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U ovom radu obradeno je podrucje biokonjugata ferocena s prirodnim aminokiselinama i oligo-
peptidima, a u najve¢em dijelu teksta rije¢ je o autorskom pregledu popra¢enom u manjoj mjeri
relevantnim literaturnim podatcima. Drugo poglavlje posveceno je peptidima i peptidomimetici-
ma, pri ¢emu je posebna pozornost posvecena o-uzvojnici i B-nabranoj plohi (kao najvaznijim
elementima sekundarne i tercijarne strukture peptida), a potom i umjetnim p-plohama s neami-
nokiselinskim zacetnicima okreta. Trece poglavlje bavi se peptidima izvedenima iz ferocenkar-
boksilne kiseline i ferocenamina, kao i iz heteroanularno supstituirane ferocen-1,1'-dikarboksilne
kiseline (Fcd) i ferocen-1,1'-diamina (Fcda). U cetvrtom su poglavlju iscrpno opisani nasi radovi o
peptidima na osnovi 1'-aminoferocen-1-karboksilne kiseline (Fca). Sljedece je poglavlje posvece-
no novim monosupstitucijskim konjugatima Fcd i Fcda s aminokiselinama, a u Sestom su dijelu
obradene vlastite publikacije iz podrucja vrlo aktualnih peptidomimetika — ferocenskih ureido-
peptida i B-peptida.

Opisana je konformacijska analiza novosintetiziranih ferocenskih konjugata u otopini i u ¢vrstom
stanju s pomocu spektroskopskih postupaka (IR, 1D- i 2D-NMR, v. r.-NMR, temperaturno i kon-

centracijski ovisan NMR i CD) te na osnovi DFT-racuna.

Klju¢ne rijeci: Bioorganometalna kemija, ferocenski peptidi — dobivanje, reakcije, struktura

1. Uvod

U prvomu dijelu ovoga pregleda’ dane su osnove organo-
metalne kemije, pri ¢emu su posebno istaknuti ferocenski
derivati i metalni karbonili. Potom je obradena nova disci-
plina — bioorganometalna kemija — a uz teorijski osvrt ovdje
su navedeni i primjeri uporabe bioorganometalnih spojeva
u terapiji, bioanalizi (senzori), molekulskom prepoznavanju
i imunologjji.

Drugi dio pregleda® posvecen je aminokiselinama koje kao
konstitucijski dio sadrze ferocensku jezgru. Opisan je racio-
nalni postupak priprave tih spojeva — NH,-(CH,),,.-Fn-(CH,),-
-COOH (m, n =0, 1, 2...) — pri ¢emu je posebno vazna
1'-aminoferocen-1-karboksilna kiselina (Fca; m, n = 0),
koja predstavlja najnizi homolog toga niza. Nadalje, izvi-
jesteno je o strukturi ferocenskih kiselina u ¢vrstomu stanju i
u otopini, kao i o njihovim pretvorbama u spojeve koji sa-
drze dvije ili viSe ferocenskih jezgara uzajamno povezanih
dvoclanim do cetveroclanim razmaknicama.

Ovaj je ¢lanak u uskoj vezi sa spomenutim drugim dijelom?
jer se izmedu ostaloga bavi pripravom i konformacijskom
analizom konjugata Fca s prirodnim i neprirodnim aminoki-
selinama i peptidima. U pocetnom je poglavlju opisana
sekundarna i tercijarna struktura prirodnih peptida s po-
sebnim naglaskom na B-nabranu plohu te na okrete, koji
poticu svijanje tih biomolekula. U tom su sklopu opisani i
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peptidomimetici, Cije se konformacije mogu osmisliti ume-
tanjem umjetnih zacetnika okreta (templatd, kalupd) u pep-
tidne lance. Trece je poglavlje posveceno ferocenskim pep-
tidima monosupstitucijskoga tipa [Fc-CO-(AA),,-OMe (V) i
X-(AA),,-NH-Fc (VI)] te disupstitucijskim sustavima Fn[CO-
~(AA),-OMel, (VII) i [X-(AA),-NHI,Fn (VII)] (X = Ac, Boc).
Prikazani su nasi radovi o sintezi i konformacijskoj analizi
spojeva V i VI. Objasnjena je struktura konjugata VII i VIII
stabiliziranih dvjema jakim intramolekulskim vodikovim ve-
zama (IHB), koje u slucaju ukljucenih L-aminokiselina po-
drzavaju P-heli¢nu ferocensku kiralnost popracenu pozitiv-
nim Cottonovim efektom u CD-spektrima. Bitan dio teksta
(Cetvrto poglavlje) odnosi se na Fca-peptide Boc-(AA),,-Fca-
-(AA),-OMe tipa IX (m, n = 0, 1, 2...). Pripravili smo mnos-
tvo takvih konjugata s L- i D-aminokiselinama i pokazali da
nizi ¢lanovi toga niza sadrZe brojne konformacije, a visi su
stabilizirani dvjema unakrsnim IHB tvore¢i po jedan karak-
teristicni konformer (v. shemu 11). U petom je poglavlju
opisan niz “desimetriziranih” konjugata XI i XII formalno
izvedenih uklanjanjem po jednoga podandnoga peptidnog
lanca iz sustava VII i VIII (v. shemu 33). Dali smo odgovor
na pitanje o konformacijskoj populaciji i prirodi HB u tim
sustavima — X-CO-Fn-CO-(AA),-OMe (XI) i X-(AA),,-NH-Fn-
-NH-Y (XIl). Zadnje je poglavlje posveceno ferocenskim
ureidnim peptidima [X-Fn-NH-CO-(AA),-OMe (XV) i Fn[NH-
-CO-(AA),-OMel, (XVI)] te B-peptidima kao vaznim pepti-
domimeticima. Pokazali smo da u sustavu XV prevladavaju
intermolekulske HB, XIV predstavljaju C,-simetricne mo-
lekule stabilizirane cetirima jakim IHB, a u B-peptidima
nasli smo slabije IHB negoli u analognim ferocenskim a.-pep-
tidima (v. shemu 44).
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2. Peptidi i peptidni mimetici

Peptidi i proteini su (makro)biomolekule sastavljene iz pri-
rodnih t-aminokiselina, cija je bioloska aktivnost posljedica
njihove dobro definirane trodimenzijske strukture, odnos-
no konformacije. Potkraj tridesetih godina prosloga stoljeca
Linus Pauling i Robert Corey otkrili su da je peptidna veza
planarna i ima karakter dvostruke veze. Nasuprot tome,
veze izmedu a-ugljikova atoma i karbonilnoga ugljikova
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Slika 1 - Struktura svake aminokiseline u peptidnom lancu od-
redena je rotacijom planarnih jedinica NH ===C ===O oko dviju jed-
nostrukih veza: (i) diedarski kut ¢ oznacuje rotaciju oko veze
RHC-NH, a (ii) kut y odnosi se na rotaciju oko veze RHC-CO

Fig. 1 - The structure of each amino acid in peptide chain is
defined by rotation of NH===C===O planar units around two single
bonds: (i) dihedral angle ¢ denotes rotation around the RHC-NH
bond, and (ii) angle y is measure of rotation around RHC-CO
single bond
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odnosno dusikova atoma jednostruke su veze oko kojih po-
stoji visok stupanj rotacijske slobode. Trodimenzijsku gradu
proteina odreduje slijed aminokiselina u njihovim lancima.
Konformacija polipeptidnog lanca (primarna struktura) pot-
puno je odredena kada su poznati kutevi ¢ iy za svaki ami-
nokiselinski ostatak (slika 1).

Sekundarna i tercijarna struktura proteina oznacuju pro-
storni odnos susjednih ili udaljenih aminokiselinskih ostata-
ka u linearnom slijedu aminokiselina, a granica je izmedu
tih dvaju strukturnih obiljezja proizvoljna. Dvije pravilne
opetovane konformacije polipeptidnog lanca, koje u
kratkim odsjeccima nalazimo u mnogim proteinima, a po-
drzane su vodikovim vezama izmedu CO- i NH-skupina, su
a-uzvojnica i B-nabrana ploha. a-Uzvojnica (1) Stapicasta je
struktura u kojoj je polipeptidna okosnica tijesno spiralno
uvijena, a aminokiselinski ogranci usmjereni su u tom ra-
sporedu lateralno. Rijec je o desnoj uzvojnici stabiliziranoj
intramolekulskim vodikovim vezama, koje pritom zatvaraju
13-eroclane prstenove. Karbonilna skupina svake amino-
kiseline povezana je vodikovom vezom s NH-skupinom
cetvrte aminokiseline u tom linearnom slijedu (slika 2, lijevo
gore).?

Drugi periodicki element strukture proteina jest f-nabrana
ploha (ili krace: B-ploha). Polipeptidni lanac u B-nabranoj
plohi gotovo je sasvim istegnut, a ne uvijen kao u a.-uzvoj-
nici. Oblici B-nabrane plohe proizlaze iz razli¢itih nacina
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Slika 2 - Najcesce uzvojnice izvedene iz peptida koji se sastoje iz a-, 8-, f7- i y*-aminokiselina

Fig 2

— The most common helices derived from peptides consisting of a-, f>-, f?- and y*-amino acids
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svijanja peptidnog lanca i razli¢ite tvorbe vodikovih veza
izmedu CO- i NH-fragmenata amidne funkcije. U paralel-
nim B-nabranim plohama (IVa) dijelovi lanca orijentirani su
u istom smjeru s obzirom na N- i C-terminus, a vodikove
veze izmedu peptidnih skupina u tim segmentima rav-
nomjerno su pomaknute i zatvaraju odredeni kut u odnosu
na drugi lanac te tvore 12-eroclane prstenove. Kod antipa-
ralelnih B-nabranih ploha (IVb) izmjenjuju se 10- i 14-ero-
¢lani prstenovi, a vodikove su veze gotovo okomite na
susjedni segment (shema 1).

Valja uociti da se pri nabiranju plohe, koju ¢ine vodikovim
mostovima povezani dijelovi lanca (u oba slucaja), postize
stericki najpovoljnija konformacija, buduci da u njoj bo¢ne
skupine aminokiselina ne kolidiraju, ve¢ su usmjerene oko-
mito (gore i dolje) u odnosu na pseudoravninu toga sustava
(shema 2).*> B-Nabrana ploha, za razliku od a-uzvojnice,
sadrzi uz elemente sekundarne strukture i karakteristike ter-
cijarne strukture. To je posljedica medudjelovanja boc¢nih
lanaca uzajamno udaljenih aminokiselina u primarnoj
strukturi pri tvorbi B-nabrane plohe, sto je zanemarivo pri
formiranju a.-uzvojnice. Takoder je opazeno da je slaganje
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proteina ve¢im dijelom sastavljenih iz B-nabranih ploha
sporije u odnosu na slaganje proteina pretezno sastavljenih
iz a-uzvojnica, pri ¢emu je najsporiji dio slaganja formiranje
tercijarne strukture. Osim toga, poznato je da je tvorba in-
termolekulskih B-nabranih ploha vrlo ¢est motiv pri tvorbi
proteinskih kvaternih struktura. Drugim rije¢ima, medudje-
lovanja bo¢ni lanac-boc¢ni lanac dalekoga dosega vaznija su
u svijanju B-nabrane plohe nego kod a-uzvojnice, a inter-
molekulsko nastajanje B-nabrane plohe uobicajen je motiv
pri tvorbi proteinskih kvaternih struktura, pa se moze reci
da B-plohe imaju karakteristiku sekundarne, tercijarne i/ili
kvaterne strukture. U idealnom slu¢aju medumolekulsko
svijanje peptidnih lanaca u antiparalelne 3-nabrane plohe
(IVb) prethodi njihovu samozdruzivanju u B-strukture s ho-
mogenom kvaternom strukturom (tzv. “sendvic¢ B-ploha”).
No cesto su K, priblizno jednake K, pa nastaje
kompetitivno svijanje i samozdruzivanje uz stvaranje hete-
rogenih visokomolekularnih kvaternih struktura koje su sa-
stavljene iz B-nabranih ploha i peptidnih lanaca (shema 2).°

Vecina proteina kompaktnog je oblika, a njihovi polipeptid-
ni lanci ¢esto mijenjaju smjer sto se naziva okretima. Okreti
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Shema 1

— Paralelna -nabrana ploha (IVa): dijelovi peptidnih lanaca protezu se u istim smjerovima, a unutarlancane vodikove veze

izmedu skupina NH i CO spajaju pojedine aminokiseline iz susjednih fragmenata. Antiparalelna f-nabrana ploha (IVb): susjedni dijelovi la-
naca poloZeni su u razlicitim smjerovima, a struktura je stabilizirana vodikovim vezama (izmedu skupina NH i CO) koje su okomite na tako
povezane fragmente. Strjelice su usmjerene od N- ka C-terminusu lanaca.

Scheme 1 - Aparallel  sheet (IVa): juxtaposed peptide strand fragments run in the same direction, and intrachain hydrogen bonds
between NH and CO groups connect amino acids of the adjacent fragments. An antiparallel sheet (IVb): adjacent fragments of 8 strands
run in the opposite direction, and the structure is stabilized by hydrogen bonds (between NH and CO groups) that lie approximately per-
pendicular to these chains. Arrows point from the N to the C terminus of the peptides.
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Shema 2 - Uidealnom slucaju intramolekulsko svijanje peptida (nasumicnog klupka) najprije daje dvolancanu antiparalelnu -plohu
IVb, koja se potom samozdruZuje uz tvorbu sendvica -ploha. Ta je asocijacija potaknuta spajanjem (npr. hidrofilnih lica), sto rezultira ho-
mogenom strukturom -plohe (@ = hidrofilna skupina, @ =hidrofobna skupina). [Valja uociti da u ovom primjeru nastajanju 3-plohe pret-
hodi B-okret preko (AA),.] Svijanje malih peptida u smislu stvaranja dobro definiranih- motiva 8-plohe Cesto je naruseno kompetitivnim
samozdruZivanjem (Kyinia ® Kysocijaciie), Sto dovodi do tvorbe heterogenih visokomolekulskih kvaternih struktura.

Scheme 2 - Ideally, intramolecular folding of peptide (random coil) firstly afford two stranded antiparallel -sheet IVb which thereafter
self-associates forming f-sheet sandwich, in which e.g. hydrophilic faces stack together forming homogenous B-sheet structure (e =
hydrophilic group, @ =hydrophobic group). [One should notice that in this example -turn via (AA), preceed sheet formation.] The folding
of small peptides in well-defined B-sheet motifs is often hampered by competitive self-assembly (Kigjging® Kassociation) leading to formation of
heterogeneous high molecular mass quaternary structures.
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su, za razliku od a-uzvojnice i B-plohe, aperiodicki opdi
strukturni elementi u gradi proteina (npr. prolin je zacetnik
okreta) odgovorni za promjenu smjera peptidnih lanaca.
Cesto ih nalazimo na povrsini proteina, gdje sudjeluju u
molekulskom prepoznavanju. U ovisnosti o slijedu i karak-
teru aminokiselina peptidnog lanca javljaju se razliciti okre-
ti, koje podrzavaju intramolekulske vodikove veze. Okreti
se definiraju od N- ka C- terminusu peptida: ako je zatvoren
7-eroclani prsten, rijec je o y-okretu, 10-eroclani prsten
znaci B-okret, a 13-eroclani prsten rezultira a.-uzvojnicom
(shema 3, lijevo). B-Okret izaziva obrtanje smjera lanca
(zbog Cega se naziva i ukosnickim okretom), a dijelovi pepti-
da odijeljeni okretom antiparalelni su i Cesto tvore 3-plohu.
B-Okreti uz tzv. Q-petlje najcesci su elementi u globular-
nom oblikovanju proteina. Uz navedene okrete u proteini-
ma se javljaju i reverzni okreti kao rezultat medudjelovanja
karbonilnih skupina koje su blize C-terminusu od pro-
ton-donirajué¢e aminoskupine. Tako nastali rvs-y (5-eroclani
prsten), rvs3 (8-eroclani prsten) i rvs-a (11-eroclani prsten)
su nestabilniji, pa se javljaju rjede (shema 3, desno).”#

Razlicite konformacije peptida proizlaze iz osnovnog ami-
nokiselinskog slijeda, polarnih, hidrofobnih i van der Wall-
sovih interakcija. Uporabom malih neprirodnih aminokise-
lina ili nekih drugih molekulskih kalupa (scaffold, template)
moguce je pripraviti peptide razmjerno male molekulske
mase, stabilizirane u odredenoj konformaciji. Dakle, rijec je
o modelima (poli)peptida koji se nazivaju peptidnim mime-
ticima. Pri tome molekulski kalup nukleira tj. stvara (uvo-
denjem intramolekulskih vodikovih veza ili kombinacije vo-
dikovih veza i hidrofobnih interakcija) i prenosi odredenu
konformaciju iz svoje uredene regije prema neuredenom
podrucju (peptidni lanac) poticuci nastajanje odredene se-
kundarne/tercijarne strukture.®® Templati mogu izazvati
nastajanje a-uzvojnickih, $-plosnih i Q-petljastih struktura,
no u ovome Ce tekstu biti obradeni samo oni koji uzrokuju
svijanje proteina u smislu nastajanja 3-nabrane plohe (bu-
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Shema 3

dudi da su naSa vlastita istrazivanja tako usmjerena). Pri
tome se mogu definirati dva tipa takvih kalupa (1) mimetici
nukleirajuceg lanca i (2) mimetici nukleirajuceg okreta.

Nukleirajuci lanac je rigidna struktura koja se umece u sek-
venciju prirodnih aminokiselina da bi bila jezgrom (nukle-
usom) B-plohe. Primjer je epindolidionska kondenzirana
tetraciklicka jedinica ugradena u nonapeptid tako da opo-
nasa centralni dio lanca. Ona usmjerava vezane peptidne
dijelove u smislu nastajanja triju intramolekulskih vodikovih
veza. Taj se uc¢inak pojacava dodatkom Pro-bp-Ala u proksi-
malni polozaj, pri ¢emu nastaju strukture s dvjema paralel-
nima B-plohama 1 (shema 4). Primjer mimetika antiparalel-
ne B-plohe jest sustav 2, koji se izvodi iz istoga templata
umetanjem ureilenskih ostataka u pripojene peptidne lan-
ce (shema 5). Zaklju¢no, epindolidionska okosnica u kom-
binaciji s pogodnim sekvencijama B-okreta uzrokuje nasta-
janje B-plohe koja je stabilna ¢ak u DMSO (jaki akceptor
vodikove veze).'o"

Osim mimetika B-lanca kao nukleatori $-plohe mogu se
primijeniti i templati koji zamjenjuju ostatke i + 1ii + 2 u
dijelu sekvencije s potencijalnim B-okretom (tip 2). Pri tome
su odabrane male molekule koje obréu smjer peptidnog
lanca, poti¢u intramolekulske vodikove veze i hidrofobna
tercijarna medudjelovanija, sto otjelovljuje B-plohu. Zanim-
ljiv primjer takvih mimetika jest analog ciklickog peptida
gramicidina S (3) koji u nativnom obliku ima dobro definira-
nu B-plosnu strukturu izmedu dva B-okreta. U linearnom je
analogu 4 dipeptidna jedinica b-Phe-Pro (tj. ostatak i + 1 i
i + 2 u B-okretu) zamijenjena rigidnim umetkom, ciji je
sredisnji dio dibenzofuranpropionska kiselina, a drugi je
segment D-Phe-Pro izrezan. Dobiven je ¢itav niz hepta-
peptida s antiparalelnim B-plohama (shema 6)."2

Navodimo jo$ nekoliko primjera mimetika nukleirajuc¢eg
okreta (tip 2). Ranganathan i suradnici su kondenzacijom
endo-(2S,3R)-2-amino-3-karboksinorbornena i endo-(2S,3R)-

N=<—"C

— U kemiji peptida javljaju se dvije vrste okreta koji mijenjaju usmjerenje lanca: (i) ako je karbonilna skupina bliza N-term-

inusu nego li donorska skupina NH, smjer je definiran kao N—C, a ovisno o velicini nastaloga prstena, koji ukljucuje vodikovu vezu postoje
y-(7), B- (10) i a-okret (13 clanova u prstenu) (lijevo); (ii) reverzni okreti odnose se na udaljenije skupine C=0 u smjeru C—N: rvs-y- (5),
rvs-B- (8) i rvs-a-okret (11-eroclani prsten), a energijski su nepovlasteni i rijetko se nalaze u proteinima (desno).

Scheme 3 - Inthe peptide chemistry two kinds of turn structures altering the direction of strands are known: (i) if the carbonyl group is
closer to the peptide N-terminus than the H-donating NH function, the direction is defined as N—C, and (depending on the size of the
hydrogen bond containing ring) y- (7), B- (10) and a-turn (13 membered ring) are formed (left), (ii) reverse turns are those which start from
the more distant CO group in C—N direction: rvs-y- (5), rvs-f- (8) i rvs-a-turn (11-membered ring); they are energetically disfavored and ra-

rely found in proteins (right).
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Shema 4
terociklicki prsten smjesten je fragment Pro-D-Ala da bi u¢vrstio konformaciju okreta nuznoga za tvorbu f-plohe.

— Pripajanjem peptidnih skupina na amino-skupine epindolidionskog templata nastaje mimetik paralelne -plohe 1. Uz he-

Scheme 4 - The attachment of peptide strands to the epindolidione amino groups results in formation of parallel -sheet mimic 1. Se-

quences such as Pro-D-Ala are incorporated in order to enforce a turn conformation which is critical for 3-sheet formation.
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— Uvrstavanjem dvaju ostataka uree u peptidni lanac nastupa heterociklickim kalupom
usmjereno nastajanje mimetika antiparalelne f-plohe 2

Scheme 5 - The incorporation of two urea moieties into the peptide strand affords an
epindolidone-directed antiparallel f-sheet mimic 2

-2,3-dikarboksinorbornena s prirodnim oligopeptidima pri-
pravili mimetike antiparalelne 5 i paralelne B-nabrane plo-
he 6 (shema 7)."* Kondenzacijom etilendiamina i peptidnih
izocijanata pripravljeni su ureilenski mimetici -nabrane
plohe 7 i 8, cija je konformacija dodatno stabilizirana

uvodenjem fenilnih skupina (shema 8).'*1>® Kao zacetnik
B-nabrane plohe upotrijebljen je i 6,6"-bis(acilamino)-2,2'-
-bipiridin, koji u spoju 9 Zeljeno slaganje u 10 potice adici-
jom iona Cu(ll) (shema 9).”
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Shema6 - Zamjenom Pro-D-Phe, kao nukleatora -okreta, u antibiotiku gramicidin S 3 rigidnim heterociklickim templatom (uokvi-
ren), uz "izrezivanje” druge jedinice Pro-D-Phe pripravljeno je 12 analognih heptapeptida tipa 4

Scheme 6 - 12 heptapeptides of the type 4 incorporating heterocyclic template (highlighted) are based on the gramicidin S 3 where
one of the turn regions (D-Phe-Pro) is excised and the other is replaced by this template
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Shema 7 - Peptidomimetici s konformacijski spregnutim norbornenskim derivatima: antiparalelna f-ploha s umetnutom norbor-

nenskom aminokiselinom (5) i paralelna f-ploha izvedena iz norbornen-1,2-dikarboksilne kiseline (6)

Scheme 7 - Peptidomimetics based on conformationally constrained norbornene derivatives: antiparallel f-sheet with inserted nor-
bornene amino acid (5) and parallel f-sheet derived from norbornene-1,2-dicarboxylic acid (6)
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Shema 8 - Fleksibilni zacetnik “U-okreta” izveden iz etilendiamina usmjerava ureidopeptidne lance tvoreci paralelne f-plohe 7 i 8

Scheme 8 — Flexible “U-turn” inducer derived from ethylenediamine directs ureidopeptide strands forming parallel f-sheet 7 and 8
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B-Aminokiseline i iz njih priredeni f-peptidi pripadaju jed-  nost tvorbe uredenih sekundarnih struktura poput uzvojni-
noj od najproucavanijih skupina peptidomimetika.'” Uz  ca, okreta i nabranih ploha sli¢nih onima koji se javljaju u
stabilnost na djelovanje proteolitickih enzima i metabolicke  prirodnim a.-peptidima.’ B-Aminokiseline su spojevi u ko-
transformacije, vazna karakteristika tih konjugata je sposob-  jima su amino- i karboksilna skupina odijeljene dvama

Shema 9 - Aminokiseline izvedene iz diacilamino-bipiridina poticu svijanje u
smislu nastajanja antiparalelne -plohe nakon dodatka iona Cu(ll) koje je popraceno
prelaskom transoidne bipiridinske konformacije 9 u cisoidnu 10

Scheme 9 - Diacetylamino-bipyridine-based aminoacids promote antiparallel

B-sheet folding upon addition of Cu(ll) ions under transformation of transoid bipyri-
dine conformation 9 into a cisoid conformation 10

ugljikovim atomima. lako se B-aminokiseline
smatraju neprirodnima, postoje primjeri pepti-
da izoliranih iz prirodnih izvora koji u svojoj
strukturi sadrze B-aminokiselinu(e).

Ako se usporedi struktura o.- i B-aminokiselina,
razvidno je da se f-aminokiseline mogu kon-
formirati na vise nacina. S druge strane one
imaju dva prokiralna ugljikova atoma, $to za-
jedno s dusikovim atomom daje pet poten-
cijalnih mjesta supstitucije i osam mogucih
konfiguracija, $to ih ¢ini mnogo “bogatijim”
gradivnim blokovima od a-aminokiselina (she-
ma 10, gore). Ovisno o nacinu supstitucije
B-aminokiseline mogu se podijeliti u B3-, B2- i
B23-aminokiseline (shema 10, dolje)."”

B- i y-peptidi kratkoga lanca svijaju se u otopini
na predvidljiv nacin uz tvorbu sekundarnih
primijeceni su kod oligomera B2-aminokise-
lina: to su B-peptidni ukosnicki okret i novi ti-
povi uzvojnica. Pri tom se dobiva odgovor na
zanimljivo pitanje posljedice homologiranja
aminokiselina od a.- preko B- do y-spojeva na
sekundarnu strukturu navedenih peptida: (i) u
tom slijedu se stabilnost uzvojnica povecava,
premda se broj donora i akceptora vodikove
veze po atomu lanca smanjuije, (ii) heli¢nost se
obrce pri svakom stupnju homologiranja a. (P),
B2 (M) i y* (P), (i) broj aminokiselina obu-
hvacen jednim okretom uzvojnice se smanjuje

R
COOH
R
p’ B’ B>’
Shema 10 - Prokiralni ugljikovi atomi i dusikov atom f-aminokiselina mjesta su supstitucije uz mogucnost nastajanja osam konfigura-

cija (gore); f-aminokiseline se s obzirom na polozaj bocnog lanca u f-aminoalkanskoj kiselini mogu pojaviti u obliku triju konstitucijskih izo-

mera (dolje)

Scheme 10 — Prochiral carbon atoms and nitrogen atom in 3-amino acids are the positions of substitution under formation of 8 possib-
le configurations (top); -amino acids, depending upon the position of the side chain(s) on the f-aminoalkanoic acid skeleton, can give 3

constitutional isomers (bottom)
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o (4),B (3)iy(2), aintramolekulske vodikove veze zatvaraju
13- (o) i T4-eroclane prstenove (3, v)."®

Opisani B-peptidi su bioloski aktivni peptidomimetici, koji
pokazuju i povecanu proteoliticku stabilnost. Istrazivanja
peptida s opioidnim djelovanjem pokazala su da -peptidi
mogu uspjesno interagirati s proteinima i oponasati o.-pept-
ide u vezanju na odgovarajuce receptore. Zbog stabilnosti u
prisutnosti proteolitickih enzima peptidni mimetici s -ami-
nokiselinama upotrebljavaju se u istrazivanjima inhibitora
proteaza, kao i u dizajnu peptidnih cjepiva, primjenljivih
kod autoimunih bolesti. Sposobnost B-peptida da tvore sta-
bilnu konformaciju uzvojnice primjenjuje se u dizajnu anti-
mikrobnih B-peptida, u kojima je odredeni helicni oblik
nuzan za interakciju sa stanicnom membranom.™

3. Ferocenski peptidi

Kao sto je opisano u prethodnom poglavlju, svijanje protei-
na je preduvjet za nastajanje njihovih sekundarnih struktura
— heli¢nih i B-plosnih konformera. Premda su te strukturne
karakteristike poznate ve¢ desetljec¢ima, jos su i danas mno-

{
X
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Fe
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L
|

Fe

Fe

[1]

TZ

IX
Shema 11

ga istrazivanja usmjerena na razumijevanje i kontrolu nasta-
janja oblika, odnosno na mehanizam svijanja proteina u
biokemijskim procesima, sto pomaze u razvitku novih mo-
lekula i materijala.20 Polipeptidi u vodenim otopinama ne-
maju definiran oblik, ve¢ se sastoje iz niza energijski slicnih
konformacija (pri cemu je razlika slobodne energije koja
stabilizira sekundarne strukture u odnosu na nasumi¢no
klupko samo 12,56 — 62,80 kJ] mol-' (3 — 15 kcal mol-").
Zato je dobar dio istrazivanja posvecen dizajnu i pripravi de
novo malih molekula, koje imaju sklonost poprimanja (pre-
ma kontekstu) zeljene konformacije. To su prije spomenuti
peptidni mimetici ili pseudopeptidi koji, osim $to su modeli
za ispitivanje proteina, mogu pokazati povoljniju biolosku
aktivnost od nativnih biomolekula.>¢ Heli¢ni peptidni mi-
metici mogu posluziti kao gradevni blokovi za izgradnju
vecih supramolekulskih struktura na osnovi intermolekul-
skih vodikovih veza, ¢ime se dobiva uvid u medudjelovanje
protein-protein.2' S druge strane f3-plosne strukture vrlo su
vazni modelni sustavi za razumijevanje Alzheimerove i
Huntingtonove bolesti, itd. Prethodno je rastumaceno da
peptidni mimetici sadrze male molekule kao "kalupe” koji
uvjetuju svijanje i zeljenu konformaciju.

g*)()yf —

- 3 H
Fe ; ‘__'_‘:»-:.’:_8 y
S
VI

— Monosupstitucijski i 1,n'-disupstitucijski ferocenski konjugati peptida izvedeni iz ferocenkarboksilne kiseline (V), feroce-

namina (VI), ferocen-1, 1'-dikarboksilne kiseline (VII), ferocen-1,1'-diamina (VIII) i T-aminoferocen-1-karboksilne kiseline (IX). Strjelice po-

kazuju smjer od N- ka C-terminusu peptidnog lanca.

Scheme 11 — Monosubstituted and 1,n-disubstituted ferrocene-peptide conjugates derived from ferrocenecarboxylic acid (V), ferro-
ceneamine (VI), ferrocene-1,1'-dicarboxylic acid (VIl), ferrocene-1, 1'-diamine (VIII) and 1'-aminoferrocene-1-carboxylic acid (IX). Arrows

are directed from the N to C terminus of the peptide chain.
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U ovom ¢e poglavlju biti rijeci o bioorganometalnim spo-
jevima u kojima je ferocen supstituiran jednim odn. dvama
peptidnima lancima pripojenim na ciklopentadienilne
prstenove. O svojstvima i primjeni nekoliko takvih spojeva
u biosintezi, molekulskom prepoznavanju i terapiji bilo je
rijeci u prvom dijelu ovog prikaza," a ovdje bismo samo
htjeli podsjetiti na svojstvo reverzibilne oksidoredukcije fe-
rocena. Ta znacajka, kao i pogodna udaljenost Cp-jezgara
za stvaranje intramolekulskih vodikovih veza (IHB) izmedu
pripojenih peptidnih (podandnih) lanaca cine ferocen izvan-
rednim kalupom za pripravu organometalnih peptidnih mi-
metika. Zaklju¢no, ferocenski peptidi su novi peptidni mi-
metici sa svojstvima elektronskog prijenosa i oponasanja
bioloskih funkcija. Posebno ¢e biti rijeci o dizajniranju fero-
censkih kvazi-B-plosnih konformera, odn. samozdruzivanja
tih spojeva u supramolekulske strukture.

Konjugati ferocena s jednim peptidnim lancem mogu imati
konstituciju Fc-(AA),,-OR, Fc-CH,-(AA),-OR itd.," no u ovom
¢emo pregledu prikazati samo spojeve tipa V i VI koji su

izvedeni iz ferocenkarboksilne kiseline (12) i ferocenamina
(13). U prvom slucaju rijec je o molekulama u kojima je fe-
rocenoilna skupina uvedena na N-terminus, a u drugome
ferocenamino-funkcija na C-terminus peptidnog lanca, pa
je razvidno da su dijelovi tih molekula povezani amidnom
vezom (shema 11).

Djelotvorna kopulacija ferocenkarboksilne kiseline (12)
zahtijeva aktivaciju, koja se izvodi pretvorbom u kiselinski
klorid 14 te sukcinimidni 15 ili benzotriazolni ester 16. Ti se
meduprodukti pri blagim uvjetima u prisutnosti baze pove-
zuju s peptidima u konjugate V s povoljnim iskoristenjima
(shema 12). Buduci da je ferocenamin (13) nestabilan, kao
polazni spoj za pripravu konjugata VI rabi se neki od njego-
vih N-zasti¢enih derivata.

U nastavku opisat ¢emo nekoliko mogucnosti sinteze spoje-
va Vi Vl izvedenih u nasem Laboratoriju. Na shemi 13 pri-
kazan je primjer ortogonalnih sinteza za pripravu fero-
censkih mono- i dipeptida sastavljenih iz alanina, glicina i
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Shema 12

— Aktivacija karboksilne skupine kiseline 12 uz upotrebu razlicitih reagensa i njezina kopulacija

s peptidnim esterima u ferocenske peptide V

Scheme 12 — Activation of carboxylic group of the acid 12 with various reagents and its copulation
with peptide esters into ferrocene peptides V
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valina: Ala-OMe-HCl otopljen u CH,Cl, pretvoren je djelo-
vanjem Et;N u slobodni amino-ester, koji potom reagira s
kiselinom 12 aktiviranom s pomocu HOBt/EDC. Nastali
monopeptid Fc-CO-Ala-OMe (17) baznom hidrolizom pre-
lazi u Fc-CO-Ala-OH, koji se na analogan nacin kao u pret-
hodnom stupnju izlaze djelovanju HOBY/EDC i Ala-OMe
uz tvorbu dipeptida 18. S druge strane, kiselina 12 prevede-
na je u azid 19, koji Curtiusovim pregradivanjem uz adiciju
t-BuOH daje Boc-NH-Fc (20). Deprotekcija se izvodi u
EtOAc s pomocu plinovitog HCI, a dobiveni hidroklorid
Fc-NH,Cl se obradi in situ suviskom Et;N te se nastali fero-
cenamin (13) kopulira s Boc-Ala-OH aktiviranim s HOBY/EDC
uz nastajanje Boc-Ala-NH-Fc (21). Sli¢no se postupa i u slje-
decem koraku: 21 se deprotektira i s Boc-Ala-OH pretvori
u dipeptid 24.22 Na analogan nacin kao Sto je izvedena

Me
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Fe

17
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Shema 13
i ferocenaminom (13) dobivenim deprotekcijom Boc-NH-Fc (20)

o}
N
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pretvorba 20—21, ferocenamin (13) dobiven deprotekci-
jom hidroklorida 20 kondenzira se s Boc-Gly i Boc-Val uz
nastajanje Boc-Gly-NH-Fc (22) i Boc-Val-NH-Fc (23).%

Dipeptidi 25 i 26 (tipa V) mogu se osim opisanim po-
stupnim “nadogradivanjem” aminokiselinskih estera na fe-
rocenkarboksilnu kiselinu (12) izvesti i izravnim kopulira-
njem s dipeptidom H-(AA),-OMe. Pri tome se otopini 12 u
CH,Cl, aktiviranoj s HOBY/EDC dodaju dipeptidni esteri
(dobiveni in situ iz H-(AA),-OMe-HCI i Et;N) (shema 14).24
Ureidopeptidi su vazni peptidni mimetici, a takvi konjugati
s ferocenom bit e iscrpno opisani u 6. poglavlju. Na shemi
14 naveden je primjer dobivanja jednostavnih ureidopepti-
da 28 i 29 (koji se formalno mogu izvesti umetanjem ami-
no-skupine izmedu Fc i proksimalne karbonilne funkcije
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— Postupci kopulacije peptida u ortogonalnim sintezama aminokiselinskih konjugata s ferocenkarboksilnom kiselinom (12)

(1) HOBY/EDC, CH,Cl,; (2) Ala-OMe-HCl, Et,N, CH,Cl,; (3) NaOH, dioksan/H,O; (4) CICOOE/EL;N, aceton; (5) NaNs, H,0; (6) t-BuOH, A;
(7) HCI@@)/EtOAC; (8) Et;N, CH,Cl,; (9) Boc-AA-OH, HOBL/EDC, CH,Cl..

Scheme 13 - Peptide-coupling strategies in orthogonal synthesis of amino acids conjugates of ferrocenecarboxylic acid (12) and ferro-

ceneamine (13) obtained by deprotection of Boc-NH-Fc (20)

(1) HOBt/EDC, CH,Cl,; (2) Ala-OMe-HCl, Et;N, CH,Cl,; (3) NaOH, dioxane/H,O; (4) CICOOEt/Et;N, acetone; (5) NaN;, H,O; (6) t-BuOH,
A; (7) HCI@/EtOAC; (8) Et;N, CH,Cl,; (9) Boc-AA-OH, HOBU/EDC, CH,Cl,.
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spojeva V). Curtiusovim pregradivanjem azida 19 nastaje
izocijanat 27, koji se adicijom Ala-OMe ili Ala-Ala-OMe
pretvara u te spojeve.2s B-Laktamni analog dipeptida V pri-
pravljen je na sljedeci nacin: Boc-Ala (30) aktiviran je s po-
mocu HOBY/EDC i kopuliran s trans-(=)-(3R,4R)-3-amino-
-1-(4-metoksifenil)-4-fenilazetidin-2-onom (31, Alm) u N-
-Boc-pseudodipeptid (32). Na slican nacin kao u naprijed

(M, (2,n=2)
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25 R=H
26, R=Me
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Shema 14
tida s alaninom (28, 29)
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opisanim kopulacijama 32 je pretvoren u slobodni oblik 33
koji je prema HOBt/EDC-protokolu kondenziran s ferocen-
karboksilnom kiselinom (12) u Fc-CO-Ala-Alm (34) (shema
15).26 Sve opisane reakcije odvijaju se u dobrim do izvrsnim
iskoristenjima, ne daju nusprodukte, niti uzrokuju racemi-
zaciju, pa predstavljaju pouzdan postupak za nadzor us-
mjerenosti pripajanja peptida.
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— Priprava ferocenskih konjugata s glicinskim i alaninskim dipeptidima (25, 26) i dobivanje ferocenskih ureidopep-

(1) HOBYEDC, CH,Cl,; (2) H-(AA),-OMe-HCl, Et;N, CH,Cl,; (3) PhH, 80 °C.
Scheme 14 — Preparation of ferrocene conjugates with glycine and alanine dipeptides (25, 26) and synthesis of ferrocene

ureidopeptides with alanine (28, 29)

(1) HOBt/EDC, CH,Cl,; (2) H-(AA),-OMe-HCI, Et;N, CH,Cl,; (3) PhH, 80 °C.
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Shema 15 — Priprava N-ferocenoilnoga pseudodipeptida 34 kondenzacijom FcCOOH (12) s Ala-Alm (33)
(1) HOBY/EDC, CH,Cl,; (2) HCIg/EtOAC, EtN, CH,Cl,; (3) 33, CH,Cl,.

Scheme 15 — Preparation of N-ferrocenoyl pseudodipeptide 34 by condensation of FcCOOH (12) with Ala-Alm (33)
(1) HOBYEDC, CH,Cl,; (2) HCI(@)/EtOAC, EtN, CH,Cl; (3) 33, CH,Cl,.
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36

— Agregati u ¢vrstom stanju na osnovi intermolekulskih veza izmedu molekula Boc-Gly-NH-Fc (35, paralelno svrstavanje) i

Fc-CO-Ala-Pro-NH-py (36, antiparalelno svrstavanje)
Scheme 16 — Agregates in the solid state based on the intermolecular hydrogen bonds between the molecules of Boc-Gly-NH-Fc (35,
parallel alignment) i Fc-CO-Ala-Pro-NH-py (36, antiparallel manner)

Supramolekulsko zdruzivanje ferocenskih konjugata tipa Vi
VI ne moze se nadzirati i odvija se vise ili manje nasumicno.
Drugim rijecima, ferocenska skupina u tim monosupstitu-
cijskim konjugatima ne utjece na intrinsi¢nu osobinu pepti-
da da stvaraju razlicite agregate na osnovi intermolekulskih
vodikovih veza. Npr. molekule Boc-Gly-NH-Fc (35) (konju-
gat tipa VI) u ¢vrstom se stanju zdruzuju tako da su fero-
censki ostaci iz peptidnih niti na jednoj strani. To rezultira
motivom intermolekulske vodikove veze koji podsjeca na
paralelnu B-plohu, pa je cak stvoren i 12-eroclani prsten
preko vodikove veze. No valja uociti da je ta sli¢nost for-
malne prirode bududi da je ovdje rije¢ o kvaternoj struktu-
ri.2” Suprotan je slucaj agregacije ferocenskog dipeptida
Fc-CO-Ala-Pro-NH-py (36) ¢iji se lanci povezuju u antipa-
ralelnom smislu preko intermolekulskih veza N-H-N i
N-H-+-O uz tvorbu 9-eroc¢lanih prstenova s vodikovom ve-
zom (shema 16, usporediti sa shemom 1).28

U prvom dijelu ovoga prikaza' razmotrena je fleksibilnost
ferocenske jezgre, koja se mjeri torzijskim kutom w (odstu-
panje od eklipticne ferocenske konformacije), kutom
iskrivljenosti @ (mjera gubitka koplanarnosti Cp-prstenova)
i kutom izvijenosti § (odstupanje od planarnosti konjugi-
ranih sustava Cp-C(=X)R). Kod dipeptida tipa V openito je
kut ® malen (1 — 4,5°), no zbog sterickih razloga se kod
"natrpanih” oligopeptida povecava i do 16°. Veli¢ina pep-
tidne skupine ima znatan utjecaj na koplanarnost ravnina
Cp-prstena i amidne veze u smislu smanjenja rezonancijske
stabilizacije.?

U nasim radovima nacinili smo konformacijsku analizu pri-
pravljenih spojeva tipa V i VI u otopinama neprotogenih
otapala (CH,Cl,, CDCl,). Dipeptidi 25 i 26 mogli bi se hipo-
tetski pojaviti u konformacijama A-D prikazanima na shemi
17. U IR-spektrima obaju spojeva nadene su vrpce pri
~ 1745 cm™, Sto ukazuje na slobodnu estersku funkciju,
odn. odsutnost oblika D. U podrucju v(N-H) zabiljezeni su

srednje jaki signali pri 3425 — 3439 cm™ i slabi pri 3309 —
3323 cm™, sto ukazuje na prisutnost otvorene konformaci-
je A, ali i oblikd B i C u kojima je NH,,, vezana intramo-
lekulski (postojanje intermolekulskih vodikovih veza u tim
spojevima isklju¢eno je na osnovi IR-mjerenja uz razrjedi-
vanje). Usporedbom "H NMR-spektara u CDCl, i DMSO-d;
(v. r.-NMR-postupak koji je opisan na shemi 30 i u poprat-
nom tekstu) potvrdeno je da je NH,,; slobodna (6(CDCl,)
~ 6,58 ppm), a NH,,, vezana slabom IHB (6(CDCl,)~ 7,10
ppm). Rezultati DFT-studija, koji potkrjepljuju spektroskop-
sku analizu, prikazani su na shemi 17: u slucaju dipeptida
25 sastavljenog iz malih Cly-podjedinica nadeni su gotovo
iskljuc¢ivo konformeri 25B i 25C, doc¢im kod Fc-CO-Ala-
-Ala-OMe (26) skoro polovica populacije otpada na otvore-
ni oblik 26A. Moze se zakljuciti da voluminoznija podjedi-
nica Ala destabilizira konformacije B (y-okret) i C s pre-
moscujucom skupinom NH,,,.

Konformacijskom analizom B-laktamnoga pseudopeptida
34 (shema 15) utvrdena je struktura analogna opisanoj za
Fc-CO-Ala-Ala-OMe (26) pri cemu NHy,, pokazuje sli¢na
spektroskopska svojstva kao NH,,, u 26: IR-spektri (CH,Cl,)
sadrze vrpce pri 342113283 cm™, $to znaci da postoje slo-
bodne i vezane NH-skupine, a pokusi razrjedivanja uka-
zuju na IHB. "H NMR-signali (CDCl;) su nadeni pri 8,21
(NHu) 16,79 ppm (NH,,), sto uz dodatne NMR-studije (v.
r., slaba koncentracijska ovisnost) govori da je NH,,, donor
IHB srednje jakosti, a NH,, nije uklju¢ena u takvo medu-
djelovanje. DFT-modeliranjem je, u skladu sa spektroskop-
skom analizom, indiciran konformer (analogan 26B na she-
mi 17) s unutarlancanom vezom COy.-*HNyj,. 1zmjerena
vicinalna konstanta sprege 3/(NH,,, CH,..) = 7,66 Hz i izve-
deni torzijski kut (COg-NH,,-CH,,-CO,,) od 154° u su-
glasju je s izracunatim kutom od —147° (slika 3).%¢

Zanimljivo je razmotriti strukturu ureidopeptida 28 i 29
(shema 14) koji se od ferocenoilpeptida 17 i 18 (shema 13)
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Shema 17 - Konformacije A-D ferocenoildipeptidnih estera
s glicinom (25) i alaninom (26) i njihov brojnosni udjel na osnovi
DFT-racuna

Scheme 17 — Conformations A-D of ferrocenoyldipeptide
esters with glycine (25) and alanine (26), as well as their number
fraction on the basis of DFT-calculation

razlikuju za jednu amino-skupinu (pridodanu uz Fc). U IR-
-spektrima (CH,Cl,) obaju ureidopeptida pojavljuju se vrpce
pri 3426 i = 3365 cm™ indikativne za slobodne i vezane
oblike kao i signal pri 1740 cm™ koji oznacuje nevezanu
estersku skupinu. U ¢vrstom se stanju (IR-KBr) na osnovi
vrpci ispod 3400 i 1740 cm™ moze utvrditi iskljucivo vrsta s
vodikovom vezom (u koju su uklju¢ene amidne i esterske
skupine). U "H NMR-mjerenjima uocena je znatna tempe-
raturna i koncentracijska ovisnost, pri ¢emu su sa smanje-
njem koncentracije zamijeceni pomaci k visem magnet-
skom polju (Ad = 2 ppm), Sto govori o intermolekulskim
vezama izmedu promatranih molekula. 1z kemijskih su po-
maka izraCunane asocijacijske konstante koje imaju sli¢nu
vrijednost (K, = 100 mol L) za NH i NH,,;, a znatno je
manja (K, = 40 mol L") nadena za NH,,,. Moze se zakljuci-
ti da obje ureilenske amino-skupine asociraju istodobno, a
NH,., interagira sporije, no stabilizira prvo medudjelova-
nje, tj. rijec je o kooperativnoj vodikovoj vezi u kojoj je tvor-
ba dimera iz monomera inicijalni proces.?

Za razliku od spojeva Fc-CO-(AA),-OMe (V), kojima je po-
sveceno vise publikacija, konjugati Boc-(AA),-NH-Fc (VI)
studirani su u samo nekoliko radova. U kratkom razdoblju
opisane su funkcionalizirane aminokiseline (VI, m = 1): AA
= Cly, Leu, Phe, Val, Cys, Tyr,?” AA = Ala (21)22i AA = Cly,
Val.2 Jedini primjer dipeptida jest Boc-Ala-Ala-NH-Fc
(24).2% Kemijski pomaci odgovaraju¢ih NH-skupina u svim
prikazanim spojevima su sli¢ni, a za procjenu jakosti vo-
dikove veze indikativno je usporedno snimanje u CDCl; i
DMSO-dg. Pritom su za alaninske konjugate izmjerene slje-
dece vrijednosti [6(u CDCl,)/ppml/[6(u DMSO-d,)/ppm] za
21: NH:, 6,83/9,28; NH,,, 5,55/7,0 i 24: NH, 8,04/9,35;
NH,.; 6,78/8,00; NH,., 5,09/7,03. Na osnovi velike raz-
like Ad (= 1,5 - 2,5) moze se procijeniti da su vodikove veze
u kojima sudjeluju te NH-skupine vrlo slabe ili da ne po-
stoje.? Zaklju¢no, za razliku od konjugata V karakterizira-
nih unutarlan¢anom vodikovom vezom, u ”obratnim”
spojevima VI u razrijedenim otopinama u neprotogenim
otapalima vjerojatno nema medudjelovanja preko vodiko-
vih veza.

Kao 5to je rastumaceno u drugomu poglavlju, razli¢iti mo-
lekulski kalupi mogu potaknuti nastanak dobro definiranih
sekundarnih strukturnih elemenata. Derivati ferocena i pri-
rodnih aminokiselina posljednjih se petnaestak godina in-
tenzivno proucavaju kao mimetici peptida, jer udaljenost
ciklopentadienilnih prstenova ferocena iznosi 0,33 nm (3,3
A), $to odgovara razmaku N--O u B-nabranoj plohi. Fero-
cen se pokazao odli¢nim templatom za indukciju razlic¢itih
strukturnih elemenata (uzvojnica, nabrana ploha i okreti)
jer se u ferocenskim peptidnim derivatima javljaju dobro
definirane intra- i intermolekulske vodikove veze. U prvom
dijelu ovoga poglavlja obradeni su monosupstitucijski deri-
vati Vi VI, a sada ¢emo razmotriti mnogo zanimljivije hete-
roanularno disupstituirane konjugate tipa VII (izvedene iz
V, shema 11). Za razliku od konjugata V i VI (gdje ferocen
ne utjee na samozdruzivanje i svijanje) u tim disupstitucij-
skim derivatima, radi spomenute povoljne udaljenosti iz-
medu Cp-prstenova, s pomocu ferocenskog templata po-
stize se izvrsna kontrola pri usmjeravanju i uzajamnom
povezivanju podandnih peptidnih lanaca. Prije opisa struk-
ture tih spojeva upoznat ¢emo se s jo$ jednim svojstvom fe-
rocena koje dolazi do izrazaja u njegovim 1,n-disupstitu-
cijskim produktima, a to je helicna kiralnost metalocenske
jezgre.

34

Slika 3 — Konformer spoja Fc-CO-Ala-Alm (34) s DFT-optimiziranom energijom

Fig 3

— Conformer of the compound Fc-CO-Ala-Alm (34) and its DFT optimized geometry
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Nesupstituirani ferocen je akiralan spoj visoke simetrije
(Dsy), no pogodno heteroanularno disupstituirani derivati u
otopinama aprotonskih otapala i ¢vrstom stanju tvore kiral-
no uredene strukture fiksirane s IHB. S obzirom na os Cp
(centroid)-Fe-Cp (centroid) kiralni supstituenti ciklopenta-
dienilnih prstenova zatvaraju torzijski kut w (od 0 do 180°) i
pritom tvore rotacijske izomere. Bitno je uociti da je pri
sobnoj temperaturi rotacijska barijera ciklopentadienilnih
prstenova niska te u FcH i FcR nastupa brza izmjena rota-
mera. IHB izmedu podandnih peptidnih lanaca uzrokuju
povecanije rotacijske barijere i fiksiraju Cp-prstenove u ob-
liku P- ili M-uzvojnice (ovisno o tome koja je stabilnija).
P-izomeri definirani su kutom @ = od 0 do 180° jer u odno-
su na sredisnju os put od supstituenta na "gornjem” prstenu
prema supstituentu na "donjem” prstenu odgovara smjeru

P

w=o0d 0 do 180°

kazaljke na satu. Suprotno, M-izomeri definirani su kutom
o = od 0 do—180°. U smislu tih odnosa na shemi 18 prika-
zani su neki od mogucih enantiomera odn. dijastereoizo-
mera konjugata ferocena s L- i D-aminokiselinama. Za opis
odredenog konformacijskog izomera rabi se sljedeca su-
stavna nomenklatura: 1,n"-disupstitucijski derivat imenuje
se kao 1,1" ako torzijski kut @ iznosi izmedu — 36 i + 36°,
1,2'- izomer se odnosi naw = od 36 do 108°, itd. Za nazna-
ku smjera kiralnosti (u spojevima s kiralnim supstituentima)
dodaju se deskriptori P ili M pa se npr. konformer s w = 90°
asignira kao oblik P-1,2'7

Heli¢na kiralnost ferocena potvrdena je CD-spektroskopi-
jom, a pojava Cottonova efekta u blizini UV/Vis-apsorp-
cijskog maksimuma ferocenskog kromofora (= 480 nm)

M
w=o0d 0 do-180°

dijastereoizomeri

\

e dijastereoizomeri
\\\\\\\\\‘\\\
\1 L-AA enantiomeri

|

dijastereocizomeri

\\} )
\\\\\\\\\\\ e

D-A dijasterecizomeri

D-AA

N

Shema 18

> e 111, "
"y,
D-AA
D-AA /

M

— M- i P-helicna kiralnost u heterodisupstitucijskim ferocenskim derivatima (gore) i stereoke-

mijski odnosi M- i P-helicnih ferocenskih konjugata s L- i D-aminokiselinama (dolje)

Scheme 18 — Mand P helical chirality in heterodisubstituted ferrocene derivatives (top) and stereochemi-
cal relations of M and P helical ferrocene conjugatees with L- and D-amino acids (bottom)
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38

Slika 4 — Konformacija Fn(CO-Phe-OMe), (38) u ¢vrstom stanju

Fig 4

posljedica je ostvarivanja IHB izmedu kiralnih peptidnih la-
naca vezanih na ferocenski ostatak. Utvrdeno je da P-he-
licne strukture u podrucju ferocenskog kromofora pokazuju
pozitivan CD-signal, a M-heli¢ni sustavi karakterizirani su
negativnim Cottonovim efektom.? Medu 1,n"-disupstitucij-
skim ferocenskim konjugatima najprije i najtemeljitije su
istrazeni derivati 1,1'-ferocendikarboksilne kiseline VII.
Herrick i suradnici kondenzacijom su ferocen-1,1'-di(karbo-
nil-klorida) s metilnim esterima prirodnih aminokiselina
pripravili simetricne peptide VII s po jednom aminokise-
linom u svakom lancu (AA = Val, Phe, Pro...).>° Pritom su
pokazali da se oni u otopinama neprotogenih otapala
(CH,Cl,, CHCL,) stabiliziraju dvjema simetri¢nim ekviva-
lentnim IHB koje zatvaraju dva 10-eroclana prstena, sto
znadi da je ferocenski templat u nastaloj C,-simetri¢noj
strukturi potaknuo nastajanje B-okreta (sheme 11 i 19).3
Kristalografskom analizom Fn(CO-Val-OMe), (37) jednaka
konformacija nadena je i u ¢vrstom stanju iako udaljenosti
N--O od 0,325 nm (3,25 A) ukazuju na slabe vodikove
veze.

U kristalnoj strukturi biokonjugata s fenilalaninom 38 nade-
na je samo jedna IHB koja zatvara 7-eroclani prsten, pa je
rijec o y-okretu. Razli¢ite konformacije u otopini i u ¢vrstom
stanju vjerojatno su posljedica T-slaganja aromatskog boc-
nog lanca (slika 4). Valja uociti da je rije¢ o nesimetricnom
konformeru Vlla, koji se moze obiljeziti deskriptorom P-1,2".32
U prolinskom konjugatu Fn(CO-Pro-OMe), (39) ne postoji
mogucnost tvorbe vodikove veze, pa se javlja otvorena kon-
formacija VIIb.> 1z prethodno opisanih primjera proizlazi
da je ferocenske peptide Fn(CO-AA-OR), moguce podijeliti
u tri karakteristicne konformacijske skupine koje su prikaza-
ne na shemi 19.

Na sli¢an nacin kao sto je kopulacijom FCCOOH (12) s Ala-
-Alm (33) pripravljen monosupstitucijski pseudodipeptid 34
(shema 15), kondenzacija Fn(COOH), (40) s istim reagen-
som daje disupstitucijski spoj Fn(CO-Ala-Alm), (41) tipa VII.
Zarazliku od Fc-CO-Ala-Alm (34), gdje je konformacijskom
analizom utvrdeno da NH,,, stvara srednje jake vodikove
veze (a NH,,, nije ukljucen u vezu), ovdje su na osnovi mje-
renja v. r.-NMR i koncentracijski ovisnih "TH NMR-spektara
nadene nesto jace IHB s te obje skupine. U CD-spektrima
javlja se pozitivni Cottonov efekt pri 485 nm, sto govori o
P-heli¢nosti ferocenske jezgre. DFT-modeliranjem pokaza-
no je da je uz Herrickovu konformaciju 41A najstabilniji
oblik 41B, koji uz unutarlancanu vezu (y-okret) sadrzi i dvije

— Conformation of Fn(CO-Phe-OMe), (38) in solid state

HN @)
A
HN (@)
A
Vlla VIib

Shema 19 - Moguce konformacije Fn(CO-AA-OR),: “Herric-
kova” konformacija VII, P-1,2', f-okret; “van Staverenova” konfor-
macija Vlla; P “Xuova” konformacija VIlb, M-1,4'

Scheme 19 - Possible conformations of Fn(CO-AA-OR),:
“Herrick” conformation VII, P-1,2', B-turn; “van Staveren” confor-
mation Vlla; P “Xu” conformation VIIb, M-1,4'

medulancane vodikove veze, sto ¢ini posebno stabilnu ko-
operativnu tro¢lanu mrezu novoga tipa (shema 20).2°

Drugi zanimljiv primjer disupstitucijskih ferocenskih pep-
tidnih konjugata tipa VIII izvodi se iz ferocen-1,1-diamina
(42), odn. slicne je konstitucije kao monosupstitucijski spo-
jevi VI (shema 11). Zbog teske dostupnosti odn. nestabilno-
sti ferocenskih amina spojevi VI i VIII slabo su istrazeni, a
ovaj posljednji opisan je u samo jednom radu. Priprava
alaninskog derivata 43 inacica je sinteze konjugatd VI
(19—520—21, shema 13), koja se odvija iz Fn(CON), (44)
preko Fn(NH-Boc), (45) (shema 21).

Kao sto je vidljivo iz sheme 11 u konjugatima VII i VIII po-
javljuje se slican motiv IHB N-H:--O=C. Zbog razlicite kon-
stitucije supstratd, ti su motivi drukcije strukturirani, no valja
uociti da u oba spoja nastaju po dva 10-eroclana prstena
(koji ukljucuju vodikovu vezu), pa je rije¢ o B-okretima. Na
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Scheme 20 — Conformers of Fn(CO-Ala-Alm), (41) based on the spectroscopic analysis and DFT-calculation
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— Pretvorba Fn(CON,), (44) u (Boc-Ala-NH),Fn (43) i njegova stereokemija: M-1,1', -okret

Scheme 21 — Transformation of Fn(CO-N,), (44) into (Boc-Ala-NH),Fn (43) and its stereochemistry: M-1,1', B-turn
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primjeru alaninskog derivata 43 pokazano je da se takva
C,-simetricna struktura javlja u ¢vrstoj fazi kao i u neproto-
genim otapalima, a njezina stereokemija prikazana je na
shemi 21.7:34

Tredi tip disuspstitucijskih ferocenskih peptida IX (shema
11), bio je najvec¢im dijelom predmet istrazivanja izvedenih
u naSem Laboratoriju pa ¢emo ga izdvojeno opisati u slje-
decem poglavlju.

4. Peptidi izvedeni iz
1'-aminoferocen-1-karboksilne kiseline (Fca)

Valja uociti da, za razliku od disupstitucijskih derivata VII i
VIII u kojima su podandni lanci usmjereni paralelno, konju-
gat IX izveden iz T'-aminoferocen-1-karboksilne kiseline
(46, Fca) ima peptidne niti polozene u antiparalelnom
smjeru (shema 11). Osim toga spojevi IX nastaju formalnom
zamjenom jedne od prirodnih aminokiselina peptidnoga
lanca organometalnom kiselinom Fca, pa su (uz spomenutu
antiparalelnost lanaca) zaista vjerni mimetici peptida, u
kojima bi (zbog navedenih svojstava ferocena) Fca mogla
predstavljati savrsen zacetnik $-okreta. Podsjetimo se da je
antiparalelna B-ploha jedno od najvaznijih sekundarnih
obiljezja (poli)peptida, pa je nasa intencija istrazivanja spo-
jeva IX bila studij upravo takvih modeld intramolekulskog
povezivanja vodikovom vezom (shema 22).

[znalazenjem racionalne sinteze, u kojoj smo s vrlo dobrim
iskoristenjima pripravili Fca (46) i njezine N- i C-zasti¢ene
derivate,? postigli smo osnovni preduvjet za pripravu takvih
spojeva. Imajuci na umu nasa iskustva s pripravom mono-
supstitucijskih peptida Vi VI izvedenih iz FcCOOH i FcNH,,
na slicnim smo nacelima osmislili postupak sinteze Fca-
-peptida koji je prikazan na shemi 23.2226:353¢ |z niza prika-
zanih peptida vrlo smo iscrpno proucili spojeve na “desnoj
grani” sheme pa ¢e im se ovdje posvetiti nekoliko rijeci.
Luznatom hidrolizom esterske skupine Boc-Fca-OMe (47)
intermedijarno nastaje Boc-Fca-OH (48), koji se aktivira
prema postupku HOBY/EDC i kopulira s AA-OMe (dobive-
nim iz AA-OMe-HCl s Et;N u CH,Cl,). Deprotekcijom na-
staloga dipeptida Boc-Fca-AA-OMe (IXa) (s pomocu
HCI/EtOAc uz neutralizaciju s Et;N) intermedijarno nastaje
Fca-AA-OMe, koji se na N-terminusu kopulira s Boc-AA-
OH (aktiviranom s HOBt/EDC) uz tvorbu “simetri¢nog” tri-
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Shema 22

peptida IXb. Sli¢cno kao pri dobivanju dipeptida, hidroli-
zom metoksikarbonilne skupine spoja IXb i njezinim pove-
zivanjem s AA-OMe nastaje tetrapeptid IXd.

Moze se primijetiti da je kao polazni spoj za opisane sinteze
uzet Boc-zasti¢eni ester Fca-OMe (47), a produkti su dobi-
veni u obliku Boc-(AA),-Fca-(AA),-OMe, sto je nuzno za
sukcesivne selektivne korake hidroliza/deprotekcija/kopu-
lacija. No za konformacijsku je analizu umjesto glomazne
tert-butoksikarbonilne skupine ¢esto pogodnija manja ace-
tilna skupina, a na shemi 24 prikazano je dobivanje takvih
spojeva tipa Ac-(AA),-Fca-(AA),-OMe. Na nacin slican
opisanom dobivanju N-Boc-dipeptida (IXa) iz Ac-Fca 49
pripravljaju se Xa, a Boc-AA-Fca-AA-OMe (IXb) se N-de-
protektira i s pomocu AcCl acetiliraju u Xb.*

Osim naprijed opisanih priprava u otopini, izveli smo i sin-
tezu Fca-peptida IX i X na Cvrstoj fazi: pentapeptid 50 i ok-
tapeptid 51 pripravili smo kombinacijom Fmoc- i Boc-po-
stupaka na nosacu TentaGel S HMB.3” LeuFmoc vezan na
nosacu postupno smo kopulirali s Fmoc-Val, Fmoc-Cly,
Fmoc-Ala i Boc-Fca i potom s dijela nosaca odcijepili penta-
peptid 50 djelovanjem smjese CH,Cl, i MeOH prethodno
zasi¢ene plinovitim NH,. Ostatak vezan na nosa¢ smo
Boc-deprotektirali djelovanjem suhoga plinovitog HCI u
CH,Cl, (uz zaluzivanje s Et;N) i postupno kopulirali s
Fmoc-Ala, Fmoc-Gly i Fmoc-Val. Nakon zadnje kopulacije
nastali smo oktapeptid obradili 20 %-tnom otopinom pi-
peridina u DMF i stericki zahtjevnu Fmoc-zastitnu skupinu
zamijenili Ac-skupinom (djelovanjem 10 % Ac,O/DMF u
prisutnosti 12 % DIPEA) te potom nastali N-Ac-oktapeptid
51 odcijepili s NH; na opisani nacin (shema 25).

Fca-dipeptidi IXa i Xa

U sklopu istrazivanja Fca-oligopeptida IX, dipeptidi IXa i Xa
predstavljaju najnize ¢lanove, ¢ija je priprava prikazana na
shemama 23 i 24. Sluzedi se tamo predocenim postupkom
sintetizirali smo sljedece predstavnike tipa IXa: AA = Cly
(52), Ala (53), D-Ala (54), B-Ala (55), Val (56) i ove spojeve
tipa Xa: AA = Gly (57), Ala (58), Val (59), Ala-Alm (60) (usp.
sa spojem 41). Imajuci na umu strukturu Ac-Fca-OMe (61),
koja ne sadrzi intramolekulsku vezu,3® pretpostavili smo
izostanak slicne interakcije (Fn-NH--O=C-Fn) u dipep-
tidima i predvidjeli u njima konformacije prikazane na
shemi 26. U svim konformacijama po jedna je NH-skupina

— Hipotetska -nabrana ploha IX u kojoj templat Fca (46) djeluje kao zacetnik okreta

Scheme 22 — Hypothetical § pleated sheet IX with Fca (46) template acting as turn inducer



V. RAPIC i M. KOVACEVIC: lIl. Organometalna i bioorganometalna kemija — ferocenski peptidi, Kem. Ind. 61 (2) 71-120 (2012)

89

EI@/H\[O]/OUBU ©/ \"/OtBu

(M, (2
Fe —_—
(3, m=1)
@H/OMe ©ﬂ/ \)\
O
47 I1Xa (dipeptid)

(3,m=2) 6,n="1)
R O
H H
N OtBu N )}\
] N y om
h e} h O
: H ? ' : H 0
] @(N% )\/om ©Y N\/K
N OMe
H
o) R O o) R

(M, (2) ‘ 4, (5

IXc (as-tripeptid) 1Xb (s-tripeptid)

4, (5 M, 2

(6,n=2) @, (5 (3,m=1
(6,n=1)

Gl SN )Y R — e
EQY%W W©Y%*r

1X e (pentapeptid) 1Xd (tetrapeptid)

Shema 23 - Priprava N-Boc zastic¢enih Fca-oligopeptida Boc-(AA),-Fca-(AA),,-OMe (IX) (aminokiseline navedene slijedom
od N- ka C-terminusu):

IXa: AA = Cly (52), Ala (53), D-Ala (54), $-Ala (55), Val (56)

IXb: AA = Cly, Cly (62), Ala, Ala(63), D-Ala, Ala (64), Ala, D-Ala (65), Val, Val (66)

IXc: AA = Ala, Ala (70)

IXd: AA = Ala, Ala, Ala (71), Ala, Ala, D-Ala (72), Ala, D-Ala, D-Ala (73)

IXe: AA = Ala, Ala, Ala, Ala (74), D-Ala, Ala, Ala, D-Ala (75), Ala, Ala, D-Ala, D-Ala (76).

(1) NaOH, H,0, EtOH; (2) HOBY/EDC, CH,Cl,; (3) H-(AA),-OMe - HCI, Et;N, CH,Cl,; (4) HCI@/EtOAC; (5) E,N, CH,Cly;
(6) Boc-(AA),-OH, HOBt/EDC, CH,Cl,.

Scheme 23 - Synthesis of N-Boc protected Fca oligopeptides Boc-(AA),-Fca-(AA),-OMe (IX) (amino acids given in order from
N to C terminus):

IXa: AA = Cly (52), Ala (53), D-Ala (54), $-Ala (55), Val (56)

IXb: AA = Cly, Cly (62), Ala, Ala(63), D-Ala, Ala (64), Ala, D-Ala (65), Val, Val (66)

IXc: AA = Ala, Ala (70)

IXd: AA = Ala, Ala, Ala (71), Ala, Ala, D-Ala (72), Ala, D-Ala, D-Ala (73)

IXe: AA = Ala, Ala, Ala, Ala (74), D-Ala, Ala, Ala, D-Ala (75), Ala, Ala, D-Ala, D-Ala (76).

(1) NaOH, H,0, EtOH; (2) HOBY/EDC, CH,Cl,; (3) H-(AA),-OMe - HCI, Et;N, CH,Cl,; (4) HCI@)/EtOAC; (5) Et;N, CH,Cl,;
(6) Boc-(AA),-OH, HOBt/EDC, CH,Cl,.
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Scheme 24 — Synthesis of Ac-Fca-AA-OMe (Xa) and Ac-AA-Fca-AA-OMe (Xb)

Xa: AA = Cly (57), Ala (58), Val (59)
Xb: AA = Cly (67), Ala (68), Val (69)
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Shema 25 - Priprava pentapeptida 50 i oktapeptida 51 kombina

CO-Ala-Gly-Val-Leu-NH,

cijom Fmoc- i Boc-postupka na ¢vrstoj fazi (TentaGel SHMB)

Scheme 25 — Synthesis of pentapeptide 50 and octapeptide 51 by combination of Fmoc and Boc solid-phase synthetic methods

(TentaGel SHMB)

slobodna i dostupna za tvorbu intermolekulskih vodikovih
veza sa susjednim molekulama (Cvrsto stanje), odnosno
molekulama otapala. U konformacijama A i B izmedu
FnNH i esterske karbonilne skupine zatvoren je 9-eroclani,
a u obliku C 8-eroclani prsten koji ukljuc¢uje NH,, i juksta-
pozicionirani C=0. Konformacije A, B i C podrzavaju P-, a

njihove pseudo-zrcalne slike B' i C' induciraju M-helicnost
ferocena.

Strukturnom analizom Boc-Fca-Ala (53) i Boc-Fca-p-Ala
(54) utvrdeno je postojanje 8-eroclane intramolekulske vo-
dikove veze, odn. oblika C i C' koji uzrokuju heli¢nu kiral-
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Shema 26

— Intramolekulske vodikove veze u mogucim konformacijama Fca-dipeptida IXa (X = O-tBu) i Xa (X = Me)

Scheme 26 — Intramolecular hydrogen bonds in hypothetical conformations of Fca dipeptides IXa (X = O-tBu) i Xa (X = Me)

nost tih derivata u ¢vrstom stanju. Vazno je uociti da ti
spojevi samo formalno podsjecaju na pseudozrcalne slike C
i C'iz sheme 26, a zapravo je rijec o konformacijskim enan-
tiomerima sa suprotno usmjerenim uzvojnicama (M-53,
w = —85,1°i P-54, o = 85°). Stericka napetost izazvana
nekoplanarnos¢u amidnih jedinica s ciklopentadienskim
prstenom By = 30° Beo = 9°) nadoknaduje se stabilizaci-
jom s pomocu IHB (slika 5).2?

Kristalografskom analizom Ac-Fca-Cly (57) ustanovljeno je
da su acetilne skupine i glicinske podjedinice u trans-po-
lozaju. U ¢vrstom su stanju obje NH-skupine ukljucene u
vodikove veze, pri cemu esterska karbonilna skupina glici-
na s NH-skupinom s ferocena tvori IHB (linija a) koja rezul-
tira 9-eroclanim prstenom (konformer P, w = 8,4°). Dodat-
na stabilizacija postize se samopovezivanjem susjednih
molekula 57 intermolekulskim vodikovim vezama u kojima
sudjeluje NH-skupina glicina i acetamidna karbonilna funk-
cija (linija b) (slika 6).%

U IR-spektrima dipeptida tipa IXa i Xa (52-59) snimljenih u
diklormetanskoj otopini (pri koncentraciji c = 103 mol L")
opazene su apsorpcijske vrpce za NH-skupinu pri = 3434
cm™i3354 —3328 cm™, koje se pripisuju slobodnim i aso-
ciranim NH-skupinama. Apsorpcijske vrpce NH-skupina
dipeptida priblizno su jednakoga intenziteta sto ukazuje na
vodikove veze slabe do srednje jakosti odn. na postojanje

vise konformacija koje se nalaze u ravnotezi. Kiralni konju-
gati 53, 56, 58 i 59 u 'H i >C NMR-spektrima daju jasno
razdvojene signale parova dijastereotopnih vodikovih i
ugljikovih atoma Cp-jezgara [CH-2/CH-5, CH-3/CH-4,
CH-7/CH-8 i CH-9/CH-10] $to se pripisuje intramo-
lekuskim vodikovim vezama izmedu podandnih peptidnih
lanaca. Signali parova protona i ugljikovih atoma glicinskih
derivata 52 i 57 su jednaki jer nema kiralnoga ugljikova
Ca-atoma koji je uzrokom dijastereotopnosti, odn. prijeno-
sa kiralne informacije s L-aminokiseline na ciklopentadiens-
ke prstenove. Kao Sto je uocljivo iz prethodnog teksta,
O(NH) > 7 ppm upucuje na postojanje vodikove veze, a
O0(NH) < 7 ppm indicira dominaciju slobodnih molekula,
premda se, u ovisnosti o kemijskoj okolini, te granice mogu
i pomaknuti. Razrjedivanjem odn. zagrijavanjem otopina
oligopeptida u CDCl; kemijski pomaci slobodnih amidnih
podjedinica ili onih uklju¢enih u IHB ostaju jednaki ili se
neznatno mijenjaju (A0 = 0,1 — 0,3 ppm). U slicnim uvje-
tima intermolekulske se vodikove veze samozdruzenih mo-
lekula cijepaju, Sto dovodi do zamjetljivog pomaka Ad
(1 -4 ppm). Kemijski pomaci protona NH,, i NH, Boc-di-
peptida 52, 53 i 56 pri postupnom razrjedivanju njihovih
otopina od ¢ = 10" mol L' do ¢ = 107 mol L™ ne mije-
njaju se i javljaju prid 7 ppm, $to znaci da u tim okolnosti-
ma postoje slabe vodikove veze, a tijekom hladenja oba se
spomenuta NH-signala postupno znatno pomicu k nizem
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Slika 5 — Shematski prikaz i molekulska struktura enantiomernih dipeptida M-Boc-Fca-Ala-OMe (53)
i P-Boc-Fca-D-Ala-OMe (54)

Fig. 5 — Schematic presentation and molecular structure of enantiomeric dipeptides
M-Boc-Fca-Ala-OMe (53) and P-Boc-Fca-D-Ala-OMe (54)

Slika 6 — Molekulska struktura dipeptida Ac-Fca-Gly (57) u kristalu
Fig. 6 — Molecular structure of dipeptide Ac-Fca-Gly (57) in crystalline state
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polju (Ad = Tppm) to je indikativno za intermolekulske vo-
dikove veze. Kemijski pomaci NH,, Ac-dipeptida 57-59
neznatno se mijenjaju smanjenjem koncentracije, sto uka-
zuje na vrlo slabe IHB, a 6 NH, ne prelaze granicu od 7,5
ppm, sto indicira srednju stabilnost IHB u koju je ta skupina
ukljucena (konformeri A, B i B'). Hladenjem otopina, kao
i u slucaju Boc-dipeptida, nastupa zdruzivanje molekula
Ac-dipeptida putem intermolekulskih vodikovih veza sto je
vidljivo iz zamjetnog Ad prema nizem magnetnom polju.

Pojava Cottonova efekta u apsorpcijskom podrucju fero-
censkog kromofora (4., ® 480 nm) indikacija je heli¢ne ki-
ralnosti ferocena koja je posljedica ostvarivanja IHB izmedu
kiralnih peptidnih lanaca uvedenih u ferocensku molekulu.
Mjerenjem CD-spektara otopina enantiomera alaninskih
konjugata 53 i 54 u CH,CN nasli smo Cottonove signale u
podrucju iznad 400 nm koji su jednakoga intenziteta i su-
protnog predznaka, ¢ime smo pokazali da je heli¢na kiral-
nost nadena u kristalu (slika 5) zadrzana i u otopini (slika 7).
Snimanjem CD-spektara dipeptida u CH,Cl, pokazano je
da svi sadrze signale pri priblizno 450 — 490 nm, pri cemu
dipeptidi 53, 56 i 59 pokazuju pozitivan, a alaninski Ac-de-
rivat 58 negativan Cottonov efekt, Sto potvrduje kiralnu
okolinu ferocenskog kromofora. Apsolutna vrijednost tih
CD-signala znatno je manja od one opazene kod tripeptida
IXb, sto indicira samo mali suvisak P-konformera u prva tri
spoja, odn. M-konformera u 58 (shema 26). Jakost IHB u
CH,Cl, moze se procijeniti dodatkom DMSO: ¢ = 20 %
toga kompeticijskog otapala uzrokuje smanjenje Cottonova
efekta za 50 — 90 %, zbog kidanja IHB i stvaranja solvata.
Proizlazi da su ferocenski dipeptidi stabilizirani slabim IHB
te u otopini postoje kao skup energijski bliskih konformera,
na Ciju populaciju moze utjecati promjena otapala ili boc-
nog ogranka prirodne aminokiseline te uzrokovati domina-
ciju pojedinog konformera i promijeniti predznak CD-sig-
nala.

DFT-ra¢unom nadene su uz konformere A, Bi C (prikazane
na shemi 26) i konformacije D i E (i njihove pseudo-zrcalne
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Slika 7 — CD-spektri Boc-Fca-Ala (M-53) i Boc-Fca-D-Ala (P-54)
u CH4CN (c = 107 mol L"), s negativnim i pozitivnim Cottonovim
efektom u podrucju ferocenskog kromofora (= 500 nm)

Fig. 7 — CD spectra of Boc-Fca-Ala (M-53) i Boc-Fca-D-Ala
(P-54) in CH4CN (c = 107 mol ™), showing negative and positive
Cotton effect in the region of ferrocene chromophore (= 500 nm)

slike D' i E') u kojima vodikove veze zatvaraju 6-eroclani
prsten (shema 27). Iz grafickog prikaza na slici 8 moze se za-
kljuciti da postoji velik broj energijski bliskih konformera
(20 kJ mol™) na ¢iju populaciju promjena N-zastitne skupi-
ne nema vecega utjecaja. U energijski dostupnim konfor-
macijama A/A' i B/B' vodikova veza izmedu NHg, i esterske
karbonilne skupine zatvara 9-eroclani prsten $to je u skladu
s IR- i NMR-podatcima koji ukazuju na stabilnost te veze u
slucaju Ac-dipeptida 57-59. Konformacija B nadena je u
¢vrstom stanju akiralnog 57, a C'/C kod enantiomernih
M-53 i P-54. Povecanje boc¢nog ogranka prirodne aminoki-
seline (R = Me ili i-Pr) ogranic¢ava dostupan konformacijski
prostor destabilizacijom konformacija A', B, D' i E, iz Cega
proizlazi da ferocenski dipeptidi s manjim bo¢nim ogranci-
ma prirodnih aminokiselina imaju veci broj dostupnih kon-
formacija. Imajuci na umu rezultate proizasle iz IR-, NMR- i
CD-spektroskopije te kristalografske analize moze se za-
kljuciti da promjena otapala (CH,Cl,/CH,CN) ili medija
(Cvrsto stanje/otopina) moze modificirati slobodnu NH-sku-
pinu (intermolekulske vodikove veze), promijeniti termodi-
namicku ravnotezu i obogatiti smjesu pojedinim konforme-
rom.22,36

Vrlo zanimljiv primjer Fca-dipeptida jest N-B-laktamni amid
Boc-Fca-Ala-Alm (60) koji se pripravlja kopulacijom Boc-
-Fca (48) s Ala-Alm (33) na slican nacin kao sto je prikazano
na shemi 15. Na osnovi IR-spektroskopije i snimanja 'H
NMR-spektara u CDCl; i DMSO-d, te uz promjenu kon-
centracije kloroformnih otopina nadeno je da u konforma-
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Shema 27 - Konformacije Fca-dipeptida s 6-eroclanim

IHB-prstenovima

Scheme 27 — Conformations of Fca dipeptides containing
6-membered IHB rings
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Slika 8 — Dijagram relativnih energija IHB-stabiliziranih konfor-
mera kiralnih Fca-dipeptidd 52, 56, 58 i 59
— Chart of the relative energies of IHB stabilized confor-

Fig 8
mers of chiral Fca dipeptides 52, 56, 58 and 59

cijskoj populaciji sudjeluju oblici s IHB kao i otvorene kon-
formacije. Pri tome su u IHB srednje jakosti ukljuceni NH
i NH,,, doc¢im NHy,. prakticki ne pokazuje medudjelova-
nje, a CD-spektar pokazuje pozitivan Cottonov efekt pri
486 nm. Eksperimentalni su podatci potvrdeni DFT-racu-
nom, iz kojeg proizlazi da je konformacija 60A energijski
nepovoljna, a dominantan je oblik 60B koji sadrzi IHB sa
spomenutim donorima protona i koji, u skladu s CD-signa-
lom, ima P-konfiguraciju (shema 28).2¢

Fca-tripeptidi IXb i Xb

Sinteza sym-tripeptida nacinjena je s pomocu postupka
HOBt/EDC prema shemi 23. Na taj su nacin pripravljeni
sliedec¢i Boc-AA-Fca-AA-OMe (IXb): AA = Cly, Cly (62),
Ala, Ala (63), p-Ala, Ala (64), Ala, b-Ala (65), Val, Val (66).
Dobiveni su spojevi pretvoreni u odgovarajuce Ac-AA-Fca-
AA-OMe (Xb) (shema 24): AA = Cly, Cly (67), Ala, Ala (68),
Val, Val (69). Na shemi 29 prikazane su pretpostavljene
konformacije dobivenih tripeptida s intramolekulskim vo-
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N Yo Ny,
H
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N
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Shema 28
analize i DFT-ra¢una

Slika 9 — Molekulska struktura Fca-tripeptida Ac-Gly-Fca-Gly-
-OMe (67) u kristalu
— Molecular structure of Fca tripeptide Ac-Gly-Fca-

Fig. 9
-Gly-OMe (67) in crystalline state

dikovim vezama. Konformacija A stabilizirana je dvjema
unakrsnim IHB. Pri tome vodikova veza izmedu NH, i
COpy; rezultira 9-eroclanim prstenom, a 11-eroclani je
prsten posljedica vodikove veze izmedu NH,,, i COyco. U
konformacijama B i C uspostavlja se samo po jedna IHB uz
nastajanje 6-, odn. 9-eroclanog prstena, a u D dvije vodiko-
ve veze (8- i 12-eroclani prsteni u kojima ne sudjeluju kar-
bonilna i amidna skupina izravno vezane na ferocen).

U kristalnoj strukturi akiralnog tripeptida Ac-Cly-Fca-Gly-
-OMe (67) nadene su iskljucivo intermolekulske vodikove
veze u kojima sudjeluju sve NH-skupine, i ¢ine strukturu
nalik antiparalelnoj nabranoj plohi (slika 9).

Strukturnom analizom kiralnih tripeptida Boc-Val-Fca-Val-
-OMe (66), Ac-Ala-Fca-Ala-OMe (68) i Ac-Val-Fca-Val-OMe
(69) nadene su u svima po dvije medulancane IHB (koje sa-
drzi konformer A prikazan na shemi 29). Iz prikaza kristalne
strukture spoja 68 moze se zakljuciti da je rije¢ o desnoj
uzvojnici, odn. P-heli¢nosti ferocenske jezgre (w = 50,0°),
podrzanoj s IHB oznacenim linijama a i c. Osim ferocenske

RN Ph
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H
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—l
H/ O/tBLI
60B

— Nepovoljna konformacija 60A i konformer 60B Fn(CO-Ala-Alm), izvedeni s pomocu spektroskopske

Scheme 28 — Unfavorable conformation 60A and conformer 60B of Fn(CO-Ala-Alm), based on the spectroscopic

analysis and DFT calculations
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— Intramolekulske vodikove veze u mogucim konformacijama Fca-tripeptidad IXb (X = OtBu) i Xb (X = Me)

Scheme 29 — Intramolecular hydrogen bonds in hypothetical conformations of Fca tripeptides IXb (X = OtBu) and Xb (X = Me)

helicne kiralnosti s IHB-motivom P-A, zajednicka strukturna
znacajka tripeptida 66, 68 i 69 jest i postojanje intermo-
lekulskih vodikovih veza izmedu NHcox jedne i COg,
druge molekule (linija b) (slika 10).

U diklormetanskoj otopini (c = 102 mol L") svih spomenu-
tih tripeptida opazene su IR-frekvencije asociranih CO-sku-
pina estera (v~ 1730 cm™) i NH—skupina (v < 3400 cm™),
sto je u skladu s kristalografskom analizom. Vrpce srednje
jakosti slobodnih NH-skupina (¥> 3400 cm-') opazene su
kod Boc-tripeptidd, a kod Ac-tripeptida te su vrpce slabog
intenziteta. Asignacija "H i 3C NMR-spektara tripeptida
nacinjena je s pomocu 2D-tehnike. Sli¢no rezultatima za ki-

ralne Fca-dipeptide (53, 56, 58 i 59) i u 63, 64, 66-69
opazeni su razdvojeni signali parova dijastereotopnih vo-
dikovih i ugljikovih atoma ciklopentadienskih podjedinica.
Svi konjugati karakterizirani su velikim kemijskim pomaci-
ma protona NH¢., (6 > 9 ppm) i NH,,, 0 = 7,5 - 8 ppm),
sto ukazuje na njihovo sudjelovanje u vodikovim vezama.
Protoni NH,,, Boc-tripeptida nadeni su pri d = 5 ppm, a
kod Ac-tripeptida zapazaju se prid = 7 ppm. 'H NMR-spek-
tri Ala-konjugata 63 i 68 pri promjeni koncentracije i tem-
perature ne pokazuju znatnu promjenu polozaja signala
NH;., i NHu Sto indicira sudjelovanje tih skupina u IHB
(konformer A). Kemijski pomaci protona NH,,, Ac-Ala-de-
rivata 68 razrjedivanjem otopine pomicu se znatno k visem

Slika 10 — Kristalna struktura tripeptida Ac-Ala-Fca-Ala-OMe (68)

Fig 10

— Crystalline structure of tripeptide Ac-Ala-Fca-Ala-OMe (68)
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polju (Ad = 2 ppm), $to je indikativno za intermolekulske
vodikove veze. Uzajamno samopovezivanje molekula Boc-
-Ala-derivata 63 nije opazeno pri slicnim uvjetima (c = 10"
mol L', odn. # = — 55 °C), $to se pripisuje sterickom utje-
caju glomazne zastitne skupine.

U naSem Laboratoriju razradili smo vrlo koristan postupak
za procjenu jakosti IHB koji je nazvan v. r.-NMR. Konfor-
meri u kojima postoje IHB i u kojima ih nema nalaze se u
otopini u ravnotezi, pa u '"H NMR-spektrima (CDCl;), zbog
brze izmjene tih oblika, opazamo samo prosjecne vrijedno-
sti kemijskih pomaka slobodnih i asociranih NH-skupina.
Na poloZzaj ravnoteze tih konformacija znatno utjece otapa-
lo: u nepolarnim neprotogenim otapalima (CDCl;, CD,Cl,)
javljaju se u vecoj ili manjoj mjeri oblici u kojima se nalaze i
IHB; u polarnim se otapalima poput DMSO-d, te veze
kidaju i nastaju solvati zahvaljuju¢i jakim akceptorskim
svojstvima toga otapala prema donorima vodikove veze.
Variation ratio odn. v. r.-vrijednost oznacava omjer razlike
kemijskih pomaka (Ad) amidnih protona (bez moguénosti
tvorbe IHB) mjerenih u DMSO-d, i CDCl; za proucavani
spoj (supstrat) i referentne spojeve bez mogucnosti tvorbe
IHB koji sadrze amidne protone u slicnom kemijskom oko-
lisu kao i supstrat. Slabije vodikove veze imaju vise v. r.-vri-
jednosti (= 1), Sto se moze objasniti cCinjenicom da
DMSO-d, u potpunosti kida IHB te je Ad referentnog spoja
i ferocenskog peptida priblizno jednak. Kod srednje jakih
IHB dodatak DMSO uzrokuje kidanje tih veza u manjoj
mjeri pa je A0 amidnih signala izmjerenih u DMSO-d, i
CDCl; manji nego kod referentnih spojeva, sto rezultira
v. r.-vrijednostima u pribliznom rasponu od 0,5 0,7. U slu-
caju vrlo jakih IHB razlika kemijskih pomaka mjerena u tim
otapalima je vrlo malena, pa se dobivaju v. r.-vrijednosti
priblizno od - 0,2 do 0,2. Da bismo dobili informaciju o ja-

(9,28/6,83)

? (7,00/5,55)

Fc Boc e
O
21
1
Fc
17 © -
(8,07/6,22)
Shema 30

. _ ONH, (DMSO —d¢) -0 NH,(CDCly)
" ONH, (DMSO —d,) -8 NH,(CDCl,)

kosti IHB u koje su ukljuceni amidni protoni iz Boc-Ala-
-Fca-Ala-OMe (63), pripravili smo kao referentne spojeve
Fc-CO-Ala-OMe (17) i Boc-Ala-NH-Fc (21), izveli NMR-
-mjerenja svih spojeva u DMSO-d, i CDCl;te izracunali Ad i
v. r.-vrijednost za svaki amidni proton.

Tripeptid 63 sadrzi tri NH-skupine. Referentni spoj za pro-
cjenu jakosti IHB NH,y,, i NH, je 21, a intenzitet IHB-in-
terakcija NH,,, usporedujemo s konjugatom 17. Za NH,,,
v. r.-vrijednost iznosi 1,32, $to znaci da ta skupina nije uk-
lju¢ena u IHB, a v. r.-vrijednosti ostalih amidnih protona
(0,05 0,11) indiciraju sudjelovanje tih skupina u vrlo jakim
IHB (shema 30).

U blizini apsorpcijskog UV-maksimuma (,,,,, = 468 nm) ki-
ralni tripeptidi 63, 65 i 66 (u kojima je na amino-skupinu
Fca vezana L-AA) pokazuju jak CD-signal, sli¢cnoga intenzi-
teta i pozitivnoga predznaka. Dobiveni rezultati potvrduju
da je desna uzvojnica, stabilizirana dvama unakrsnim IHB,
nadena u ¢vrstom stanju ferocenskih tripeptida (konformer
P-A), zadrzana i u otopini. ¢ = 20 % kompeticijskog otapala
DMSO uzrokovalo je smanjenje Cottonova efekta za 50 %,
¢ime je djelomi¢no narusena P-helicnost ferocena kida-
njem jakih intramolekulskih vodikovih veza. U skladu s eks-
perimentalnim podatcima, kao i prije objavljenom teorij-
skom analizom slicnog tipa spojeva, rezultati DFT-racuna
ukazuju na dominaciju konformera P-A (shema 29) stabili-
ziranog dvjema jakim unakrsnim IHB bez obzira na karak-
ter N-terminalne zastitne skupine (Boc, Ac) ili bo¢ne lance
prirodne aminokiseline (H, Me, i-Pr). Zbog jasnoce, a i
vaznosti te konformacije, ona je prikazana i u smjeru osi
Cp-Fe-Cp na shemi 31.

Osim “simetricnih” Fca-tripeptida (IXb) pripravljen je, na
sli¢an nacin kao $to je to opisano za pretvorbu 12—26 (she-

(9,24/9,12)

v.r.=0,05

v.r.=132
(7,04 /513)

Boc

v.r.=0,11
(8,01/7,81)

— V. r.-vrijednosti amidnih protona Boc-Ala-Fca-Ala-OMe (63) racunaju se prema izrazu

. Manji v. r. upucuje na jacu IHB i obratno.

U zagradama uz formule navedeni su kemijski pomaci odgovarajucih NH-skupina (ppm) u DMSO-d/CDCI, za

referentne tvari 17 i 21 i supstrat 63.

Scheme 30 — V.r. values of amide protons in Boc-Ala-Fca-Ala-OMe (63) are calculated according to the

equation V. r.

_ ONH, (DMSO — d)— 8 NH, (CDCl,)

~ ONH, (DMSO — dg) - NH, (CDCl5)

. Lower v. r. means stronger IHB and vice versa.

Chemical shifts of the corresponding NH groups (ppm) in DMSO-d/CDCI; for reference compounds 17 21 as
well as for substrate 63 are given in parantheses near the formulas.
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Shema 31 - Konformer “visih” Fca-oligopeptida (IXb, IXd,
IXe i Xb) prikazan u smjeru osi Cp-Fe-Cp

Scheme 31 — Conformer of the “higher” Fca oligopeptides
(IXb, IXd, IXe and Xb) presented in direction of Cp-Fe-Cp axis

ma 14), "asimetricni” tripeptid Boc-Fca-(Ala),-OMe tipa
IXc (70) koji je prikazan na shemi 23.22 U "TH NMR spektru
(CDCl,) toga spoja zabiljezeni su (slijedom slijeva udesno na
prikazanoj formuli) signali amidnih protona pri 7,28, 7,01 i
6,90 ppm. Usporednim snimanjem NMR-spektara u CDCl,
i DMSO-d, razvidno je dav. r.-vrijednosti za amidne proto-
ne iznose 0,39, 0,491 0,93, sto ukazuje na srednje jake IHB
sa NHg, i NH,,;, do¢im Ala2 gotovo da i nije u medudje-
lovanju. Ti nalazi upucuju na strukturu slicnu onoj u Fca-di-
peptida 53, pa se, uzimajuci u obzir i slicne rezultate spek-
troskopske analize (mala koncentracijska ovisnost, CD-signal
srednje jakosti u podrucju ferocenskog kromofora), moze

~ Vﬁﬁ "

A

Sy
S
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o

Shema 32

pretpostaviti da je rije¢ o doprinosu vise konformacija (usp.
shemu 26), a dvostruke "unakrsne” veze tipi¢ne za s-tripepti-
de (usp. shemu 31) ne mogu se uspostaviti.??

Fca-tetrapeptidi IXd i pentapeptidi IXe

Na shemi 23 prikazana je priprava tetrapeptida IXd, koja se
izvodi od tripeptida IXb na slican nacin kao sekvencija
47—I1Xc. Iz njih se dobivaju pentapeptidi IXe analogno
sintezi IXa—IXb. Pri tome su pripravljeni sljedeci predstav-
nici IXd: Boc-Ala-Fca-Ala-Ala-OMe (71), Boc-Ala-Fca-Ala-
-D-Ala-OMe (72), Boc-Ala-Fca-D-Ala-D-Ala-OMe (73), kao i
ovi Clanovi pentapeptida IXe: Boc-Ala-Ala-Fca-Ala-Ala-
-OMe (74), Boc-D-Ala-Ala-Fca-Ala-p-Ala-OMe (75) i Boc-
Ala-Ala-Fca-D-Ala-D-Ala-OMe (76).22 Imajuci na umu kon-
formacije Fca-tripeptida IXb prikazane na shemi 29, postoji
mogucnost sudjelovanja oblika A-D u konformacijskoj
populaciji tetrapeptida IXd (shema 32). S obzirom na do-
statni broj gradivnih aminokiselina, osim manje vjerojatne
konformacije A (energijski nepovoljno medudjelovanje
Fn-C=0---H-N-Fn!), pretpostavili smo plauzibilnim obli-
kom B, koji odgovara -nabranoj plohi ¢ija je priprava bila
osnovni cilj naseg istrazivanja (shema 22). Oblik C odgovara
konformeru P-A u tripeptidu (shema 29), a u konformaciji
D javlja se "obrnuti” motiv.

Strukturna analiza reprezentativnog predstavnika 71 poka-
zuje da spoj u ¢vrstom stanju ima supstituente u polozajima
11 2' te dvije medulancane veze kao u konformaciji C. Pri
tomeje ® = 3°, 4 =15,4° aw = 60,7° (slika 11).3> Na osno-
vi spektroskopske analize tetrapeptida IXd, slicne prethod-
no opisanima, utvrdeno je da IR-spektri sadrze signale
NHgqp | NH, i da se (slicno kao i u "H NMR-spektrima u

— Moguce konformacije Fca-tetrapeptida IXd

Scheme 32 — The possible conformations of Fca tetrapeptides IXd
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Slika 11 — Kristalna struktura tetrapeptida Boc-Ala-Fca-Ala-
-Ala-OMe (71)

— Crystalline structure of tetrapeptide Boc-Ala-Fca-
-Ala-Ala-OMe (71)

Fig 11
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Slika 12 — CD-spektri Fca-Ala-oligopeptida IX (v. shemu 23)
koji pokazuju Cottonov efekt u podrucju ferocenskog kromofora u
blizini 450 nm. Povecanjem broja ukljucenih AA raste vrijednost
CD-signala i jakost IHB.

Fig. 12— CD spectra of Fca-Ala oligopeptides IX (see scheme
23) showing Cotton effect in the region of ferrocene chromophfore
near 450 nm. Increase of the number of AA's involved results in
augmentation of CD signals and strenghtening of IHB's.

CDCl,) pri razrjedivanju neznatno mijenjaju. Kemijski po-
maci u 71 (CDCl,) iznose 5,17; 9,86; 7,96 i 7,11 ppm, a
odgovarajuce v. r.-vrijednosti (CDCl,/DMSO-d) 1,43; 0,07;
—-0,14 i 1,04. Na osnovi tih podataka moze se utvrditi da
NHee, i NHaz sudjeluju u jakim intramolekulskim vodiko-
vim vezama, sto znaci (slicno kao kod tripeptida IXb) da
oblik C predstavlja konformer (sheme 31 i 32). U skladu s
tim nalazom je i jak pozitivan CD-signal spoja 71 priA ~ 460
nm, Sto indicira P-kiralnost ferocenske jezgre (Sto je uocljivo
i u kristalnoj strukturi). Spektroskopska analiza Fca-penta-
peptida IXe sastavljenih iz Ala-jedinica 74 pokazuje vrlo
sli¢ne rezultate analizi izvedenoj za tetrapeptid 71. Izdvaja-
mo nadene indikativne v. r.-vrijednosti: 1,19; 0,75; -0,07;
-0,13 i 1,05 koji (uz podatke IR- i CD-mjerenja) upucuju
na analogan konformer C prikazan na shemi 31.

Na kraju se moze zakljuciti: (i) Boc-Fca-oligopeptide IX
moze se podijeliti na "nize” (IXa i IXc), koji se opisuju kao

skup vise konformacija s po jednom (ili bez) IHB i na "vise”
c¢lanove (IXb, IXd, IXe) predstavljene jednim konformerom
s dvije “unakrsne” IHB; (ii) jakost pojedinih IHB, kao i po-
pulacija odgovarajucih konformacija u otopini indicirana na
osnovi v. r.-NMR, IR-spektroskopije, a potvrdena DFT-ra-
¢unom, u suglasnosti je s kristalografskom analizom; (iii) svi
Fca-oligopeptidi izgradeni iz L-aminokiselina (osim Boc-
-dipeptida 53, v. shemu 23) pokazuju P-heli¢nost ferocen-
ske jezgre i pozitivan Cottonov efekt iznad 450 nm, cija
vrijednost raste s porastom broja ukljucenih aminokiselina
(slika 12). Nasuprot tome, Fca-konjugati s D-aminokise-
linama pokazuju negativne CD-signale i M-heli¢nost; (iv)
Cottonov efekt Fca-peptida koji su izgradeni kao razlicite
kombinacije Fca s L- i D-Ala ovisi o N-terminalnom alaninu:
spojevi N-L-Ala pokazuju (+), a N-b-Ala-konjugati (-)-Cot-
tonov efekt, $to je posljedica P- odnosno M-heli¢nosti fero-
cena.

5. Monosupstitucijski konjugati
1,1'-ferocendikarboksilne kiseline (Fcd) i
1,1'-ferocendiamina (Fcda) s aminokiselinama

U tre¢em poglavlju obradeni su monosupstitucijski peptid-
ni konjugati Vi VI (izvedeni iz FcCOOH i FcNH,) kao i si-
metri¢ni disuspstitucijski sustavi VII i VIII, koji su derivati
Fn(COOH), i Fn(NH,),. Rastumaceno je da se kiralna orga-
nizacija konjugata V/VI ne moze kontrolirati djelovanjem
ferocenske komponente, a ti se spojevi pretezito stabilizi-
raju samozdruzivanjem. Situacija kod spojeva VII i VIII pot-
puno je drugacija: ferocenska jezgra utjeCe na sklapanje po
dvije vrlo jake IHB, sto rezultira nastajanjem molekula u
kojima je dominantan jedan konformer. Smatrali smo za-
nimljivim studij monosupstitucijskih konjugata Fn(COOH),
i Fn(NH,), s aminokiselinama (XI'i XII) koje se moze smatra-
ti i produktima “desimetrizacije” disupstitucijskih spojeva
VII i VIII (shema 33).

U usporedbi s disupstitucijskim konjugatima u tim je spoje-
vima smanjen broj donora/akceptora vodikove veze, pase s
time u vezi postavljaju sljedeca pitanja: (i) Hoce li se u tim
molekulama javiti IHB koje bi predstavljale "polovicu” una-
krsnih motiva nadenih kod VII/VIIl ili ¢e (slicno kao kod
V/VI) prevladati intermolekulske veze? (ii) Hoce li se broj
potencijalnih konformera povecati ili ¢e dominirati jedan
konformer? (iii) Kako veli¢ina bo¢nog lanca aminokiseline
utjece na jakost potencijalne IHB i na konformacijske prefe-
rencije? (iv) Je li uvodenje samo jedne (ili dvije) aminokiseli-
ne u jedan Cp-prsten dovoljan uvjet za heli¢nu kiralnost
ferocenske jezgre, odn. za CD-aktivnost? Ako planirana
istrazivanja pokazu da postoje (medulancane) IHB koje po-
drzavaju kiralnu ferocensku strukturu, konjugate XI i XII
moze se smatrati novim tipom zanimljivih (vrlo reduciranih)
peptidomimetika usporedivih po veli¢ini s Fca-dipeptidima
IXa i Fca-tripeptidima IXc.

U prvom radu,*® posve¢enom Fcd-konjugatima, opisali smo
pripravu i konformacijsku analizu desimetriziranih spojeva
MeNH-CO-Fn-CO-AA-OMe (80-82) i MeNH-CO-Fn-CO-
-AA-NHMe (86-88) (AA = Cly, Ala, Val). Sinteza tih konju-
gata zapocinje pretvorbom ester-kiseline 77 u amid-ester
78 koji je hidroliziran u amid-kiselinu 79. To je kljucni
meduprodukt za pripravu diamid-estera (80-82) i triamida
86-88 koja se izvodi s pomocu postupka HOB/EDC prika-
zanog na shemi 34.
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Shema 33 - Formalnom “desimetrizacijom” disupstitucijskih Fcd- i Fcda-konjugata (VII i VIII) nastaju mono-
supstitucijski derivati XI (X = NHMe, Me) i XII (Y = Ac)

Scheme 33 — Formal “desymmetrization” of disubstituted Fcd and Fcda conjugates (VII and VIII) gave mono-
substituted derivatives XI (X = NHMe, Me) and XII (Y = Ac)

i i
@/J\OM(% @/\QMG
(M 3)
Fe —_— Fe —_—
(2) H
OH N
S e
O O
77 78
O (l) R
= o
OH N
IIl 1) H (@] (5
Fe T’ Fe -
H H
N N
R &y
o) (M O
79 (4) 80-82
O R O R
§ ' g
OH N
1N, A
H o) (M H Ie)
Fe T Fe
H H
N N
@Y \Me @”/ \Me
O O
83-85 86—-88

Shema 34 - Priprava Fn(COOH),-oligopeptida: (1) HOBt/EDC, CH,Cl,, (2) NH,Me HCI, NEt,,
CH,Cl,; (3) NaOH/H,O, MeOH; (4) 1-AA-OMe-HCl, NEt,, CH,Cl,; (5) NaOH/H,O, dioksan.

80, 83, 86 (R = H); 81, 84, 87 (R = Me); 82, 85, 88 (R = i-Pr).

Scheme 34 - Synthesis of Fn(COOH),-derived oligoamides. (1) HOBt/EDC, CH,Cl,, (2)
NH,Me-HCl, NEt,, CH,Cl,; (3) NaOH/H,O, MeOH; (4) 1-AA-OMe-HCI, NEt,, CH,Cl,; (5) NaOH/H,O,
dioxane.

80, 83, 86 (R = H); 81, 84, 87 (R = Me); 82, 85, 88 (R = i-Pr).
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Na shemi 35 nacrtane su moguce intramolekulske vodiko-
ve veze u diamid-esterima 80-82, kao i odgovarajuéi otvo-
reni oblik. Konformacije D i E sadrze 7-eroclane IHB-prste-
nove, slicne onima koji su nadeni u kristalnoj strukturi
Fn(CO-Phe-OMe), (38) sto predstavlja y-okret. Oblik F sta-
biliziran je 10-ero¢lanom IHB, koja se moZze smatrati polo-
vicom Herrickova motiva (VII, shema 11), a rije¢ je o B-ok-
retu. Ocekuje se da konformacijska distribucija ovisi o
veli¢ini bocnog lanca aminokiseline. U usporedbi s tim
spojevima triamidi 86—88 sadrze dodatnu amidnu funkciju
pa je razvidno povecanje konformacijskog prostora, odn.
potencijalna prisutnost vise konformacijskih oblika. Na she-
mi 36 prikazane su IHB-konformacije koje se moze smatrati
"derivatima” spomenutih D-F, a ta je srodnost vidljiva iz
upotrebe prim-oznaka (D', E', F). Ovdje posebno valja
uoditi dodatnu unutarlanc¢anu IHB (7-eroclani y-okret) koja
se javlja u oblicima D'2, E'2 i specifi¢noj konformaciji G s
racvastom IHB (koja sadrzi i 10-eroclani medulancani pr-
sten). Radi pojednostavnjenja rasprave u svim spojevima
AA-supstituirani prsten obiljezen je s 1, a drugi s 1', pa ¢e
biti rijeci o funkcijama 7'-NH i 1-NH.

Nazalost, nije uspjela priprava monokristala za rendgensku
strukturnu analizu, pa je izvedeno spektroskopsko istrazi-
vanje u otopini, slicno prethodno opisanima, ¢iji su rezultati
osnazeni DFT-studijom. U IR-spektrima (CH,Cl,) svih sup-
strata zabiljezeni su signali iznad i ispod 3400 cm™" $to uka-
zuje na v(NH,,,) i v(INH,..). Bududi da se pri razrjedivanju
omjer tih signala ne mijenja, moze se zakljuciti da je rije¢ o
[HB-oblicima. Taj podatak ne daje informaciju o tome koja
je od hidrogen-donorskih amidnih skupina angaZirana u vezi
i kakve su jakosti IHB, a precizan odgovor na to pitanje daju
v. r.-NMR-mijerenja ¢iji su rezultati saZeti u tablici 1. Nacelo
i izvedba v. r.-postupka opisani su u shemi 30 i popratnom
tekstu, a ovdje ¢emo se samo podsjetiti da v. r.-vrijednosti
kre¢u od = 0 do = 1, a njihovo povecanje ukazuje na sla-
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Shema 35

bljenje IHB odn. na manju zastupljenost odgovarajucih
oblika u konformacijskoj populaciji. Buduci da izmjerene
vrijednosti za sve ferocenske konjugate iznose 0,32 - 0,62,
rijec je o IHB srednje jakosti. S porastom veli¢ine boc¢nog
lanca AA u diamid-esterima 80-82 nastupa monotono sni-
Zenje v. r.-vrijednosti za proton 1-NH, $to ukazuje na
jacanje veze 1-NH--O (odn. povecanje udjela E i/ili F).
Usporedno, v. r.-vrijednosti za 1-NH se povisuju, $to ozna-
¢ava smanjenje populacije D. Sli¢na je situacija u svim tria-
midima 86-88: vrijednosti v. r. za 1'-NH postupno padaju
(obogaéenje na E/F'), za 1-NH rastu (osiromasenje na D'), a
isto tako i za 1T-NHMe (snizenje udjela G).

Odgovor na pitanje o postojanju medulancanih IHB u kiral-
nim (Ala, Val) konjugatima daje mjerenje CD-spektara. U
tim konjugatima (81, 82, 87 i 88) naden je pozitivni Cotto-
nov efekt. Spektri su vrlo sliéni izmjerenima za simetri¢ne
disupstitucijske konjugate P-VII, no ovdje je intenzitet si-
gnala desetak puta manja, sto govori o znatno slabijoj IHB.
Ocekivano L-Ala konjugat 81 pokazuje pozitivan, a D-Ala
enantiomer 81a negativan CD-signal jednake vrijednosti pri
470 nm (slika 13). Povecanje Cottonova efekta u spektrima
8182 i 8788 je odraz porasta P-heli¢nosti oblika (u od-
nosu na M-konformacije) s pove¢anjem boc¢nog lanca ami-
nokiseline.

Sazetak iznesenih spektroskopskih podataka: (i) Konjugati
koji ukljucuju L-aminokiseline postoje u otopini u P-heli¢-
nim oblicima, (ii) svi NH-protoni ukljuceni su u IHB, pa re-
zultira skup konformacija, (iii) prema v. r.-mjerenjima za
diamid-estere (80-82) i triamide (86-88) povecanje bocnog
lanca AA rezultira u obogacivanju na konformerima s ve-
zom T-NH:---O (uz istodobno smanjenje udjela s vezama
1-NH--O), (iv) uz to kod triamida povecanjem bocnog
lanca nastupa smanjenje udjela konformera s vezama
1-MeNH:--O.
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— Moguci obrasci IHB u diamid-esterima 80-82 (R = H, Me, i-Pr). Konformacije D i E sadrZze sedmeroclane IHB (y-okret), a

oblik F stabiliziran je 10-eroclanim IHB (B-okret, “polu-Herrickov” obrazac).

Scheme 35 — Possible intramolecular hydrogen bond patterns in diamide-esters 80-82 (R = H, Me, i-Pr). Conformations D and E con-
tain 7-membered IHB's (y-turn) and form F is stabilized by 10-membered IHB (B-turn, "half-Herrick” motif).
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— Moguci obrasci IHB u triamidima 86—88 (R = H, Me, i-Pr). Oblici D', E'i F su "derivati” D-F (shema 35); D'2 i E'2 sadrZe

unutarlancani sedmeroclani IHB (G karakteriziran je racvastim IHB-uzorkom (7/9 prstenovi).

Scheme 36 — Possible intramolecular hydrogen bond patterns in triamides 86-88 (R = H, Me, i-Pr). D', E' and F forms are “derivati-
ves” of D-F (scheme 35); D'2 and E2G is characterized by bifurcated IHB motif (7/9 rings).

Da bi se potkrijepili i nadopunili eksperimentalni podatci
(koji ne daju odgovor na pitanje u kojoj su mjeri pojedine
hidrogen-donorske NH-funkcije vezane na odredene akcep-
torske polozaje u molekuli), nacinjena je DFT-analiza. Pri
tome kao osnova sluze hipotetske konformacije prikazane
na shemama 35 i 36, a valja uociti da se mogu pojaviti s
P- i M-ferocenskom kiralnosc¢u. Izracunane otvorene kon-
formacije u svim su slucajevima energijski nepovoljne. U
skupini ester-amida kod glicinskog konjugata 80 konforma-
cije D-F su podjednako zastupljene i predstavljaju konfor-
mere. U stericki zahtjevnijim ester-amidima 81 i 82 M-D i
M-F su destabilizirane na racun odgovarajucih P-oblika i
konformacije E (veza 1-NH---O), a najstabilnija konforma-
cija kod Val-derivata 82 je P-F (veza 1-NH--O). Kod tria-
mida situacija je znatno slozenija jer je povecan konforma-
cijski prostor. Svi su ti spojevi karakterizirani energijski vrlo
nepovoljnom konformacijom G (medulancana veza 1-Me-
-NH--O), pa je njezina kontribucija zanemariva. Sli¢no kao
kod Cly-konjugata 80 i u njegovu triamidnom analogu 86

200 81

-1

81a

M, / deg cm’ dmol

300 350 400 450 500 550
A/ nm

Slika 13 — CD-spektri MeNH-CO-Fn-CO-Ala-OMe (81)
i MeNH-CO-Fn-CO-D-Ala-OMe (81a) u CH;CN

— CD spectra of MeNH-CO-Fn-CO-Ala-OMe (81)
i MeNH-CO-Fn-CO-D-Ala-OMe (81a) in CH,CN

Fig 13
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Tablica 1 — "H NMR-podatci za referentne spojeve a—e, modelni spoj 78, diamid-estere 80-82 i triamide 86-88

(c=5-103-2-10*mol L)
Table 2 - "H NMR data for reference compounds a—e, model compound 78, diamide-esters 80-82 and triamides 86-88
(c=5-107-2-10*mol L)
Spoj Onp(CDCly) ONH(DMSO-dg) | 6 (DMSO-dg) -6 (CDCly)
C Formula? v. r. (ref.)
ompd. ppm ppm ppm
a  Me-CO-NHMe 5,43 7,71 2,37
b Ac-Gly-OFEt 6,08 8,25 2,17
C Ac-Ala-OEt 6,02 8,23 2,21 T-NH 1-NH 1-NHMe
d Ac-Val-OEt 5,90 8,08 2,18
e  Fc-CO-NHMe 5,73 7,73 2,00
78  MeNH-CO-Fn-COOMe 6,10 7,75 1,65 0,83 (e)
80  MeNH-CO-Fn-CO-Cly-OMe 6,72 7,39 7,73 8,40 1,01 1,01 0,51 (e) 0,47 (b)
81 MeNH-CO-Fn-CO-Ala-OMe 6,88 7,03 7,75 8,24 0,87 1,21 0,44 (e) 0,55 (¢
82  MeNH-CO-Fn-CO-Val-OMe 7,03 6,63 7,66 7,88 0,63 1,25 0,32 () 0,57 (d)
86  MeNH-CO-Fn-CO-Cly-NHMe 6,89 7,156,86 7,98 8,17 7,85 1,09 1,02 0,99 0,55 (e) 0,47 (b) 0,42 (a)
87  MeNH-CO-Fn-CO-Ala-NHMe 7,08 6,77 6,71 7,97 7,88 7,91 0,891,11 1,20 0,45 (e) 0,50 (c) 0,51 (a)
88  MeNH, CO-Fn-CO-Val-NHMe 7,206,52 6,55 7,88 7,65 8,01 0,68 1,13 1,46 0,34 (e) 0,52 (d) 0,62 (a)

4 NH-signali navedeni su s lijeva udesno na prikazanim formulama
NH signals are given from left to right in the presented formulas

nema konformacijskih preferencija, tj. prisutne su sve kon-
formacije (osim G). Povecanje boc¢nog lanca aminokiseline
(87, 88) stabilizira P-konformacije u odnosu na M-oblik, a
posebno su stabilni P-E i P-F konformeri. Na slikama 14 i 15
prikazane su energijski najpovoljnije P-heli¢ne strukture u
reprezentativnim konjugatima alanina 81 i 87 iz obiju sku-
pina izvedene na osnovi DFT-racuna.

Na osnovi rezultata spektroskopske i DFT-analize proizlaze
sliededi zakljucci: (i) otopine svih ispitivanih supstrata u ne-
protogenim otapalima sadrze skup konformacija bez iz-
ri¢itih preferencija za pojedini konformer; (ii) povecana
stericka zahtjevnost bo¢noga lanca aminokiseline znatno
reducira broj konformacija (a posebno M-oblika), sto ob-

i

J

‘*{r‘r

jasnjava pozitivni Cottonov efekt pri ferocenskoj apsorpciji
u CD- spektrlma (iii) primjenom postupka v. r.-NMR i
DFT-racuna proizlazi da su u slu¢aju voluminoznijih bo¢nih
aminokiselinskih lanaca favorizirane konformacije E/E' i F/F'
koje sadrze veze 1-NH-O; (iv) na osnovi po jedne vodi-
kove veze koja u sklopu odgovarajucih konformacija spaja
1-i 1'-supstituent objasnjava se preferentna zastupljenost
P-heli¢nih ferocenskih struktura u svim konjugatima koji sa-
drze L-aminokiseline; (v) povecan obujam boc¢nih lanaca
aminokiselina mogao bi biti nacin za dodatnu stabilizaciju
kiralne sekundarne strukture, npr. motiva okreta.*

Imajuéi na umu jedan od vaznih rezultata netom opisanog
rada — da je donorska skupina 1'-MeNH odgovorna za vezi-

J ,«
r‘?‘r

P-F

Slika 14 — P-helicni energetski minimumi na osnovi DFT-racuna za MeNH-CO-Fn-CO-Ala-OMe
(81) s medulancanim 7/7/10-eroclanim IHB-prstenovima

Fig 14

— DFT-calculated P-helical minimum structures of MeNH-CO-Fn-CO-Ala-OMe (81)

containing interchain 7/7/10-membered IHB's
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Slika 15 — Energetski najpovoljnije strukture MeNH-CO-Fn-CO-Ala-NHMe (87) na osnovi DFT-racuna,
koje podsjecaju na “temeljne” konfiguracije (D-F, slika 14)

Fig. 15 — DFT calculated minimum structures of MeNH-CO-Fn-CO-Ala-NHMe (87) reminiscent of the

"basic”configurations (D-F, Fig. 14)

vanje s jukstapozicioniranom aminokiselinom — u sljede-
¢em smo je radu?* zamijenili 1"-acetilnom funkcijom. Zeljeli
smo ispitati ostvaruje li se u tako osmisljenim molekulama
medulancana komunikacija preko toga akceptora vodikove
veze (kao uvjet za ferocensku kiralnost), odn. kakav je utje-
caj velicine bocnoga aminokiselinskog lanca na konforma-
cijske preferencije.

Priprava supstrata Ac-Fn-(AA),-OMe (89, AA = Gly; 90, AA
= Ala) nacinjena je HOBY/EDC-kopulacijom HOOC-Fn-
-COOMe s aminokiselinskim esterima (shema 37)

Kao modelni spojevi za vjerodostojnu konformacijsku ana-
lizu konjugata 89 i 90 posluzili su ogovaraju¢i monosupsti-
tucijski spojevi Fc-CO-(AA),-OMe (25, 26), Cije su moguce
konformacije A-D prikazane na shemi 17. Iz tih su oblika

O
@OH
(1)
Fe 2)
@YMG
O
Shema 37

!
e

izvedeni i hipotetski konformeri supstrata 89 i 90 F-J prika-
zani na shemi 38. Valja uociti da je oblik H karakteriziran
10-eroclanim IHB-prstenom (3-okret), a u F i I se javlja
7-eroclani prsten, odn. y-okret.

Kristalografskom analizom glicinskog konjugata 89 nadene
su dvije unutarlancane veze tipa N-H:--N (konformacija G)
i CH--O=C koje zatvaraju peteroclane IHB-prstenove. Me-
dulancane veze (s 1-Ac) tipa N-H:O ne postoje, buduci
da su ravnine prosirenih konjugiranih jedinica Cp-C=0 go-
tovo paralelne. Geometrija molekule moze se opisati kao
P-1,1", aw =~ 16° (slika 16). Tako ”stratificirana” struktura slaze
se u kristal preko intermolekulskih veza 1-C=0-"H-Ng,, i
1-C=0-"H-N, kao i s pomocu n-n-medudjelovanja ci-
klopentadienskih prstenova.

O

H
N
\XJ\OMe

R

89, R=H
90, R = Me

— Sinteza Ac-Fn-CO-(AA),-OMe (89, 90).

(1) HOBYEDC, CH,Cl,; (2) (AA),-OMe x HCl, NEt,, CH,Cl..
Scheme 37 — Synthesis of Ac-Fn-CO-(AA) ,-OMe (89, 90).
(1) HOBt/EDC, CH,Cl,; (2) (AA),-OMe x HCI, NEt;, CH,Cl,.
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— Moguci obrasci vodikovih veza N-H---O (1'-acetilferocenoil)dipeptida 89 i 90 (E-J); oblik H karakteriziran je 10-erocla-

nim IHB (B-okret), a F/I sedmeroclanim IHB-prstenovima (Napomena: Deskriptori E-J upotrijebljeni su da bi se naglasila veza s “temeljnim”

25/26 A-D prikazanima na shemi 17.

Scheme 38 — Possible N-H--O hydrogen bond patterns of (1-acetylferrocenoyl)dipeptides 89 and 90 (E-J); H form is characterized
by 10-membered IHB (B-turn) and F/I. Note: Descriptors E-J are used to emphasize the connection with the "basic” forms 25/26 A-D pre-

sented in Scheme 17.

Slika 16 — Molekulska struktura Ac-Fc-CO-Cly-Gly-OMe (89) s
dva 5-eroclana unutarlancana IHB-prstena

— Molecular structure of Ac-Fc-CO-Gly-Gly-OMe (89)
containing two 5-membered intrachain IHB rings

Fig 16

Na slican nacin kao $to je izvedena analiza spojeva 25 i 26,
temeljem IR-signala (CH,Cl,) pri v~ 1745 cm™ iskljucuje se
mogucnost v(C=0,,,.) za esterske skupine spojeva 89 i 90
odn. konformacije J. IR-vrpce u podrucju v(N-H) pokazuju
prisutnost asociranih (= 3340 cm™) i slobodnih oblika
(= 3430 cm™), a bududi da se pri razrjedivanju otopine
omjer tih signala samo malo smanjuje, postoji indicija za
dominaciju IHB-vrsta poprac¢enih u manjoj mjeri samo-
zdruzenim oblicima. Mjerenjem IR u ¢vrstom stanju (KBr)
nadeni su NH-signali ispod 3400 cm™" indikativni za vo-
dikovu vezu preko NH; v(C=Ooome) pri = 1750 cm™
ukazuje na slobodnu estersku funkciju, a oba podatka u
skladu su s kristalografskom analizom.

"H NMR-spektri (CDCl;) pokazuju malu ovisnost o koncen-
traciji: imajuci na umu da je 7 ppm priblizna granica za po-
stojanje HB-vezanih i nevezanih oblika iz slike 17 razabire
se da NHg,, sudjeluje u IHB srednje jakosti, a NH,, i
NHg,, u vrTo slabim IHB. NH,.; najvjerojatnije nije uk-
lju¢en u vodikove veze. Vrlo prikladan postupak za odredi-
vanje postojanja i jakosti IHB jest NMR-titracija otopina
uzoraka u CDCl; s DMSO-d,, pri ¢emu nastupa kidanje
IHB i nastajanje solvata s pomicanjem dy, k nizem magnet-
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nom polju: ako su IHB slabe ili ne postoje, Ad je velik (> 1
ppm), a Ad = 0,6 upucuje na srednje jake IHB. Na slici 18
prikazana je titracija spojeva 89 i 90 iz koje se vidi da su kri-
vulje za sve NH-funkcije (osim NHg,,) prilicno “strme” u
podrucju do = 25 % DMSO (u kojem se dogadaju recene
promjene veza) uz Ad = 1,20 ppm. Moze se zakljuciti da je
u ta tri slucaja rijec o slaboj IHB ili da je nema, a kod NH,,
(Ad =~ 0,66) radi se o vezi srednje jakosti.

o/ ppm
~N
z
T
:<Q

0 20 40 60 80 100 120
¢/ mmol L
Slika 17 — Kemijski pomaci amidnih protona Ac-Fc-CO-AAT-
-AA2-OMe (89 i 90) u ovisnosti o koncentraciji (snimljeni u CDCl;)

Fig. 17 - Concetration dependent "H NMR chemical shifts of
amide protons in Ac-Fc-CO-AAT-AA2-OMe (89 and 90) in CDCl,

= m’ = NHala1
° 7/2 ','/ .NHG\ﬂ
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Slika 18 — Titracija otopina uzoraka Ac-Fc-CO-Gly1-Cly2-
-OMe (89) i Ac-Fc-CO-AlaT-Ala2-OMe (90) u CDCl; s DMSO-d,
koja pokazuje promjenu kemijskog pomaka za NH ., i NH 4,
Fig. 18 - DMSO-dj titration of CDCl; solutions of Ac-Fc-CO-
-Gly1-Cly2-OMe (89) and Ac-Fc-CO-Ala1-Ala2-OMe (90) showing
chemical shift changes for NH,, and NH 44,

U skladu s tim nalazom jest i mjerenje v. r.-NMR-spektara
pri cemu je za NHg,, naden v. r. = 0,30 (Sto znaci srednje
jaku IHB), v. r.(NH,,,) = 0,52 (slaba IHB), a za preostale
NH-funkcije (u spojevima 89 i 90) v. r. = 0,65, sto upucuje
na nepostojanje ili vrlo slabe IHB. Na osnovi opisanih spek-
troskopskih podataka (koji su u dobroj uzajamnoj suglasno-
sti) moze se zakljuciti da su preferentne konformacije u
spoju 89 F, G i/ili H s IHB preko NHg,,. U konjugatu 90 vi-
soke v. r.-vrijednosti za NH,,; i NH,,, ukazuju na znatno
slabije veze, pa se moze predvidjeti i kontribucija otvore-

nog oblika E. CD-spektar kiralnog Ala-konjugata 90 poka-
zuje pozitivni Cottonov efekt pri 495 nm (odn. P-kiralnost),
no sli¢no kao sto je nadeno u desimetriziranim konjugatima
81, 82, 87 i 88% i ovdje je rijec o maksimumu znatno slabi-
jeg intenziteta nego u simetri¢nih konjugata P-VII.

Na osnovi predocenih eksperimentalnih podataka moze se
kod spojeva 89 i 90 ocekivati konformacijska populacija E-1
(konformacija J je odbacena!) prikazana na shemi 38. Pri
tome NMR-mjerenja posebno upucuju na oblike u kojima
se IHB ostvaruje preko NH,,. No iz tih se rezultata ne
moze dokuciti o kojima je veznim motivima rijec, pa smo
pristupili DFT-studiji. Za¢udo, pokazano je da kod Gly-
-konjugata 89 s 88 % prevladava konformer 89H (u kojem
je 1-Ac povezan s NHg, ,-skupinom), koji se sastoji iz cetiri
enantiomerna para P- i M-helicnosti s geometrijom 1,1"
1,2'. U gornjem redu naslici 19 predocena su dva energijski
najpovoljnija P-enantiomera iz tog skupa — 89H1 (1,1') i
89H2 (1,2') s relativnim energijama 0,001 1,11 k) mol™" (od-
govarajuci energijski ekvivalentni M-enantiomeri nisu pri-
kazani). DFT-racuni za Ala-konjugat 90 ukazuju na postoja-
nje jednakih udjela (oko 35 %) konformera 90H i otvorenog
oblika 90E. U srednjem redu na slici 19 prikazana su dva
energijski najpovoljnija konformera tipa H: 90H1 (P-1,1)
(@ =11,6°190H2 (P-1,1) (w = 1,2°), a valja uoditi da prvo-
navedeni ima geometriju slicnu geometriji 89H1. U skup
energijski najpovoljnijih konformera ubraja se i 90E1 (w =
71,5°) te njegov dijastereomer 90E2 (w = 72,1°). Oni imaju
suprotnu ferocensku kiralnost, koja se oznacuje kao P-1,2'i
M-1,5' (donji red). Ta dva oblika ne sadrze veze NH---O, ve¢
su (u usporedbi s otvorenim “Xuovim konformacijama” 1,3'
i 1,4 stabilizirane medulanc¢anim IHB tipa (CO)CH,----O.

Na osnovi eksperimentalnih podataka i rezultata DFT-racu-
na moze se zakljuciti sljedece: (i) rendgenska strukturna
analiza i IR(KBr)-spektroskopija pokazuje da u ¢vrstom sta-
nju kod Gly-konjugata 89 prevladavaju procesi samozdru-
zivanja; (i) spektroskopska analiza u otopini (razlicite
NMR-tehnike i IR) pokazuje da kod oba supstrata NH,y;
sudjeluje neznatno u vezivanju, a NH,,, ukljucen je u slabe
do srednje jake IHB; (iii) sustavna analiza konformacijskog
prostora DFT-postupkom potvrduje eksperimentalne po-
datke i specificira da su izrazito zastupljeni konformeri tipa
H (za oba spoja) i E (za konjugat 90); (iv) utjecaj bocnog
lanca na konformacijsku populaciju je evidentan: u mo-
lekulama 89 s ugradenim prostorno nezahtjevnim glicinom
olak$ano je premostenje CH;CO--HNg,, pa je jedini kon-
former 89H (88 %). S obzirom na voluminozniji Ala-konsti-
tuent u konjugatu 90 udjel 90H znatno je smanjen (35 %)
na racun 90E (= 35 %) sli¢ne potencijalne energije; (v) osim
Sto su rijeSene konformacijske preferencije, na osnovi
DFT-studija rastumacena je ferocenska P-kiralnost konju-
gata 90 (koja proizlazi iz njegovih CD-spektara), bududi da
sudjeluju¢i konformeri E i H vise pridonose P- negoli
M-usmijerenju; (vi) izostavljanje samo jednog hidrogen-do-
norskog supstituenta (1'-NHMe) u usporedbi s konjugatima
MeNH-CO-Fn-CO-AA-NHMe* u spojevima 89 i 90 dra-
sticno mijenja konformacijsku distribuciju.

U sljede¢em radu?? istrazili smo desimetrizirane konjugate
Boc-AA-NH-Fn-NH-Ac (XII) koji se formalno izvode iz si-
metricnih peptida (Boc-AA-NH),Fn (VIII) (v. shemu 33).
Priprava tih spojeva zapocinje pretvorbom amid-kiseline
49 u amid-azid 91, koji Curtiusovim pregradivanjem prelazi
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Slika 19 — Najstabilnije konformacije 89 s 1,1'- and 1,2"-supstitucijskim obrascem [sli¢ni konfor-
meri H3 (1,1)) i H4 (1,2) su izostavljeni] (gore). Skup najvaznijih oblika konjugata 90 (dolje)

Fig 19

— The most stable types of 89 pattern featuring 1,1" and 1,2 substitution mode [similar

conformers H3 (1,1') and H4 (1,2") are omitted] (top). Set of the most important forms of conjugate 90

(bottom).

u Boc-NH-Fn-NH-Ac (92) uz nastajanje manje kolicine si-
metri¢ne uree (93).? Deprotektiranjem Boc-derivata 92 do-
biva se preko hidroklorida 94 meduprodukt H,N-Fn-NH-
-Ac, koji se uz pomo¢ HOBYEDC kopulira s aminokiselina-
ma u zeljene spojeve tipa XII (95-98) (shema 39).

Na shemi 40 prikazane su moguce konformacije pripravlje-
nih supstrata u koje su uklju¢ene IHB sa sve tri donirajuce
NH-skupine. Konformer A sadrzi polovicu kriznog IHB-mo-
tiva (prikazanog za simetri¢ni VIII na shemi 11), pri ¢emu se
zatvara 10-eroclani prsten koji predstavija B-okret. S tim
NH-donorom moze se zamisliti i vezivanje s "blizom” kar-
bonilnom funkcijom uz istodobnu medulanc¢anu vezu: nas-
taju dva 7-eroclana IHB-prstena (y-okret) prikazana u obli-
ku B. Angaziranjem NH-skupina iz duljega lanca nastale bi
medulancane 7-eroc¢lane (C) i 10-eroclane IHB (D). Kao 5to
je prethodno opisano (v. shemu 13) odgovarajuc¢i mono-
supstitucijski konjugati Boc-AA-NH-Fc (21-23) ne sadrze
medulancane IHB, pa predstavljaju izvrsne modelne (refe-
rentne) spojeve za komparativnu spektroskopsku analizu.

U IR-spektrima (CH,Cl,) supstrata 95-98 javljaju se signali
srednje jakosti oko 342713220 cm™ indikativni za slobod-

ne i asocirane NH-skupine. U raspravi '"H NMR-spektara
govori se 0 NH,,(NHBoc), T-NH(NH¢,) i T-NH(NH) sku-
pinama, ¢iji su NMR-signali u CDCl;-otopinama zabiljezeni
pri=5,3,~8i8,1 ppm (tablica 2). To znaci da prva NH-sku-
pina ne sudjeluje u vodikovim vezama. Druge dvije amidne
funkcije s priblizno jednakim kemijskim pomakom (> 7
ppm) uklju¢ene su u vodikove veze, a njihov intramo-
lekulski karakter proizlazi iz snimanja NMR-spektara pri
razlic¢itim koncentracijama, pri ¢emu se njihov polozaj tek
neznatno mijenja. Jakost pojedinih veza moze se kvantita-
tivno odrediti s pomocu v. r.-postupka pri ¢emu su dobive-
ne sljedece vrijednosti v. r. (naprijed navedenim slijedom):
~1,~0,45i~0,40 (tablica 2), $to ponovno ukazuje na prak-
ticki nevezanu skupinu NH,,, a druge dvije sudjeluju u IHB
srednje jakosti. U nizu 95—96—98 ne javlja se monotona
promjena navedenih NMR-podataka, $to znaci da veli¢ina
boc¢nog lanca aminokiseline ne utjece vidljivo na karakter
IHB. U CD-spektrima kiralnih konjugata 96-98 apsorpcijski
su maksimumi zabiljezeni pri & 469 nm. U konjugatima
izvedenim iz L-aminokiselina inducirana je P-heli¢nost fe-
rocena, a krivulje dobivene za L-Ala i D-Ala spojeve su zrcal-
no simetricne. Na osnovi navedenih eksperimentalnih
podataka moze se zakljuciti da izmedu 1- i 1'-supstituenata
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Shema 39 - Priprava desimetriziranih derivata Fcda — Boc-AA-NH-Fn-NH-Ac (95-98) “azidnim” postupkom: (1) CICOOEt/NEt,, ace-
ton; (2) NaN,, H,O; (3) tert-BuOH, 70 °C; (4) HCI(g)/EtOAc; (5) Et;N, CH,Cl,; (6) HOB/EDC, Boc-AA, CH,Cl, (AA = Cly, Ala, D-Ala, Val).

Scheme 39 - Synthesis of desymmetrized Fcda derivatives - Boc-AA-NH-Fn-NH-Ac (95-98) by “azide” procedure: (1) CICOOEt/NEt,,
acetone; (2) NaN,, H,O; (3) tert-BuOH, 70 °C; (4) HCI(g)/EtOAc; (5) HOBt/EDC, CH,Cl,; (6) HOBYEDC, Boc-AA, CH,Cl, (AA = Gly, Ala,

D-Ala, Val).

postoji komunikacija, koja rezultira konformacijskom po-
pulacijom A-C. Oblik D moZze se odbaciti jer je skupina
NH,, slobodna.

Bududi da su spektroskopska svojstva svih Cetiriju supstrata
vrlo slicna, moze se pretpostaviti i slicna zastupljenost kon-
formera, pa je nacinjeno DFT-modeliranje reprezentativ-
nog Ala-spoja 96. Na slici 20 prikazane su konformacije A,
B i C P-orijentacije kao i njihovi pridruzeni dijastereomerni
M-oblici (u zagradama je navedena njihova izracunana po-
tencijalna energija u k] mol™). Konformacije sa sadrzajem
energije ispod 6 k] mol~' su P-A (1,1"), P-B (1,2'), P-C (1,2 i
M-C (1,5, a u njima su u IHB uklju¢ene 1T-NH i 1'-NH. Re-
lativne energije oblika P-D i M-D, kao i otvorene konforma-
cije iznose 7 — 20 k) mol™ pa ih se moze smatrati marginal-
nima.

Namece se sljedeci zakljucak: (i) asimetricni derivati Fcda —
Boc-AA-NH-Fn-NH-Ac javljaju se kao skup konformera s

intramolekulskim vezama u koje su uklju¢ene obje ami-
no-skupine uz ferocen, a NH,, je slobodna; (ii) vecina
nisko-energijskih konformacija ima P-orijentaciju ferocen-
skog kromofora uz supstituciju L-aminokiselinom, sto je u
skladu s (+)-CD signalom; (iii) jakost pojedinih IHB (odn.
populacija odgovarajucih konformacija) odredena je s po-
mocu v. r.-postupka i ne ovisi o ugradenoj aminokiselini.?*

6. Ferocenski ureidni peptidi i -peptidi

U drugom poglavlju objasnjeno je da se umetanjem mo-
lekulskih kalupa (scaffold, template) u strukturu oligopepti-
da moze pripraviti modele peptida koji zauzimaju Zeljenu
konformaciju. Ti peptidni mimetici sluze za studij svijanja
proteina buduci da se te velike biomolekule javljaju u bez-
broj termodinamicki slicnih konformacija koje je nemo-
guce izdvojiti. Vazno mjesto medu peptidnim mimeticima
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— Hipotetske konformacije Boc-AA-NH-Fn-NH-Ac (95, AA= Cly; 96, AA= Ala; 97, AA= D-Ala;
98 AA=Val) A, B, Ci D s 10/ 2x7 /7 /10-eroclanim IHB

Scheme 40 — Hypothetic conformations of Boc-AA-NH-Fn-NH-Ac (95, AA= Cly; 96, AA= Ala; 97, AA=
D-Ala; 98, AA= Val) A, B, C and D containing 10/2x7/7/10-membered IHB

Tablica 2 — "HNMR-podatci za referentne spojeve 20, 21-23 (bez IHB) i za Fcda-derivate 95,96 i 98 (c = 5 - 107

~-2-10*molL™)

Table 2 — '"H NMR data for reference compounds 20, 21-23 (without IHB’s) and for Fcda derivatives 95, 96 and 98
(c=5-103- 2-10“*mol L)
Spo dnp(CDCly) Onp(DMSO-dg) | 8(DMSO-dg) -6 (CDCly)
C Formula? r. (ref.)

ompd. ppm ppm ppm

20(a) Boc-NH-Fc 6,49 9,28 2,79

22(b) Boc-Gly-NH-Fc 5,45, 6,68 7,00, 9,23 1,55, 2,55

21(c) Boc-Ala-NH-Fc 5,55, 6,83 7,00, 9,28 1,45, 2,45

23(d) Boc-Val-NH-Fc 527,714 6,78, 9,33 1,51,2,19
95  Boc-Gly-NH-Fn-NH-Ac 5,52, 7,88, 8,14 6,98, 9,08, 9,16 1,46, 1,20, 1,02 0,94 (b), 0,47 (b), 0,37 (a)
96  Boc-Ala-NH-Fn-NH-Ac 5,33, 8,08, 8,19 6,99, 9,07, 9,22 1,67,0,99, 1,03 1,14 (c), 0,40 (c), 0,37 (a)
98 Boc-Val-NH-Fn-NH-Ac 5,25,7,98 6,75,9,09, 9,27 1,5,1,11,1,29 0,99 (d), 0,51 (d), 0,46 (a)

# NH-signali navedeni su s lijeva udesno na prikazanim formulama
NH signals are given from left to right in the presented formulas

nalaze ureidni peptidomimetici XIlI Cije se nastajanje moze
zamisliti pretvorbom peptidne funkcije u ureilensku skupi-
nu. Pri tome se (zbog sintetskih razloga) opetovane jedinice
oligomera najcesc¢e obogacuju i po jednom metilenskom
skupinom, sto je prikazano na shemi 41.4

Primjer ureidnog peptidomimetika u koji je ukljucen etilen-
diamin (7) prikazan je na shemi 8, a moze se uociti da
ukomponirana ureilenska skupina predstavlja zacetnik tzv.
U-okreta koji inducira umjetnu paralelnu B-plohu. Osim
kao modeli za peptidne molekule ti pseudopeptidi prouca-
vaju se i kao spojevi s potencijalnom bioloskom aktivnoscu.
Poznato je da peptidi i proteini imaju znacajnu ulogu u

imunoloskim, neuroloskim i drugim bioprocesima: djeluju
kao receptori, neurotransmiteri, neuromodulatori, enzimi,
hormoni, antigeni, antibiotici, itd. No, unatoc toj sirokoj i
izrazenoj bioaktivnosti, primjena peptida kao lijekova pri-
licno je ograni¢ena nepogodnostima koje se dogadaju pri
njihovu unosenju u bioloski sustav: oni se vrlo lako proteoli-
ziraju, a Cesto su previse hidrofilni da bi prosli kroz stani¢nu
opnu. Zbog toga se u protekloj dekadi zariste farmaceutskih
istrazivanja pomaknulo s proteina na umjetne peptidomi-
metike ("pseudopeptide”). Postoji vise mogucnosti "po-
pravka” navedenih nedostataka proteina, pri ¢emu se mije-
nja struktura njihova skeleta (¢esto do neprepoznatljivosti).
Karakteristika ureidnih pseudopeptida jest da su manje



V. RAPIC i M. KOVACEVIC: lIl. Organometalna i bioorganometalna kemija — ferocenski peptidi, Kem. Ind. 61 (2) 71-120 (2012)

109

P-C (4,0 kJ mol™) M-C (2,0 kJ mol™)

Slika 20 — Geometrije Boc-Ala-NH-Fn-NHAc (96) optimizira-
ne na osnovi DFT s naznakom njihovih relativnih energija u k mol™’
u zagradama

Fig. 20 - DFT-optimized geometries of Boc-Ala-NH-Fn-NHAc
(96) along with their relative energies in k] mol™ in parentheses

[ R H H
Al b
$$5\\N /N\ N;V\N
K — O R? H
X1
Shema 41

osjetljivi na djelovanje proteolitickih enzima, a spomenuto
obogacivanje na metilenskim skupinama povecava zeljenu
lipofilnost molekule kao uvjet za prolazak kroz biomembra-
ne. Nadalje, podskupina NH-CO-NH djeluje kao farmako-
for u nekim peptidnim inhibitorima.*' Ureilenska je skupina
donor-akceptor vodikove veze, $to je bitno za topljivost u
bioloskoj (vodenoj) sredini kao i za poboljsanje medudjelo-
vanja s receptorima. U kemijskoj je literaturi opisano vise
ferocenskih derivata s ureom, a s obzirom na moguénost
tvorbe HB preko te skupine, ti su spojevi istrazeni kao re-
ceptori za vezivanje aniona te u procesima samozdruziva-
nja. Pogodni supstrati za medudjelovanije s anionima su si-
metri¢ni spojevi tipa Fn(NH-CO-NH-R), 99 (R = C(CH,-
CH,COOt-Bu), 2-naftil, krunasti eteri), pri cCemu ferocenil-
na jezgra sluzi kao elektrokemijska detekcijska jedinica.*?
Samozdruzivanje ferocena koji sadrzi ureilenske skupine na
osnovi donorskih svojstava NH i akceptorskih svojstava CO
sluzi pri konstrukciji ionskih kanala.** U drugomu dijelu pri-
kaza? opisano je djelovanje poveznice -NH-CO-NH- iz-
medu dviju ferocenskih jezgri u spojevima R-Fn-NH-CO-
-NH-Fn-R u smislu prijenosa elektrona odn. delokalizacije
naboja.*?

Osim kod homooligomernih ureidnih peptidomimetika ti-
pa XIII farmakoforna svojstva peptida mogu se “popraviti” i
njihovom kopolimerizacijom s drugim pseudopeptidima.
Tako npr. njihovom kondenzacijom s peptoidima nastaju
"hibridni” sustavi poznati pod nazivom ureapeptoidi.*' Jed-
nostavniji slu¢aj su molekule koje uz peptidnu skupinu sa-
drze ureilensku formaciju imenovane kao ureinski peptidi
(ureidopeptidi) (XIV). Za njihovu se pripravu mogu primije-
niti sliedeci postupci: (i) reakcija aminokiseline (ili peptida)
s ureinskom aminokiselinom 100; (ii) kondenzacija pepti-
da/aminokiseline s izocijanatom i obratno; (iii) kondenzaci-
ja aminokiselinskog/peptidnog izocijanata 101 s aminom.*?
(shema 42)

Bududi da su ferocenski amini vrlo nestabilni, a peptidni
izocijanati komercijalno nedostupni (iii), od preostala dva
postupka za pripravu ferocenskih ureidopeptida opisanih u

R4
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Y

— Ureidni peptidomimetici XII nastaju formalnim umetanjem po jedne metilenske i amino-skupine

u svaku opetovanu jedinicu oligopeptida (uokvireno)

Scheme 41 — Urea peptidomimetics XIII are formally generated by insertion of one methylene group and
one amino function (highlighted parts) in each repeated unit in oligopeptide
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na je priprava mono- (X = H) i disupstitucijskih (X = COO-
Me) ferocenskih ureidopeptida (tipa XIV) polazeci iz odgo-
varajucih azida 19 i 102 koji su zagrijavanjem u benzenu

o) R*
0 R1\ )]\ )\H/OH +
N N
l, |
R R, e}

100

'F3 0O R6
i R=N=C=0 + HNWN)\[%/OMG
|
R* R® o'

R* f|<5 o)
N R
i) RRNH s o=c=N/\ﬂ/< \/J}n\ow
o) R

101

pregradeni u izocijanate 27 i 103. Kondenzacijom tih me-
duprodukata s Ala-OMe ili H(Ala),-OMe nastaju Zeljeni
ureidopeptidi 28, 29, 104 i 105, a kao nusprodukti izdvoje-
ne su simetricne uree 106 i 107.2

o) R ||25 o)
R1\ )I\ N
- ! s T Il\l , OMe
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X1V

Shema 42 - Priprava ureidopeptida reakcijom aminokiselinskih (peptidnih) estera s (i) HOBt/EDC-aktiviranom ureinskom aminokise-

linom 100 ili (ii) izocijanatom te (iii) kondenzacijom aminokiselinskog (peptidnog) izocijanata 101 s aminom

Scheme 42 - Synthesis of ureidopeptides by reactions of amino acid/peptide esters with (i) either HOBt/EDC activated ureine amino
acid 100 (i) or isocyanate, as well as by (iii) condensation of amino acid/peptide isocyanate 107 with an amine
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28, X=H,n=1
29, X=H,n=2
104, X = COOMe, n =1
105, X = COOMe, n =2

Shema 43 - Priprava Fc-mono- (28, 29) i Fc-disupstitucijskih (104, 105; tip XIV) ureidopeptida preko ferocenskih izocijanata:
(1) benzen, 80 °C; (2) n = 1: H-Ala-OCH-HCI, Et;N, CH,Cl,; n = 2: H-Ala-Ala-OCH,-HCl, Et,;N, CH,Cl,.
Scheme 43 — Synthesis of Fc mono (28, 29) and Fc-bisureidopeptides (104, 105; XIV type) via ferrocene isocyanates:

(1) benzene, 80 °C; (2) n = 1: H-Ala-OCH;-HCI, Et;N, CH,Cl,; n = 2: H-Ala-Ala-OCH-HCI, Et;N, CH,Cl,.
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Slika 21 — Intermolekulske vodikove veze u kristalu dialaninskog ureidopeptida 105
Fig 21

Kristalografskom analizom diaminskog konjugata 105 po-
kazano je da je ureilenska skupina koplanarna s Cp-jez-
grom, a obje su sastavne NH-skupine jednako usmjerene.
Molekule su uzajamno povezane dvostrukim intermole-
kulskim vodikovim vezama CO,,;---HN4.; | COp "HNyo
(uz tvorbu 12-eroclanih prstenova) u smjeru beskonac¢nog
lanca. Niti jedna od esterskih skupina nije ukljucena u vezu
(slika 21).

U IR-spektrima (CH,Cl,) svih cetiriju ureidopeptida nalaze
se V(NH) ispod i iznad 3400 cm™ sto indicira slobodne i
asocirane NH-skupine. Visoki valni brojevi v(C=0) obiju
esterskih skupina upucuju na odsutnost HB s tim funkcija-
ma, Sto znaci da se inter- ili intramolekulska medudjelova-
nja odvijaju preko aminokiselinskih NH- i CO-skupina. Za
razliku od prethodno opisanih konjugata Me-CO-NH-Fn-
-CO-AA-OMe (57, 58: v. shemu 24) u NMR-spektrima di-
supstitucijskih konjugata 104 i 105 H2'/H5' i H3//H4' (odn.
C2//C5' i C3'/C4") nisu dijastereotopni, $to znaci da nema
prijenosa kiralne informacije s peptidnog lanca na 1-COO-
Me, odn. da ne postoji medulanc¢ana IHB. Pri nizim tempe-
raturama, kao i pri vecoj koncentraciji, u "H NMR-spektri-
ma nastupa znatan pomak prema nizem polju, Sto je
indikacija za intermolekulsku vodikovu vezu. Na osnovi tih
podataka i mjerenja asocijacijskih konstanti (K,) moze se
pretpostaviti da je inicijalan proces tvorba dimera iz dvaju
monomera. Pri tom valja napomenuti da su Ky za NH,., i
NH,.; sli¢ne vrijednosti (= 70 mol™ L), a K, izvedene za
NH,., znatno su manje, sto znaci da obje ureilenske NH-
skupine interagiraju gotovo sinkrono, a proton iz NH,,, u
znatno manjoj mjeri.

U blizini UV-apsorpcijskog maksimuma (448 nm) mono-
supstitucijski konjugat 29 pokazuje pozitivan Cottonov
efekt, a disupstitucijski produkti 104 i 105 negativan signal,
Sto govori o kiralnom okruzenju ferocenskog kromofora.
Ukoliko bi pri tome u CH,Cl, postojale IHB, ocekuje se (u
skladu s prethodnim primjerima) da ¢e ih dodatak kompeti-
raju¢ih otapala (npr. DMSO) narusiti i smanjiti intenzitet
CD-signala. No njegov se intenzitet kod 29 i 104 gotovo
udvostrucuje, a kod konjugata 105 nastupa obrat iz nega-

— Intermolecular hydrogen bonds in the crystal of dialanine ureidopeptide 105

tivnog u pozitivni predznak. To znaci da je okruzenje kro-
mofora u zadnjem slucaju znatno razlicito u CH,Cl, i
CH,Cl,/DMSO. Zaklju¢no, moze se pretpostaviti da za tu
promjenu nisu odgovorne stabilne konformacije s medu-
lancanim IHB (koje su uzrokom ferocenske aksijalne kiral-
nosti), ve¢ drugi fenomeni u medudjelovanju molekula. Na
osnovi DFT-racuna za spojeve 104 i 105 proizlazi da ne po-
stoji energijski povlastena konformacija izmedu onih s IHB i
bez njih. Svi modelirani oblici leze unutar energijskog po-
drucja od 8 kJ mol™, sto potkrepljuje eksperimentalne po-
datke o prevazi intermolekulskog zdruzivanja.

Temeljem iznesenih eksperimentalnih i teorijskih istrazi-
vanja moze se zakljuciti: (i) za razliku od "simetri¢nih” urei-
dopeptida 7, u supstratima 104 i 105 IHB imaju minornu
ulogu, a samozdruzivanje prevladava u otopini i u ¢vrstom
stanju; (i) u tim medudjelovanjima NH-skupina uree dje-
luje kao donor, a Ala-amidne funkcije kao akceptori vo-
dikove veze; (iii) skupina 1-COOMe nije ukljucena u vo-
dikovu vezu.?

Imajudi na umu kiralno uredenje simetri¢nih ureidopeptida
7 u smislu nastajanja umjetne B-plohe, u sliedecem smo
radu* proucili svojstva njihovih ferocenskih analoga XVi,
koje se moze izvesti simetrizacijom ureidopeptida tipa XV*
ili formalnim umetanjem po jedne aminoskupine izmedu
Cp-prstenova i susjednih karbonilnih skupina u konjugati-
ma VII (shema 44). Moze se ocekivati da ¢e te C,-simetri-
¢ne molekule pokazivati zanimljive IHB-motive s obzirom
na povecani broj NH-donora vodikove veze. Priprava ko-
njugata s po jednom (108) ili dvije alaninske podjedinice
(109) u svakom podandnom lancu izvedena je na slican
nacin kao za derivate XV i prikazana na shemi 45.

Rendgenskom analizom monokristala bisalaninskog ko-
njugata 108 nadene su sljedece stereokemijske mjerne
velicine: w = +16° (P-1,1'), ® = 2,81°. Molekule su sta-
bilizirane dvjema (simetricno polozenim) medulancanim
IHB NH, 0. "O=Ceor "ucvrienih” treom vezom
NH,. "O=Cq (slika 22), a kristalno pakiranje odvija se
samozdruzivanjem u beskonacni lanac preko preostalih
funkcija COy, i NH,, susjednih molekula.
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Shema 44 - Genealogija simetri¢nih Fc-ureidopeptida XVI transformacijom supstituenta X u konjugatu XV u lanac ili formalnim ume-

tanjem amino-skupine uz ferocensku jezgru u Fcd-derivatima VII. Treba uociti da je (ureido)peptidni N-terminus na lijevoj, a C-terminus na
desnoj strani svih molekula.

Scheme 44 — Genealogy of symmetrical Fc ureidopeptides XVI either by transformation of substitutent X in conjugate XV in chain or by
formal insertion of amino groups in vicinity of Fc core in Fcd derivatives VII. One could notice that N terminus of (ureido)peptide chain lies

on the left, and C terminus on the right of the formulas presented.
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Shema 45 - Priprava Fn-bisureidopeptida (108, 109; tip

XVI) preko ferocen-1, 1-diizocijanata:

(1) benzen, 80 °C; (2) n = 1: H-Ala-OCH,-HCl, Et,;N, CH,Cl,;

n = 2: H-Ala-Ala-OCH;HCl, Et;N, CH,Cl,.

Scheme 45 — Synthesis of Fn-bisureidopeptides (108, 109;
XVI type) via ferrocene, 1'-diisocyanate:

(1) benzene, 80 °C; (2) n = 1: H-Ala-OCH-HCI, Et;N, CH,Cl,;

n = 2: H-Ala-Ala-OCH,-HCl, Et;N, CH,Cl,.

Tako znacajna angaziranost gotovo svih donorsko-akcep-
torskih funkcija u ¢vrstom stanju vidljiva je i iz IR-spektara
(KBr) obaju spojeva karakteriziranih vrpcama pri = 3350
cm™ i= 1660 cm™ (svojstvenih za vezane amidne skupine).

Iz IR-podataka (CH,Cl,) mogu se pouzdano do-

kuciti polozaji akceptora vodikove veze, pa je u
(2) spoju 108 rije¢ 0 C=0,,, (1728 cm™), au 109 o

C=0,q (1661 cm™). No to mjerenje ne daje toc-
ne podatke o polozajima NH-donora, nego se samo moze
uociti da su neki u medudjelovanju, a neki slobodni. Na to
pitanje precizniji odgovor daju podatci "H NMR-spek-
troskopije u CDCl; i DMSO-d; (tablica 3). Usporedimo li
prikazane kemijske pomake spojeva 108 i 109 s njihovim
referentnim spojevima 28 i 29 (u kojima nema IHB),
proizlazi da u njima nastupa za NH,., i NH,.; pomak k
nizem magnetnom polju, sto znaci da su te dvije skupine
donori vodikove veze, a NH,;,, (u 109) to nije. U do sada
opisanim Fc-peptidima NH-donorske skupine koje rezoni-
raju pri nizoj vrijednosti magnetnog polja od 7 ppm smatrali
smo ukljucenim u IHB, a one pri visoj vrijednosti slobodni-
ma. Ovaj primjer pokazuje da to nije apsolutno pravilo, ve¢
da treba uzeti u obzir i okolinu te skupine (npr. sklop urei-
lenske skupine, alifatske/aromatske supstituente, itd.), a
kao dobar oslonac uvijek sluzi usporedba s referentnim
spojevima.

—_—

Nadalje, u oba bisureidnopeptidna spoja vrijednosti Ad
koje pripadaju NH,.; su negativne, $to znaci da su IHB
proistekle iz te skupine jace od odgovaraju¢ih veza
NH:---OSMe, u DMSO. Buduc¢i da Ad za NH,,; u 108 (u
kojem se pojavljuje veza NH,,;*O=C,,,) iznosi — 0,04
ppm, doc¢im je odgovarajuca vrijednost za 109 (s vezom
NHy.1 " O=C,nia) — 0,44 ppm, moze se zakljuciti da se u
drugomu slucaju radi o jacoj IHB. U prilog tomu zakljucku
govore i podatci iz koncentracijski ovisnog 'H NMR-sni-
manja: vrijednosti d se za NH ., i NH,,; u oba spoja i pora-
stom koncentracije prakticki ne mijenjaju, a za NHy,, u
spoju 109 nastupa primjetan pomak k nizem magnetnom
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Slika 22 — Molekulska struktura ferocenskog bisureidopeptida 108 u kristalu i odgovarajuca strukturna formula

Fig 22

polju, sto govori o ukljucenosti u inter-, a ne intramo-
lekulsku vodikovu vezu.

Mjerenjem CD-spektara spojeva 108 i 109 u ¢vrstom stanju
(KBr) potvrden je nalaz rendgenske analize o medulanca-
nim IHB, o kojima se ovdje zaklju¢uje preko pozitivnog
Cottonova efekta pri = 470 nm (P-ferocenska kiralnost).
Sli¢ne rezultate dobiva se iz CD-spektroskopije u CH,Cl,
Amax = 460 nm), a dodatak “razlazu¢eg” DMSO znatno
smanjuje intenzitet signala spoja 108; kod konjugata 109 to
je smanjenje zamjetno slabije Sto govori o jacoj IHB u dru-
gom slucaju (i podupire rezultat NMR-spektroskopije).

Na osnovi DFT-modeliranja za obje molekule naden je
energijski minimum za C,-simetricne konformacije koji
podsjecaju na konformer Fn(CO-AA-OMe), VIl prikazan na
shemi 19. Na slici 23 prikazan je konformer spoja 108
(oblik za 109 vrlo je slican) koji sadrzi dvije 10-eroclane
IHB. Izracunani konformer usporediv je s kristalnom struk-
turom 108 (slika 22) u pogledu geometrije [Sto se tice kuta
o = +9°(P-1,1" i duljine vezal. Treba uociti da je C,-sime-
trija u ¢vrstom stanju narusena kidanjem jedne od Cetiriju
[HB (NH,,*O=C,,), a oslobodene se skupine angaziraju
u tvorbi kristalne resetke (preko intermolekulskih veza).

Na osnovi eksperimentalnih i teorijskih postupaka moze se
zakljuciti: (i) kristalna struktura ureidopeptida 108 sadrzi
jednu “racvastu” IHB izmedu NH,,../NH,, i C=0,, i IHB
NH e "O=Cq Uz intermolekulske veze preostalih NH i
C=0; (ii) u nekoordiniraju¢im otapalima postoji C,-sime-
tricna veza koja sadrzi Cetiri unakrsne IHB koje su komponi-
rane u dvije racvaste veze: tako je monoalaninski derivat
108 karakteriziran rac¢vastim vezama NH,./NH,,-O=

— Molecular structure of 108 in the crystal and the corresponding structural formula

Ceser, @ bisalaninski konjugat 109 sli¢nim IHB-motivom s
vezama NH,../NH,;-"O=C,.q koje se uspostavljaju iz-
medu susjednih lanaca; (iii) slican motiv s unakrsnim dvo-
strukim vezama naden je u C,-simetri¢nim derivatima Fcd
VIIi Fcda VI, a u sva je tri slucaja rijec o prilicno robustnim
formacijama; (iv) nasuprot tim stabilnim konformerima
podsjetimo se da je u desimetriziranim derivatima Fcd i
Fcda, tj. konjugatima XI i XII konformacijska populacija ka-
rakterizirana skupom oblika, koji sadrze po jednu ili dvije
IHB.23:2439

U drugom poglavlju posve¢enom peptidima i peptidomi-
meticima opisani su tipovi B-aminokiselina (shema 10) kao i
iz njih izgradeni B-peptidi koji pripadaju jednoj od najak-
tualnijih i najvise proucavanoj skupini peptidnih mimetika.
B-Peptidi kratkoga lanca svijaju se u otopini na predvidiv
nacin, a pri tvorbi sekundarne strukture najcesca je tvorba
uzvojnica Ha i Ilb cije su karakteristike prethodno opisane u
ovom tekstu (slika 2). U danasnje su vrijeme pripravljene i
proucene i gotovo sve druge mogucnosti konformiranja tih
molekula kao npr. ukosnicki okret, strukture s istegnutim
lancem, slagaline i plohe.™ Imajuci na umu osnovnu inten-
ciju nasih istrazivanja — proucavanje umjetnih -ploha — na-
vest ¢emo dva primjera takve sekundarne strukture u koje
su ukljucene B-aminokiseline. Ukoliko su B-aminokiseline
na odgovarajuci nacin supstituirane u a- i/ili B-polozajima,
ne mogu se svijati u uzvojnicu, ve¢ poprimaju istegnutu
strukturu (slicno kao kod B-lanca). Spajanjem takvih anti-a,
B-disupstituiranih aminokiselina s a.-depsipeptidnim zacet-
nikom okreta pripravljen je hibridni oligomer 110. Na
osnovi kristalografske analize nadeno je da je rije¢ o mini-
malnoj antiparalelnoj B-plohi ukosnickog tipa. Ugradiva-

Tablica 3 - "M NMR-spektroskopski podatci za Fc-diureidopeptide 108/109 i referentne monoureidopeptide 28/29

Table 3 — 'H NMR spectroscopic data for Fc-bisureidopeptides 108/109 and reference monoureidopeptides 28/29
SpO] 6NH(CDC|3) 6NH(DMSO-d6) (5 (DMSO-d6) —(5 (CDC'})

Formula? - -
Compd. ppm ppm ppm

108 Fn(NH-CO-Ala-OMe), 6,10 6,36 7,52 6,32 1,42 0,04
28 Fc-NH-CO-Ala-OMe 5,63 5,70 7,68 6,31 2,05 0,61
109 Fn(NH-CO-Ala-Ala-OMe), 6,42 6,80 7,05 7,47 6,31 8,15 1,05-0,42 1,10
29 Fc-NH-CO-Ala-Ala-OMe 6,08 6,09 7,07 7,73 6,17 8,44 1,250,08 1,37

4 Rezonancije su navedene s lijeva udesno na prikazanim formulama

Resonances are given in the sequence from left to right in the presented formulas
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Slika 23 — Konformer Fn(NH-CO-Ala-OMe), (108) na osnovi DFT-racuna koji sadrZi dvi-
je racvaste IHB uz tvorbu 10- i 12-eroclanih prstenova; gore: bocni pogled; dolje: pogled
odozgo koji ilustrira pribliznu C,-simetriju; desno: strukturna formula molekule

Fig. 23 - DFT-calculated conformer of Fn(NH-CO-Ala-OMe), (108) containing two bi-
furcated IHB's forming 10- and 12-membered rings; top: side view; bottom: top view illustra-
ting the approximate C,-symmetry; right: structural formula of the molecule

njem zacetnika okreta (koji se sastoji iz heterokiralnog di-
mera nipekotinske kiseline) u sklop B-tetrapeptida nastaje
B-ukosnicka struktura 111 (shema 46).

Imajuci na umu zanimljive rezultate istrazivanja Fca-oligo-
peptida tipa IX (shema 23), pri ¢emu podtipove s vrlo di-
stinktnim svojstvima predstavljaju dipeptidi IXa i sym-tripe-
ptidi IXb, u sljede¢em smo radu istrazili ucinak (formalnog)
umetanja metilenskih skupina u aminokiselinsku okosnicu
tih molekula. Drugim rijecima, nacinili smo konformacijsku
analizu B-aminokiselinskih analoga tih spojeva.*® Pri tome
smo odabrali najjednostavniju kiralnu B-aminokiselinu
(B-aminoizomaslacna kiselina = B-Aib) Cija je sinteza izve-
dena postupkom opisanim u literaturi*’ predocenim na

110
Shema 46

shemi 47. Hidrolizom intermedijarnog 113 u refluksirajucoj
vodenoj otopini dobiveno je 85 % (S)-B-Aib 114 koja je na
uobicajeni nacin pretvorena u N-Boc-derivat i ester-hi-
droklorid. Kombinirajuci kopulaciju odgovarajucih derivata
B-Aib i Ala's Boc-Fca (48) odn. Boc-Fca-Ala-OMe pripravili
smo dipeptid 115 i tripeptide 116—118 kao sto je to prika-
zano na shemi 48.

Iz IR-spektara (CH,Cl,) konjugata 116 i 117 proizlazi da su
ovdje skupine C=0,q, u jakoj IHB (= 1713 cm-"), nou 115
i 118 ta je skupina vezana slabije (= 1730 cm™'). NH-skupi-
ne kod svih su supstrata dijelom vezane (v < 3400 cm), a
dijelom slobodne (¥ > 3400 cm™"), a bududi da se pri
razrjedivanju ne mijenja omjer tih signala rijec je o IHB. Iz

— Umjetne B-plohe sastavljene iz istegnutih lanaca -peptida i zacetnika -okreta (uokvireni dio)

Scheme 46 — B-Sheet mimics containing extended pB-peptide strands and the appropriate -turn inducers (highlighted)
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Shema 47 - Priprava (S)-B-Aib (114) polazeci iz Boc-f-Ala
Scheme 47 — Synthesis of (S)--Aib (114) starting from Boc--Ala
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Shema 48 - Priprava-Aib konjugata s Fca (116-118) polazeci iz Boc-Fca (48) odn. Boc-Fca-Ala-OMe (53)
(1) HOBt, EDC, CH,Cl,; (2) B-Aib-OCH,-HCI, CH,Cl,, Et;N; (3) HCI@)/EtOAC, Et,N, CH,Cl; (4) Boc-B-Aib-OH,
HOBt, EDC, CH,Cl,; (5) Boc-Ala-OH, HOBt, EDC, CH,Cl,

Scheme 48 — Synthesis of f-Aib conjugates with Fca (116-118) starting from Boc-Fca (48) and Boc-Fca-Ala-
-OMe (53), respectively

(1) HOB, EDC, CH,Cl,; (2) B-Aib-OCH,-HCI, CH,Cl,, Et;N; (3) HCI@/EtOAC, Et;N, CH,Cl,; (4) Boc-B-Aib-OH,
HOBt, EDC, CH,Cl,; (5) Boc-Ala-OH, HOBt, EDC, CH,Cl,

ﬁlll
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Slika 24 — CD-spektri B-Aib-konjugata 115-118 u otopini
CH,Cl, (c = 5,510 mol L")
— CD spectra of $-Aib-conjugates 115-118 in CH,Cl,

Fig 24
solution (c = 5,5 - 10~ mol L)

kemijskih pomaka NH-protona moze se uociti da se IHB s
NH;. pojacavaju u nizu 115 <116 < 118 < 117 (0 = 6,32;
7,73; 8,04; 8,44 ppm), a u vodikovu su vezu ukljuceni i
NHa, (0 = 7 ppm), docim su NH,,; prakticki slobodni (0 =
5,5 ppm). Dakle, u spoju 117 trebale bi postojati jake IHB
(NH.iNH,4,), u116i 118 one su slabije, a u 115 vrlo slabe
(ili ne postoje). U skladu s pokusima razrjedivanja u IR-
-spektroskopiji dobiveni su sli¢ni rezultati i mjerenjem
NMR-spektara koji su neovisni o koncentraciji, $to indicira
IHB NH-skupine.

Na osnovi CD-spektroskopije (CH,Cl,) proizlazi da u svim
spojevima postoji kiralna indukcija ferocenske kiralnosti,
pri ¢emu se intenzitet Cottonova efekta povisuje slijedom
115 <116 < 118 < 117, a zanimljiva je prateca promjena
predznaka apsorpcijskih maksimuma: (+), (=), (=), (+). To
se moze objasniti nasim prethodnim saznanjem da na fero-
censku kiralnost utjece konfiguracija stereogenog centra
aminokiseline na N-terminusu Fca.?? Dakle, konjugati s Ala
u tom podrucju pokazuju (+)-, a oni s B-Aib (-)-Cottonov
efekt. Dodatak DMSO znatno smanjuje apsolutnu jakost
CD-signala, sto znaci destabilizaciju sekundarne strukture
(slika 24).

Dublji uvid u strukturu ispitivanih spojeva dobiven je DFT-
-modeliranjem. U konjugatu 115 hipotetski moze nastati
samo po jedna IHB izmedu NHBoc i jedine jedinice Aib
(AA2). Pri tome udaljavanje kiralnog atoma Aib u usporedbi
s Boc-Fca-Ala-OMe (53) ne uzrokuje bitne razlike — ne po-
stoje konformacijske preferencije, a pogotovo ne izmedu P-
i M- oblika (< 3 kJ mol™), sto je u suglasju sa slabim Cotto-
novim efektom. Sli¢no kao kod Boc-Ala-Fca-Ala-OMe (63) i

"prosirenom” konjugatu Boc-Aib-Fca-Aib-OMe (116)
energqskl minimum predstavljaju konformacije u kojima
postoji unakrsna dvostruka IHB: NH~O=C,,, i
NH - *O=Cg,.. Dakako, u usporedbi sa znacajkama IHB-
motiva u slucaju 63 (9/11) ovdje je rijec o vecim prstenovi-
ma: 116 (10/12) te 117 i 118 (9/12). Naslici 25 prikazani su
pseudozrcalni oblici za konjugat 116 koji sadrze opisane
IHB, a razvidno je da je M-konformer stabilniji za 8,8 kJ
mol~' pa odatle i izmjereni (-)-CD-signal, odn. IR-podatak o
vezanomu C=0 -

P-116 (8,8 k) mol™) M-116 (0 k) mol™)

Slika 25 — Pseudoenantiomerne konformacije Boc-Aib-Fca-
Aib-OMe (116) na osnovi DFT-racuna s dvije IHB (10/12-eroclani
prstenovi) kod kojih je stabilniji M-oblik, a posljedicno se javlja
(+)-CD-signal; stereokemija: ® = —-61°, M (1,5

Fig 25 - DFT-calculated pseudoenantiomeric conformations
of Boc-Aib-Fca-Aib-OMe (116) with two IHB's (10/12-membered
rings). M form is more stabilized and consequently (+)-CD signal is
measured; stereochemistry: ® = -61°, M (1,5)

z;}.f‘»

P-117 (0 k) mol™)

M-117 (17,7 k) mol™)

Slika 26 — Pseudoenantiomerni oblici Boc-Ala-Fca-Aib-OMe
(117) na osnovi DFT-racuna s dvije IHB (9/12-eroclani prstenovi)
pri cemu je stabilniji P-oblik pa se mjeri (-)-CD-signal; stereokemi-
ja: o =—-65° P (1,1)

Fig 26 - DFT calculated pseudoenantiomeric conformations
of Boc-Ala-Fca-Aib-OMe (117) with two IHB's (9/12-membered
rings). P form is more stabilized and consequently (-)-CD signal is
measured; stereochemistry: ® = —-65°, P (1,1)

Po konformacijskoj distribuciji i Boc-Ala-Fca-Aib-OMe (117)
slican je homo-Ala-konjugatu 63, no ovdje je rijec o znatno
vecoj prevazi P-heli¢nog oblika (stabilizacija za 17,7 k) mol™).
S tim je u skladu i IR-vrpca V(C=0Oy,) pri 1714 cm™ i po-
vecan intenzitet (+)-Cottonova efekta (slika 26). Na osnovi
slicnih razmatranja udjela P- i M-pseudozrcalnih oblika s
dvostrukim 9/12-eroclanim IHB proizlazi da bi zbog vece
stabilnosti prvoga (za 6,2 k) mol™") on trebao prevladati, re-
zultirajudi (+)-CD signalom (gornji red slika 27). No pri op-
timizaciji nadeno je da se dodatna stabilizacija postize i
kontribucijom pseudozrcalnih konformacija s unakrsnim
vezama NH.+-*O=C,,, (9-eroclani prsten) i NH,; - O=C.
(10-eroclani prsten), od kojih je ona s M-kiralnos¢u znatno
stabilnija od P-oblika, pa se tako moze objasniti izmjereni
(-)-Cottonov efekt (donji dio slika 27).

Zakljucci: (i) temeljem eksperimentalnih rezultata za spoj
115 (vrlo slaba IHB sa CO,,,, slabi CD-signal i neizrazena
diskriminacija dijastereotopnih CpCH- i CpCH-rezonancija
djelovanjem vezane AA) indicira da Aib na C-terminusu ne
pridonosi znacajnijoj kiralnoj organizaciji u otopini; (ii) s
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Slika 27 — Dva para P/M-konformacija konjugata Boc-Aib-
Fca-Ala-OMe (118): oblici A analogni konformacijama 116/117
koji sadrze motiv dvostruke veze (9/12-eroclani prstenovi) te oblici
B s IHB-vezama NHy. - O=Cyy, | NHpu7-O=Cp. (9/10-eroclani
prstenovi). Konformacija M-118B znatno je stabilizirana sto uzro-
kuje M-helicnost i negativni Cottonov efekt.

Fig. 27 - Two pairs of P/M-conformations belonging to Boc-
Aib-Fca-Ala-OMe (118): the A forms are analogous to conforma-
tions found in 116/117 containing double IHB motif (9/12 membe-
red rings) and B forms with NHp~O=Cys, i NHz-O=Cg. (9/10
membered rings). Conformation M-118B is significantly stabilized
causing M-helicity and negative CD signal.

druge strane, u konjugatima 116-118 strukture su znatno
uredenije (ponajprije zbog veze NH;.-+O=C,,,, a poslje-
di¢no izrazenije NMR-diferencijacije H i C u Cp-prstenovi-
ma i jaci Cottonovi efekti), a NH,,; u otopini prakticki nisu
vezane; (i) DFT-studiji B-Aib konjugata 116-118 potvrdili
su i osnazili eksperimentalne rezultate, a njihovi nalazi u
usporedbi s Ala-konjugatom 63 predoceni su na shemi 49;

Shema 49

(iv) najstabilniji konformer izracunan je u konjugatu 117,
koji je (zahvaljuju¢i dvostrukom unakrsnom IHB-motivu)
usporediv s Boc-Ala-Fca-Ala-OMe (63) kako po stabilnosti
tako i po P-orijentaciji; (v) na slican nacin uredena konfor-
macija konjugata 118 ponesto je destabilizirana, sto jos vise
dolazi do izrazaja kod 116 cemu je uzrok produljenje lanca
AAT, a posljedi¢no nastupa i inverzija ferocenske kiralnosti
(M) (Sto potvrduje nase prethodne nalaze da je ferocenska
kiralnost kontrolirana konfiguracijom AA na N-terminusu
Fca).e

7. Zakljucak i perspektiva

“Visi peptidi” 1Xb, IXd i IXe izvedeni iz 1-aminoferocen-
-1-karboksilne kiseline (Fca) i prirodnih aminokiselina
imaju u ¢vrstom stanju i u otopini sli¢nu strukturu stabilizi-
ranu dvjema unakrsnim IHB koje povezuju podandne lan-
ce, a “nizi peptidi” IXa i IXc mogu se opisati kao skup kon-
formacija bez preferencija za pojedine oblike. U jednakom
su odnosu stabilni konformeri Fn[CO-(AA),-OMe], (VII) i
[X-(AA),-NHLFn (VIII)] (X = Ac, Boc) prema njihovim de-
simetriziranim derivatima X-CO-Fn-CO-(AA),-OMe (XI) i
X-(AA),,-NH-Fn-NH-Y (XII), kao i jedini konformer sime-
tricnih ureidopeptida Fn[NH-CO-(AA),-OMe], (XVI) (ka-
rakteriziran cetirima unakrsnim IHB) u usporedbi s mono-
supstitucijskim konjugatima X-Fn-NH-CO-(AA),-OMe (XV)
(koji podlijezu samozdruzivanju). Fca-konjugati f-amino-
kiselina (3-Aib) imaju smanjenu stabilnost u odnosu na
njihove analoge s a-aminokiselinama.

Moze se zakljuciti da ti radovi Cine zaokruzenu cjelinu, no
jo$ su moguca i potrebna dodatna istrazivanja, a posebno
na podrudju ureidopeptida (npr. s ureilenskom skupinom u
terminalnom polozaju lanca), kao i studij spomenutih desi-
metriziranih derivata. U literaturi su oskudno opisani fero-
censki konjugati s ugljikohidratima, a smatramo da se i
ovdje mogu ocekivati zanimljivi rezultati. 1z toga smo pod-
rucja objavili publikaciju o konjugatima ferocena s mano-
zom*4 kao i rad o ferocenskom analogu imunoadjuvanta
muramildipeptida,*® te smo zapoceli s istrazivanjima drugih
sli¢nih sustava.

e
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> 3
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O3 3
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o
=, -
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/O O T
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— Konformeri ferocenskih 3-Aib-konjugata u otopini na osnovi DFT-racuna s dvostrukim unakrsnim

IHB pri ¢emu AAT na N-terminusu Fca odreduje ferocensku kiralnost: Ala rezultira P-, a f-Aib M-usmjerenjem

Scheme 49 — Conformers of ferrocene B-Aib conjugates in solution containing double IHB's. AAT at the N ter-
minus of Fca determines the ferrocene chirality: Ala results in P-, and -Aib in M-orientation



118

V. RAPIC i M. KOVACEVIC: lll. Organometalna i bioorganometalna kemija — ferocenski peptidi, Kem. Ind. 61 (2) 71-120 (2012)

Kratice, akronimi i simboli
Abbreviations, acronyms and symbols

AA
Ac

Alm

Boc
CD

Cp

DFT
DIPEA
DMF
DMSO

EDC

Fc
Fca
Fcca
Fea
Fmoc
Fn
HOBt
IHB

sym-urea

Ad

aminokiselina

amino acid

acetil

acetyl
trans-(=)-(3R,4R)-3-amino-1-(4-metoksifenil)-4-
-fenilazetidin-2-on
trans-(-)-(3R,4R)-3-amino-1-(4-metoxyphenyl)-
-4-phenylazetidine-2-one
tert-butoksikarbonil

tert-butoxycarbonyl

cirkularni dikroizam

circular dichroism

ciklopentadienil

cyclopentadienyl

mnozinska koncentracija, mol L™’

amount of substance concentration, mol L™
teorija funkcionala gustoce

density functional theory
N,N-diizopropiletilamin
N,N-diisopropylethylamine
N,N-dimetilformamid
N,N-dimethylformamide

dimetil-sulfoksid

dimethyl sulfoxide
N'-(3-dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid-
-hidroklorid
N'-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide
hydrochloride

ferocenil

ferrocenyl

1'-aminoferocen-1-karboksilna kiselina
1'-aminoferrocene-1-carboxylic acid
1'-(T-aminoetil)ferocen-1-karboksilna kiselina
1'-(1-aminoethyl)ferrocene-1-carboxylic acid
(1-feroceniletil)amin
(1-ferrocenylethyl)amine
9-fluorenilmetoksikarbonil
9-fluorenylmethoxycarbonyl
ferocen-1,1'-diil

ferrocene-1,1"-diyl
1-hidroksibenzotriazol-hidrat
1-hydroxybenzotriazole hydrate
intramolekulska vodikova veza
intramolecular hydrogen bond

simetri¢na urea

symmetrical urea

omjer razlika kemijskih pomaka

variation ratio

kut izvijenosti, °

twist angle, °

kemijski pomak, ppm

chemical shift, ppm

varijacija kemijskih pomaka, ppm

chemical shift variation, ppm

kut iskrivijenosti, °

tilt angle, °

)

A

<)

— temperatura, °C

— temperature

— valna duljina, nm
— wavelength

— vibracija istezanjem
— stretching vibration
— valni broj, cm™

— wavenumber, cm™
— obujamski udjel

— volume fraction

— torzijski kut, °

— torsion angle, °
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SUMMARY
I1I. Organometallic and Bioorganometallic Chemistry — Ferrocene Peptides
V. Rapic¢* and M. Kovacevic¢

This paper is devoted to the bioconjugates of ferrocene with naturally occuring amino acids/pep-
tides — mostly dealing with authors' results accompanied, to a lesser degree, by the relevant litera-
ture data. Chapter 2 deals with natural peptides and peptidomimetics, mainly focusing on a.-helix
and B pleated sheet (as the most important elements of peptide secondary and tertiary structure),
and artificial B-sheets nucleated by non-amino acid turn inducers. Chapter 3 describes peptides
generated from ferrocenecarboxylic acid and ferroceneamine, as well as with the bioconjugates
of heteroannulary substituted ferrocene-1,1"-dicarboxylic acid (Fcd) and ferrocene-1,1'-diamine
(Fcda). Chapter 4 elaborates authors' papers about peptides based on 1'-aminoferrocene-1-car-
boxylic acid (Fca). Chapter 5 is devoted to the new monosubstituted Fcd and Fcda conjugates
with amino acids, while Chapter 6 describes our publications in the field of very topical peptido-
mimetics — ferrocene ureidopeptides and B-peptides.

Conformational analysis of the newly prepared ferrocene bioconjugates in solution and solid state
was performed by means of spectroscopic methods (CD, IR, 1D- NMR, 2D-NMR, v. r. NMR, and
temperature and concentration dependent NMR) and DFT calculations.
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