivo na
titracijskoj krivulji derivata 20 (slika 84., desno), kompeticijsko otapalo (p DMSO = 0,25)
uzrokovalo je pomak signala NHgc za svega 0,6 ppm §to je indikacija njezinog sudjelovanja u
jakoj IHB. Suprotno tomu, kemijski pomak alaninske NH—skupine derivata 20 promijenio se
za vise od 1 ppm u prisutnosti DMSO uslijed solvatacije s polarnim otapalom, a kao

posljedica ili sudjelovanja u slaboj IHB ili nesudjelovanja u HB.

8.8
328 K N\ 864 ///’;H_F:"
8.4
8.2
318 K VAN
7.6
308 K /\ 7.4 NHA[3

7.2
CDCI

NH 8 NH 701

298& " X Ale 6.8

85 84 83 82 81 80 7.0 78 7.7 7.6 7.5 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 0 é 1'0 1'5 2'0 2'5

o (ppm) % DMSO u CDCI,

S (ppm)

Slika 84. Temperaturna ovisnost kemijskih pomaka amidnih protona 20 (lijevo) i DMSO-

titracija otopine 20 u CDClz3 (desno).

U NOESY spektru peptida 20 (slika 85.) vidljivi su kontakti: NHre—NHala, NHrc—CHoala |
NHaia—CHapro. Navedeni kontakti podrzavaju konformaciju p—okreta,*® za razliku od y—okreta
koji bi uslijed svojih geometrijskih parametara rezultirao slabim NHrc—NHaia i jakim NHgc—
CHoala signalom.’® Nadalje, gotovo jednaki intenzitet sekvencijalnih signala u spektru 20

indikacija je p—okreta tipa I.
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Slika 85. Signali u NOESY spektru peptida 20 (kontakti karakteristi¢ni za 3—okret su

uokvireni) i shematski prikaz opazenih interakcija.

4.3.2.3. Analiza spektroskopijom CD

Imajuéi u vidu rezultate spektroskopskih mjerenja (IR i NMR) koji indiciraju stabilizaciju 20 i
21 unutarlan¢anom vodikovom vezom (NHpn---COrn) koja podrzava konformaciju —okreta,
odlu¢ili smo ispitati njihovo kiralno uredenje analizom spektroskopije CD. U UV/Vis-
spektrima derivata 21 uocene su karakteristicne apsorpcijske vrpce ferocenskog kromofora pri
447 nm u CH2Cly, ¢iji se polozaj ne mijenja dodatkom DMSO (tablica 16.).
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Tablica 16. UV/Vis-signali i CD-vrpce (¢ = 1x 10 mol dm3) 21 u CHCl. i smjesama
CH2Cl, i DMSO.

otapalo 21
CH.Cl; 447 (731)
DMSO/ CHCl = 9% 447 (715)

Amaxd nm (& Mecm?)

DMSO/ CH2Cl, = 17% 447 (730)
DMSO/ CH.Cl, = 23% 447 (691)
DMSO/ CH2Cl, = 29% 447 (684)

otapalo 21
CHCl 469 (1556)
Jimed MM (01 deg cm? | DMSO/ CH:Clo = 9% 464 (1052)
dmol) DMSO/ CH,Cl = 17% 464 (891)
DMSO/ CH.Cl; = 23% 465 (794)
DMSO/ CH2Cl, = 29% 467 (695)

U blizini apsorpcijskog maksimuma ferocenskog kromofora (Amax = ~ 460 nm) spektar CD
dipeptida 21, prikazan na slici 86., lijevo, pokazuje pozitivan Cottonov efekt srednjeg
intenziteta (6 = 1556 deg cm? dmol™). U spektru CD njegovog enantiomera 21, oéekivano se
javlja signal jednakog intenziteta, ali suprotnog predznaka (slika 86., desno). Imajuci u vidu
rezultate analize spektroskopijom (IR i NMR), intenzitet ovih CD-signala ukazuje na kiralno
uredenje u blizini ferocenskog kromofora. Porijeklo Cottonova efekta, kao i jakost vodikovih
veza koje uzrokuju tvorbu kiralno uredenih struktura dodatno je ispitana titracijom s
kompeticijskim otapalom (¢ DMSO = 0,9-0,29). Redukcija intenziteta Cottonovog efekta
peptida 21 za 55% u prisustvu DMSO (¢ = 0,29) ukazuje na vodikove veze srednje jakosti.
Takoder, ako se usporede spektri CD prekursora 8 i 11 (4.1.2.4.) i ciljnih dinuklearnih
derivata moze se primijetiti kako je uvodenje ferocenske jezgre na N—terminus peptida 11 (6=
2571 deg cm? dmol™?), odnosno 8 (8= -2571 deg cm? dmol™), uzrokovalo 40%—tno smanjenje
signala, ali ne i promjenu predznaka Cottonova efekta u spektrima CD rezultiraju¢ih bis—

ferocenskih peptida 21 i 20.
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Slika 86. Spektri CD peptida 21 u CH,Cl2 [c = 1 x 10 mol dm™, (puna linija)] i uz dodatak
9-29 % DMSO (crtkane linije)] (lijevo) i spektri CD konformacijskih enantiomera 20 i 21
(desno).

4.3.2.4. Kristalografska analiza

Rendgenskom strukturnom analizom peptida 20 i 21 nadena je slaba unutarmolekulska
vodikova veza NHg,---COry (udaljenost N-O iznosi ~3,06 A) koja podrzava enantiomerne
konformacije p—okreta dok relativno jake medumolekulske NHaja---OCaila Veze (udaljenost N—
O iznosi ~2,785 A) povezuju molekule u beskona¢ne lance paralelne s kristalografskom osi b.
Molekulska struktura i medumolekulske vodikove veze u kristalu 20 prikazane su na slikama
87. i 88. Lanci molekula 20 medusobno su povezani C—H---O i Fc—Fc interakcijama i pritom
formiraju slojeve u ab ravnini koji se mogu opisati kao dvosloj u ¢ijoj se unutrasnjosti nalaze

aminokiselinski ostaci dok su molekule ferocena orijentirane prema susjednom dvosloju.
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Slika 88. Lanci molekula 20 duz kristalografske osi b (medumolekulske H—veze svijetlo su

plave, a susjedni lanac zelene boje) (lijevo) i organiziranje u dvoslojeve (desno).
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4.3.2.5. DFT—modeliranje 20 i usporedba teorijskih i eksperimentalnih rezultata

Racunalno je analiziran iskljucivo derivat 20 jer su zbog enantiomernog odnosa konformacije
20 i 21 zrcalno simetri¢ne. Preliminarno pretrazivanje konformacijskog prostora provedeno je
metodama molekularne mehanike, a najstabilnije geometrije su reoptimizirane na M06-2X/6—
311+G(d,p) razini teorije uz SMD solvatacijski model. Rezultati DFT—modeliranja sumirani
su u tablici 17., a na slici 89. prikazane su konformacije 20 dobivene optimizacijom struktura
stabiliziranih unutarmolekulskim vodikovim vezama. Konformeri su Klasificirani prema

obrascima IHB (A i B) prikazanim na slici 90.

Tablica 17. Relativne energije najstabilnijih konformera 20 u kloroformu pri 298 K,
konformacija pirolidinskog prstena prolina i obrazac IHB prema slici 84. (s tipovima B—

okreta), duljina [A] vodikovih veza.

konformer | AE / kJ mol kIg)rnof . IHB obrazac NTSiclgl?R NH;i'é'l'il?P”’
prstena
20-1 0,00 egzo A (B—okret tip I) 2,94
20-2 0,46 €gzo A (B—okret tip I1) 2,99
20-3 1,21 endo A (B—okret tip I) 2,95
20-4 1,74 endo B 2,95
20-5 2,88 egzo A (B—okret tip I1) 2,90

Najstabilnije konformacije 20 Kkarakteriziraju B—okreti podrzani unutarmolekulskom
vodikovom vezom uspostavljenom izmedu amino i karbonilnih skupina izravno vezanih na
ferocenske podjedinice. Izracunate geometrije razlikuju se po konformaciji prolinskog prstena
(egzo ili endo) i vrijednostima torzijskih kutova ¢ime ih je moguce svrstati u tipove I i II —
okreta. U konformeru 20—4 vodikova veza izmedu amino skupine ferocena i karbonilne grupe
prolina zatvara 7—lani prsten (obrazac B) odnosno y—okret. Geometrija konformera 20-2
odgovara onoj pronadenoj u kristalnoj strukturi 20, a u usporedbi s najstabilnijom
izratunatom konformacijom (20-1), osim razli¢itog tipa okreta, karakterizirana je i razli¢itom
orijentacijom ferocenskih podjedinica. N-terminalni ciklopentadienilni prsten 20-2 usmjeren
je suprotno od smjera svijanja peptidnog lanca ¢ime je inicirano repozicioniranje C—

terminalnog ferocena u poloZaj pogodan za interakcije nalik T—slaganju (T—stacking). Ove su
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interakcije vazne za organizaciju molekula 20 u ¢vrstom stanju jer sudjeluju u povezivanju
susjednih  dvoslojeva Fc---Fc interakcijama. IzraCunata energija medumolekulske
NHaia---OCala interakcije kojom se povezuju dipeptidni slijedovi u unutrasnjosti dvoslojeva

iznosi —63 kJ mol?, a Fc---Fc interakcije —63 kJ mol™ (slika 91.).

Preostali nalazi teorijske studije podupiru rezultate spektroskopske analize
enantiomernin 20 i 21. DFT-racun je potvrdio sudjelovanje NHrc skupine u IHB kao i
formiranje 10—¢lanog prstena u kojem participiraju amino i karbonilne grupe izravno vezane
na ferocensku jezgru. Takoder, NOESY spektroskopijom pretpostavljena konformacija p—
okreta tipa I raunalnim je modeliranjem utvrdena u najstabilnijem konformeru (20-1). Slabiji
Cottonovi efekti u spektrima CD dinuklearnih derivata, u usporedbi s homokiralnim
dipeptidima 8 i 11, mogu se objasniti razli¢itom distribucijom konformera. Naime, za razliku
od dominantne geometrije P—okreta tipa I u izracunatim konformerima 8 i 11 kod
dinuklearnih derivata utvrdeni su i f—okreti tipa 11 kao i y—okret te se moze pretpostaviti kako
je smanjena konformacijska homogenost uzrok reduciranim CD-signalima u spektrima

dinuklearnih derivata.
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Slika 90. Obrasci vodikovih veza (lijevo A, desno B) u najstabilnijim konformacijama

derivata 20.

Marko Nuskol Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 127

AE =-63 kJ mol”!

Fc:--Fc

Slika 91. Dimer spoja 20 iz kristalne reSetke (gore lijevo) i superpozicija eksperimentalne i
optimizirane geometrije dimera (gore desno) podrzane NHaja---OCala interakcijom; Fc---Fc
interakcije izmedu susjednih dvoslojeva u kristalu 20 (dolje lijevo) i superpozicija

eksperimentalne i optimizirane geometrije dimera (dolje desno).
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4.4. Sinteza, konformacijska analiza i Kkiroopticka svojstva derivata

aminoferocena i a—aminoizobutiri¢ne Kiseline (22-27)

U poglavlju 2.7. opisani su organski kromofori koji se zahvaljujuéi apsorpcijskim
maksimumima dovoljno udaljenim od dalekog UV—podrucja, u kojem apsorbiraju amidni
kromofori i razli¢ita otapala, koriste za odredivanje heli¢nih preferencija kiralnih foldamera
pomocu spektroskopije CD. Kako bi se reducirao dostupan konformacijski prostor foldamera,
odnosno postigla konformacijska homogenost u njih se ¢esto umece jedna ili vise podjedinica
o—aminoizobutiricne Kiseline (Aib) koja inducira tvorbu 310 uzvojnice. Budu¢i da kiralno
uredeni sekundarni strukturni elementi utjeCu na spektroskopska svojstva ferocenskog
kromofora odlucili smo pripraviti derivate Aib i aminoferocena te istraziti njihove
konformacijske i1 kiroopticke karakteristike. Pritom smo oc¢ekivali kako akiralni derivati Boc—
(Aib)r—NH-Fc (22, n = 1; 24, n = 2; 26 n = 3) predstoje kao smjesa jednakih koli¢ina
interkonvergiraju¢ih P— i M—uzvojnica te ne pokazuju CD—aktivnost. Medutim, uvodenjem L—
Ala na N-terminus 22, 24 i 26 izazvali bismo kiralnu perturbaciju za koju smo pretpostavili
kako ¢e uzrokovati nejednoliku zastupljenost P— i M—uzvojnica i time inducirati Cottonove
efekte u apsorpcijskom podrucju ferocenskog kromofora u spektrima CD rezultiraju¢ih Boc—
Ala—(Aib)—NH-Fc (23, n = 1; 25, n = 2; 27 n = 3). Namjera nam je bila istraziti: (i) je li
favorizirana konformacija derivata 25-27 310 uzvojnica odnosno 3—okret u slu¢aju derivata 23
i 24, (ii) koju ¢e usmjerenost (P— ili M—) preferirati kiralni derivati i kako ¢e ona utjecati na
kiroopticka svojstva ferocena te (iii) utjecaj udaljenosti L—Ala, zacetnika nabiranja uzvojnice
(u pretpostavljamo dominantno jednom smjeru), od akiralnog kromofora na CD—aktivnost u

apsorpcijskom podrucju ferocena.

4.4.1. Sinteza 22-27

Najnizi homolog Aib peptida, Boc—Aib—NH-Fc (22), pripravljen je u 85%-tnom iskoristenju
sluze¢i se postupkom opisanim u 4.4.1., a koji podrazumijeva deprotekciju Boc—zasticenog
aminoferocena 5 uz naknadnu kopulaciju s Boc—Aib—OH, prethodno aktiviranom standardnim
postupkom EDC/HOBLt (shema 8.). Uvodenje Aib—podjedinice potvrden je singletom njezinih
metilnih skupina (6 = 1,52 ppm) u spektru tH-NMR te signalima pri 6 = 25,8 ppm [(CH3)2aib]
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I 0 = 57,4 ppm (Coaib) kao i karbonilnog C—atoma (6 = 172,7 ppm) nove amidne veze u
spektru ®*C-NMR derivata 22. Iako se u literaturi ¢esto navodi da uvodenje o-—
aminoizobutiricne kiseline u peptide rezultira niskim iskoriStenjima (Cak i uz produljeno
reakcijsko vrijeme) ukoliko se koriste standardni aktivacijski reagensi,'?*1% potaknuti dobrim
iskoriStenjem reakcije priprave 22 na analogni smo nacin pokusali sintetizirati kiralni derivat
Boc-L-Ala—Aib—NH-Fc (23). Sintezu 23 zapoceli smo uspjeSnom deprotekcijom 22 uz
plinovit HCI, a nakon obrade nastalog hidroklorida s EtsN slobodni je amin dodan u otopinu
Boc-L-Ala—OH prethodno aktivirane EDC/HOBt postupkom. Budu¢i da je nakon 48 sati
kopulacije izolirano svega 20% spoja 23, odlucili smo istraziti druge moguénosti njegove

priprave.

U literaturi su opisani brojni eksperimentalni uvjeti koji mogu doprinijeti povecanju
iskoriStenja reakcija kopulacije u kojima sudjeluje Aib te skratiti reakcijska vremena. Neke od
metoda koriStenih prilikom sinteze peptida s inkorporiranim Aib—ostacima ukljucuju
mjesovite anhidride,’®® oksazolone,'?’ aminokiselinske fluoride'?® i Sirok spektar razli¢itih
aktivacijskin reagensa,'?® no niti jedna od njih ne daje uvijek reproducibilne rezultate.
Takoder, 1-hidroksi—7—azabenzotriazol (HOAt) koji je u kombinaciji s EDC upotrijebljen
prilikom sinteze ferocenskih derivata Aib XXVII-XXIX nije dostupan na naSem trzistu. lako
je u literaturi opisan povoljan u¢inak umjerenog zagrijavanja na reakcije kopulacije u kojima
sudjeluju stericki zahtjevni reaktanti poput Aib,’3 Sandaga i suradnici su pokazali kako je
primjenom mikrovalnog (mw) zracenja, u usporedbi s konvencionalnim na¢inom zagrijavanja
(uljna kupelj), moguée znacajnije utjecati na iskoristenja i reakcijska vremena.®*! Stoga smo
odlucili primijeniti iste uvjete mikrovalnog zagrijavanja (15—-minutno zagrijavanje reakcijske
smjese na T = 55 °C uz P = 200 W, odrzavanje na T = 55 °C uz P = 200 W tijekom 20
minuta) prilikom kopulacije deprotektiranog derivata 22 i HOBt/EDC metodom aktivirane
Boc-L-Ala—OH. Budu¢i da se pri uvjetima eksperimenta reakcijska smjesa zagrijava na 55
°C kao otapalo smo koristili etil-acetat jer osim §to uc¢inkovito apsorbira mikrovalnu energiju
dobra je alternativa diklormetanu u reakcijama u kojima se koriste uobicajeni kopulacijski
reagensi.'® Prethodno opisanim postupkom derivat 23 pripravljen je u 40%-tnom
iskoriStenju, pokazavsi se dvostruko uc¢inkovitijim u odnosu na standardne metode peptidne

sinteze.
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Uvodenje alaninske podjedinice potvrden je dubletom njezine metilne skupine (6 = 1,40
ppm) i signalom metinske skupine (6 = 3,99 ppm) u spektru *H-NMR te signalima pri § =
17,4 ppm (CHzaia) i 0 = 52,0 ppm (Caal) kao i karbonilnog C-atoma (5 ~ 172 ppm) nove

amidne veze u spektru *C-NMR derivata 23.

Iste smo uvjete mikrovalnog zagrijavanja u etil-acetatu primijenili i prilikom sinteze
Aib dipeptida Boc—(Aib)>-NH-Fc (24), odnosno kondenzacije deprotektiranog derivata 22 i
aktivirane Boc—Aib—OH (HOBt/EDC), jer je iskoriStenje kopulacije istih reaktanata (4.4.1)
mijeSanjem pri sobnoj temperaturi iznosilo svega 25%. U reakciji potpomognutoj
mikrovalovima dobiveno je 54% spoja 24. Uvodenje dodatne Aib jedinice na N-terminus
derivata 22 registrirano je u njegovom spektru *H-NMR dodatnim signalom metilnih skupina
(0 = 1,50 ppm) te signalima pri 6 = 25,4 ppm [(CHz3)2aib] i 6 = 57,2 ppm (Coaib) kao i
signalom nove karbonilne skupine pri §=172,3 ppm u spektru *C-NMR derivata 24.

0]
H
1. HClplinoviti /CH2C12 tBUOYN%N/@
\\\‘ H
0 Fe

2. Et;N/CH,Cl, -
3. Boc-Aib-OH, HOBY/EDC

(Boc-Aib-NH-Fc)

L. HClplinoviti /CH2C12

2. EyN/CH,Cl,

3. Boc-L-Ala-OH, HOBt/EDC
mw, EtOAc

1. HClp“nOVm /CH,Cl,

2. EsN/CH,Cl,

3. Boc-Aib-OH, HOBt/EDC
mw, EtOAc

O H O H O
Ll e mep b o
Buo”~ "N NN SN LH

(Boc-L-Ala-Aib-NH-Fc) (Boc-Aib-Aib-NH-Fc)

Shema 8. Sinteza amida (22) i dipeptida (23 i 24) s podjedinicama o—aminoizobutiri¢ne

kiseline.
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Imajuéi u vidu bolja iskoriStenja mikrovalovima potpomognutih priprava dipeptida 23 i 24, u
usporedbi sa standardnim reakcijskim uvjetima, isti smo postupak primijenili za sintezu
tripeptida Boc-L—Ala—(Aib)>—NH-Fc (25). Kondenzacijom deprotektiranog Boc—zasti¢enog
dipeptida 24 i HOBt/EDC metodom aktivirane Boc-L-Ala—OH uz mikrovalno zagrijavanje
dobiveno je 20% tripeptida 25 (shema 9.). Moze se pretpostaviti kako je jedan od razloga
niskog iskoriStenja prethodne kopulacije viSesatno uklanjanje Boc—zastitne skupine s N—
terminusa 24 djelovanjem plinovitog HCI $to je rezultiralo raspadom dijela reaktanta koji se
bez izolacije koristi u sljede¢em reakcijskom stupnju. No, unato¢ niskom iskoriStenju nismo
razmatrali druge sintetske moguénosti jer je 25 ciljni spoj Cija je struktura potvrdena
spektralnom analizom. Tri metilna protona iz bo¢nog ogranka alanina rezultiraju multipletom
5 = 1,45-1,43 ppm, dok je metinski proton registriran pri ¢ = 3,94 ppm. U spektru *C-NMR
signal asimetri¢nog ugljikovog atoma iz alanina zabiljezen je pri é = 52,2 ppm, dok je metilni
ugljikov atom registriran pri 6 = 17,1 ppm. Ugljikov atom iz nove amidne veze ocituje se pri &

=173 ppm.

Unato¢ niskom iskoriStenju mikrovalovima potpomognute sinteze spoja 25 u prvom
smo pokusaju priprave njegovog akiralnog analoga Boc—(Aib)s—NH-Fc (26) primijenili slicne
reakcijske uvjete. Kao i u prethodnom slucaju, viSesatna deprotekcija prekursora 24 uz
plinoviti HCI rezultirala je i djelomi¢nim raspadom reakcijske smjese. Nakon obrade nastalog
hidroklorida s EtsN, nastali je slobodni amin in situ podvrgnut reakciji kopulacije s prethodno
aktiviranom Boc-Aib—-OH, no niti nakon produljenog vremena izlaganja reakcijske smjese
mikrovalovima i pracenja tijeka reakcije TLC—om nije opaZen nastanak Zeljenog produkta.
Budu¢i da je 26 ne samo ciljni spoj ve¢ i prekursor konjugata 27 odlucili smo ispitati
alternativne sintetske strategije kako bismo ga pripravili u zadovoljavaju¢em iskoriStenju. U
cilju izbjegavanja dugotrajnog izlaganja prekursora 24 plinovitom HCI, njegovu smo N-
deprotekciju proveli pomoéu trifluoroctene kiseline®® pri ¢emu nismo detektirali raspad
reakcijske smjese. Nakon obrade rezultirajuceg trifluoroacetata s EtsN uslijedila je kopulacija
slobodnog amina s Boc-Aib—OH prethodno aktiviranom HATU reagensom. HATU je
aktivacijski reagens koji se u kombinaciji s N,N-diizopropiletilaminom ili trietilaminom
izmedu ostalog koristi i za kopulacije stericki zahtjevnih reaktanata poput o,o—
disupstituiranih aminokiselina.®® Iako se uz HATU reagens kao otapalo najéesée koristi
dimetilformamid kopulaciju smo, zbog nestabilnosti ferocenskih amina u DMF-u, proveli u

acetonitrilu'® i nakon 20 sati mijesanja na sobnoj temperaturi izolirali 49% 26. Uvodenje
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treCe Aib jedinice na N-terminus deprotektiranog derivata 24 registrirano je u njegovom
spektru 'H-NMR, uz veé postojece signale Aib—Aib segmenta, dodatnim signalom metilnih
skupina (6 = 1,49 ppm) te signalima pri 6 = 25,5 ppm [(CH3)24ib] i 6 = 57,2 ppm (Caaib) Kao i
signalom nove karbonilne skupine pri 6= 172,8 ppm u spektru *C-NMR derivata 26.

Prethodni je postupak uz manju modifikaciju koriSten i za sintezu Boc—L—Ala—(Aib)s—
NH-Fc (27). U kopulaciji Boc-L-Ala—OH (prethodno aktivirane HATU reagensom) i N-—
deprotektiranog 26 (TFA) nakon 2 sata izlaganja mikrovalovima (T = 55 °C, P = 200 W)
dobiven je ciljni konjugat 27 u 50%-tnom iskoristenju. Uvodenje alaninske podjedinice
potvrden je dubletom njezine metilne skupine (6 = 1,35 ppm) i signalom metinske skupine (o
= 3,88 ppm) u spektru *tH-NMR te signalima pri ¢ = 16,9 ppm (CHsa) i = 52,2 ppm (Coala)

kao i karbonilnog C—atoma (5~ 173 ppm) nove amidne veze u 3 C-NMR derivata 27.

Zakljuno, wunato¢ sintetskim izazovima ferocenski peptidi s inkorporiranim
podjedinicama o—aminoizobutiri¢ne kiseline (22-27) pripravljeni su u zadovoljavaju¢im
iskoristenjima. Osim standardnog HOBt/EDC protokola u pojedinim je sintezama ciljnih
spojeva koristen HATU postupak, a neke od kopulacija bile su potpomognute mikrovalovima

budu¢i da nijedna od primijenjenih metoda nije davala konzistentne rezultate.

Marko Nuskol Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 133

1. TFA /CH,Cl, a
2. Et;N/CH,Cl, ’BUO\HQNﬁN@
N 3 H
0 Fe

3. Boc-Aib-OH, HATU, CH;CN

24 2

(Boc-Aib-Aib-Aib-NH-Fc)
L. HClyjinoviti /CH,Cly
2. Et;N/CH,Cl,
3. Boc-L-Ala-OH, HOBt/EDC
mw, EtOAc

1. TFA /CH,Cl,

2. Et;N/CH,Cl,

3. Boc-L-Ala-OH, HATU
mw, CH;CN

PN P
N @ N @
Bu O/I\N &E Bu O/I\N {%g
H o ° Fe H o ° Fe

(Boc-L-Ala-Aib-Aib-NH-Fc) (Boc-L-Ala-Aib-Aib-Aib-NH-Fc)

Shema 9. Sinteza tripeptida (25 i 26) i tetrapeptida (27) s inkorporiranim podjedinicama

a—aminoizobutiriéne Kiseline.

4.4.2. Konformacijska analiza

4.4.2.1. Analiza IR spektroskopijom

U diklormetanskoj otopini najnizeg homologa Aib—peptida 22 (pri koncentraciji ¢ = 1 x 102
mol dm=) opazene su dvije apsorpcijske vrpce pri ¢emu dominira vrpca slobodnih NH—
skupina (> 3400 cm?), dok slabi signal asociranih NH—skupina (< 3400 cm™) gotovo i§¢ezava
razrjedivanjem otopine do 1 x 10° mol dm® koncentracije (slika 92.). U IR—spektrima
preostalih derivata (24—27) vrpce asociranih amino—skupina jaceg su intenziteta od signala
slobodnih NH—grupa (slike 93. i 94.). Kako se omjer njihovog intenziteta razrjedivanjem ne
mijenja moze se pretpostaviti da u otopinama 24-27 dominiraju konformacije stabilizirane
unutarmolekulskim vodikovim vezama. Iznimka je kiralni dipeptid 23 u ¢ijem je spektru, u
odnosu na vise homologe, registriran nesto veci udio slobodnih NH—skupina. No, razmjerno

slabljenje signala obiju vrpci tijekom razrjedivanja sugerira kako je i u otopini 23 prisutna
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znacajna populacija konformera s unutarmolekulski asociranim NH-skupinama. Takoder,
moze se primijetiti da udio asociranih NH-skupina, odnosno konformera stabiliziranih
unutarmolekulskim vodikovim vezama, raste s porastom broja konstituiraju¢ih aminokiselina.
Uretanske karbonilne funkcije derivata 23-27 apsorbiraju oko ili ispod 1700 cm™ ¢ime je
indicirano njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama (tablica 18.).1% Istezna vibracija
uretanske CO-skupine spoja 22 registrirana je pri visem valnom broju (1724 cm™) iz ¢ega se

moze zakljuciti da je rije¢ o slobodnoj skupini.

— 10 mM
5 —5mM 5
< —1mM <
.S, ©
5 )
k= g
< <
T T T T T 1 T T T T T 1
3500 3450 3400 3350 3300 3250 3200 3500 3450 3400 3350 3300 3250 3200

Valni broj (cm™) Valni broj (cm™)

Slika 92. Koncentracijski ovisni IR—spektri derivata 22 (lijevo) i 23 (desno) u CH2Cl..
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Slika 93. Koncentracijski ovisni IR—spektri derivata 24 (lijevo) i 25 (desno) u CH2Cl..
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Apsorbancija (AU)
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Slika 94. Koncentracijski ovisni IR—spektri derivata 26 (lijevo) i 27 (desno) u CH2Cl..

Tablica 18. NH— i CO—podrugje IR spektara derivata 22—27 u CH2Cl2 (c = 1 x 10 mol dm®).

. vNH vNH . .
Derivat . amid | amid 11
(slobodne) | (asocirane)
22 3421 3294 1724, 1623 —
1558, 1539,
23 3423 3340 1699 1506
24 3423 3331 1703 1552
1552, 1518,
25 3420 3337 1683 1504
26 3422 3335 1705, 1682 | 1553, 1520
27 3420 3331 1676 1553, 1520

4.4.2.2. Analiza spektroskopijom NMR

U spektrima NMR svih konjugata (tablica 19.) registriran je velik kemijski pomak protona

NH-skupine izravno vezane na ferocen (6> 8 ppm), kao i NHaip1 derivata 25-27 te NHain2

tetrapeptida 27 (6>7 ppm), §to ukazuje na njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama. Amidni

protoni N-terminusa kod svih se derivata opazaju pri 6 ~ 5 ppm sto znaci da ne sudjeluju ni u

kakvim vodikovim vezama, dok su preostali amidni protoni registrirani pri 6 ~ 6,5 ppm §to

njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama ¢ini upitnim.

Marko Nuskol

Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava

136

Tablica 19. Kemijski pomaci [ppm] amidnih protona derivata 22—27 (c = 2 x 10 mol dm).

NHFc NHaib1 NHaib2 NHaibs NHala
22 7,99 4,93
23 8,38 6,45 511
24 8,56 6,39 4,98
25 8,33 7,04 6,55 5,10
26 8,50 7,55 6,56 5,13
27 8,51 7,46 7,39 6,81 5,55

Kao i kod prethodno opisanih derivata, jakost IHB u kojima sudjeluju pojedine NH—skupine

ispitana je mjerenjem temperaturno—ovisnih spektara NMR i titracijom s DMSO. Promjene

kemijskih pomaka NHrc, NHaib1 i NHaib2 derivata 22-27 uzrokovane dodatkom polarnog

otapala (¢ DMSO = 0,5-0,23) prikazane su na titracijskim krivuljama (slika 95.). Male

promjene kemijskih pomaka (Ao < 0,2 ppm) NHrc—skupine konjugata 23-27, kao i NHaip: iz

tripeptida 26 te NHain2 iz tetrapeptida 27, u prisutnosti 23% DMSO znak su njihovog

sudjelovanja u jakim IHB. Dodatak DMSO (¢ DMSO = 0,23) uzrokovao je nesto zamjetniji
pomak NHec skupine 22 (Ao = 0,3 ppm) kao i NHaib: protona konjugata 25 i 27 (Ao = 0,7 i

0,4 ppm) sto ukazuje na sudjelovanje tih skupina u nesto slabijim unutarmolekulskim

interakcijama.
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Slika 95. Pomaci NHec (gore lijevo) i NHaib1 skupine (gore desno) derivata 22—-27 te NHaibz

grupe derivata 24-27 (dolje) u ovisnosti 0 volumnom udjelu DMSO u CDCls.

Takoder, jaka perturbacija kemijskih pomaka (A ~ 1,5 ppm) N-terminalnih NH-Aib- (22,
24, 26) odnosno NH-Ala-skupina (23, 25, 27) uslijed dodatka 23% DMSO (slika 96.)

potvrduje kako je rije¢ o slobodnim, otapalu izlozenim NH—grupama. Slabije izrazenu no jos

uvijek znaCajnu promjenu kemijskih pomaka (Ao = 0,5-1 ppm) uzrokovao je dodatak

kompeticijskog otapala na kemijski pomak NH-Aib—skupine locirane na i + 2 polozaju

peptidnog slijeda 23-27, $to zajedno s njihovim inicijalnim pomacima (6 ~ 6,5 ppm) dodatno

indicira nesudjelovanje u IHB.
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Slika 96. Pomaci NHala derivata 23, 25 i 27 i NHainz peptida 26 i 27 u ovisnosti 0 volumnom

udjelu DMSO u CDCls.

Ovisnost kemijskih pomaka amidnih protona konjugata 22—27 o temperaturi prikazana je na
slikama 97. i 98. Mali temperaturni koeficijenti (od —0,1 do —2,1 ppb/K) NH-skupina

registriranih pri 6 < 7 ppm pri 25 °C indikacija su otapalu izlozenih amidnih protona. Time su

dodatno potvrdeni nalazi IR—analize i DMSO-titracije te se moze zakljuciti kako amidni
protoni aminokiselina na i + 1 [NHaia (23, 25 i 27), NHaib1 (22), NHaib2 (24) i NHaibz (26)]
kao i oni locirani na i + 2 polozaju [NHaibt (23 i 24), NHaib2 (25 i 26) i NHainz (27)] ne

sudjeluju u vodikovim vezama. Veéi temperaturni koeficijenti (od —2,3 do —6,4 ppb/K),

karakteristi¢ni za NH—skupine inicijalno zaklonjene od otapala koje mu postaju izlozene pri

visim temperaturama, izmjereni su za sve NHrc skupine, te NHaib1 iz derivata 25-27 i NHaib2

iz tetrapeptida 27 ¢ime je potvrdeno njihovo sudjelovanje u jakim unutarmolekulskim

interakcijama.
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Slika 97. Ovisnost kemijskih pomaka NHrc (gore lijevo), NHaib1 (gore desno) derivata 22—27

i NHain2 skupine konjugata 2427 (dolje) o temperaturi (c = 1 x 10 mol dm™).
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Slika 98. Ovisnost kemijskih pomaka NHala derivata 23, 25 i 27 i NHainz peptida 26 i 27 o

temperaturi (¢ = 1 x 10 mol dm®).

U NOESY spektrima 22-27, prikazanim na slici 99., vidljivi su sekvencijalni dnn (i, i + 1)
signali. Na temelju rezultata spektroskopije (IR i NMR) kao i dokumentiranoj ulozi Aib-a u
indukciji struktura nalik 310—uzvojnicama (poglavlje 2.5.3), moze se pretpostaviti kako su
peptidi 23-27 u otopini stabilizirani 10—¢lanim IHB—prstenovima. Pri tom se kod najnizih
homologa 23 i 24 uspostavlja vodikova veza NHrc---OCpgoc koja podrzava strukturu nalik p—
okretu. Kod tripeptida 25 i 26 u vodikovim vezama sudjeluju NH—skupine na polozajima i + 3
i i + 4 peptidnog slijeda (NHaibz i NHrc) i karbonilne skupine i—-tog odnosno i + 1 ostatka.
Takoder, moze se pretpostaviti kako je peptid 27, s obzirom na broj aminokiselinskih ostataka,
stabiliziran s trima uzastopnim 10-Clanim prstenovima podrzanim NHegc--OCaib3,

NHaip1---OCala | NHaib2:--OCpgoc Vodikovim vezama.
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Slika 99. Sekvencijalni dNN (i, i + 1) kontakti u NOESY spektrima 22-27.
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4.4.2.3. Analiza spektroskopijom CD

Molarni ekstinkcijski koeficijenti, valne duljine apsorpcijskih maksimuma d-d prijelaza,
molarna elipti¢nost i valne duljine maksimuma CD-vrpci kiralnih derivata 23, 25 i 27
prikazani su u tablici 20., a vidljivo podruc¢je valnih duljina spektara CD na slici 100. U
spektrima svih peptida registrirani su Cottonovi efekti negativnog predznaka ¢iji se intenzitet
smanjuje s porastom broja Aib—podjedinica. Kao $to je vidljivo u tablici 20., dodatak svega
5% DMSO kao kompeticijskog otapala uzrokovao je znatnu redukciju intenziteta signala (>
50%) u spektrima CD derivata 23 i 27. U slucaju derivata 25 pri istim je uvjetima opazena
promjena predznaka Cottonova efekta te jaanje pozitivnog signala s porastom volumnog
udjela DMSO. Iz prethodnog se moZze pretpostaviti kako je u otopini 25 prisutno vise
energijski bliskih konformera na ¢iju se populaciju moze utjecati promjenom otapala §to

uzrokuje promjenu predznaka CD-signala.

Tablica 20. UV/Vis-signali i CD—vrpce (¢ = 1 x 10 mol dm?®) 23, 25 i 27 u CHCl; i

smjesama CH:Cl. i DMSO.

otapalo 23 25 27
CH:Cl 448 (342) 448 (340) 448 (346)
DMSO = 5% 448 (341) 448 (339) 448 (344)
/ﬁt(mf;x/lvrl‘_rln DMSO = 9% 448 (340) 448 (338) 448 (343)
&l
cm'?) DMSO = 13% 448 (350) 448 (338) 448 (342)
DMSO =17% / 448 (337) /
DMSO = 20% / 448 (337) /
DMSO =23% / 448 (336) /
otapalo 23 25 27
CHCl; 462 (-1089) | 466 (-633) 465 (-463)
P DMSO = 5% 466 (-506) 478 (196) 466 (—174)
(6 /deg DMSO = 9% 456 (—435) 471 (371) 476 (-94)
] r(r:]rgil) DMSO = 13% 457 (-99) 470 (527) 479 (83)
DMSO =17% / 465 (561) /
DMSO = 20% / 468 (601) /
DMSO =23% / 465 (636) /

Marko Nuskol

Doktorska disertacija




8 4. Rezultati i rasprava 143

-400

0 (deg cm?dmol™)

-600

-800

-1000

-1200

Slika 100. Spektri CD peptida 23, 25 i 27 u CH2Cl, (¢ = 1 x 10" mol dm3).

4.4.2.4. DFT—modeliranje 22-27 i usporedba teorijskih i eksperimentalnih rezultata

Kao i kod prethodno opisanih spojeva, u suradnji s doc. dr. sc. Ivanom Kodrinom, s
Prirodoslovno—matematickog fakulteta SveudiliSta u Zagrebu, pretrazen je konformacijski
prostora derivata 22-27 te su usporedeni teorijski i eksperimentalni rezultati. Rezultati
modeliranja navedeni su u tablici 21., a najstabilnije izracunate konformacije prikazane su na
slikama 101., 102. i 103. U najstabilnijim konformerima najnizeg homologa 22 (22-1 i 22-2)
NHerc---Naib vodikova veza zatvara 5-¢lani prsten dok se u energijski nepovoljnijim
geometrijama 22-3 i 224 opaza 7—Clani prsten podrzan NHrc:--OCgoc Vezom. Potonje
strukture, nalik y—okretima, pronadene su u najpovoljnijim konformerima derivata
aminoferocena i prirodnih aminokiselina Boc—-AA-NH-Fc (AA = Gly, Ala, Val)*'® kod kojih

je relativna energija geometrija s 5—¢lanim prstenovima priblizno 2,7 kJ mol™ veéa.

Iz prethodnog se moze zakljuciti kako a—metiliranje utjeCe na konformacijski prostor
stabiliziraju¢i konformacije s 5-¢lanim prstenovima u rezultiraju¢im dialkiliranim
aminokiselinskim derivatima. U najstabilnijim konformerima dipeptida 23 (23-1) i 24 (24-1),
kao i konformaciji 23-3, vodikova veza izmedu NHrc-OCgo, Uz dodatnu N-H---N
interakciju izmedu amidnih skupina susjednih aminokiselina, zatvara 10—Clani prsten. Isti je
strukturni element pronaden i u najpovoljnijim geometrijama homokiralnih dipeptida 8 i 11.

Konformacija 23-2, ¢ija je relativna energija 3,47 kJ mol™ veéa od 23-1, stabilizirana je
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dvama 7-C¢lanim prstenovima (NHrc:-:OCala 1 NHaib--:OCpoc), 0dnosno uzastopnim y—
okretima svojstvenim heterokiralnim derivatima 9 i 10. U skupu najstabilnijih konformera
kiralnog tripeptida 25 kao i akiralnog 26 prisutni su 10—¢lani prstenovi, odnosno uzastopni —
okreti (NHrc---OCala, 0dnosno NHec-OCaibs, 1 NHaib1--OCpgoc), prethodno opisani kao
obrazac B tripeptida 12-15 (Slika 77.). Tri uzatopna 10-¢lana prstena zatvorena
NHec:--OCaib3, NHaib1--:OCala I NHaibz:-OCpgoc Vodikovim vezama karakteriziraju najstabilniji

konformer tetrapeptida 27.

U nastavku istrazivanja usporedili smo podatke proizasle iz DFT-racuna S
eksperimentalnim rezultatima. Vrpce registrirane ispod 3400 cm™ u IR spektrima 22-27
mogu se na temelju modeliranja pripisati slobodnim N-terminalnim NHain (22, 24, 26) i
NHaia (23, 25, 27), te NH skupinama aminokiselina na i + 2 poloZaju peptidnog slijeda
[NHaib: (23 1 24), NHain2 (25 1 26) i NHains (27)]. Nalazi modeliranja u skladu su i s
rezultatima analize spektroskopijom NMR koji su indicirali sudjelovanje svih NHrc skupina,
NHaib1 iz derivata 25-27 i NHaiv2 iz tetrapeptida 27 u vodikovim vezama. Takoder, DFT—
raunom su potkrijepljeni nalazi NOESY-spektroskopije koji su indicirali stabilizaciju
dipeptida 23 i 24 jednim, tripeptida 25 i 26 dvama, a tetrapeptida 27 trima 10—¢lanim
prstenovima u kojima sudjeluju prethodno navedene NH-skupine. Ovi su rezultati, proizasli
iz teorijske i eksperimentalne analize, u skladu s literaturnim navodima (2.5.3) u kojima je

opisana uloga Aib—ovih ostataka u indukciji 310—-uzvojnice u kratkim peptidima.

Nadalje, imajuéi u vidu prethodno uspostavljenu korelaciju izmedu diedarskog kuta y
(poglavlje 4.2.2.4., Slika 81.) i predznaka signala u spektrima CD u svim je rac¢unalno
generiranim geometrijama odreden kut y (tablica 21.). U najstabilnijim konformacijama svih
kiralnih derivata (23-1, 25-1 i 27-1) taj kut poprima negativnu vrijednost §to je u skladu s
eksperimentalno registriranim negativnim Cottonovim efektima u njihovim spektrima CD.
Promjena predznaka Cottonova efekta tijekom titracije derivata 25 s DMSO mozZe se objasniti
prisutno$c¢u vise energijski dostupnih konformacija s pozitivhom kutom y (25-2, 25-3 i 25-4)
koje uslijed promjene otapala mogu postati znac¢ajno populirane. lako su u spektrima CD svih
kiralnih derivata registrirani Cottonovi efekti, elongacijom peptidnog lanca, neocekivano
slabe $to se moze objasniti razmatranjem vrijednosti kuta y. Kut y opisuje otklon amidne

ravnine od ravnine ciklopentadienilnog prstena na koji je vezan peptidni segment. U
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odsutnosti nabiranja peptidnog lanca te su dvije ravnine koplanarne, a kut y idealno iznosi
+90°, odnosno -90°. Uslijed nabiranja peptidnog segmenta, odnosno sudjelovanja amidne
skupine u vodikovim vezama dolazi do njezinog otklona te se moze pretpostaviti kako jaci
otklon rezultira i ja¢im CD-signalom. Naime, iako je u slucaju tetrapeptida 27 pronaden samo
jedan konformer, stabiliziran jakim vodikovim vezama, vrijednost kuta y iznosi -86,1° $to
oznacava manji otklon nego kod energijski najpovoljnije konformacije tripeptida 25 (y = -
81,6°). Najjaci Cottonov efekt registriran je u spektru CD dipeptida 23 $to je u skladu s
prethodnom pretpostavkom jer u energijski najpovoljnijim konformacijama vrijednost kuta y
iznosi -81,7° (23-1), odnosno -73,6° (23-2).
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Tablica 21. Relativne energije najstabilnijih konformera 22-27 u kloroformu pri 298 K, kut y, prsteni podrzani unutarmolekulskim

vodikovim vezama, duljina [A] vodikovih veza.

NHFC"'OCBOC
K e P NHec---Naib1 NHP_‘iblmNp_‘la NHlre---OCeoc NHaib1---OCgoc | NHFc:--OCala NHAi.blmocBoc NHaib2---OCpgoc
onformer | kJ Kut 5 &lani NHaib1---Naib2 | NHec:--OCaia 7_&lani NHee:--OCai NHaib1---OCala 10—¢lani
mol 5 ¢lani 7—¢lani Fere” YA | 10 glani clant
10-¢lani
22-1 0,00 2,75
22-2 1,05 2,74
22-3 2,29 2,82
224 2,65 2,83
23-1 0,00 -81,7 2,76 2,98
23-2 3,47 -73,6 2,81 2,94
23-3 3,98 86,1 2,76 2,94
24-1 0,00 2,75 2,94
25-1 0,00 -81,6 2,99 3,05
25-2 0,17 97,0 2,97 3,44
25-3 1,17 82,8 2,97 3,01
254 4,64 95,6 2,75 2,98 3,13
26-1 0,00 2,96 3,01
26-2 5,18 2,96 3,31
27-1 0,00 -86,1 2,96 3,05 3,04
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Slika 101. Najstabilniji konformeri 22 i 23 s prikazanim duljinama vodikovih veza.
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Slika 102. Najstabilniji konformeri 24 i 25 s prikazanim duljinama vodikovih veza.
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Slika 103. Najstabilniji konformeri 26 i 27 s prikazanim duljinama vodikovih veza.
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§5. ZAKLJUCAK

Imajuéi u vidu da konjugati aminoferocena i kratkih peptida mogu tvoriti uredene sekundarne
strukturne elemente u ovoj su disertaciji sintetizirani dipeptidni (8-11), tripeptidni (12-19) i
dinuklearni (20 i 21) derivati aminoferocena te konjugati s a—amino izobutiri¢cnom kiselinom
(22-27). U cilju istrazivanja utjecaja, vodikovim vezama podrzanog, kiralnog uredenja
peptidnog slijeda na CD-aktivnost u apsorpcijskom podrucju ferocenskog kromofora
identificirane su dominantne konformacije 8-27 s pomocu eksperimentalnih i teorijskih

metoda.

1. U prvom dijelu disertacije opisana je sinteza i konformacijska analiza Cetiri dipeptida
izvedena iz aminoferocena Boc—AA>-AA1-NH-Fc (8, AA1 = L-Ala, AA; = L-Pro; 9, AA;
= L-Ala, AA2 = D-Pro; 10, AA: = D-Ala, AA2 = L-Pro; 11, AA: = D-Ala, AA2 = D-Pro):

e Nalazi spektroskopskih analiza ukazuju na stabilizaciju homokiralnih derivata 8 i 11
NHec---O=Cgoc Vezom koja zatvara 10—¢lani prsten (B—okret), dok su u otopinama
heterokiralnih 9 i 10 prisutni su i drugi strukturni elementi.

e U kristalnim strukturama heterokiralnih 9 i 10 nadena je NHrc--OCgoc IHB koja
zatvara 10—¢lani prsten i podrzava konformaciju —okreta.

e Nalazi DFT-modeliranja homokiralnih dipeptida potvrdili su eksperimentalne
rezultate, u najstabilnijom konformacijama 8 i 11 prisutan je p-okreta tipa I.
Najstabilnije konformacije heterokiralnih 9 1 10 u otopini su stabilizirane
NHec:--O=Cpro i NHala:--O=Cpgoc Vezama koje rezultiraju uzastopnim y—okretima (7—
¢lanim prstenovima) dok su B—okreti pronadeni u energijski nepovoljnijim, no jo$
uvijek znacajno populiranim konformacijama.

e Rezultati analize Hirshfeldove plohe i QTAIM analize heterokiralnih dipeptida 9 i 10
ukazuju kako se uslijed povoljnih interakcija sa susjednim molekulama geometrije
uzastopnih y—okreta, svojstvene izoliranim molekulama, mogu reorganizirati u manje
stabilne konformacije P—okreta Sto objasnjava razli¢ite konformacije pronadene u
¢vrstom stanju (—okret) od struktura dobivenih optimizacijom izoliranih molekula (y—

okreti).
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e U spektrima CD homokiralnih derivata 8 i 11 javljaju se Cottonovi efekti jednakog
intenziteta i suprotnog predznaka (-2540 i 2571 deg cm? dmol™?) koji proizlaze iz
prijenosa kiralne informacije s lokalne sekundarne strukture (B—okreta) do
ferocenskog kromofora. Gotovo 5 puta slabiji signali, registrirani u spektrima
heterokiralnih derivata 9 i 10 (480 i -461 deg cm? dmol™) posljedica su, teorijski i
eksperimentalno utvrdene, konformacijske nehomogenosti odnosno manjeg stupnja
jednoznaénog kiralnog uredenja u usporedbi s 8 i 11. Takoder, predznak CD-signala
odreden je kiralno$¢u aminokiseline na polozaju i + 1, ukoliko je aminokiselina L—

konfiguracije predznak je negativan, a pritom vrijedi i suprotno.

2. U nastavku istrazivanja utjecaja konformacije peptidnog lanca na kiroopticka svojstva
ferocena uvodenjem dodatne aminokiseline na N—terminus 8-11 sintetizirani su tripeptidi
Boc-AAz-AA-AA1-NH-Fc (12, AA: = L-Ala, AA> = L-Pro, AAs = L-Pro; 13, AA; =
L-Ala, AA; = L-Pro, AAs = D-Pro; 14, AA:1 = L-Ala, AA2 = D-Pro, AAz = L-Pro; 15,
AA: = L-Ala, AA; = D-Pro, AAs = D-Pro; 16, AA1 = D-Ala, AA; = L-Pro, AAz = L-Pro;
17, AA1 = D-Ala, AA2 = L-Pro, AAs = D-Pro; 18, AA1 = D-Ala, AA2 = D-Pro, AAz = L—
Pro i 19, AA; = D-Ala, AA> = D-Pro, AAs = D-Pro). Konformacijskom analizom
tripeptida 12-15, koji s obzirom na primarnu strukturu osim razli¢itih okreta mogu
zauzimati i konformaciju uzvojnice, utvrdeno je sljedece:

e Prema rezultatima eksperimentalnih i racunalnih analiza tripeptidi 12-15 preferiraju
razliCite strukturne motive. U skupu najstabilnijih  konformera tripeptida s
homokiralnim Pro—Pro slijedom (12 i 15) dominira geometrija stabilizirana ra¢vastim
vodikovim vezama koje zatvaraju 10— (NHaja-OCgoc) 1 13-Clane prstenove
(NHegc---OCpoc) dok se u energijski nepovoljnijim konformacijama opazaju i strukture
nalik B— i vy—okretima. Uzastopni p—okreti (NHgc-OCpr¢ i NHaja-OCgoc)
karakteriziraju skup najstabilnijih konformera 13 i 14 koji sadrze heterokiralni Pro—
Pro slijed kao i konformaciju derivata 13 u ¢vrstom stanju..

e Vodikovim vezama podrzane, kiralno uredene strukture induciraju CD-signale
razli¢itog predznaka i intenziteta u vidljivom podruc¢ju valnih duljina spektara peptida
12-15, a izracunate CD—krivulje dobro se podudaraju s eksperimentalnima. Najjaci

Cottonovi efekti registrirani su u spektrima CD konformacijski homogenog 13.
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e Rezultati eksperimentalnog i teorijskog istrazivanja ukazuju na postojanje korelacije
izmedu diedarskog kuta y (koji opisuje rotaciju oko veze izmedu ferocena i
tripeptidnog segmenta) i predznaka Cottonovog efekta. Pri tome, pozitivna vrijednost
kuta rezultira pozitivnim signalom dok se negativan Cottonov efekt opaza u slucaju
negativnih y. Nadalje, predznak kuta y, a time i CD-signala, moze se povezati s
heli¢nos¢u peptidnog lanca, ali pritom ne postoji univerzalna korelacija, ve¢ se
razlikuju dva grani¢na slucaja. Ukoliko peptidni lanac propagira udaljavajuci se od
ferocena, P-heli¢nost rezultira negativnim y dok kod M-heli¢nih struktura poprima
pozitivnu vrijednost. U sluc¢aju konformacija u kojima se peptidni lanac svija prema

ferocenu P-heli¢nost se povezuje s pozitivnim kutom i suprotno.

3. U svrhu istrazivanja utjecaja umetanja dodatne organometalne podjedinice na
konformacijska, a time i kiroopticka svojstva homokiralnih derivata 8 i 11, uvodenjem
ferocena na njihov N-terminus sintetizirani su dinuklearni derivati Fc-CO-AA>-AA1—
NH-Fc (20, AA: = L-Ala, AA2 = L-Pro; 21, AA1 = D-Ala, AA2 = D-Pro).
Konformacijskom analizom utvrdeno je sljedece:

e Najstabilnije konformacije derivata 20 i 21 sadrze p—okret tipa | u kojem se IHB
uspostavlja izmedu amino i karbonilnih skupina izravno vezanih na ferocenske
podjedinice, dok su u energijski nepovoljnijim geometrijama pronadeni i drugi
strukturni elementi (B—okret tipa Il i y—okret).

e U blizini apsorpcijskog maksimuma ferocenskog kromofora spektar CD dipeptida 21,
pokazuje pozitivan Cottonov efekt (9 = 1556 deg cm? dmol™) dok je u spektru 20
registriran signal jednakog intenziteta, ali suprotnog predznaka. U usporedbi s
prekursorima 8 i 11 signali u spektrima CD dinuklearnih 20 i 21 jednakog su
predznaka ali slabijeg intenziteta. Uzevsi u obzir nalaze DFT—modeliranja 20 i 21 koji
ukazuju na prisutnost razli¢itih strukturnih elemenata iz prethodnog se moze zakljuciti
kako je uvodenjem dodatne ferocenske jezgre naruSena konformacijska homogenost 8
I 11 (B—okret tipa I) Sto je rezultiralo smanjenom aktivnoséu u spektrima CD
rezultirajucih 20 i 21.

e U kristalnim strukturama 20 i 21 pronadena je intralancana NHpn---COfn veza koja
podrzava enantiomerne konformacije —okreta tipa Il. Intermolekulskim NHaja---OCaia

vezama molekule 20 i 21 povezuju se u lance koji uslijed C—H---O i Fc—Fc interakcija
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tvore dvosloj u ¢ijoj se unutrasnjosti nalaze aminokiselinski ostaci dok su molekule

ferocena orijentirane prema susjednom dvosloju.

4. U nastavku istrazivanja opisanih u ovoj radnji pripravljeni su derivati aminoferocena i o—
aminoizobutiri¢ne kiseline: Boc—(Aib),—NH-Fc (22, n =1; 24, n = 2; 26 n = 3) i Boc-Ala—
(Aib)—NH-Fc (23, n = 1; 25, n = 2; 27 n = 3) da bi se istrazio utjecaj udaljenosti nositelja
kiralne informacije (Ala) od akiralnog kromofora na CD-aktivnost u apsorpcijskom
podrucju ferocena.

e Konformacijskom analizom utvrdena je stabilizacija dipeptida 23 i 24 10—¢lanim
NHec---OCgoc prstenom. U najstabilnijim konformacijama tripeptida prisutna su dva
10—¢lana prstena; u prvom se uspostavlja IHB izmedu NHec i karbonilne skupine
aminokiseline na i + 1 polozaju peptidnog slijeda [COaia (25) odnosno COains (26)]
dok je drugi podrzan NHaib1--OCgoc Vodikovom vezom. Tri uzastopna 10-¢lana
prstena podrzana NHrc:--OCaibz, NHaib1:-*OCala i NHaib2:-OCpgoc Vodikovim vezama
stabiliziraju tetrapeptid 27.

e U spektrima CD svih kiralnih peptida (23, 25 i 27) registrirani su Cottonovi efekti koji
slabe s porastom udaljenosti izmedu zacetnika svijanja peptidnog lanca (L-Ala) i
ferocenskog kromofora. U najstabilnijim ra¢unalno generiranim konformacijama kut y
poprima negativnu vrijednost Sto je u skladu s eksperimentalno detektiranim

negativnim Cottonovim efektima.

Na temelju dobivenih rezultata potvrdena je hipoteza da kiralno uredenje peptidnog
slijeda uzrokuje perturbaciju inherentno akiralnog ferocenskog kromofora §to rezultira
CD-aktivnos¢u u njegovom apsorpcijskom podruc¢ju. U usporedbi s peptidima Ccije
konformacije sadrze razli¢ite strukturne elemente, CD-spektre konformacijski homogenih
derivata karakterizira Cottov efekt jaCeg intenziteta ¢ime je potvrdena hipoteza kako je
intenzitet Cottonova efekta odreden stabilnos¢u lokalne konformacije. lako je predznak
CD-signala koreliran s geometrijom molekula, nuzna su daljnja istrazivanja s ciljem
korelacije Cottonova efekta i helicnosti ¢ime bi se otvorila moguénost koristenja

aminoferocena kao senzora heli¢nosti kratkih peptidnih sekvenci.
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

Kratica, oznaka i simbol

Znacenje

[a ]ZDZ Specifi¢no opticko skretanje
0 Molarna elipti¢nost [deg cm? dmol™]
AA Aminokiselina
Ac Acetil
Aib a—aminoizobutiri¢na kiselina
Ala Alanin
Ar Aril
Boc tert—butoksikarbonil
CD Cirkularni dikroizam
Tehnika homonuklearne dvodimenzijske
COsy spektroskopije nuklearne magnetske
rezonancije
Cp Ciklopentadienil
Cys Cistein
d Dublet (spektri NMR)
Teorija funkcionala gustoc¢e (engl. density
DFT :
functional theory)
DMSO Dimetil-sulfoksid
Skup  efektivhog  potencijala  jezgre
ECP » : . 1
(“effective core potential
EDC 1-etil-3—(3'-
dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid
Ekv. Ekvivalent
EtsN Trietilamin
EtOAc Etil-acetat
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Kratica, oznaka i simbol Znacenje
Fc Ferocenil
Fca 1’—aminoferocen—1—karboksilna kiselina
Fcd Ferocen—1,1°—dikarboksilna kiselina
Fcda Ferocen—1,1°—diamin
Glu Glutaminska kiselina
Gly Glicin
HATU O—(7-azobenzotriazol-1-il)-1,1,3,3—
tetrametiluronij heksafluorofosfat
Heteronuklearna korelacijska metoda
HMBC dvodimenzijske spektroskopije nuklearne
magnetske rezonancije
HOAt 1-Hidroksi—7-azabenzotriazol
HOBt 1-hidroksibenzotriazol-hidrat

HRMS (MALDI):

Spektrometrija masa visoke razlucivosti.
(matricom potpomognuta laserska ionizacija)

Heteronuklearna korelacijska metoda

HSQC dvodimenzijske spektroskopije nuklearne
magnetske rezonancije
IHB Unutarmolekulska vodikova veza (engl.
Intramolecular Hydrogen Bond)
iPr Izopropil
IR Infracrvena spektroskopija
Medunarodni simpozij o bioorganometalnoj
ISBOMC kemiji (engl. International Symposium on
Bioorganometallic Chemistry)
Leu Leucin
m Multiplet
Me Metil
mw Mikrovalno zracenje
NMR Nuklearna magnetska rezonanca
NOE Nuklearni Overhauserov u¢inak
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Kratica, oznaka i simbol

Znacenje

Spektroskopija nuklearnog Overhauserovog

NOESY s
ucinka
OBn Benzoil
OMe Metoksi
P Snaga mikrovalnog zracenja
pBrBz p—brombenzoil
Phe Fenil
Piv Pivaloil
Pro Prolin
Py Piridin
QTAIM Kvantna teorija atoma u molekulama (engl.
Quantum Theory of Atoms in Molecules)
R faktor zaostajanja u tankoslojnoj
f kromatografiji (engl. retention factor)
Reaktivne kisikove vrste (engl. reactive
ROS
oxygen substances)
S Singlet
Solvatacijski model (engl. Solvation Model
SMD )
based on Density)
t Triplet (spektri NMR)
Vremenski ovisna teorija  funkcionala
- gustoce
TD-DFT (engl. Time—Dependent Density Functional
Theory)
TFA Trifluoroctena kiselina
Tankoslojna  kromatografija (engl. Thin
TLC
Layer Chromatography)
tt Temperatura taliSta
Tyr Tirozin
UV/Vis Ultraljubicasta i vidljiva spektroskopija
Val Valin
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Tablica D1. Relativne energije najstabilnijih konformera modelnih derivata m8 i m9 u kloroformu pri temperaturi od 298 K (populacije > 5%

prema Boltzmannovoj raspodjeli konformera), konformacija pirolidinskog prstena prolina, duljine [A] vodikovih veza

AE | A | NHye-+-0=Cuc | NHau-Noro | NHue:-0=Coro | NHa+-O=Coue
/ kJ mol™? orstena 10-¢lani 5-¢lani 7—Clani 7—¢lani
m8—cl 0,00 endo 2,99 2,76 - -
m8-c2 1,12 egzo 2,99 - — -
m8—c3 3,12 endo — 2,76 2,97 -
m8-c4 5,25 €gzo - 2,78 3,02 -
m9—cl 0,00 €gzo 2,91 - - -
m9—c2 0,69 endo 2,95 - - -
m9—c3 4,00 endo - 2,76 2,97 -
m9—c4 4,02 endo - - 2,97 2,87
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