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A Sakget a I

Sveuliligte u Rijeci Doktorski rad

Fakultet biotehnologiije i i stragival

SAGETAK

SINTEZA | FOTOKEMIJA OLIGOPEPTIDA 1T NJIHOVA POTENCIJALNA
PRIMJENA U DIJAGNOSTICI | TERAPI1JI

Peptidi su obelavajuli kandi dat ifarmaceutskii j e k o v
medicinskihprimjena Me L ut i m, poznato je da su peptidi
st ani aeestavljg telk prpblem za njihovu primjenujeglan od pristupa jp r i vargel i
neprirodnih derivata koje enzimi ne mogu prepoznkki.okviru doktorske disertacije
pripremljena je neprirodna aminokiselina, derivat tirozina, koja u fotokemijskim realkcijam

stvara reaktivhe intermedijere kinometide. Novopripremljena neprirodna aminokiselina

ugralena je u oligopeptide koji kao jJedinioc
triptofana, fenantridin il:i pi raeeptida Wotpimr i pr a
uz standardne aktivacijske protokol e i Boc z

ispitana je fotokemijska reaktivnost, a kinoretidi su detektirani laserskom pulsnom
fotoli zom. Pepti di ma s (olarrs gpsoprajski&oeficijerit,&vataif i z i |
prinos fluorescencije, vrijgme gevvagneinglpe
primjenu u dijagnostici kao i za ispitivanje nekovalentnog vezanja na polinukleotide. Konstante
stabilnosti kompleksa pol i nukl eoti di ma odrelLene su fl uc
j e i ut j ecaj spojeva na termi| ku demG@Dt ur aci
spektroskopije. Kovalento vezanje novopripremljenih oligopeptida na oligonukleotide i
polinuk eot i de i spitano je ozralivanjem njihovi|

kromatografskim analizama.

K1 j ul n eeprirodrja anhinokiselina, oligopeptidi, kinometidi, fotokemija, nekovalentno

I kovalentno vezanje na polinukleotide

Antonija Erben Doktorska disertacija



AAbstract Il

University of Rijeka Doctoral dissertation

Faculty of Biotechnology and Drug Development

ABSRTACT

SYNTHESIS AND PHOTOCHEMISTRY OF OLIGOPEPTIDES AND THEIR
POTENTIAL APPLICATIONS IN DIAGNOSTICS AND THERAPY

Peptides are promisirdyugcandidates antheir further development an@search is important

for pharmaceutical and medicinal applications. However, peptides have some limitations due
to shorthalf-life in vivoand fast clearance from the circulation by the liver and kidr@gs.
way/possibility to sovle these obstacles isifigorporation of unnatural amino acids, which
enzymes cannot recognize. This PhD thesis describes the preparationrofagural amino

acid, a tyrosine derivative, which in the photochemical reaction generates reactive intermediate
qguinone methide. The unnatural amino acid was incorporated into oligopeptides containing bis
tryptophane unit, phenanthridine or pyrefidne syithetic protocol for the preparation of
oligopeptides was based on the standard peptide activation protocsddution and Boc
protective groups. The photochemical reactivity of the oligopeptides was investigatdae and
guinone methides were detectgdliaser flash photolysis. The photophysical properties (molar
absorption coefficient, quantum yield of fluorescence and singlet excited state lifetime) of the
oligopeptides were investigatedhich is important for their potential diagnostic applications,

as well as for the investigation of noncovalent binding to polynucleotides. The stability
constants of thpeptidepolynucleotide complexesere determined by fluorescence titrations,

and the effect of the compounds on the thermal denaturation was iatestighe binding
modes to polynucleotides were probed by CD spectroscopy. The ability of the peptides to
covalently bind to oligonucleotides and polynucleotidess examined by irradiating their

complexes and detecting adducts by various spectroscopic and chromatogEphaues

Keywords: unnatural amino acgl oligopeptides, quinone methides, photochemistry,

noncovalent and covalent binding to polynucleotides

Antonija Erben Doktorska disertacija
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A . Qvod 1

A 1UVOD

Posljednjih dvadestak godina peptidi se sve
omoguluje raznoliku primjenu u f ar'Reptdeiut sk o]
pr ot ei ni sudjeluju u molekularnom prepoznava
met abol i zam, probava, i munol ogKkindi (hormom@,ur ol 0 ¢

neurostransmiteri, citokini itd)Racionalnimr a | u nnsektiood ama s vi sokom s
dizajnirani s u o |-20 amipokigelina sl diljemknaoguiiranja terakgija 2

ciljanog proteing. Oligopeptidi kao terapeutici imajundkd k o v a g n i ddnoguma d no st

proteine i antitjelamal e su mol ekul ske mase te i maju s
me mbr ane. TakolLer, i maju visoku aktivnost,
raznoli kost. Dodatna prednost wupotrebe oligo
odrreiLlra organi ma (npr. bubrezima ili jetri),
Vel i mse mogu brzo sintetizirati i lako modificirati, a manje su imunogeni od

rekombinantnih antitijela ili proteifaMe L ut i m, ol igopepti ditkma | e ¢
vriijeme polugivota jer se brzo razgraluju pr
i serumu, te brzo uklanjanje iz organizma u trajanju od nekoliko minuta do nekoliko sati nakon
primjene. Osim brze enzimske razgradnje, probleme predstavljaj l oga propusn
crijevne membrane i smanjena lipofiinéss.t abi | nost ol i gopeptida mo
kemijskim modifikacijama kao ganmokiseina sp-a mj en a
aminokiselinama, lipidiranjeni-metilacijom ili ciklizacijom?

Osim primjene peptida kao aktivnih supstan:
dijagnostici® 1 nt egr i ranj e or gans kang peptidnamo sekvénooma s a
uobil ajeni je pristup dizajniranju peptidnih

lancima djeluju kao glasnici tijekom interakcije s biomolekulama. Interakcija s biooiatek

dovodi do promjene fotofizil kih i spektraln
fluorescentnih indikatora za razlilite biomo
modi ficirani peptid s ugr alemimm &mijnonad t &t
nukleozidne trifosfaté.Na d al j e, uspjegno su priredil:@ per
polinukl eoti de, dok j e fluorescentndii odgov
fluorescentnim rezonantnim prijenosom energije (FRET) izme n af t a | ®Unsarhui dans

Antonija Erben Doktorskadisertacija
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razvoja molekula koje stupaju u interakcije s DNA i RNA, Piantanida i suradnici priredili su

seriju peptidnih derivata fenantriditde L ut i m, uz nekovalentno vez
gto moge i mat i ig,raliimjesmpijiybrojni adtikahcarggern lekovi svoje

djel ovanje temelje na kovalentnoj modi fi kac
toksilnosti a z8tim i do smrti stanice.

U ranijim istragivanjima u Laborsatiaruitjau Rzuad. esr
pokazano je da se reakcijom fotodeaminacijeNj&-dimetilaminometilnih derivata fenola

generiraju kinommetidi (QM)??’QM su reakti vni i ntermedijer.i K
fotokemiji fenola i njima srodnih spojeVdNj i hova pol arna priroda | ir
stoga reagiraju s elektrofilima i nukleofilima i u reakcijama cikloadicije. QM reagiraju s

nukl eofilima na metilenskom pologaju dajul.i
reaktivnostis nukleofii ma, pri mijenjivi su u organskoj s
alkilirati Dbiologki vagne B®sSpbhksebhioke¢: QMr atae

povezuju DNA svrstava ih u potencijalne antitumorske terapeutike. Tako na primjer,
antitumorski antibiotik mitomicin temelji svoju antiproliferativnu aktivnost na reaktivhom
intermedijeru QM¥Bojpi og ka eMiauglavrod fedpovezdha s
reaktivnogl u p¥ eahkiaciomiDNAEBakidi mai suradni ci
reakcije QM s deoksinukleozidima i nukleinskim kiselinama, te su otkrili reaktivha mjesta na
pojedinoj bazi DNA®Me L ut i m, za uiljiun kio wintrue gaalvkainljaec DNA

prekursor QM vegu skupine koje se mégu vezat

1.1. Cil jevi i hipoteze istragivanja

Cilj i stragivanja doktorske disertacije je
tirozina koji je fotokemijski reaktivan te u reakciji fotodeaminacije stvara reaktivne
intermedijere kinormetide 6lika1l). Nadalje drugicilj je ugraditi modificirani tirozin u seriju

ol igopeptida koji i maj u razl i kavdlemo v@zamjeunkt ur n e
polinukleotide. Osim togaz a v rcg nlij je sintetiziranim pept.i
reaktivnost, fotofizil ka Ssvoj stva t e mogul

polinukleotide.

Antonija Erben Doktorskadisertacija
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Slika 1.Ugradnja fotoreaktivhog derivata tirozidau ol i gopepti de Kkoj
razl i | i koje prepizoajuipotireikleotidditriptofanski fragmenB, derivat
fenantridira C ili derivatpireraD, zako] e s e nekbvaléntng i &ovalentngezanjena

polinukleotide

Hi poteza je da |Ie u g r a-matignion nprekarsorom qipragjeni i n e
ol igopeptidi postat.i fotokemijski reaktivni,
studije supramolekulskih interakciffuorescencijskom spektrkspijom. Nadalje, hipoteza je

da e se pripravljeni peptidni Sspojevi vezat
nakon fotokemijske aktivacije tih kompl eksa
polinukleotide. Studija nekovaletnog i kovalerog vezanja oligopeptdorovedena u okviru

ove disertacije tako pruga nova znanja koj e

generacije oligopeptida s dijagnostil|l kom il:

Antonija Erben Doktorskadisertacija
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A 2 ITERATURNI PREGLED

2.1. Kratki peptidi u raznim terapijama

Pepti di SU SsSpojevi prirodnog i sintetskog poc
kao hormoni, supstrati i inhibitorieni ma, ant i bi ot i ¥Reptidiigljuwthuo g ki r
ul ogu u biotehnol ogko]j primjeni kao terapiijs
bi okompati bil nost, ni ska <cijena, podesiva b
cilianj e bi ol é8!Gekir hBpmpsli peptidi jedinstvena su
s mol ekul ar nom5000edp® hs mr a@i vsang a ter apij ski h
temel jnim studijama prirodnih | j udzkesimi hor mc
gonadotropin oslobalajuli hor mon (GnRH), t e
ljudskom tijelu* Od sinteze prvog terapijskog peptida
postignuta su izuzetna ot Kkrgiel @ dk Bj0a pewptr @xndu ll
razne bolesti: dijabetes, rak, osteoporozu, multiplu sklerozu, infekcijudHhV i Kroni | nu
24 Razvoj peptidnih lijekova tako je postao jedna od zanimljivih tema u farmaceutskim

i strag¥vanji ma.

Racionalnim metodama s visokom s pkgoiinfalen, nogi u
krat ak) k26aminokselimhis ¢liem oduliranja interakcija ciljanog proteiha.§ n e
prednosti oligopeptid&ao terapeutikas odnosu na proteine i antitijefa mah molekulsla

mas, laka sinteza i dobar prolamk k r 0 z st a n i €?® Olgopeptdinmbaju avisoku
aktivnost , specifi] nost i a Wjihowa dbdatma, prednaosto | o g k |
upotrebekao lijekovajeu t o menegtnoa ksuepl j aj u u odrelLenim or
jetri).?° Glavni nedostataloligopeptihjek r at ko vri jeme polugivot a
proteolitilkim enzimima u gastroi ndrgarszma nal no
u trajanju od nekoliko minuta do nekoliko sati nakon prim@n@sim brze enzimske
razgradnj e, probl eme predstavljaju i l oga p
lipofilnost>St abi | nost oligopeptida moge se povel at
gt o su zamj ena plLaminokiselinabkamirgokiselmamia,dipideanjaniy-

metilacijom ili ciklizacijom?! S obzirom da oligopeptidnih farmokofora ima jako puno i to je

Antonija Erben Doktorskadisertacija
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giroko podrulje istragivanja, u ovomdlrigteer at

2-5 aminokiselina.

2.1.1.Primjeri dipeptidnih lijekova

\/Of i\NJ\H/Nz
H
(@] (@]
Ho  ©
1

Slika 2. Struktura enalaprila

Enalaprif’j e di peptidni prolijek koji pripada skt
enzima (ACE inhibitor), kKoj i se koriste za r
nakon brze metabol i | lete. Esalagrilat\kanpatitivre inkibireACRE | a p r i
kako bi omeo proizvodnju angiotenzina |1 . Ar

reapsorpciju natrijevih ion&nalaprilje odobrilaF DA 19 8 5. godimmazivpmod tr g

Vasot ec, [ kori sti se za |ijelenje povigen
asi mptomatske disfunkcije |ijeve klijetke. Z
hidroklorotiazidon?®

NH,

HO N

H 2

Opo” 0

2

Slika 3. Struktura lizinoprila

Lizinopril j e t akoler dipeptidni | ij ekR Z&krazjku odpr i pac
enalaprila koji naN-kraju imaL-alanin, sastoji se adlizina naN-krajui L-prolina na Ckraju.
Primjenjuj ehisperztaenzijjed engaet ajenja srca, inf.
bubregni h komplikacija u bolesnika koji bol L
tlaka. Lizinopril, kompetitivno se \nabue i I n
angiotenzin |1. To sprjelava snagno vazokon
vazodilataciom® TakolLer smanjuje |l ulenje aldosteron

Antonija Erben Doktorskadisertacija
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korteksu nadbubregne ¢glijezde, trjajitnakondagar o d i d
povelava se i gubitak vode. Lizinopril je od
O COOH H
N_ _NH,
N
HO NH, NH
3

Slika4. Struktura kyotorphina

Kyotorphin (-tirozil-L-arginin) je neuroaktivni prirodni dipeptid koji ima ulogu u regulaciji

boliumo z g u . lzol irald@ su ga japanski 3dUedanst ven
suradni ci proul aval. su kyotorphin dugi ni z
neravnomjerno rasporelen u mozgu, na& azi S

ukljulenim u &nalwegqii yluamdhwhpiegwarfJ d-stztandai.r o z i
(TyrRS) stvar a kyotorphin i z -ttifosfiato (ATIP)a i a
Kyotorphin 1 ma s peci-proteinea(6PCR)ekojigppstedujeaktivacipa an z a
fosfolipaze C i inhibiciji adenilil ciklazé> dok dipeptid LevArg djeluje kao antagonist

receptora kyotorphin# Njihove su studije pokazale day ot or phin sudj el uje
Al zhei merove bolesti, epil epsij e, upal a i Kt

ovog dipeptid&a®

o}
HZN\/\"/H\:)J\OH
o = =

HN—”

4

Slika 5. StrukturaL-karnozina

L-k a r n o-Ala-1nH i (sPAH) jé dipeptid koji ima antioksidativna svojstva za ugljikohtdra

(antiglikacijaf® i lipide (antilipoksidacija’ b-al ani n moge i zravno reag
ugljikohidratima i |ipidima, dok $&armodinsti di n
je prisutan u migilnom ¥Kariwdainom d& kpvad| kfe

Alzheimerovu bolest’a t akoler se pokazalo da odgala st
gto se pripisuje ant i & Kasnozihase priredmd proizvodi wtjekit v i ma
u j e tatanina ihistidibd?

Antonija Erben Doktorskadisertacija
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212Primjeri tripeptidnih biologki aktivnih s

SH

o) 0 hoO

N

HOJ\;/\/U\N \)J\OH

NH, H oo
s

Slika 6. Glutation

Gl ut a tglutamilcisteinilglicin, GSH) je prirodni tripeptid koji se sastoji od 3 osnovne
aminokiseline: glutamata, cisteina iafta. Njegova primarna struktura otkrivena je 1935.
godine**St abi | nost p o-glitanine vered jake rukldofilnk prisvdexentralnog

cisteina koji mu daju jedinstvena strukturna svoj$tv@lutation je najzastupljeniji tiol unutar

stanice, obzirom da je antioksidans, ima ul ogu 1
elektrofilne spojeve i perokside putem katalize glutatietnaBsferazama (GST) i glutation

peroksidazama (GP%).GSH se nalazi u biljikama, sisavcima, gljivama i nekirokariotskim

organizmim#® Osim detoksi kacij e, GSH i ma ul ogu u
Ukl julujuli sustav glioksalaze, redukciju r
ekspresije proteinaigeddT r i pepti d moge postojati i ntracel

reduciranom (GSH) obliktf Nedost at ak GSH dovodi do mogul e
stanice, ner av nrostarengfdt 65 SWH rogpzamgiam skeo If%d tsit md nkaa «
fiboroza>® HIV °!i neurodegenerativne bole&ti.

HNT\

0 o
HN I AN
Ho Do

\

NH
6 2

Slika 7. Struktura prezatida

Prezatid je tripeptid koji se sastoji od aminokiselina glicina, histidina i lizendako tvori
kompleks s bakror®® Prvi ga je izolirao Pickart973. godine iz ljudske plazniéPrezatid
potile zacjeljivanje rana i privlalenje i mur
djelovanje, te stimulira sintezu kolagena i glikozaminoglana u f i b P Kdidtiast i ma
se u kozmetilkim pro®RvowWeé dnean az as uk oigui gt rkaogsi

potencijalnoj pri mj e®himetastatskikaranon delreleg cpjéa i ne b o

Antonija Erben Doktorskadisertacija
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0 - o 2
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Slika 8. Struktura leupeptina

Leupeptin je acetilirani tripeptidni aldehid koji se sastoji od 2 leucina i arginina. Inhibitor je
proteaze koji proizvode bakterije vrS&eptomyce® Enzim koji inaktivira leupeptin pripada
vrsti metaloproteaz¥. Poznato je da lgeptin inhibira lizosomske hidrolaze sisavaca,
olakgavajuli njegovu upotrebu kao kemfjskog
Ovaj inhibitor proteaze sl ava aktivnost neki h od ovih wvr
proteinaza K, dokjenéui nkovit s drugi m?kao gto su ki mot
o T g

HN}NdO ° Okl':

HN

8
Slika 9. Struktura troriluzola

Troriluzol (Trigriluzole,BHV-4157, FG4157) je tripeptidni prolijek riluzolaH{Y-B0211)t r e | e
generacije i novi kemijski entitet koji moduliralugpmat®® najzastupljeniji ekscitatorni

neurotransmiter u ljudskom tijelu. Troriluzol se uzima oralno, a aminopeptidaze u krvi

oslobalaju riluzo® iz tripeptidnog nosal a.

Pri marni nalin djelovanja troriluzola je sm
povel ava unos gl utamat a Iz sinapse, povel a
transportera mi noki sel i na (tj. EAAT2) smjegteni h na
ul ogu u | iglienju ®*gdluwttaanmeattaer giz| nsa ndpseunkci

patofiziologiju ¢girokog spektra poremelaja u
spinocerebelarnu ataksiju (SCA), Alzheimerovu bolest (AD), depresiju, opsesivnho kompulzivni

poremel aj (oCDh) , kro#fi |l nu bol i razne vrste

Antonija Erben Doktorskadisertacija
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Slikal0. Struktura faktora inhibicije ho#d)mona k.

Faktor inhibicije hormona kopfli) gtei neunldiorgae nas Ir
peptid | ija amiranj® RreLsugly-NH, (AL @), asdohbiva ket cyjepanjem

hormonaoksitocifdi i ma razl ilite farmakol o@Klei milli & e
studije su pokazale da MHE moge ubl agiti simptome ParKki:

depresijé’ MIF-1 je bioprvi peptid za koji se pokazalo da djeluje na hipotalamus, a ne samo
na hipofizu®® Terapeutski potencijal M@ ukazuj e na vagnost daljnj
djelovanja na mozak. M@ akti vira CNS putove povezane s

sustavina 8970

(6]

~ (@)

\_NH HN._O

‘NH

o

10
Slikall. Struktura hormona koji osl obal:
Hor mon Kkoj i oslobalLa tireotropin (TRH) j e
piroglutamila, L-histidila i L-prolinamida> TRH j e hor mon koji osl obeé
stimulira oslobalLanje hormona Kkoj stimulireé

hipofize’2 Farmaceutski dostupni sintetski analog endogenog peptida TRidtjeelin,” ali

trenutno, od strane FDA,jaiodobren ni u jednom proizvodu. TRH se primjenjuje intravenozno
(Relefact TRH}*z a i spitivanje odgovora prednjeg regn
kao TRH test. TRH test je dijagnostil ki t e:
hipotireoza i akromegalija. TRH ima antidepresivna i antisuicidna svdjstvas t r agi vanj a
pokazala da TRH kod migeva djeluje kao sreds

regulaciji metaboli®kih i hormonskih funkci|j

Antonija Erben Doktorskadisertacija



A . [dteraturni pregled 10

0 v ©
HZN\E)J\H/\H/N\)J\OH

SO
b

H,N" SNH

Slika 12. Stuktura RGEa

RGD je tripeptid ArgGly-Asp i minimalna je adhezivna sekvenca prisutna u adhezijskim
proteinima (fibronektin, fibrinogen i vitro
koristi i kao sekvenca za prepoznavanje adheaijdrugim proteinima ekstracelularnog

matriksa (npr. laminin}Y Ko r i st i se kao kanonski motiv st
bi omaterijala, u interakciji s Uvb3 i Uvb5

| i mbeni k u’RGDgekoegnecnae zjie neophodna za Vlezanje

Takav motiv vezanja RGD na stanicu ima i zuze
ingenjerstva i regenerativne medicine. Zbog
se | est o iamgteriple diZajoirane zatpromicanje cijelienjardha.e st o s e kor i
ciljanoj terapiij i, kao na primjer, za cilj

membr ane poj aulusporedbi sagzdravim staneatia.

2.1.3.Primjeri tetrapepidnih lijekova

o
H
O\WN,.. OH
N
HzNwo °
O NH ﬁ\
\
NH,

OH
12

Slika 13. Struktura tuftsina

Tuftsin je prirodni tetrapeptid THrys-Pro-Arg (TKPR) koji se nalazi u Fd o me n i tegko

lanca imunoglobulina G (aminokiselinski ostaci 28®)% Otkriven je 1983. godine na

Sveul iligtu Tufts p®dl skorjaegm vjaenjia ¢@golkiaa uj me da
antitumor ski ul i nak, al i ne na nalin da di |
fagocitnih stanica. Nakon vezanja receptor a

Antonija Erben Doktorskadisertacija
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tuftsin aktivira migraciju fagatnih stanica koje progutaju stanic a k a | postigu an
uli fAR&kstojela istragivanja su pokazala da tuf
ul i fkpea,venstveno povelanjem pokretlijivost.i
istovremend u | i citokine, {ofpktota tunarskeenekrogeu(kNEyala (1 L)
njihov nalin djelovanja nije potpuno jasan.
OH
HoN
e
A

TN NH
o : HWz
e

=

Slika 14. Struktura TyfMIF-1

Tyr-MIF-1 je prirodni tetrapeptid TyPro-Leu-Gly-NH. i predstavnikje MIF skupine
endogenih peptida MIFFa kt or i nhibicije hormona Kkoj.i st
l zoliran je iz goveleg hipotal amusa i | j uds
uk!l j ul en o st ® RrimamoproduktergzgradpjeuTMIF-1 nije MIF-1 kako bi se
ol ekival-RrrovedddTysno mo §-KIF-4 mje mekksbriMFIEiTyri da T
MIF-1 djeluje kao opijatni agoni st . -Opeidgne se s

receptore ui wgodom eeptima.sTyfMilIF-1 se vege i na sSVoc
neopijatni receptor u mozgu s afinitetom pr e
nar@®ceptor, te djeluje kao a%zhaagisuradngiotkilinhi bi

su da TyrMIF-1 smanjuje aktivnost protein kinaze A ovisne o cARIPO v a j peptid m
ut j ecat.i na dio glavnog puta prijenosa signa

opijatske receptore.
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Slika 15. Struktura TyfW-MIF-1

Tyr-W-MIF-1 je neuromodulatorni peptid iz MHE skupine peptida koji djeluje kao antagonist

n a -opi@dnim receptorima. Kada se daje sam,-WaMIF-1 i nducira mj egovi
ovi sne o-opidne receptae; BW-MIF-1 inhibira analgetsko i antic@eptivho

djel ovanj e opi oi da kada s e daj u i stodobr

adrenokortikotropnog hormona (ACTH) i kortikosterona uzrokovanog str&som.

OH

HoN o 0
N N
H
O
(@]
15

H,N

Slika 16. Struktura mdiiceptina

Morficeptin (Tyr-Pro-PhePro-NH>) j e tetrapeptid k eopiaidnihj e sel
receptor a:kaRotmoelfe niaz ibi ma preko -hag®zu- put a |
opioidne receptore. Antidot naloksomlijie dmoni

je anal get s ki -oploidnmarécepprord'r edovan ¢
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HO NH, HO NH,
< O < O
o X NH (6]
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Slika 17. Strukture endomorfirad (16) i endomorfina2 (17)
Endomor fini s u prirodni opi oidni neur otran

endomorfina kji su tetrapeptidi po svojoj strukturi i to su endomodir{Tyr-Pro-Trp-Phe

NH>) i endomorfin2 (Tyr-Pro-PhePheNH,).92 Ove peptidne sekvence savijaju se u tercijarne
strukture s visokom speci f-oploidnorgceptor. Vezanf ¢ ni t e
opioidni receptori obilno induci rBjuduil mhidmi t
endomor f i n topiocadki teceptar,rk@i jjelcilinereceptor morfija i njegovih derivata,
endomor fini posjeduj u znal gpimmusppjavam@anrizikoma | Kk a
od ovisnosti. Vezanje endomorfina uzrokuje ekscitaciju, gdje njegova aktivacija fosfolipaze C

[ adeni | il ci klaze inicira povelanje koncen
oslobalanje norepgiOmeéf riimag ui us ®egat dniwmai. munol

funkcijama gastrointestinalnog, respiratornog, kardiovaskularnog i neuroendokrinog $tistava.

NH,
NH, o) o)
H H H
HQN\[rN\/\/kWN\)J\”/ijxl\)J\NH2
NH o) '; o) \@
OH
18

Slika 18. Struktura elamipretida

Elamipretid (S&31, MTR131 i Bendavia) je kationski tetrapeptid-Arg-dimetil-Tyr-Lys-
PheNH>) Koj i |l ako prodire u stanilne membrane
mitohondrijskoj membrani gdje se povezuje s kardiolipindmKroz ovaj mehanizam

djelovanja, smatra se da elamipretid, normalizira strukturu unutarnje mitohondrijske
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me mbr ane, poti | ea (guenoziktzrviof donsjfuat ATP t e prekida
oksidativhog stresf U pr et kl ini |l kim studijama, -ail amipr
smanji o proizvodnju reaktivnih Vvrsta kisik

mitohondrija koja uzrokuje ogteleno mitohonc

S/
o} b0
HZN\_)LN N\_)LN NH,
- S gH S
HN% \Ic])/

Slika 19. Struktura kolecistokinina

funkcioniranje miohondrija®’

Kolecistokinin (CCK4, tetragastrin) je tetrapeptidni fragment -Met-Asp-PheNH: izveden
iz veleg peptidnodZhormphibkkobdckslte&i smoki n
u gastrointestinalnom sustavu, C&Kdjeluje prvenstveno u mozgu kao anksiogen, iako

zadr gava neke gas® ECKi4nteposuidhmanme uald odkjee t ¢

anksioznosti kada se dajf®e bgdeHanstiaznansteenira i o d
i stragivanjima za izazivanje napadaj a®panike
Budul i da se r-ddseompeptdduvuat CCRKarenteralno

ulaska u tijelo.
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2.1.4.Primjeri pentageptidnih lijekova

Slika 20. Struktura pentagastrina

Pentagastrin je sintetski pentapepBdc-b-Ala-L-Trp-L-Met-L-U-Asp-L-PheNH: koji ima
ulinke poput gastri nYP ktaidlae sleu |derjee pdpe lewnlt &m e
intrinzil|Y%agkdrmikdtoir ase k a wapdntagastgnorstistliiadi k a p o
kalcitoninski test. Pe nbraggaepgtrarn, skojvie gjee nqi
u mozgut® Aktivacija ovih receptora aktivira sustav drugog glasnika fosfolipaZ€ Gkoliko

se daje intravenozno,®moge izazvati napade p

Slika 21. Struktura kazokefamida

Kazokef amikchzoOmeNKf il 4027), wignepentapaptiddyp- j e si

Ala-Phep-Ala-Tyr-NHz2 k o j i s e -iv-epipidne reeepta®®l zveden iz sekv
kazomorfina, te dizajniran s namjerom pobolj
mogao Kkoristiti kao |loj et pdaiojtii vutpvyrollgrewaj e
ulinkovit oralnim putem u lijelenju ®¥ronilni
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Slika 22. Struktura nemifitida

Nemifitid je antidepresivni lijek s pentapeptidnom struetun s | i | nom f aktor u
melanocita (MIF1), a peptidna sekvenca je-F4Phe4-OH-Pro-Arg-Gly-Trp-NH,.10°
Nemifitid je pokazao mjegovitu ufbZankngiwoi t ost
je da je unatol vrlo kratkom polvuugiuvlioitnuk ou ivte
nemifitid davans amo j ednom dnevno pot krotig depresig!® i pak
Mehanizam djelovanja nemifitida nije jasan.
uk | j ul-HTRAU(ddje seSpokazalo da djeluje kao antagonist), NPY1, bombesin te MC4 i

MCS5, iako samo u mikromolarnim keentracijama®’

H

o} y ¥ o] O N
N N s
N/\n/ \)J\N ~ N/\"/N\)J\N N
NH, 0 H o NH, 7 O H o
o 2 0~ “OH HO 2 0" “oH

23 24
Slika 23. Strukture enkefalind3i 24

Enkefalini (Met 23 i Leu-enkefalin24) su pentapeptidi koji pripadaju skupini endogenih
opioidnih peptida. Peptidna sekvenca Makefalina je TwGly-Gly-PheMet, a Leu
enkefalina je THGly-Gly-PheL e u. Ob a s e p eopiadpegraceptore. Enkefalimi na U
su giroko rasprostranjeni u sredignjem ¢gi vl
sredignjeg ¢givlanog sustavaci juk | jrualsupjoulioigenijz
neuroendokrine funkcij&’® Ovi pentapeptidi djeluju kao neurotransmiteri i neuromodulatori u

cijelom ¢givlianom sustavu i“Nadali me,cili $ewvaank
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pokazalo da Meénkefalin ima bitnu ulogu u plieraciji stanica i organizaciji tkiva tijekom

razvoja i |esto ga se Haziva opioidnim fakto

AT, Ch L,
()ﬁ 0 Of

HN
HO
H,N" SNH
25
Slika 24. Struktura YIGSRa
YIGSR (AcTyr-lle-Gly-SerArg-NH2) j e pentapeptid koji je sta
proteina ekstracelularnog matriksa laminina, prisutnog u bazalnoj memi@m b i | j e Jeno
da i pol i ( RGD) [ poli (Yl GSR) pokazuju antik

mi ¢ &% Mlultimerni YIGSR inhibira angiogenezu i rast tumora stanica humanog
fibrosar kom#  YIGSRIi peniageetid BKVAV (| e Lys Vattaradl a Va

hi bridne peptidne amfifile Kkoji podr gavaju
dendri ta i aksona), ukoli ko se pomijegaju
strukturat!

(o} N (0] H (0]

N I AN I N\_)J\NHZ
: H : H H
A &
NH,
26

Slika 5. Strukturasekvence 120a mi | opepdida b

Amiloid b (Ab) peptid igra kljulnu ulogu u A
Ab peptida u i zazi van jnapredovamjubblesh ¥jerujeosa dakei h st «
Kl jul na pepti-den\dal-PhePheNido{ Kd VIEYF¥3 ami |l oi dnog b
(sekvenca 1®0) jezgra agregaciig®Pept i di  koji ukl juluju ove f

pepti de i t ak o ¥ pragméneg lemeljeni nd KLWRE idizajnzaai su dau .
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i nhibiraju fibrilizaciju AD40 i Ab42. Raci o
sekvence vezanja pentapeptida doveli su do pripremd’t@BhePheAsp (LPFFD), koji je
poznat kao pepplidi@ajr gopzpitjianjuk | ul uje prol |
ometa agpegbeija mtvrlLeno | e dnavivokodanodelaj e t a
gtakora i rastavl | a inyitreet Dipeatidnofragmbnt Phehe (F&)n e f i &
ovih pentapeptiudau ismavavady w- wimed &% RFlkmaizjba.g

i zvanredna svojstva samoudrugi vi®ayaganskimre u Vv G

otapalima moguie je priremiti vezikule ili

2.2. Vezanje oligopeptida na polinukleotide

2.2.1.Nukleinske kiseline DNA RNA

DNA i RNA su dugi ' i nearni pol i meri koj i N o S
jedne generacije na drugd.e se makromolekule sastoje od velikog broja povezanih
monomerni h jedinica zvanih nukleotidi, od Kkc
DNA je deoksiriboza, dok je u RNA ribozalika 26) . Gel er i povezani f
zajedni |l ku iokm@aseBtcuktkwjmu ul ogu dok redosli
ki seline nosi d®netilku informaciiju.

CH,0Hy OH CH,OHy OH

REE A

riboza deoksiriboza

Slka2s. Strukture gelera riboze i**deoksirib

Molekula DNA ima oblik dvostruke uzvojnice, spiralne strukture koja se sastoji ad dv
komplementarnih lanaca nukleinskih kiselif2lNA i RNA su dugi nerazgranati polimer
sastavlenod nukl eoti da me-B-tdosfadiestecskinp mostevinmalsporddba3 '
strukture molekule DNA i RNA prikazana je na slici Parinske i pirimidinske baze stvaraju

parove preko vodikovihvezapge mu se timin (T) odDdlgadenn(Aadeni n:
s uracilom (U) kod RNA, te gvanin (G) s citozinom (C) i kod DNA i RMNA.

Antonija Erben Doktorskadisertacija
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Timin  Parovi ... Uracil
e== baza P, —
H 9 : 4 H &
Gel e
NH, NH,
Citozin . > Citozin
e OKOSNICA { —
0 (¢] o 0 0
. HN .
. Adenin . Adenin
S x
am am
<ﬁ N) <§ N)
Gvanin Gvanin
H H
H NH, ) / s NH,
Nukleobaze DNA Nukleobaze RNA

DNA RNA

Slika 27. Usporedba strukture DNA i RNA (preuzeto s Tehnology Netwétks)

DNA se moge nalazitikojirsegmatomaobmloi kazl Ak
karakteristi kama: visina, girina utor a, or i j
(tablical).*?Naj vel e r a z-li B-dblika DNA sueulkanforfacijskim promjenama

na geleru i ntpra. AONA m nga ru makmav el i ki utor, dol
Nasuprot tome, maliutor-BNA j e uzak s prosj2A-nBDNAGU ri nom
obje desne dvol ani{DdNtAe | u 7 wwjanidove, addlka njae uz v oj
i zmj enarlonvish bpaza, a s a-dB®NA (GSikad®K¥BNAnal|l apken:
kompleksa DNARNA se nalazi u Aobliku.
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A-DNA

Slika 28. Usporedba struktura-AB- i Z-DNA (preuzetaHeinemannSymmetry2020}2°

Tablical. Razlike A, B- i Z-DNA??

Tip uzvojnice A B Z
Uzvojnica desna desna lijeva
Broj baznih parova 11 10.4 12
po navoju
Vi sina n 25,3 35,4 45,6
Promjer 25,5 23,7 18,4
Uzvojnic
Glikozidna veza anti anti izmjena anti i sin
o vrlo uzak i vrlo o , )
Veliki utor dubok grok i srednje dubok pl ogan
Mali utor vi | o @i r o uzakisrednje dubol vrlo uzak idubok
Dvije komplementarne nukleinske kiseline mdgw r mi r at i antiparalelne
u vodenim otopinama I u givim organi zmi ma.
Watson i Crick 1953., progirivgi'mwatsohogka i
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Crickov predl og e nuktureiNA definirah je kao BbiiK. Kristadografike

studije pokazale su da je u fiziologkim uvj
modelu BDNA (10,5 parova baza po navwoHoudr,ulljiej au
kojemsudvalancajedamnl i zu drugog naziva se manjim uto
dva | anca wudaljena jedan od drugog naziva \
vodi kovi h veza izmelu komplementarnih baza.

parovima baza kbsu bogati AT.

222Nal ini vezanja malih organskih mol ekul a n:

I nterakcije nukleinskih kiselina DNA i RNA
vi ge od Blfteragogedralin arganskih molekula s DNA i RNA mogu biti nepovratne

kod kojih nastaju kovalentne veze male molekule s polinukleotidima ili dolazi do cijepanja
polinukleotidnih lanca, teravot e gne i nterakcije kod k¥ ih na
Naj|legli oblik vezanja malih molekula na DNA
podijeliti na 3 osnovna tipa vezanja: elektrostatske interakcije, vezanje u mali ili veliki utor

uzvojn c e i interkaliranje(slkau2®et anje I melLu paro

Vezanje u utor uzvojnice

S ——

Elektrostatske interakcije

Interkaliranje

Kovalentno vezanje T

Nekovalentno vezanje

Slika 2. Vrstevezanjamalih molekulana polinukleotid&’

Struktur a polinukleotida, odnosno di menzi j

prepoznavanja kako bi se ligandi ispravno vezali na pklaotid. Potrebna je visoka
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konformacijska | abilnost strukture |iganda d
znal ajka spojeva koji se vegu u utor je pris
kratkom razmaknicon?’ Stabilnost formiranog kompleksa karakteriziraju fizikakemijske
interakcije (obilno vodikove veze) i zmelLu f
skupina unutar malog utora. Spojevi koji stupaju u interakciju s polinukleotidima u malom utoru
obilno imaju veli afinitet pfUnekaliragegevistama b o
nekovalentnih interakcija s DNAnNijlei i RNnfe Lko jpe
baza dvostruke wuzvojnice. ¥ntiertkalaikrcanjee iman

baza DNA ili RNA. Interkalatori su planarne aromatske molekule, a zbog fluorescentnih

svojstava neki se f en djrtomidndoguphkmjenjidati kao naaskeri , k a
u biologkim?Gttavaigjev,anj nmar kaliranje i ma Kk
antitumorskih |ijekova, npr. daunom®cina i n

2.2.3.Interakcije oligopeptida s DNA i RNA

Pepti di i proteini stupaj weu ainptaemakhoisjine  al
ovisi o aminokiselinama koje peptid sadrggi

ami nokiseline (Asp, GIlu), DNA vege k'¥'sele
Struktura DNA postaje lomljivijai razdvajanjenleaca s e dogala bez velik

| i me se pojednostavljuje poletak transkripci
pozitivno nabijene aminokiseline (Lys, Arg),
stvarati elektrostatsketierakcije s O atomima fosfatnih dijelov.

Postojanje specifilnog vezanja oligopeptida
poseban zal| aj , pogotovo ako se radi 0 repl i ka
Ol'igopepti di mogu prodrijeti u jezgru i sel
nukleotidne sekvence DN vitro. Stoga se moge utjecat.i na g
naline u razlilitim tkivima (stanicama), | ez

te u normalnim i malignim stanicam#¥. Podrijetlo regulatornih oligopeptida edravim

organizmima otkrili suCiechanover, Hershko i Rose razgradnjom proteina kvitipiom

( Nobel ova nagrada za kemiju 2004.), a pokaza
hidrolizirati proteazama na nekoliko ¥azlili
Ov aj mehani zam moge proizvest.: peptide s bio
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oni h u pol et n&jNa pnimjers koatkigpéptdk wdbliku autokrinin hormona i
neuropeptida vagni su Ya girenje biologkih i
| stragi van|j eradiika pokazalosieoda dipeptidi istetrapeptidi mogu komunicirati

s kromatinom stanice i sudjelovati u regulaciji transkripcije géhhavinson i suradnici su

predstavili model komplementarnog vezanja sintetskog peptidaGRiAsSp-Gly na

nukleotidnu sekencu ATTTG unutar glavnog lanca dvostruke uzvojnice DNA koji se ponavlja
vige puta na promotorskim mjestNTakasugokazal t el o
da oligopeptidi igraju kljulnu uloguau regu
stani cama r az IPiSbioyev itsurannicgispitali su anafekularni mehanizam u
modelnom sustavu i pokazali da interakcijatetiskog tetrapeptida AEDG s poli[dAdT]

polf[dA-d T] uzrokuje hiperkromni ulinak®i da odgc¢

Ol'igopepti di |l i ne sust av signal nih mol ek ul
mol ekul arnoj, genet s ktiynpjranme'flsdami k matf ki sp am
regul iratdi deset ke gena, al i mol ekul ar ni me I
pepti di ulaskom u stanicu vegu se za kompl e
rezultira sintezom relevantne MR i pokretanjem procesa translaci€To j e nalin ne
ol igopepti di reguliraju ekspresiju gena i S
aktivnosti stanice: proliferaciju, diferencijaciju i apoptd?4St oga speci fi |l ne

peptida i DNA mogu regulirati genetske funkcije stanice. Khavinson i suradnici pokazali su da
FITCobil jegeni (fluorescein izotiocijanat) di
jezgre HeLa stanic&? (slika 30)
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Slika 30. Fluorescencija FITC konjugiranog pinealona u jezgrama HelLa stanica: a, b)
kontrola; ¢, d) nakon 6 h inkubacije stanica s FITC kgingnim pinealonom (1J2L.0°¢ M); a,
c) nakon tretmana stanica s DAPI; b, d) fluorescencija FITC konjugiranog pinealona u

jezgrama(preuzeto iz Feodoreyeva 20%F)

Kratki biologki aktivni peptidi stupaj-u u in
Glu-AspGl y (Epithalon) se snagnije vigsgslu-Aspa | edn
Trp( Pancreagen) stvara jalu interakciju s dvo
povrgini mbilekule DNA.

Peptidna sekyveinciar atoiges seedrmoldeafi m funkci onal
za selektivno ciljanje meta biomol ekul a. Pe
aminokiselina s odrelLenim funkcionalnim sku

af i ni t e teinteraksijp ®cdjnini receptorima. Dostupno je mnogo rendgenskih ili NMR

strukturni h podataka koji se mogu i skoristi:t
receptora.
Fl uorescentni p e p torgdnski fluorofardsi ak a & p e ¢ peftsiiabdnr ogne

sekvencond, a fluorofori na peptidnim lancima djeluju kao glasnici tijekom interakcije s
biomolekulamaPr omj ene f otrdliziih k$ oji s tsgwedeptdnito gul uj
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fluorescentnih indikat@zar a z ébiohalekule®®®l st r agi val ka skupina pr

uspjegno je razvila nekoli ko peptidnih indil
nukleotide’ DNA,2 proteine!*®j lipide u vodenom medijd**F | uor escentni pept:
kori gteni za pralenje i zosoma i njihovu viz

Schmuck i suradnici dizajnirali su indikator, strukturno modificirani peptRl) (
funkcionaliziran aminonaft al inokleazidma trifosfaté. f | uor
I ndi kat or sadr ¢gi dva simetrilna peptidna Kkr
aniona na bazi gvanidinijego kationa ili gvanidninbkarbonil pirola (GCP), lizin a
elektrostatske interakcijgir i pt of an ko jii jetedg&eojanszaukl
31). U sredini se nalazi aminonaftalimidni fluorofor koji uslijed vezanja nukleotida pokazuje
promjene u fluorescenciji. Struktura peptidn

vezanje za ATP na nalin slilan pincet.i

a) CP

s NH
NS0 AN C
®
HZNANHz o ®
@ NH \
HoN=X * *

Slika 3L. a) Peptidni indikato27; b) Shematski prikaz vezanja na AaRpreuzeto iz

Schmuck 2016)
Nukl einske kiseline koje nose genetske I nf
organi zmi ma. Pralenje fluorescencije nukl ein
dijagnosticiot kri vanju | ijekova, pr 4iSenmyclui suakinici i g a 1

dizajnirali su fluorescentne indikatore za detekciju nukleinskih kiséti@eptidni indikator
na bazi pirena sadr §gi -Th-kys, pdekojibje svakeespojenadmel® s e k v
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svog Ckraja na sredignju | i z-krajs levaki pegtianmladkni c u .
funkcional i zir an jkeristpkaoringikatomza pokhukleaicte ogedjiv hae st o
pol arnost jer se neDNAgeedame imogeiNdvezenerz at i
peptidni i ndi kator u presavijenoj konfor maci
490 nm. Prilikom ezanja na d®NA peptidni indikator prolazi kroz strukturnu promjenu iz

presavijene u |inearnu konformaciju koja vi
emi siju monomera na 406 nm. Pri tome se dva
peptd n a razmakni ca wneklgieske kiselinealddatnim uelektrostatskim

interakcijama izmelu pozitivno nabiMjenmieh i bo
omjer intenziteta fluorescencije nalLdvapeeva

koncentracije nukleinskih kiselina.
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a)

490 nm

Slika 2. a) struktura spoja8; b ) mogul n ad8narpoliyd&dTh;c)jprkazs p o | a

peptidnog indikatora u interakcijirsikleinskom kiselinom (preuzeto iz Schmuck 20%.2.)

Schmuck [ suradni ci uspjegno su priredil:
polinukl eotide i pokazuju F°rst &®Owajweptdnii j eno:
i ndi kator sadr gi d v i-PeelLys tpovezane preko dvoelCaja ek v e n c e
sredi gnj u | i z i-kmagpeptidnogandikatork funkcomalizimgé FRET parom,

naftalenom i dansilom. Promjena konformacije s@§aakon vezanja za €3NA, dovodi do
promjene ul i nkoviztmedtui dWRETf |l uorofor a i po
fluorescencije spojd9 u prisustvu dDNA. Peptidni indikator u psutnosti dSDNA emitira

na 535 nm nakon pobulivanja pri 310 nm, dok
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pobude pokazuje emisiju naftalena pri 383 nm. Pokazali su da se peptidni indikator
najvjerojatnije vege u mbpThrLyst GlySerDyN)AnoguPe pt i ¢
se Kkoristiti za otkrivanjer az | i | i t i h p oploi knauzkuljeuot i d a a § ejneirj

fluorescencije za polinukleotide bogate AT parovima baza nego polinukleotide bogate GC.

a)
7
b) sl{ am \

4 \ DNA
I 383 nm \

§35 nm
Slika 3. a) struktura peptidnog indikato28; b) peptidni indikator i interakcija DNA
(preuzeto iz Schmuck 20Y'6

NH
OH (6] 2 HO
PN A A IO

H :H H H o /
° ° W
\

NH

@3

Rozas [ suradni ci sintetkiaztiiroanlsiki $u | s @rainjau a
povezani h peptidnom r @akxkmaknicaomelgiej dslikarea nlj ii n «
3)™Kori gtenj emkealos e roi meun atew onanci jsarfaggovr gi r
plasmonresonancg i cirkularni dikroizam otkrili su da zbog prisutnosti planarne amidne
poveznice izmelLugandB8h2p ok oz pjrsteobbela, ganu spo
maliutor AT parova baza za razliku od derivata sl
33_145
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H NH N H
P LT POy,
HN
NH N NH NH N
)iy H < H
N N
HoN H N

30 31
H NH

LT “
ooy v OO

H
NJ\\N HNT N N NH;
H

32 33

Slika 34. Bisgvanidinskiligandi za polinukleotid&®

Piantani da i suradni ci sintetizirald@ Su ser |
(dika 35).1¢ Bis-fenantridinski derivat s kratkom, rigidnom poveznicom stvara
intramolekularniek ci mer karakteriziran specifilnom f|
pH kao i na interakcije s d€3NA. Zanimljivo je da su svi fenantridinski peptidi pokazali izvrsnu
topl jivost u vodi u Kk oimvtio,nteast stgga dolsri kanditkzk o m t o

razvoj novih sigurnih fluorescencijskindikatora za DNA i RNA.

(0]

H H
_N__COOH HoN N _-COOH
R Ny
H

H H
I I
o " O

R=H, Gly R = Gly, Gly-Gly

|
N

34 35

Slika 3. Serija aminokiselina s fenantridinom

Kako bi razvi |l i peptidne fluorescentne indil
proteine, Pi ant ani da, Schmuck [ suradni ci t akolce
fenanatridina povezane razmaknicom razlilite

skupinom(slika 36) Zbog svog pozitivnog naboja u gi:rt

gvanidn s ka skupina moge sudjelovati u elektrost
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donor vodikove vez&?® Gvanidnindg karbonil pirolna (GCP)s k upi n a
RNA

jednol an|] ane

odsutnosti

moge utjecat.i
krat ki

U strukturi

glicina.

na

moge pre

pomoi u dv a-GCPbPRejtiént derlvatia k o n
ferantridina dodatno su se razlikovald] po dul
Glicin moge osigurati k G
I nterakci j e &akgpnmhjapromjknee ot i d

fluorescentnih oligopept

i vezanje na DNA i RNA, te na vezanje na enzim dipeptidil peptidazu Il (DPE°4IV).

usporedbi s rezultatima vezanja konjugata nukleozB, fenantridinski peptidi s

gvanidinom su

pokazal.

bol j e afinitete Ve

polinukleotide!®® Stoga, fino pod gavanj e strukt u36mnd9u Ddrualud ji kmi

i stragivanji ma

pr ema

potencijalni markeri za DN

kao gto su replikacija DNA,

GHs
0.0

? 4
N N P
HJ\MM

jednol anl ani m

bogatu

NH

NH,

obelavajuli put

prema S €

polinukleotidi ma. Fl uor

gvanozinom koja je vagna

ekspresija gena
0.0 NH,

R Win

NJ\/N Ny NH

H 5
O CHs

"

Slika 3. Strukture peptidnih derivata fenantridirfa

Ol i gopepti di

stani cama

i graju

razl|l odreilhj wirigamiazamagni j e

kljul nu ulogu u regul ac

faze \Y
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proliferaciju, diferencijaciju i apoptozii’ Primjena peptidnih fluorescentnih indikatora za

razlilite bi omol ekul e mo fprna ina peptidnim zldmonmp si nt er
bi omol ekul ama koja dovodi do promjene fotof
razvijeni peptidni i ndi kator i Za prepoznava
DNA, proteine, i |ipindjee ul vobdemman imerdji ij uo v & a\

se koriste fluorescentni peptidi.

2.2.4.Interakcije oligopeptida s proteinima i enzimima

Molekularno prepoznavanje aminokiselina i peptida s proteinskim receptorima ili enzimima
vagan | e biokemikskino i medicinskim procesima. Aminokiseline djeluju kao
biosintetski gradivni blokovi ili kao signalne molekdfNa primjer, poznati neurotransmiteri

gl ut amaanti niomasl alna kiselina povezuju se s |
membranuipokr el u promjene receptora s na®nadnin

Nekovalentne interakcije (Meze i van der Waalsove interakcije) osnova su selektivhog

mol ekul arnog prepoznavanja iz megdoteinlGRPeCdRe (r ec e
molekuleglutamataGP CR pr enose i zvanstanil|lni signal a
koje su posrednici u daljnjoj aktivaciji ©pre
odgovor. Vezanjem izvanstanil ni h hgronganad ni h n

citoplazmatskim receptorskim domenama pri | ¢
signal®Peptidi | esto djeluju kao signalne mol ek
endorfina, koje proizvodi asgiedi ggtnjes,gial anii
opijatskim receptorima stvaraju signalne kaskade u mbtZdgeonekad receptori vezani na
stani |l nu menmbtrapalj usnlmaginoet erakciju s krat ki m
proteinskog lanca, a primjer je prepoznavanje RGD sekvence (argghicin T asparaginska

kiselina; ArgGly-Asp) receptorima za integri®® Ci k| i | ki pentapepti di
sekvencu poznatius kao sel ektivni i afini ol i gopeptic
ciljnu terapiiju il Vvankomitia, glikopeptidrs antibiotikikajiiseh t u m:
kori st se za I|ijelenje rezistentrrijemalibakt er |
peptida sa stani | FdipeptdD-Ala-mMANak@®Hn jbea kK lejru lj an  z :

djelovanja antibiotika vankomicina protivgrgmmo z i t i vni h bakteri j a. V a
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dipeptid s visokim afinitetonk(=  2IMt0, | i mé |l okeérial kiri gno povez
transpeptidaze s bolnim | anacima peptidogl
bi osinteze bakterijske stanil|lne stijenke. Na

stanilne stij en kpada stanicepsd ramenamaagraotskog ttfa. r a s

Proteini 143-3 su skupina koja se sastoji od 7 izof
| judskoj fiziologiij.i S u: met abol i zam, odgov
signala, apoptoza neurotransmisija®® Stoga su Schmuck i Ottmann razvili fluorescentne
indi kat or e za -p34lhdikatgrigrikapanioaskcB7rsaa dr4 e dva si me
peptidna ogranka GCPhe/TrpLys-Gly i umjetni anion GCP na oba kraja za prepoznavanje
proteina 143-3 . Kao treli ogranak wugradil:@ SuU amin
reporter za fluorescenciju. Spojevi Phe/ Lys-Gly pokazuju slabu fluorescenciju oko 545 nm.
MeLut i m, fluorescencija indikatora se povel e
izoformi proteina 143-3 . Ral unalne studije potvrdile st
posljedica vezanja naftalimidndlyiorofora u hidrofobno vezno mjesto u proteinu. Indikatori
pokazuju selektivni odgovor u -bigtaawy #ripsin,na dr
ki motripsin i goveli serumski albumin. Kontr

selektivno pepoznavanje proteina 1343.

Peptidni indikator Fluorescencija
indikatora u interakciji
S proteinima 143-3
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b)

R=

©
s

Slika 37. a) promjena fluorescencije peptidnog indikatora u prisutstvu proteieB14

b) struktura peptidnog indikatora (preuzeto iz Schmuck 2&%9.)

b-triptaza je dominantna serinska proteaza dobivena iz serinskih ghamaknih mastocita i

poznato je da
Struktura enzi
sredignje pore

nedostatkuriptaze disociraseu

je ukljulena wu
ma je tetramerna,
u

patogené%2u ast

sastavljena

dnwivg hepann atabllizird tetraneerno strukjureyat a c i |

neaktivne

na povrginu

proteina,

Schmuckisuradnicidizani r al i s u

38) Peptid se sastoji od dvije tripeptidne sekvencelTysiL y s

preko Gkraja. Na Nk r aj evi ma

monomera na 400 nm, i

pr i s u ttip@azet(G20 nM), emisija monomera senal aj no

Kako

dv a

ekscimera gasi bi

i nhi bicije za
te utvrdili da peptidni liga d

Mo |

ne

ekul arno modeliranje

strukturno

pokazuj e

monomere. Tetraval el

bl okiraju pristtup akt
kationski dfriptaze¥(slikac e nt n i
povezane na ST €

s mj e gt £mpokazigeuemipiju pirenskiog Pep
emi siju pirensk¥®g eksci
povelava do

i s pi-tripgakzu, proved buetdstt i v n 0 !

slilna proteina

znal ajne promjen

pokazuje | etirdi kat.
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I vodi kove veze s negativno nabijenim ostaci
odnosno potpmo bl oki r aj ul® Stega deptign jigand djeluje kao inhibitor

sprelavajuldi supstr at -trpptazi. doofk lea ldroa alkd s ems kha mg
mi kroskopija (CLSM) 42 pdrmeabilan jz& madt@cite ji pokaguept i d

inhibitornu aktivnost unutar stanica potiskivanjem njihovog re€ta.

Slika33.Kati onski fl uor esctepmezeni peptidni i

Peptidi su vagni supstrati za proteanzima,i ki n
probiru inhibitora enzifi8enzkontral proskabaeal
su konstruirani na temelju enzimske katalize peptidnih supststitka 39) Konjugacija
signalnih markera na peptidnji supatrat pgadag
enzimske informacije u mjerljivi signal u enzimskim senzorima. Senzori za kinaze pripremljeni

su na temelju |linjenice da tirozinski ostaci
gasiti fluorescenciju nekih kromofot& Tako su fluorofori vezani uz prisutnost tirozina u
sekvenci peptida za prepoznavanje kinaza. Fo

interakciju izmelLu fluorofora i tiroz%na, gt

(I

protein kinaze

ATP

Slika®. Nalin djelovanj a'®senzora za pro

Antonija Erben Doktorskadisertacija
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Lawrence i suradni ci r a z v itirozinsks astatak enodtfioran z a t
fotoreaktivnom nitrobenzilnom skupinom koja se odcjepljuje u fotokemijskoj reakicgn{a

1). Promjena intenziteta fluorescencije, nak
na interakcije i nskaldijela. Nitrabenzilwafskupirea se elininirar poi z
fotolizi, a osloboleni tirozin podlijege fos

povel anja intenziteta fluorescencije. Fot oke

kr on ol @agukecaktiunosti senzora za tirozin kinaze tijekom eksperinéhta.

o]

SHO; SO,
o7 ~NH

OCHs OCHj

Ac-Glu-Glu-Dab-lle-Tyr-Gly-Glu-lle-Glu-Ala-NH ,

N +\ +\
Q\(/N/ NO\{/N/
o}
o ;H

Ac-Glu-Glu-Dab-lle-Tyr-Gly-Glu-lle-Glu-Ala-NH ,
O NO, OH

OCH;
OCH,
45 46

Shema 1. Senzor za tirozin kinaze uslijed pobude svjetlom

Proteini [ enzi mi i maju kljulnu ulogu u bio
| a kpeao njihovo djelovanje, dizajnirani su fluorescentni peptidni indikatori. Promjenom

intenziteta fluorescencije prati se nalin ve

2.3. Kinon-metidi

2.3.1.0p | e nkinbnemetidima

Kinon-metidi (eng.quinonemethidesQM) s u r ea kt i v ni intermedi | er.i

kemiji i fotokemiji fenola i njima srodnih spojev&®%16” QM se sastoje od cikloheskadienskog

" lako je IUPAC-ov ispravan naziv kinometan, u disertaciji smo se lalilkoristiti stari naziv kojij e uvri j egen
literaturi
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prstena na kojem su vezane metil enska i karl

karbonilne skupine, martgouQM 447) sneta@M (48)si pacaQNMa i z o
(49). ortho- i paraQM su neutralne molekule, dok seetaQM mo g e pri kazat

rezonancijski hibrid zwitteriona i biradika{alika 40.

o Oe o
-
® .

CH,
ortho-QM meta-QM para-QM
47 48 49
Slika40. Strukture osnovnih izomera QM
Polarna prirodadQM | i ni ih vrlo reaktivnim u reakci)|j
podlijegu i re#&#QM jsamraitkkloagd dviudiej e.r st e s v
<1 ns do nekoliko sekundiiliminut&®®S obzi rom na kr at ko \vigtti j e me ¢
vriemensKki razlulene spektroskopske tehnike
proul avali. Zbog svoje visoke reaktivnost.

sintezt®1€%10 i 4y bi ol ogkim sustavima gdje mogu alk
alkoholel™ tiole 1’213 nukleinske kiseliné®1’* proteind’>176177 i fosfodiestere’® QM se

mogu gener i fotokemijskim métddamat®

QM reagiraju s elektrofilima preko kisikovoc
nukl eofilima reagiraju na metilenskom pol o¢
adicijie®Kako su QM znatno r e akisinprab-eéz asi odmni nk dé
oni mogu reagirati i u [4+2] cikloadicijskim reakcijama (Didlkler) s dienofilima $1)
bogatim el ektroni ma daj ui5? (Herma®2tr odukte deri
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0 OH Nu

L 5
m@éﬁ

Shema 2. Reakcije Qi

P. Wan je 1986. godine prvi zapol eo sistemat
al kohol a, a r ezul o tmd] zairazamijevanje fowkemijakih peaksija a | i
fotodehidratacijé®?®Pr ov e d e n a  soui mohidroskibenzini alkohola u vodenoj
otopini metanola, te je pokazano da u pobule
vode. Pri tome naswjreaktivni QM koji reagira s prisutnim nukleofilnim otapalom

met anol om dajuli Sdishema®si benzilne etere

a)

/H\
9 ‘o o) OH
hv CH3OH O/
(-H20)
53 a7 54

b)
o~ -
OH hv O/
CH30H
S3a 54a

Shema 3. Fotokemija) hidroksibenzilnih alkohotab) etema hidroksibenzilnog alkohola

Wan i suradnici proulavali su fots8@esD28pl i ze
i ma veli kvantni prinos f58a(@so058ndhéemae). nego
Zakljulili su d&a3akedmmge okslii deoiivmt mamol eku

u pobul en &aPTYengeaxditad state intramolecular proton transfete je izlazak
benzineTOH s k u pi n e Nekoliko godiriaekgshije, detektirali su QM laserskom

Antonija Erben Doktorskadisertacija
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pulsnom fotolizom (LFP¥¥* U | aboratori ju na Ipmrotuiltawtan a Ry

fotokemijska reaktivnost 2Zhidroksimetilfenola pri kriogenim uvjetima fje pokazanala su
produkti fotodehidratacije pri 14 K QM7 i benzokseg6, gto je potvrlLeno

| R. Femt osekundnom spektroskopijom i

S

ral un
fotodehidracija zhidroksimetilfenola odvija u ultrabrzoj adijabatskoj fotokemijskoj reakciji

bez melupr oduwku ap o twalj aul.d nP @Mt ualng n4Y (S deaktiviiae QM
sedo Sd aj u 47 (SR Mvjerojatno i47 (S1) nastaje i benzoksb (slika 41)18°

o4
(=2}

Slika 41. Fotodehidratacija-Bidroksimetilfenola

Wan i suradnici progirili su istragivanje na
5761k o0j i na benzilnom pologaju imaju2¥odik i
OH OH OH
©/kph \©XR2 /@)\R
57
58 R, =H,R,=Ph 60 R=H
59 R,=Ph,R,=Ph 61 R=Ph

Q +
R eali¥on
0)
62 63 64

Slika 4. Raz | i | i thiroksibepzini dkoholb7+6k niod gov a82®4 ul i QM
Odredi | i Ssu vrijeme g¢givota i kvantne prinos
givota imaju oni QM koj i na metilenskom pol o
o-supstituiran der i vati i maju vele kvantne prinose
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veze | z meiDHibéneilnedbQHrslapine, pa lako dolazi do ESIRiTkoji je u sprezi
s dehidratacijon®’

Deaminacija je drugi vV a @ M, afprui swoda episalij Saito i nall
suradnicit®® Pripremili su seriju spojeva, Mannichove baze fenola, bifenila i naftalena te su
proveli reakcije fotoeliminacije amina u kojima nastaj o d govar aj ul i suQM. 0z
provodili u prisutnosti etivinil-etera, a cikloadicijske produkte su izolirali u dobrim

i skori tlernjriamja.vanja je progirio Freccero ko
kvaterne amonijeve soff°t e su pronagli da su pri neutr al
Manni chove baze, a pokazale su nekoli ko pre:
nastanka QM pri visokom pH i bolja topljivost u v@gsihema 4)Navode da katerne amonijeve

sol i i maju znatno vel 47(0k=wWA@8Pwniv pdii nod adagdwaa
alkoholnog derivat®3 (0 = 0,23)!%° U Laboratoriju za sintetsku organskemiju Instituta

Ruler Bogkaljho je objagnjen mehanizam fot oc

krezola®?*Ut vr Leno je da mehanizam stvaranja QM ov

amini ili soli. Mehanizam fotodeaminacije je Isla n prethodno opi sano
fotodehidratacije, te se odvija u wultrabrzo
QM.*®NastanakQM z odgovarajulih amonijevih soli do

tranzijentnom apsorpcijskom ¥pektroskopijom

OH o}
Oy e T
NMegl~
65 47

Shema 4. Fotoeliminacija amonijeve soli

2.3.2.Reakcije kinonme t i d a s nukleofiitnao g ki m

Freccero I suradnici I spi tali eQMuveda(kseli v nos:t
bazni i neutralni uvjeti) s aminokiselinama glicinom, serinom, cisteinom, lizinom i tirozinom,
te glutationom® o-QM su generirali i termil ki65ia fotol
dobiveni su alkilirani produkti aminokiselina. Pokazano je da kemoselektivnost alkilacige lizin

[ tirozina ovi si o pH otop-amenuOmjer bplodmk
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mijenja se prelaskom iz baznih u neutralne uvjetéirozin, zagrijavanjem na 8@ C

proi

neutralnim uvjetima ne reagira s QM, dok su pri pH 8,5 (boratni puferyamolproduktiN-

alkilaciieiO-al ki | aci j e. | st r a@QMwmagu jegeneriratizagdjavdnjerp u | i | |
ili ozralivanjem aminokiselifMkih produkata
Popi k i suradni ci opi sal. su ulinkovitu fo
slobodnih cisteinskih ostataka u peptidima i proteinjsiteema 5}’°Ozr al i vanj em vo
otopina naftola dolazi do stvarargeQM Kk o | i se kovalentno vegu n:
imaju slobodne tiolne skupir{shema &)
R
L e
6_a_ ﬂa_-f 68 a-f
O
H HN«(
aR=H dR= N
bR - OH T mNH
¢ R = O(CH;),0(CH,),0(CH,),0H
HO
oQH/ ©OH SN
eR= H OH fR=
~ N (0]
o/\[r {\/)3
o Oss_
Shema 5. Stvaranje QM koji se vegu na
O(CH3),0(CH;),0(CH,),0H
66 ¢
e SO Mm
HO(H,C),0(H>C),0(H,C),0
gfﬁﬁ:n‘%kjﬂﬂ g
69
Shema 6. Selektivno oznal avanje cistei
Popik i suradnici pokazali su da ukoliko se cistein zamijeni histidinom ili doladinderizacije
i zmelLu cisteina stvaranjem disulfidnih mosto
i nema o0 2%Usslpg veagnjaavamijlej @oepti da potaknul o ih

Antonija Erben
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QM prema sl obodnom cisteinu u proteini ma. U
govelem serumskom albumin34()B$%A&) ogejni os agrdiu
kinon-metidnim pré&ursorima: biotin §6_d), manoza 6 _© ili fluorescentna bojag6 ).

Pokazali su da usl6bdieddolzaail i @ ng sheade@t o mjt a |

R
HO
R
SH
OH v S
ORI GG Y
OH  pBs
71

66 d-f 72 d-f
HO
dR s Yl o (?HH fR N,
dR= N eR= IRk=
DR R N T (O
3
(@] O:S\
O//
Shema 7. | spitivanje fotokemijske reaktivno
Nadalje, pripremili su i analog BSA kojemje Gys4 pr et voren u eter | u
prisutstvu66 dned | azi do sel ektivnog oznal avanja pro
Reaktivnost QM s nukleinskim kisel¥%awa i n
moge al kilirati nukleinsku kisel P¥URokita f 0o0sf a

i sur adni creakgje @Vus|deoksmukleozidiniaukieinskim kiselinama i odredili
su reaktivna mjesta na pojedinoj bazi Dghka 43)'8

NH, 0 NH, 0
7 5 )6 7 5|6 4 s Jas
T N T N T T
NooNT 2 NSONZ2 NH, 6 Nfgo 6 Nfgo
R RS & &
dA dG dC T
73 74 15 76
R = 2'-deoksiriboza
Slika43.Al ki | aci jska mjesta purinskih i pirimid

bojom

QM reagiraju s purinskim nukl eobaskuimaana dA i
pologajima CBNullbldaosama CRC reagira preko
daje adukte s QM jer je vrlo slab nukledfiRe akci ja s citozi nom

dug

j e v
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reakcije s adenozinom il gvaninom gto | e
deoksinukleozidima® Reaktivnost nukleobaza koje su dio DNA molekule puno je manja, a
ponajvige je smanjena reaktivnost citozina (

do i zragaj a pavojnciDNA posiajeglavharmetk zajreakzije s QM, ponajprije

na egzociklilkoj amitno skupini na pologaju C
Reakcija fluoridom induciranedei | i | aci je je vagna metoda nast
i suradnici(shema 8f%'%*Uk ol i ko j e fenol na OH obenzipimna z ag

pol ogaj abrgmiEnaiiacetdna skupina, u reakciji s fluoridima dolazi do desililacije i
nastanka QM.

OTBDMS o OH

©/\Br F- ﬁ:/r dN ©/\dN

ok 47 8
Shema 8. Reakcija fluoridom inducirane desililacije

NashemB.j e pri kazan spobhekonijjlinasapoljogajaa ob@azane
u reakciji s fluoridom dolazi do desililacije i eliminacije bromida, te nastanka QM. Novonastali

QM reagira s oligonuf3 ebdai diama naarjantiiis ep miordjed
povezati molekulu DNA®

OTBDMS (o)

0 o)
DNA
Br/\©/\5r +F Br Br -Br- Br/\ijl/ _Br DNA DNA
-TBDMS
79 80 81 82
DNA/\©/\DNA

83
krizno povezani lanci DNA

Shema 9. Stvaranje QNT) u reakciji fluoridom inducirane desililacije i reakcija nastalog
QM s DNA
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2.3.3.Reakcije kinormetida s proteinima

Za <citot oksi | n ooditeljskih fegok ndgdvarrk suirebktivai QM koji nastaju

iz raznih sintetskih i prirodnih fenol a,
aminokiselinama, peptidima i proteinilt8P o st oj e dva gl avna nalina |
stvarajuin vivo, enzim&a oksidacija i izomerizacija-kinona!®’ Kod enzimske oksidacije,

uzastopno uklanjanje dva elektrona (ili elektrona i atoma vodikaalkiksupstituiranih fenola
obil no kataliziraju citokr omi P450, a u netk
katdizira nastanak QM shema 10).%® 4-Alkilkateholi se mogu oksidirati w-kinone koji

ovisno o kiselosti vodika na-dlkilnom ugljiku, spontano izomeriziraju e-hidroksip-QM

(shema 10b). Fenoli s odgovarajulom odjeazel or
fluorid, mogu generirati QM spontanom hidrolizqsmema 10cf®®*Nast anak QM moge
kataliziran bazi 1**nRusmak a nsuradoidi ipskazhlii suoda. iz 4
(fluormetil)fenilfosfata prvo dol azi do en
neenzimsko stvaranje QMM London i suradnici pokazali su neenzimsko stvaranje QM iz 4

trifluormetilfenot®a u fiziologkim uvjetima.

eH+

P450 ili
perok3|daza

g *

b)
OH o}
OH
enZ|mska spontana
oksidacija izomerizacija
87 89
<)
H-BH

en2|m bez enzima

@

49

Shema 10. Nal i ni nastanka QM u biologkim

izomerizacijao-kinona; ¢) spontana hidroliza
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U biolsaugkiami ma, BODI PY boje/ mar ker. se kori
kovalentnim vezanjem BODIPY kromofora na aminokiseline u proteiffthilodifikacija

BODI PY kromofora omogulila je noXPeroziponidt okol e
ili cisteinom?®?Me Lutim, za primjenu u biologiji pogel
protokole koji e omoguliti prilvrgliivanje

uvjetima®®®*St oga su u Laboratoriju za sintoetissku o
uspjegno proveld] fotokemijsku aktivaciju BO
proteina(shema 1)1.2°4 Zanimljivo je da BODIPYQM prekusori reagiraju u fotokemijskim

reakcijama samo pri pobulivanju us vAKas msii migm
p r av i?® Brimjenjivost antKkas hi ne fotokemije u oznal aval

fotoinduciranim fluorescentnim obil®Yegavanje

hv

-HN(CH3),
ili
-NH,*(CHj3),CI
92 R=H 96 R =H 98
93 R = H x HCI 97 R = CH,4
94R = CH,
95 R = CH, x HCI

Shema 11. Fotokemijska aktivacija BODIPY prekursora za kovalentnu modifikaciju proteina

Prikrivene bioreaktivne neprirodne aminokiseline reagiraju s cisteinom (Cys), lizinom (Lys),
histidinom (His), glutaminskom kiselinom (Glu) i tirozinom (Ty#$2°%2% wang i suradnici

pripremili su prikrivenu bioreaktivnu neprirodnu aminokiselinu, FnbY, koja uslijed
fotokemijskog p o b%(shemal2PM gerprran é& Fiblnasitu @agia

s biologkim nukleofilima stvarajuli koval ent
proteinima @i vih stani ca. Zatim su FnbY wug
eksprimiraju stanicee. coli, ozral il UV svjet!l omnatFebY pokaz
kovalentno vedge s lizinom (LySikKkagasgPOwogul islei n
su i korigtenjevd&and Yt akest@ino cauat g tsiar al i [
aminokiseline u zeleni fluorescentni protein (GFP) u HelLa stanié¥®atoaktivirana FnbY

reagira s biologkim nukleofilima, §gto omogul
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detekciju mjesta umregavanja masenom spektr

FnbY progiriti raznol i kost valentodmesezinaajinivivoo p s e g
za kemijsku biologiju, bioterapeutiku i pr ot
©/\FnbY ©/\ O (o) HO

29 100 s 102 103

Shema 12. Generiranje QM iz FnbyY i nj egov

Slika 4. Kristalna struktura proteina GST

Uposl jednjih nekoliko godina za otkrivanje |
koji su nereaktivni ukoli ko se ne ativira
Koval entna inhibicija zahtijeva katalitil ko
odgovarajuli pri kriveni Jeeldenkat roodf izla nu nmutja rv i ahk

korigtenje fotokwar grsjke preiakrciiy enozga esltekt r of
korigtene reakcije za inaktivaciiakilagyailot ei na
Michaelova adicij&!° Poznato jela se fotohidroliza trifluormetil supstituiranih fenola i naftola

d o g atiaeanjesn QMP! Stoga su Jimenez i suradnicis t r a g i | i koval entnu
fotokemijsko stvaranje prikrivenih elektrofila i naknadnu reakciju s ciljanim proteikima.
Pripremili su 4trifluorometil-1-naftol (L04) i 4-(4-trifluorometilfenil)fenol 05 kao QM

prekursore za reakcije s lizinom, a kao modelnu metu koristili su humani serumski albumini

(HSA) (slika 45) Eksperimentalni i teorijski rezultati pokazali su da QM generirani iz
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trifluorometil fenola mogu biti odgovarajul.i

reakcije s |izinom. Dobiveni rezul't
i HSA dovodi do stabilnih adukta i
ostataka lokaliziranih u veznim utorima HSA.

OH
O
CF,4
104 105
OH
o}
O o~ )~ )%
HN Lys195
\ Lys414, Lys106 _\_\\ ys
o N/\/\ \
H
u 414KVPQVSTPTLVEVSR428 M 191ASSAKQR197

99NECFLQHKDDNPNLPR114

Slika 45. Kinorn-metidni prekursori za reakcije s lizinom

atada j asno

zmelu f ot

Slika 46. Stvaranjk o mp | ek s a i 20BiHBAL" | i ganda
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A FEKSPERIMENTALNI DIO
31. Opl e napomene

Novi spojevi pripravljeni u okviru doktorske disertacije okarakterizirani su spektroskopskim
metodamalfd i 13C NMR, IR, MS).!H i 13C NMR spektri snimljeni su na instrumentima Bruker

Avance 300 MHz i Bruker Avance 600 MHz u deuterimamtapalima, uz TMS ili otapalo kao
unutarnji standard. Temperature taligta odre
i nisu korigirane. HRMS spektri snimljeni su na Applied Biosystems Voyager DE STR
MALDI -TOF/TOF instrumentu, a ESIIS spektrisnimljeni su na Agilent Technologies 6410

Triple Quadrupole Mass Spectrometer instrumentu.-W$V spektri snimljeni su na
spektrofotometrima PG Instruments Limited T80+ i Varian Cary 100 Bio, dok su
fluorescencijski spektri snimljeni na spektrometrimaigarCary Eclipse i Agilent Eclipse,

Photon Technology International (PTI) QuaMaster QM2. Fluorescencijske titracije
provedene su na spektrometru Cary Eclipse V
spektrofotometru Varian Cary 100 Bio, a CD spektimljeni su na spektrometru Jase81b.

HPLC analize provedene su na instrumentima Varian Pro Shmadzuuz UV ili DAD
detektor, a preparativne HPLC analize provec
Agilent ZORBAX Eclipse XDBC18 i Phenmenex Luna 3u C18 za andlike, a Phenomenex
Jupiter C18 (50 300A) za preparativne svrhe.
U fotokemijskim i fotofizilkim ekspéeistdement i m
I Mili -Q voda. Fotokemijske reakcije provedene su u Luzchem i Rayotademijskim

reaktorima uz korigtenje 8 ili 11 | ampi (1 I
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3.2.Priprava N,N-dimetilaminmetilnih derivata tirozina

3.2.1.Priprava N-Boc-L-tirozina (1y12
o N i
)( YN\E)J\OH
I

Q

OH
1

U smjesi dioksana vode (1:1, v/v, 100 mL) otoplien je KOs (9,12 g, 66,0 mmol).
Pripravljena smjesa ohlalena | eL-tirodn (Q00&C nak
22,0 mmol), te iz lijevka za dokapavanijetert-butil dikarbonat, BogO (4,80 g, 22,0 mmol)

otoplijenu dioksanu (30 mL)Reakci j ska smjesa mijegana j e n
Dodanaje0 (200 mL), a pot omdopHs4 Sngesaje ebstrahipmhan a Kt
etlcacetatom (31100 mL). Or g a ngpofiltriraniteojgotapalal g e n j
ukl onjeno na rotacijskom uld&g0s g, 98L4).u . Dobi ven

Boc-Tyr-OH (1): H NMR (CD:OD, 300 MHz)Wppm: 7,03 (d,)= 8,4 Hz, 2H), 6,70 (dJ=
8,4 Hz, 2H), 4,324,23 (m, 1H), 3,04 (ddl= 13,8, 5,2 Hz, 1H), 2,81 (dd= 13,8,5,2 Hz, 1H),
1,39 (s, 9H).

3220pii postupak priprave benzilnog estera

Boczagtilenoj aminokiselini dodana je smjesa
suspenzija u kojgudodan benzilboromidiNaHC@ Reakci j ska s mjaeassa mi j

90 AC. Ot apal o je uklonjeno na r ot acetajus k om
(100 mL) . Smjesa je prana zasilenom otopino
odvojio vodenisloj dok je organski sloj pramodom (100 mL) . Or gansk

bezvodnim magnezijevim sulfatom, profiltriran i otapalo je uklonjeno na rotacijskom

upari val u.
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3.2.2.1. Priprava benzilnog esté&&Boc-L-tirozina?!3 (2)

0O

A aeas

OH
2

Priprava spoj& provedena j@rema opem postupku za pripravu benzilnog estera opisanom u
A 3 . 2 N-BacL-tirazina (1) (5,83 g, 20,7 mmol) otopljenog u smjesi dioksana i DMF (1:1,
150 mL), a zatim su dodani benzilbromid (2,46 mL, 20,7 mmol) i Na{C@4 g, 20,7 mmol
Dobiven je ¢gu687a89%sti produkt

Boc-Tyr-OBn (2): 'H NMR (CDs0OD, 600 MHz) i/ppm: 7,3%7,24 (m, 5H), 6,96 (d)= 8,0

Hz, 2H), 6,67 (dJ= 8,0 Hz, 2H), 5,10 (d]= 12,8 Hz, 1H), 5,07 (dl= 12,8 Hz, 1H), 4,34},23

(m, 1H), 2,97 (ddJ= 133, 6,4 Hz, 1H), 2,84 (dd= 13,3, 6,4 Hz, 1H), 1,38 (s, 9H);

13C NMR (CD30D, 150 MHz)i/ppm: 173,8 (s), 157,8 (s), 157,3 (s), 137,1 (s), 131,3 (d), 129,5
(d), 129,3 (d), 129,2 (d), 128,8 (s), 116,2 (d), 80,7 (s), 67,8 (t), 57,0 (d), 37,9 (t), ZB7}.(q,

3.2.3.Priprava neprirodne aminokiselinglerivata tirozina(Boc-Tyr[CH2N(CHz)2]-OBn)
(3)214

SR eege

Benzilni ester Bog -tirozina @) (1,11 g, 3,0 mmol) otopljen je u GEI> (150 mL) te su dodani
K2CGQs (0,21 g, 1,5 mmol) i Eschenmoserova $¢/N-dimetilmetileniminijev klorid,0,28 g,
30mmol)Reakcijska smjesa mijegana je 5 dana
na rotaci | sekjeododana®,8 M H® @00unL) i redjska smjesa je ekstrahirana

etlkacet at om ( 3dacktdfd uklorjepn.a Etoitlaci j skom uparival

produkt proligien kromatogr afaktijl-iuzB-a5 %t upcu

CHsOH/CHCI; kao eluens. Dobiven je uljastiqgulukt3 (0,72 g, 56 %).
Boc-Tyr[CH 2N(CH3)2]-OBn ( 3) :858 %l AGt e:
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'HNMR (CDsOD, 300 MHz }7,2% (mp5pi)n6,91 ®dl 3 K6, 8,0 Hz, 1H), 6,84

(d,J = 1,6 Hz, 1H), 6,64 (d) = 8,0 Hz, 1H), 5,12 (d] = 12,0 Hz, 1H), 5,06 (d] = 12,0 Hz,

1H), 4,374,23 (m, 1H), 3,53 (s, 2H), 2,96 (d#i= 6,4, 13,6 Hz, 1H), 2,84 (dd,= 8,0, 13,6

Hz, 1H), 2,26 (s, 6H), 1,38 (s, 9H);

13CNMR (CD:OD, 75 MHz) u/ppm: 173,7 (s), 157,8 (s
(d, 3C), 129,5 (d)129,3 (d), 128,6 (s), 123,5 (s), 116,6 (d), 80,6 (s), 67,8 (1), 62,4 (t), 56,9 (d),

44,7 (q, 2C), 37,9 (1), 28,6 (q, 3C);

HRMS (MALDI -TOF) teoiijski m/z[M + H]* za G4H32N20s 429,2389 gksperimentalnim/z

429,2368.

3.240p1 i postupak| nkl aagania beneprirodne ami !

Benzilni ester otopljen je u apsolutnom etanolu (40 mLyci ba hidriranje te je doddD %

Pd/C. Boca je spojena na aparaturu za hidriranjer e a k ¢ i | a4 sgtaepri tlakuoodikall e n a

od 63 psi. Reakcijska smjesa je profiltrirgorako filter papirgplavavrpca v el i |[-83 na po
Om i otapal o uklonjen®omiavemit aegli j a&ktoim pmpad.

kromatogafijom na stupcu silikagela uz2000% CHOH/CH:CI; kao eluens.

3.2.4.1. Postupak ukl anjanj a degvatatirozimé zagt it
0

)(OYH\)LOH

O s
OH
N—
/
4

Priprava spoja provedena jpremaope m post upku za ukl anjanje b
u A3 . BenZnog estera neprirodne aminokiseliBg (0,39 g, 0,9 mmol) otoplienog u
etanolu (40 mL) u boci za hidriranje idenog 10 % Pd/C (0,20 d)obiveni uljasti produkt je
proligien kromatogafi | om0 %aHQHICHElckao etuéns.i k a g e
Dobiven je bezbojni produlkt (0,27 g, 89 %).

Boc-Tyr[CH 2N(CH3)2]-OH ( 4) : 13BaBBgA€E;
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'HNMR (CDsOD, 300 MHz) U/ ppm:J=8QHz0H) (679 (JEBY, 7, 0
Hz, 1H), 4,16 (s, 2H), 3,34 (s, 2H), 3,03 (dg&; 5,0, 13,5 Hz, 1H), 2,88 (dd,= 6,5, 13,5 Hz,

1H), 2,77 (s, 6H), 1,39 (s, 9H);

BCNMR (CDsOD, 75 MHz) U/ ppenis6,2 ()81341 (d),433,8 (d)11BT,9 2

(s), 117,7 (s), 116,1 (d), 80,0 (s), 58,4 (t), 58,3 (d), 43,3 (g, 2C), 38,9 (t, 1C), 28,8 (q, 3C);

HRMS (MALDI -TOF) teorijskim/z[M + H]" za G7H26N20s 339,1920gksperimentalnimn/z

339,1911.

3.25.Postupakwo Lenja di meti |l @¥naBachye®H | ne skupine
o H (0] o H O
)( YN\i)J\OH >( YN\E)J\OH
O N (0] B
N/
OH OH \
N— N—
/ /
4 4a

Boc-Tyr-OH (1) (1,55 g, 5,5 mmol) otopljen je @H3OH (10 mL). U lijevku za dokapavanje
pomij e a¥ vodesawtopi MaIH (1,4 mL, 11,0 mmol) i 3®6 vodena otopina
formaldehida (0,6 mL, 8,25 mmol) @H:OH (5 mL), a zéim je smjesa lagano dokapana.

Reakcijska smjesa | e mi jegana 20 sat.i na s
zagrijavanje na temperaturi v rsteakcjjuadodarare e s a
zasi | enNaClq50 mlp iekswahiranojeti-a c et at om (37150 mL). Or g:¢
bezvodnim N&SQu, profiltriran, a otapalo je uklonj

Sirovi produkt pr ol iuplusiikagplaeuz KOBE®IBCHIOB/GHClf @ | o m
kao eluens. Izoliran je neizreagirani reakth(@,32 g, 21 %), produl4 (0,71 g, 38 %) i produkt
4a(0,10 g, 4 %).

3260pii postupakzagliang ainj peetéjpsctiztfe tri fl uor
Aminokiselina s Boez a g t i N-termimamim krajem (1,0 mmol) otopliena je u &b (3
mL) te je dodana smjesa trifluoroctene kiseline i.CH (TFA:CHCl>=1:1, v/v, 4 mL).

Reakcijska smjesa je mijegana pr e ktapalamodl i na
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snigenim tl akom acdtatéd sol/ Fobagine jareinokiselinef ul obli&u ulja u

kvantitativnom iskorigtenju.

3.2.6.1. Priprava TF&oli benzilnog estera neprirodne aminokisetieeivata tirozing?*

0
.
H
HaN \.)J\o
TFA z

Priprava je provedena premalem postupku za pripravu trifluacetatnihsoli opisanom u
A 3 . 2 .bénzilnog estera neprirodne aminokiseli® (0,34 g, (8 mmol) otopljenog u
CH2Cl2 (3 mL), a zatim je dodana smjesa TFA/ACH (1:1, v/v, 4 mL). Nakon uklanjanja
otapala pod sni geni m adethha kob derivataotivozindeunoblikuj e t r i

smelLkastog ulja u kvantitativnom iskorigtenj

2 T F AITH[CH 2N(CH3)2]-OBn (5): 'H NMR (CD:OD, 300 MHz)-728(mppm: 7
5H), 7,147,09 (m, 2H), 6,86 (d] = 8,8 Hz, 1H), 5,26 (dJ = 11,5 Hz, 1H), 5,20 (d] = 11,5

Hz, 1H), 4,31 (dd(t)J = 7,0 Hz), 4,22 (dJ = 12,9 Hz, 1H), 4,13 (d] = 12,9 Hz,1H), 3,15 (d,

J=7,5Hz, 2H), 2,79 (d] = 7,5 Hz, 6H);

BCNMR (CDsOD, 75 MHz) U/ ppm: 169,9 (s), 157,5 (s
(d), 129,8 (d, 2C), 129,7 (d, 2C), 126,6 (s), 118,0 (s), 117,0 (d), 69,3 (t), 58,2 (t), 55,2 (d), 43,2
(g,2C), 36,5 (b);

HRMS (MALDI -TOF) teorijski m/z[M]* za GsH26FsN207 556,1644 eksperimentalnim/z

556,1635.
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3.2.6.2. Priprava TFAoli neprirodne aminokiselingerivata tirozina?'

TFA~

0
H3N+\£)J\OH

Priprava je provedena premalem postupku za pripravu trifluoroctenih soli opisanom u

A 3. 2 B6c-Tyr[CHzN(CHs)2]-OH (4) (0,35 g, 1,0 mmol) otopljenog @HCl2 (3 mL), a

zatim je dodana smjesa TFA/@El>( 1 : 1, v/ v, 6 mL). Nakon wukl an
tlakom dobivena je triflu@cetata solN,N-dimetilaminmetilnog derivata tirozin@ u obliku

smelLkastog ulja u kvantitativnom iskorigten]j

2 T F ATT[CH 2N(CH3)2]-OH (6): H NMR (CD:OD, 300 MHz)-72i(mpp m: 7
2H), 6,94 (dJ = 8,0 Hz, 1H), 4,34,24(m, 2H), 4,244,17 (m, 1H), 3,22 (ddl= 6,0, 14,5 Hz,

1H), 3,13 (ddJ = 7,0, 14,5 Hz, 1H 2,85 (d,= 6,0 Hz, 6H);

3C NMR (CDsOD,75MHz) U/ ppm: 171,2 (s), 157,5 (s),
118,1 (s), 117,0 (d), 58,2 (t), 55,2 (d), 43,4 (q), 43,2 (q), 36,4 (1).

3.2.7. Preparativna fotometanolizs,N-dimetilaminometilnog derivatdirozina?'4

OH\)?\O
Xy

OH
o)

7

U kvarcnoj cijevi za fotolizu otopljeje derivattirozina3 (54 mg, 0,12 mmol)u CH3OH (100

mL). Otopina jepropuhvanaargonom30 min, a zatim jeoz r emdu fotokemijskom reaktoru
Rayonetdllampina300nmu k upno 45 min uz konstantno pr of
vodenim hladil om. Otapalo je uklonjeno na ro
koja je nanesena rid_C plol u (silikagel 500¢ mu eluensul0 % CH3OH/CHCl>. Izolirano

je 14mg (28 %)l istogprodukta7 u oblikubezbojnogulja.
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Boc-Tyr [CH20CH?3]-OBn (7):*H NMR (CDsOD, 300 MHz)W/ppm: 7,387,26 (m, 6H), 6,86

(d, J= 8,4 Hz, 1H), 6,74 (d)= 8,4 Hz, 1H), 6,68 (s, 1H), 5,17 (@ 12,6 Hz, 1H), 5,08 (d]=

12,6 Hz, 1H), 4,96 (d]=7,6 Hz, 1H), 4,601,45 (m, 3H), 3,40 (s, 3H), 3,8589 (m, 2H), 1,41

(s, 9H);

13C NMR (CD3s0D, 150 MHz)Wppm: 171,8 (s), 155,5 (s), 155,1 (s), 135,3 (s), 130,328),9

(d, 2C), 128,6 (d), 128,5 (d, 2C), 127,9 (s), 127,0 (s), 122,0 (d), 116,6 (d), 79,9 (s), 74,0 (1),
67,0 (t), 58,2 (q), 54,6 (d), 37,4 (t), 28,7 (q, 3C);

HRMS (MALDI -TOF) teorijski m/z [M]* za GsH2oNOs 415,2073, eksperimentalm/z
415,2094.

3.3.Priprava dipeptida
3.3.1.0p 1 i postupak priprave sukcinimidnog est et
N-Boc-zail ena aminokiselina (10 mmol\-hidroksisukcinimid KKHS, 11 mmol) i 1-etil-3-

(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC 11 mmol) otoplijeni su u CHCl> (25 mL).
Reakcijskasmjesai j egana | e [Rdesomkupeljiteze stajhlaaulhladmjpke preko

noli. Sirova reakci j sCOa30sh),HOL3 mio,WEMHKHA (30 e 0, 5
mL) i k gOn & |3mo nmH ) . Organski sl oj sugen je iz
profiltriran i otapal o je uklonjeno na rotac
kori gten u sljedeie®® stupnju bez proligiavan

3.3.1.1 Priprava sukcinimidnog estesaBoc-fenilalanina 8)2*®
HoS ]
><O\T]/N\;)J\O—N
O =
D°
8
Priprava spoja8 provedena jeprema opem postupku za pripravu sukcinimidnog estera
opi sanom NBoéfdnilanira (3,00 gz 11,3 mmol), NHS (1,4312,4 mmol) i EDC

(1,93 g, 12,4 mmol) otopljenih u GAI> (25 mL). Dobiven je bzbojnipjenasti produk8 (2,38
g, 6,6 mmol, 58 %).
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Boc-PheOSu (8): 'H NMR (CDsOD, 300 MHz)tWppm: 7,347,19 (m, 5H), 4,74 (ddl= 4,8,

9,8 Hz, 1H), 3,02 (ddl= 9,8, 14 Hz1H), 2,85 (s, 4H), 1,36 (s, 9H);

13C NMR (DMSO-ds, 75 MHz)Wppm: 171,3 (s, 2C), 169,9 (s), 157,5 (s), 137,6 (s), 130,5 (d,
2C), 129,5 (d, 2C), 128,0 (d), 80,9 (s), 54,8 (d), 38,6 (1), 28,6 (g, 3C), 26,5 (t, 2C).

3.3.2. Priprava benzilnog estera Baefenilalanina (9)?13

XOEH\)?\O/@
O

9
Priprava spoj® provedena jg@rema opem postupku za pripravu benzilnog estera opisanom u

A 3 . 2 N-BocL- ferlalanira (2,00 g, 7,5 mmol) otopljenog u smjesi dioksana i BM@.:1,

80 mL), a zatim su dodani benzilbromid (0,89 mL, 7,5 mmol) i Nak@®3 g, 7,5 mmol).
Sirovi guoduki j psoili ol en je kromatefmafijom
CH3OH/CH.CI, kao eluens. Dobiven je uljasti produkkoji stajanjem kristalizira (2,35 g, 88

%).

Boc-Phe-OBn (9): 'H NMR (CDsOD, 300 MHz)Wppm: 7,3%77,26 (m, 6H), 7,2&,20 (m,
2H), 7,197,13 (m, 2H), 5,14 (d}= 12,0 Hz, 1H), 5,09 (d}= 12,0 Hz, 1H), 4,38 (mJ= 5,9,
8,7Hz, 1H), 3,09 (dd}= 5,9, 13,7 Hz, 1H), 3,02 (dds 8,7, 13,7 Hz, 1H), 1,37 (s, 9H);

3C NMR (CDsOD, 75 MHz D1 (8)/1p88Br(s), 136,Z (s), 131,5 (s), 129,9 (d, 2C),
129,8 (d), 129,7 (d, 2C), 125,4 (s, 2C), 116,9 (d, 2C), 69,1 (t), 55,4 (d), 36,7 (t).

3.3.3.Priprava TFA-soli benzilnog esterdirozina (1016

o)
.
H
_ 3N\.)J\o
TFA :

OH
10

Priprava je provedena premalem postupku za pripravu trifluagetanih soli opisanom u
A 3 . 2 .bénzilnog estera Bekirozina @) (1,00 g, 2,7 mmol), C¥Cl> (5 mL), i smjese
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TFAICHLCl> (11 : 1, v/ v, 5 mL) . Nakon wukl anjanja ot :

trifluoroctena sol tirozindOu obl i ku wul ja u kvantitativnom i

T F A T-T§r-OBn (10): 'H NMR (CDs:OD, 300 MHz)i/ppm: 7,397,29 (m, 5H), 6,97 (dJ=

8,6 Hz, 2H), 6,71 (dJ= 8,6 Hz, 2H), 5,25 (dJ= 12,0 Hz, 1H), 5,20 (dI= 12,0 Hz, 1H), 4,26

(dd(t), = 6,7 Hz, 1H), 3,09 (dd= 2,6, 6,7 Hz, 2H);

BCNMR (CD:OD, 75 MHz) G/ ppm: 170, 1(s)(1£2909(d, 209,8, 3 (
129,8 (d), 129,7 (d, 2C), 125,4 (s, 2C), 116,9 (d, 2C), 69,1 (t), 55,4 (d), 36,7 ().

3.3.4. Priprava TFAsoli fenilalanina (11)

0
.
HsN
TFA ~ \®

1

Priprava je provedena premal em postupku za pripravu trifluasetanih soli opisanom u

A 3 . 2 behzilnog estera Beenilalanina 9) (0,76 g, 2,1 mmol), CKClz (5 mL), i smjese
TFA/ICHCl2 ( 1 : 1, v/ v, 6 mL) . Nakon uklanjanja ot
trifluoroctena sol fenilalanind1 u obliku ulja koje stajanjem kristalizira u kvantitativnom

I skorigtenju.

T F A T-RheOBn (11): 'H NMR (CDsOD, 300 MHz)Wppm: 7,397,34 (m, 3H), 7,34,28
(m, 5H), 7,17 (ddJ = 7,5, 2,3 Hz, 2H), 5,24 (d,= 12,0 Hz, 1H), 5,22 (d] = 12,0 Hz, 1H),
4,34 @d(t),J = 6,3 Hz, 1H), 3,22 (ddl = 6,9, 14,4 Hz, 1H), 3,17 (dd= 6,9, 14,4 Hz, 1H).

3.3.5. Opii post®Pak priprave peptida

Otopina sukcinimidnog estera Baca gt i | ene ami noki sed(@@5md) (2, 75
polagano je dokapana u suspenziju solirmkiseline (2,5 mmol) i NaHC£§X5 mmol, ili 10

mmol ako se koristi TFAol aminokiseline) u smjesi THF i voda (1:1, v/v, 20 mL). Reakcijska
smjesa mijegana je 3 dana na sobnoj temper at
provjeren je pH wdenogsloja te je zakiseljen©,5 M HCI do pH 23 i ekstrahirano etil

acetatom (37150 mL). Organski sl oj sugen j e |
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ukl onj eno n a rotacijskom wuparival u. Dobi ve

kromatogafijom a stupcu silikagela uz 120 % CHOH/CH.CI> kao eluens.

3.3.5.1. Priprava dipeptida B&theTyr-OBn (12)%*

D

12
Priprava je provedena premaiepm postupku za ©pripravu pept.i
sukcinimidnog estera Beenilalanina(8) (0,84 g, 2,3 mmol), TFA solbenzilnog estera
tirozina @0) (0,57 g, 2,1 mmol) i NaHC£X0,71 g, 8,4 mmol) u smjesi THF i voda (1:1, vlv,
24 mL) . Dobiven je gut.i ul j asti produkt Kkoji
uz2- 5 %CH3OH/CH:CI; kao eluens. Dobiven je pjenasti bezbojni prodi0,55 g, 50 %).

Boc-PheTyr-OBn (12): 'H NMR (CDsOD, 300 MHz)Wppm: 7,367,26 (m, 5H), 7,24,15

(m, 5H), 6,94 (dJ= 8,0 Hz, 2H), 6,66 (d)J= 8,0 Hz, 1H), 4,784,60 (m, 1H), 4,34,23 (m,

1H), 3,062,65 (m, 4H), 1,34 (s, 9H);

13C NMR (CDsOD, 150 MHz)Wppm: 174,2 (s), 172,5 (s), 157,5 (s), 157,4 (s), 138,5 (s), 137,0
(s), 131,4 (d, 2C), 130,3 (d, 2C), 129,5 (d, 2C), 129,4 (d, 2C), 129,3 (d, 2C), 128,3 (s), 127,7
(d), 127,6 (d), 116,3 (d, 2C), 80,7 (68,0 (t), 57,1 (d), 55,5 (d), 39,2 (t), 37,7 (t), 28,6 (q, 3C).

3.3.5.2. Priprava dipeptida B&theTyr-OH (13)?*

OH
XOTNJLNLEE
0 \OE 0

13
Priprava je provedena premailepm postupku za ©pripravu pept.

sukcinimidnog estera Befenilalanina(8) (1,0 g, 2,75 mmol), tirozina (0,45 g, 2,5 mmol) i
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NaHCG (0,42 g, 5,0 mmol) u smjesi THF i vodal : 1, v/ v, 22 mL) . Sir o\
je kromatogafijom na stupcu silikagela Bz 5 % CHsOH/CHxCI, kao eluens. Dobiven je
pjenasti bezbojni produli3 (0,81 g, 81 %).

Boc-PheTyr-OBn (13): *H NMR (CDsOD, 300 MHz)W/ppm: 728-7,14 (m, 5H), 702 (d,J=
8,0 Hz, 2H), 669 (d,J= 8,0 Hz, 2H), 464-4,50 (m, 1H), 431-4,19 (m, 1H), 313-3,00 (m, 2H),
2,92 (dd,J= 7,6 Hz, 1H), 279-2,68 (m, 1H), 134 (s, 9H);

13C NMR ((CD3)2S0, 75 MHz)W/ppm: 1729 (s), 1717 (s), 1561 (s), 15532 (s), 1382 (s), 13(R
(d,2C), 1292 (d, 2C), 128 (d, 2C), 124 (s), 1262 (d), 1151 (d, 2C), 78 (s), 558 (d), 537
(d), 376 (t), 362 (t), 282 (q, 3C).

3.3.5.3 Priprava dipeptida BePheTyr[CH2N(CHs)2]-OBn (14)%4

\_
XOTHJLMLS&“@
0

14

Priprava je provedena premalepm postupku za ©pripravu pept.i
sukcinimidnog estera Beenilalanina(8) (0,73 g, 2,0 mmol), TFAoli benzilnog estera
neprirodne aminokiselinéd) (0,59 g, 1,8 mmol) i NaHC£X0,605 g, 7,2 mmol) u smjesi THF
aivode( 1: 1, v/ v, 24 mL) . Sirovi produkt je prol
5- 10 % CHsOH/CHCI» kao eluens. Dobiven je pjenastizbejni produktl4 (0,59 g, 57 %).

Boc-PheTyr[CH 2N(CH3)2]-OBn( 1 4) : 9paki dCe:

H NMR (CDsOD, 300 MHz)Wppm: 7,377,27 (m, 5H), 7,25,15 (m, 5H), 7,11 (s, 1H), 7,08
(d, J= 8,1 Hz, 1H), 6,78 (d)= 8,1 Hz, 1H), 5,12 (s, 2H), 4,68 (ddd@: 7,0Hz, 1H), 4,30
4,22 (m, 1H), 4,13 (s, 2H), 3,09 (ddk 6,0, 14,0 Hz, 1H), 3,02,89 (m, 2H), 2,75 (s, 6H),
2,752,65 (m, 1H), 1,34 (s, 9H);
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13C NMR (CDs0D, 75 MHz)lW/ppm: 174,3 (s), 172,3 (s), 157,5 (s), 156,7 (s), 138,5 (s), 137,0
(s), 134,1 (d), 133,d), 134,0 (d), 133,0 (d), 129,6 (d), 129,5 (d), 129,4 (d), 129,4 (s), 129,3
(d), 129,2 (d), 127,7 (d), 127,5 (d), 118,2 (s), 116,4 (d), 80,6 (s), 68,0 (1), 58,3 (t), 57,1 (d), 55,3
(d), 43,2 (g, 2C), 39,3 (1), 37,1 (1), 28,6 (q, 3C);

HRMS (MALDI -TOF) teorijskim/z[M+H] " za GsH41N30s 576,3074, eksperimentalmi/z
576,3087.

3360pii propis priprave dipept#da s HBTU akt |
U trogrlu tikvicu pod atmosferom dugi ka su r
mmol), HBTU (0,08 mrol) i 1-hidroksibenzotriazol, HOBT (0,08 mmol) otopljeni u suhom

CHsCN, zatim je dodan trietilamin, TEA ilN,N-diizopropiletilamin, DIPEA (0,32 mmaol).

Nakon 30 min mijeganja, dokap&mwammokotoplena benz
u suhom CHC N .. Reakcijska smjesa mijegana je prek:i
ukl onj eno na rotacijskom wuparivalu t e j e

kromatografijom na st upsOHICHCIi;kao duargel a uz 20VY1

3.3.6.1.P 0 k upgipmgve BocTyr[CH2N(CHz)2]-Phe-OMe (15)

0 [ i
H
><O\H/N\;)J\N O e,
o = " o
é OH

N—
/
15

Priprava spojd5provedenajeremaope m post upku za pripravu dipe
Boc-Tyr[CH2N(CHs)2]-OH (4) (0,10 g, 0,30 mmol) HBTU (0,34 g, 0,90 mmolptopljeni su

u CHCN (30 mL). Dodana j&l,N-diizopropiletilamin, DIPEA (0,18 ml, 1,05 mmol), a zatim

HCI| IPReOMe (0,079, 0,33 mmol) Reakci jska smjesa mijegan

tenper aturi . Otapalo je uklonjeno naetilactat@a ci j s k
(50 mL). Smjesajepranae8 ( 50 mL) i zasilenom otopinom N
sugen je iznad bezvodnog natrijevog sul fata,
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naran|lasta smjesa (0,30 fg) okmojna |js¢ upa@udwsajl ar
su dobivene frakcije koje prema NMRnisupok a z al e pri sutnost gel jenc

3.3.7. Pokugaj -TyrPheOBa(7® Boc

jo

OH
17

Otopina sukcinimidnog estera Bticozina (16) (0,60 g, 16 mmol) u THF (13 mL) polagano

je dokapana u suspenzlpenzilnog estergenilalanina (0,31 g, 1,45 mmol) i NaHG@®,49 g,

5,8 mmol) u smjesi THF i voda (1: 1, v/ v, 22
sobnoj temperaturi. THF je uklonjennaaat i | skom uparival u, provjer
te je zakiseljeno 0,5 M HCI do pH2i ekstrahiranoeth c et at om (31 50 mL) .
sugen je na natrijevom sul fatu, profiltrira
Dobivenasmjesa razg¢hjana jekromatografijomnastupcusilikagela ali nije dobiveng e | j e nii
produkt

3.38. Postupak wukl anjanja benziPh@me zagtitne sk

Tyr[CH2N(CHs)2]-OBn2t4
N
OH
H\)?\
(0] N OH
XU YN
(@] N (@]

18

Priprava spojd8provedena jpremaope m post upku za uklanjanje b
u A3. 2 .-RheTyriCH:N(Blds)e]-OBn (14) (0,26 g, 0,4 mmolptoplienog u apsolutnom

etanolu (40 mL) u boci za hidriranjez dodataklO % Pd/C (0,10 gDobiveni uljasti produkt
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je proliglien kromat oga f-ilpOosCHOE/CHOl, kap eluenss i | i k &
l zoliran j8Bulobkikpr d,9%%). ul j a (0, 2

Boc-PheTyr[CH 2N(CH3)2]-OH (18): *H NMR (CDsOD, 300 MHz)W/ppm: 7,297,13 (m,

7H), 6,84 (dJ= 8,0 Hz, 1H), 4,631,56 (m, 1H), 4,324,18 (m, 3H), 3,15 (ddl= 5,0, 14,0 Hz,

1H), 3,04 (ddJ= 5,0, 14,0 Hz, 1H), 2,92,88 (m, 1H), 2,83 (s, 6H), 2,7869 (m, 1H), 1,35

(s, 9H);

13C NMR (CDsOD, 150 MHz)Wppm: 174,6 (s), 174,0 (s), 157,6 (s), 156,5 (s), 138,6 (s), 134,3

(d), 134,1 (d), 130,3 (d, 2C), 130,0 (s), 129,4 (d, 2C), 127,7 (d), 117,4 (s), 116,4 (d), 80,7 (s),
58,3 (t), 57,4 (d), 55,5 (d), 43, 8gnalzglC 2C) ,
atom (s);

HRMS (MALDI -TOF) teorijski m/z[M+H]" za GeH3sN30s 486,2604 eksperimentalnim/z
486,2627.

3.3.9.0p | i postupak priprave dipeptida koji sadt
Dipeptid (1,0 mmol)e otopljenu 40 %tnoj vodenoj otopini MeNH (2 mL, 3,0 mmol). U

nastalu suspenziju dokapana je 3+rt4d vodena otopinad@O (1 mL, 2,5 mmol). Reakcijska
smjesa mijegana je 1 sat na98oBGojuztemperpau
vodene kupeliNast al a je ¢guta wuljasta smjesa kojoj |
Reakcijska smjesa | e jtempgemtgriata ekstrahCramdihacaetatdma n a ¢
(3150 mL) . Nakon s u@®mi fitracije,aothpalb g zuklanjdno inan N a
rotacijskom wuparival u. D ojé kromatografijom inat stupéu  pr o d
aluminijevog oksida (akt. V) uz-5100 % CHOH/CHxCI; kao eluens.
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3.3.91. Priprava dipeptida Behe Tyr[CH2N(CHz)2]2-OBn (19)24

Priprava spojd 9 provedena jpremaope m postupku za pripravu dip
di metil ami nomet i | ne9. igRoaRheTyreOBo(R)i (%58 g, &,0mmpol) A3 . 3.
otopljenog u 40 %noj vodenoj otopini MeNH (2 mL, 3,0 mmol). U nastalu suspenziju
dokapana je 37 %a vodena otopina 480 (1 mL, 2,5 mmol)Dobiveni sirovi produkt
prdleing j e kKr omat o gauminijevagmoksidaa (aks tVu pzctl00 %
CH3OH/CHCI; kao eluens. Dobiven je uljasti proddld (68 mg, 11 %).

Boc-Phe-Tyr [CH2N(CH3)2]2-OBn (19):

'H NMR (CD30OD, 600 MHz)i{/ppm: 7,367,27 (m, 5H), 7,25,21 (m, 2H), 7,2/,15 (m, 3H),

6,87 (s, 2H), 5,10 (s, 2H), 4,68 (ddd@¥7,0 Hz, 1H), 4,34,24 (m, 1H), 3,55 (d]= 13,0 Hz,

2H), 3,51 (d,J= 13,0 Hz, 2H), 3,0&,97 (m, 2H), 2,93 (dd= 7,5, 13,5 Hz, 1H), 2,#2,67 (m,

1H), 2,26 (s, 12H), 1,34 (s, 9H);

13C NMR (CDsOD, 150 MHz)Wppm: 174,1 (s), 174,0 (s), 157,2 (s), 157,1 (s), 138,5 (s), 136,9
(s), 131,6 (d, 2C), 130,4 (d, 2C), 129,6 (d), 129,4 (d, 2C), 128,2 (d), 127,9 (d), 127,8 (s), 127,7
(d, 2C), 123,4 (s, 2C), 80(8), 67,9 (1), 60,7 (t, 2C), 57,2 (d), 55,2 (d), 44,7 (q, 4C), 39,4 (1),
37,7 (1), 28,7 (q, 3C);

HRMS (MALDI -TOF) teorijski m/z[M+H]" za GeHasN4Os 633,3652 eksperimentalnim/z
633,3623.
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3.39.2. Priprava dipeptida Behe Tyr[CH2N(CHs)2]2-OH (20)14

Priprava spoj@0 provedena jpremaope m postupku za pripravu dip
di metil ami nometi | ne?9 BaPheTyrOH(1E)i(0La g @5mmol) A3 . 3.
otopljenog u 40 %noj vodenoj otopini MéNH (1 mL, 7,8 mmol). U nastalu suspenziju
dokapana je 37 %na vodena otopina 480 (0,5 mL, 6,4 mmol)Dobiveni sirovi produk
proligien je k r o malamingewofy ioksidam(akin &) uz t0Q1Q0c%
CHsOH/CH.CI; kao eluens. Dobiven je uljasti produkt koji stajanjem kristalizira (0,02 g, 8 %).

Boc-PheTyr[CH2N(CH3)2]>-OH (20): T a | i1841€:6 A C;

!H NMR (CDsOD, 300 MHz)lWppm: 7,307,15 (m, 5H), 7,04 (s, 2H), 4,39 (ddd{5,0 Hz,

1H), 4,274,19 (m, 1H), 4,00 (dl= 13,6 Hz, 2H), 3,95 (dl= 13,6 Hz, 2H), 3,18,95 (m, 3H),
2,80-2,65 (m, 1H), 2,59 (s, 12H), 1,35 (s, 9H);

13C NMR (CDsOD, 150 MHz)W/ppm: 177,2 (s), 173,3), 158,6 (s), 157,5 (s), 138,8 (s), 133,3

(d), 130,3 (d, 2C), 129,8 (s), 129,4 (d, 2C), 127,7 (d, 2C), 120,2 (s, 2C), 80,4 (s), 60,4 (t, 2C),
57,7 (d), 57,4 (d), 43,8 (q, 4C), 39,3 (1), 38,2 (1), 28,7 (g, 3C):

HRMS (MALDI -TOF) teorijski m/z[M+H]" za GoH42N4Os 543,3183 eksperimentalnim/z
543,3177.

3.3.10.Preparativna fotometanoliza dipeptida

U kvarcnoj cijevi za fotolizu otopljen je dipeptidCH3OH (100mL). Otopina jepropuhlivana
argonom30 min, a zatim jeo z r a Ui fetakemijskom reaktoriRayonet L1l a mp i (11718 \
na300nmuz konstantno propuhivanje argonom i hl
nastajanje fotoprodukta pralen je HPLC anal

uparivalu t e | ekromatografiora na pupaulsilikggkle uz 2- 10 %
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CH3OH/CHCI> kao eluens ili tankoslojnom kromatografijom (silikagelD0O0 mikrona)
kori gt e@HQHMEH:EI kéoeluens.
HPLC analiza provedena je pri sljedelim uvje
Instrument: Varian Pro Star
Kol ona: Agilent mMDPB 4,6150 mm (1, 8
Detektor: UV (254 nm)
Protok: 0,8 mL/min
I njektirani volumen: 2,5 €L
Mobilna faza: 25 % A, 75 % (zokratna metoda)
A: H20 + 0,5 % CHCOOH
B: CH:OH/H0 (1:1)
C: CHOH
Diluent: CHOH

Trajanje analize: 20 min

3.310.1. Preparativna fotometanoliza dipeptida 8@ Tyr[CH2N(CHs)2]-OBn (14)%14

XO@“JLM%
S

21

Priprava spoja21 provedena jeprema opem postupku za preparativhu fotometanolizu

opi s an o mBaec-PhATrCHN{TH3)2]-OBn (14) (62 mg) otopljen jeu CHsOH (100

mL). Nakon 30 min ozralivanja, otapalo je ukl
62mgsmjesk 0j a | e kpmatoprafiprimastupcusilikagelauz 10 %CHsOH/CHxCl,
kaoeluensNakon toga je 33 mg smjeselnEoa@ntenngan
5 % CH3OH/CH2Clz> kaoeluens. Dobiveno jel3mg (21 %) istogprodukta2l.

Boc-Phe-Tyr [CH20CH3]-OBn (21): *H NMR (CDsOD, 600 MHz)Wppm: 7,387,33 (m, 3H),
7,307,24 (m, 5H), 7,24,18 (m, 1H), 7,17 (dl= 7,0 Hz, 2H), 6,766,65 (m, 2H), 6,59 (s, 1H),
6,28 (br, s), 5,10 (dl= 12,0 Hz, 1H), 5,07 (dl= 12,0 Hz, 1H), 4,97 (br, s), 4,473 (m,1H),
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4,49 (d,J= 12,5 Hz, 1H), 4,46 (d]= 12,5 Hz, 1H), 4,32 (br, s), 3,38 (s, 3H), 3,02)d 6 Hz,

2H), 2,94 (dJ= 6 Hz, 2H), 1,34 (s, 9H);

13C NMR (CD3s0D, 150 MHz)Wppm: 170,8 (s), 170,7 (s), 155,2 (s), 136,5 (s), 135,0 (s), 130,2
(d), 129,4 (d),129,0 (d), 128,7 (d), 128,6 (s), 128,54 (d), 128,51 (d), 126,9 (d), 126,6 (s), 122,1
(s), 116,5 (d), 80,2 (s), 73,8 (t), 67,1 (t), 58,2 (q), 55,7 (d), 53,4 (d), 38,3 (1), 37,0 (), 28,2 (q),
nije uolen jedan singlet;

HRMS (MALDI -TOF) teorijski m/z[M+K] * za G2H3sN207 601,2316 eksperimentalnim/z
601,2328.

3.310.2. Preparativna fotometanoliza dipeptida 83w Tyr[CH2N(CHz)2]>-OBn (19)214
\
(0]
OH

O

o N 1 L o
XTOT;HO

Priprava spoja23 provedena jeprema opem postupku za preparativnu fotometanolizu

opi sanom u-PhaTBr[CHNITHs),]B@Ba (19) (28 mg, 0,04 mmol) otoplien je

CHsOH (50 mL). Nakon ozralivanljanjiddédnoni ma rodtapail jos k
je dobiveno 33 mg uljastog produkta koji e
2- 10 %CH3OH/ICHCl:k a0 el uens. l zolirano 28e 5 mg (21

Boc-Phe-Tyr [CH20CH3]2-OBn (23): '*H NMR (CDsOD, 300 MHz) t/ppm: 7,387,33 (m,

5H), 7,317,27 (m, 2H), 7,25,21 (m, 2H), 7,247,15 (m, 5H), 6,71 (s, 2H), 5,48,08 (s, 2H),

4,81-4,73 (m, 1H), 4,46 (s, 4H), 4,3928 (m, 1H), 3,48,36 m, 6H), 3,12,88 (m, 4H), 1,37

(s, 9H);

13C NMR (CD3sOD, 150 MHz)lWppm: 170,8 (s), 153,1 (s), 136,8 (s), 135,1 (s), 129,4 (d), 129,1

(d), 128,64 (d), 128,60 (d), 128,5 (d), 128,4 (d), 126,9 (d), 126,4 (s), 123,6 (s), 80,5 (s), 71,6
(t), 67,1 (t), 58,3 (q), 53,5 (d)ngletg;3, 4 (d) ,
HRMS (MALDI -TOF) teorijski m/z[M+K] " za G4H42N20g 645,2578 eksperimentalnim/z

645,2570.
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3.3.7.3. Preparativna fotometanoliza dipeptida-Bbe Tyr[CH2N(CHs)2].-OH214

24
Priprava spoja24 provedena jeprema opem postupku za preparativnu fotometanolizu

opi sanom u-PhABCHNITHs)2]B@H(20) (59 mg) otoplien jeu CHzOH (100

mL). Nakon ozralivanja 75 min, otapalo je ukl
51 mg naran|lastog uljaste smjese koja je prec
2- 10% CHOH/ICH.Cl,k a0 el uens. | zol igpradokte24j e 5 mg (9 ¢

Boc-Phe-Tyr [CH20CH3]2-OH (24): *H NMR (CD30OD, 300 MHz)i{/ppm: 7,307,15 (m, 5H),

7,04 (s, 2H), 6,946,84 (m, 1H), 4,68,57 (m, 1H), 4,541,50 (m, 4H), 4,3%,24 (m, 1H), 3,38

(s, 6H), 3,192,98 (m, 2H), 2,7€,63 (m, 2H), 1,33 (s, 9H);

13C NMR (CD30D, 150 MHz)Wppm: 174,0 (s), 157,5 (s), 154,0 (s), 138,7 (s), 131,2 (d), 130,3

(d, 2C), 129,4 (d, 2C), 129,0 (s), 127,6 (d), 125,4 (s, 2C), 80,7 (s), 72,0 (t, 2C), 58,5 (g, 2C),
57,5 (d), 55,3 (d), 39,2 (t), 37,6 (t), 28,6
HRMS (MALDI -TOF) teorijski m/z [M+K] " za G7H3sN20g 555,2109 eksperimentalnim/

555,2083.

3.4.Priprava tripeptida

3.4.1.Priprava benzilnog estera #oc-L-triptofana (255%°

s
oy ¢

25

Priprava spoj&5 provedena jerema opem postupku za pripravu benzilnog estera opisanom
u A 3. NBoeL:-triptofana () (3,00 g, 9,9 mmol) otoplienog u smjesi dioksana i DMF (1:1,
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90 mL), a zatim su dodani benzilbromid (1,17 mL, 9,9 mmol) i Nak@EB3 g, 9,9 mmol).
Dobi ven | stipdukt25(3,63rga98 %)

Boc-Trp-OBn (25): 'H NMR (CDsOD, 300 MHz)Wppm: 7,52 (dJ = 7,9 Hz, 1H), 7,34 (d]

= 8,1 Hz, 1H), 7,397,25 (m, 3H), 7,2&,13 (m, 2H), 7,09 (t) = 7,9 Hz, 1H), 7,00 (t)= 7,9

Hz, 1H), 6,97 (s, 1H), 6,76 (d= 7,7 Hz, 1H), 5,04 (s, 2H), 4,46 (dtk 6,4, 7,3 Hz, 1H), 3,25
(dd,J=6,4, 14,6 Hz, 1H), 3,13 (dd= 7,3, 14,6 Hz, 1H), 1,38 (s, 9H);

13C NMR (CDs0D, 150 MHz)W/ppm: 174,1 (s), 157,8 (s), 138,0 (s), 129,4 (d, 2C), 129,19 (d,
2C), 129,16 (d), 128,6&), 124,5 (d), 122,4 (d), 119,8 (d), 119,2 (d), 112,3 (d), 110,7 (s), 80,7
(s), 67,9 (1), 56,3 (d), 28,8 (t), 28,7 (g, 3C).

3.4.2.Priprava TFA-soli triptofana (26%2°

TFA

(0]
H3N+\_)J\O/\©
s
N
H

Priprava spoja26 je provedena prema bpm postupku za pripravu trifluasetanih soli

opi sanom henz#n8g efterabBotripiofana £5) (1,00 g, 2,5 mmol), CECl (5 mL),

ismjese TFA/ICEKCl( 2 : 1, v/v, 5 mL). Nakon ukl anjanj a
uljasti produkk6u kvantitativnom i skorigtenju.

26

T F A I-THp -OBn (26): *H NMR (CDsOD, 300 MHz)Wppm: 7,52 (d,J = 8,0 Hz, 1H), 7, 40
(d,J = 8,0 Hz,1H), 7,36,29 (m, 3H), 7,277,20 n, 2H), 7,197,11 (m, 1H), 7,08 (br s, 1H),
7,067,02 (m, 1H), 5,21 (d] = 12,0 Hz, 1H), 5,15 (dl = 12,0 Hz, 1H) 4,35 (] = 7,0 Hz, 1H),
3,483,35 (m, 2H).
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3.4.3.Priprava sukcinimidnog estera NBoc-L-triptofana (277!
Ho S ]
SOy on
I

O
iy

N

Ho 27
Priprava spoja27 provedena jeprema opem postupku za pripravu sukcinimidnog estera
opi sanom N-Bo&tBptognals,00 ¢, 26,4 mmol), NHS (2,07 g, 18,0 mmol) i DCC
(3,72 g, 18,0 mmol) otoplijenihu GBIz ( 40 mL) . Dobi venktR7€6,0gait i pj ¢
89 %).
Boc-Trp-OSu (27):'H NMR (CDsOD, 300 MHz)Wppm: 7,58 (dJ = 7,5 Hz, 1H), 7,33 (d]
= 8,0 Hz, 1H), 7,22 (s, 1H), 7,10 {&t= 8,0 Hz, 1H), 7,03 (J = 8,0 Hz, 1H), 4,80 (ddl = 5,0,
8,0 Hz, 1H), 3,47 (dd] = 5,0, 14,7 Hz, 1H), 32 (dd,J = 8,0, 14,7 Hz, 1H), 2,84 (s, 4H), 1,36
(s, 9H).

3.4.4.Priprava dipeptida Bo€Trp-Trp-OH (28?2

Priprava dipeptid@8 provedena je prema bgm postupku za pripravu peptida opisanom u

A 3 . 3 .sikcinimidizog ester8oc-triptofana 27) (2,21 g, 5,5 mmol) u THE (28 mL),
triptofana (1,02 g, 5,0 mmol) i NaHG@,84 g, 10,0 mmol) u smjesi THF i voda (1:1, v/v, 48
mL). Dobiven je bezbojni pjenasti prodd& (2,34 g, 95 %).

Boc-Trp-Trp-OH (28): *H NMR (CDsOD, 300 MHz)W/ppm: 7,57 (dJ = 7,9 Hz, 1H), 7,32

(t, J=7,9 Hz, 3H), 7,13%,96 (m, 5H), 6,90 () = 6,5 Hz 1H), 4,7#4,67 (m, 1H), 4,34,27

(m, 1H), 3,253,13 (m, 3H), 3,02,97 (m, 1H), 1,28 (s, 9H);

13C NMR (CDs0D, 75 MHz)U/ppm: 174,9 (s)174,4 (s), 157,4 (s), 138,1 (s), 137,9 (s), 128,9
(s), 128,8 (s), 124,7 (d), 124,5 (d), 122,42 (d), 122,40 (d), 119,85 (d), 119,81 (d), 119,4 (d),
119,2 (d), 112,3 (d), 112,2 (d), 110,9 (s), 110,4 (s), 80,7 (s), 56,7 (d), 54,6 (d), 28,9 (t), 28,5 (q,
3C),28,3 (1).
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3.4.5.Priprava dipeptida Bo€Trp-Trp-OBn (29522

29

Priprava dipeptid29 provedena je prema bpm postupku za pripravu peptida opisanom u

A 3 . 3 sukcinimidrog esterBoc-triptofana @7) (0,75 g, 1,9 mmol) THF-u (11 mL), TFA

soli benzilnog estera triptofanaq) (0,50 g, 1,7 mmol) i NaHC£)0,57 g, 6,8 mmol) u smjesi

THF i voda (1:1, v/v, 48 mL). Dobiven je bezbojni pjenasti produkt (2,34 g, 95 %). Organski

sl o] je sugen nad natiroiapale yei uklonjsna ha ratacigskom pr o |
uparivalu. Sirovi smelLkast.i pj enast. produkt
aluminijevog oksida (akt. V) uz-25 % CHOH/CHCl. kao eluens. Dobiven je pjenasti
produkt29 (0,30 g, 31 %).

Boc-Trp-Trp-OBn (29): 'H NMR (CDsOD, 300 MHz)Wppm: 7,55 (dJ = 7,9 Hz, 1H), 7,38

7,21 (m, 6H), 7,19%,96 (m, 6H), 6,946,80 (m, 1H), 6,83 (s, 1H), 5,02 @= 12,0 Hz, 1H),

4,95 (d,J = 12,0 Hz, 1H), 4,76 (] = 6,5 Hz, 1H), 4,36 (1] = 6,5 Hz, 1H), 3,222,98 (m, 4H),

1,31 (s, 9H);

13C NMR (CDsOD, 150 MHz)Wppm: 174,5 (s), 172,8 (s), 157,4 (s), 138,1 (s), 138,0 (s), 137,0
(s), 129,5 (d, 2C), 129,3 (d, 2C), 129,2 (d), 124,7 (s, 2C), 124,7 (d), 124,6 (d), 122,5 (d), 122,4
(d), 119,9 (d)119,8 (d), 119,4 (d), 119,1 (d), 112,35 (d), 112,30 (d), 110,9 (s), 110,0 (s), 80,7
(s, 1C), 68,0 (t), 56,7 (d), 54,9 (d), 29,1 (), 28,6 (q, 3C), 28,4 (t).

3.4.6.Priprava sukcinimidnog estera dipeptida Bdap-Trp-OH (30721
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Priprava spoja30 provedena jeprema opem postupku za pripravu sukcinimidnog estera

opi sanom BocT®BTrpddH ©8) (0,06z3, 2,0nmol), NHS (0,25 g, 2,2 mmol) i EDC

(0,34 g, 2,2 mmol) otopljenihuCGBl2( 15 mL) . Organski sloj je su
sul fat om, profiltriran i otapal o je uklonje
produkt30 (0,70 g, 72 %).

Boc-Trp-Trp -OSu (30):*H NMR (CDsOD, 300 MHz)Wppm: 7,55 (dJ = 7,7 Hz, 1H),7,37-

7,26 (m, 2H), 7,20 (s, 1H), 7,880 (m, 6H), 5,18, J= 6,1 Hz, 1H) 4,374,25 (m, 1H), 3,35
3,00 (M, 4H), 2,81 (s, 4H), 1,25 (s, 9H).

3.4.7.Priprava tripeptida BoeTrp-Trp-Phe-OBn (31F?2

Priprava tripeptide81 provedena je prema bem postupku za pripravu peptida opisanom u

A 3 . 3 otdpine sukcinimidnog estera Bdecp-Trp-OH (30) (0,38 g, 0,65 mmol) u THF (6

mL), TFA soli benzilnog estera fenilalaninalj (0,24 g, 0,6 mmol), NaHC£X0,25 g, 3,0

mmol ) u smjesi THF i voda (1:1, 12 mLpcu Sir o
silikagela uz © 5 % CHOH/CHCI» kao eluens. Dobiven je uljasti produ (0,25 g, 30 %).

Boc-Trp-Trp-Phe-OBn (31): *H NMR (CDs0OD, 300 MHz)Wppm: 7,56 (dJ= 8,0 Hz, 1H),

7,36 (d,J= 8,4 Hz, 1H), 7,3%,26 (m, 4H), 7,24,18 (m, 2H), 7,1&,12 (m,4H), 7,127,07

(m, 2H), 7,05 (s, 1H), 7,08,97 (m, 3H), 6,9%,86 (m, 1H), 6,82 (s, 1H), 5,04 @ 12,0 Hz,

1H), 4,98 (dJ= 12,0 Hz, 1H), 4,64,52 (m, 2H), 4,23 (}= 5,6 Hz, 1H), 3,18,02 (m, 3H),
2,97-2,87 (m, 1H), 2,82,67 (m, 2H), 1,22 (s, 9H);

13C NMR (CD3s0D, 150 MHz)Wppm: 174,3 (s), 173,4 (s), 172,1 (s), 138,1 (s), 138,0 (s), 137,7
(s), 137,0 (s), 130,2 (d, 2C), 129,5 (d, 4C), 129,4 (d, 2C), 129,3 (d), (528128,8 (s), 127,9

(d), 124,9 (d), 124,8 (d), 122,6 (d), 122,5 (d), 120,0 (d, 2C), 119,5 (d), 119,2 (d), 112,4 (d, 2C),
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110,7 (s), 110,0 (s), 80,9 (s), 67,9 (1), 57,1 (d), 55,6 (d), 55,1 (d), 38,6 (1), 28,6 (t),28,5 (q, 3C),
28,1 ().

3.4.8.Priprava ripeptida BoeTrp-Trp-Tyr-OBn (32f22

Priprava tripeptide82 provedena je prema bem postupku za pripravu peptidpisanom u

A3.3.5. iz otopi ne-Trp-TrkQ@Hi (3088 d,0,65gnmel)sutTElF (& Bo c
mL), TFA soli benzilnog estera tirozinaQ) (0,23 g, 0,6 mmol), NaHC£Y0,25 g, 3,0 mmol),
smjesa THF i voda (1: 1, 12 mL) . Sirovi pro

silikagela uz 1 10 % CHOH/CHCI» kao eluens. Dobiven je uljasti produs2 (0,13 g, 30
%).

Boc-Trp-Trp-Tyr-OBn (32): *H NMR (CDsOD, 300 MHz)tW/ppm: 7,56 (d,J= 7,8 Hz, 1H),
7,397,24 (m, 5H), 7,24,16 (m, 1H), 7,16,96 (m, 6H), 6,96,76 (m, 4H), 6,62 (d)= 8,4

Hz, 2H), 5,00 (s, 2H), 4,60,46 (m, 2H), 4,24 ()= 6,5 Hz, 1H), 3,1%8,02 (m, 3H), 2,82,65

(m, 3H), 1,22 (s, 9H);

13C NMR (CDsOD, 75MHz) Wppm: 174,6 (s), 173,5 (s), 172,5(s), 157,4 (s), 138,04 (s), 138,00
(s), 137,0 (s), 131,4 (d, 2C), 129,5 (d, 2C), 129,3 (d), 129,2 (d), 128,8 (s), 128,7 (d), 128,3 (s),
124,7 (d), 124,6 (d), 122,5 (d, 2C), 120,0 (d), 119,9 (d), 119,44 (d), 119,406:8 (d), 112,3

(d, 2C), 110,9 (s), 110,3 (s), 80,7 (s), 67,4 (t), 57,5 (d), 55,8 (d), 55,1 (d), 37,8 (t), 29,0 (t), 28,7
(g, 3C), 28,5 (1).
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3.4.9.Priprava tripeptida Bo€Trp-Trp-Tyr[CH2N(CHs)2]-OBn (33§23

Priprava tripeptide83 provedena je prema bem postupku za pripravu peptida opisanom u

A3.3.5. iz otopi ne-Trp-TrkQ@Hi30)i(3B2 d,0,66gnmelsutTElF (& Bo c
mL), TFA soli benzilnog estera neprirodne aminokisel®e(0,32 g, 0,6 mmol) NaHCO;
(0,25 g, 3,0 mmol) Uu smjesi THF i voda (1: 1

kromatogafijom na stupcu silikagela uz-180 % CHOH/CH.Cl» kao eluens. Dobiven je
uljasti produkt33(0,14 g, 29 %).

Boc-Trp-Trp -Tyr[CH 2N(CH3)2]-OBn (33): 'H NMR (CDsOD, 600 MHz)Wppm: 7,52 (d,
J=7,5Hz, 1H), 7,367,29 (m, 5H), 7,2%,25 (m, 3H), 7,147,06 (m, 2H), 7,0:6,98 (m, 1H),

6,94 (b.s., 3H), 6,90 (s, 1H), 6,86 (& 7,5 Hz, 1H ), 6,68 (dJ= 8,0 Hz, 1H), 5,06 (s, 2H),
4,584,49 (m, 2H), 4,231,18 (m, 1H), 3,90 (s, 2H), 3,18,03 (m, 3H), 2,95 (dd]= 6,4, 14,0

Hz, 1H), 2,90 (ddJ= 6,4, 14,7 Hz, 1H ), 2,81 (ddz= 6,7, 14,0 Hz, 1H), 2,50 (s, 6H), 1,27 (s,
9H);

13C NMR (CDs0D, 75 MHz)l/ppm: 174,6 (s), 173,5 (s), 172,0 (s), 156,9 (s), 138,188)0

(s), 137,0 (s), 133,5 (d), 132,8 (d), 129,60 (d, 2C), 129,58 (d, 2C), 129,4 (d), 128,8 (s, 2C),
128,7 (d), 124,9 (d), 124,8 (d), 122,56 (d), 122,54 (d), 119,96 (d), 119,95 (d), 119,4 (d), 119,2
(d), 116,5 (d), 112,4 (d, 2C), 110,6 (s), 110,2 (s)) &4), 68,0 (t), 59,1 (t), 57,5 (d), 55,6 (d),
55,2 (d), 43,6 (q, 2C), 37,2 (), 28,7 (t), 28,5 (q, 3C), 28,2 ().

HRMS (MALDI -TOF) teorijskim/z [M + H]* za GiHs2NeO7 801,397 6cksperimentalnin/z
801,3989.

3.4.100p 1 i postupak za msoli pravu hidrokloridni

Boczagtileni tripetid ot opaly eiacetgiue(> M, 1and)si | en o

Reakcijska smjesa mijegana je 1 sat na sobno
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tlaku (vodena sisaljka), dodan je etitetat (5 mL) tge otapalgponovno uklonjeno. Dodatkom
etil-acetata nastaju kristali kojisuoprant@t a zati m posugeni na rot

34101Pri prava hidrokl or iThiTe-Pe@Bni34%°r i pepti da H

ol Ll

N
H
34
Priprava spoja34 provedena je prema bem postupku za pripravu hidrokloridnih soli
opi sanom WBocAR-Trg-Phe®Bn B1) (20 mg, 0,03 mmol) otopliemp u zasi | en
otopiniHClauettacet atu (1 mL). Produkt je praoliglen
500 & m) u@H/Q@HKCIl Rao élEns. Dobiven je uljasti produd (10 mg, 55 %).

HC | FTeb-Trp-Phe-OBn (34):'H NMR (CDsOD, 300 MHz)W/ppm: 7,64 (dJ= 8,1 Hz,

1H), 7,58 (dJ= 7,8 Hz, 1H), 7,37 (t)= 8,1 Hz, 2H), 7,3&,27 (m, 3H), 7,2&,21 (m, 3H),
7,207,15 (m, 3H), 7,14,05 (m, 6H), 7,04 (s, 1H), 7,8296 (m, 2H), 5,08 (dJ= 12,1 Hz,

1H), 5,02 (dJ= 12,1 Hz, 1H), 4,73 ()= 7,0 Hz, 1H), 4,65 (ddJ=6,4, 7,8 Hz, 1H), 4,07 (dd,
J=5,6, 8,7 Hz, 1H), 3,21 (dd=6,4, 14,7 Hz, 1H), 3,18,02 (m, 3H), 2,94 (dd]= 7,8, 13,7

Hz, 1H);

13C NMR (CDsOD, 150 MHz)Wppm: 173,2 (s), 172,3 (s), 169,8 (s), 138,3 (s), 138,1 (s), 137,8
(s), 1369 (s), 130,4 (d), 129,5 (d, 3C), 129,4 (d), 128,7 (s), 128,2 (s), 127,9 (d), 125,8 (d), 124,8
(d), 122,9 (d), 122,5 (d), 120,3 (d), 119,8 (d), 119,4 (d), 119,3 (d), 119,1 (d), 112,6 (d), 112,4
(d), 110,5 (s), 107,9 (s), 68,0 (t), 55,55 (d), 55,53 (d), &9,738,4 (), 29,2 (t), 28,9 (t).
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3.4102Pri prava hidrokl or iTgpiT-Tys@Bn(35°%°r i pepti da H
Priprava spoja35 provedena je prema bem postupku za pripravu hidrokloridnih soli

opi sanom WBocAR-Trg-Tyr@Bn 32 (20 mg, 0,03 mmoldt opl j enog u za
otopiniHClauettacet atu (1 mL). Produkt je praoliglen

500 & m) us@H/@HKCI; Rao €lEns. Dobiven je uljasti produ& (11 mg, 61 %).

HCI| FTeb-Trp-Tyr-OBn (35):'H NMR (CDsOD, 600 MHz)Wppm: 7,57 (dJ= 8,0 Hz,

1H), 7,35 (dJ= 8,0 Hz, 1H), 7,3%,27 (m, 5H), 7,22 (ddl= 1,8, 8,0 Hz, 2H), 7,147,08 (m,

1H), 7,0#7,03 (m, 1H), 7,02 (s, 1H), 7,88,99 (m, 1H), 6,956,89 (m, 1H), 6,88 (s, 1H), 6,77
(dd,J=1,8, 6,8 Hz, 2H), 6,56 (di= 1,8, 3 Hz, 2H), 5,04 (dl= 12,0 Hz, 1H), 5,02 (dl= 12,0

Hz, 1H), 4,65 (tJ= 6,5 Hz, 1H), 4,57 (tJ= 7,0 Hz, 1H), 3,60 (dd)=5,4, 7,0 Hz, 1H), 3,07

(dd, J=5,4, 14,6 Hz, 1H), 3,02 (dd=7,0, 14,6 Hz, 1H), 2,94 (dd=6,4, 14,6 Hz, 1H), 2,90
(dd,J=7,2,14,0 Hz, 1H), 2,86 (ddl=6,4, 14,0 Hz, 1H), 2,79 (dd=7,2, 14,0 Hz, 1H);

13C NMR (CDsOD, 150 MHz)Wppm: 176,2 (s), 173,5 (s), 172,4 (s), 157,4 (s), 138,2 (s), 138,0
(s), 131,4 (d, 2C), 129,52 (d, 2C), 129,51 (d, 2C), 129,3 (d), 128,85 (s), 128,8B33(8)(s),

125,0 (d), 124,8 (d), 122,6 (d), 122,4 (d), 120,0 (d), 119,8 (d), 119,5 (d), 119,4 (d), 116,3 (d),
112,4 (d), 112,3 (d), 110,6 (s), 110,3 (s), 67,9 (t), 56,1 (d), 55,5 (d), 55,0 (d), 37,7 (t), 31,1 (),
28,8 (1).
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3.4103Pr i prava hidrokl or i-Grmlep-TyrilCH.N(CH3)p]-OBne pt i da 2
(36)223

cl

Priprava spoja36 provedenaje prema opem postupku za pripravu hidrokloridnih soli

opi sanom u Ba&3rp-Brp-TYrfCHN(CHz)2]-OBn @3) (23 mg, 0,03 mmol)
otopljenog u zasktlaecreajatot ofpli MmL)HCIProdukt | e
kromatografijom (Si@ 500¢& m) uz 20H/CEeCl.G&d eluens. Dobiven je uljasti
produkt36 (14 mg, 66 %).

2 HC I -Trp+-Trp -Tyr[CH2N(CH3)2]-OBn (36): *H NMR (CDsOD, 600 MHz)i/ppm: 7,57
(d,J=8,0 Hz, 1H), 7,3&,21 (d,J= 8,0 Hz, 1H), 7,33,21 (m, 8H), 7,09 (ddl= 7,0, 14,0 Hz,

2H), 7,056,97 (m, 2H), 6,91 (dJ= 7,0 Hz, 1H), 6,8%,85 (m, 1H), 6,76 (ddl= 1,8, 7,8 Hz,

1H), 6,68 (dJ= 1,8 Hz, 1H), 6,57 (dJ= 8,0 Hz, 1H), 5,05 (s, 2H), 4,6655 (m, 2H), 3,59

3,49 (m, 3H), 3,07 (ddl=5,4, 14,6 Hz, 1H), 3,02 (dd=7,0, 14,6 Hz, 1H), 2,98,76 (m, 4H),

2,28 (s, 6H).

13C NMR (CDsOD, 150 MHz)Wppm: 177,0 (s), 173,6 (s), 172,3 (s), 157,5 (s), 138,2 (s), 138,0
(s), 137,0 (s), 131,5 (d), 131,1 (s), 129,6 (d, 2C), 129,5 (d, 2C), 129,4 (d), 129,3 (s), 128, 3 (s),
128,2 6), 124,9 (d), 124,8 (d), 122,6 (d), 122,5 (d), 122,4 (s), 119,94 (d), 119,86 (d), 119,6 (d),
119,4 (d), 116,6 (d), 112,42 (d), 112,37 (d), 111,0 (s), 110,3 (s), 68,0 (t), 61,7 (t), 56,4 (d), 55,4
(d), 55,0 (d), 44,4 (q, 2C), 37,6 (1), 31,5 (t), 28,7 (t).

HRMS (MALDI -TOF) teoiijski m/z [M + H]* za G1H44NsOs 701,3451 eksperimentalnin/z
701,3445.
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3.4.11.Preparativna fotometanoliza tripeptida BeErp-Trp-Tyr[CH2N(CHs)2]-OBn?23

37

Shemad8. Priprava spoj&7

U 4 kvarcne epruvete pripremljene su istovrsne otopine tripeptida-TB®w€rp-
Tyr[CH2N(CHz)2]-OBn 33 10 mg, 0,013 mmol)u CHzOH (15 mL). Otopine syropuhvane

dugi 30mim azatim sw z r a U fetokemijskom reaktorl.uzchem s10 lampi na300
nmtijekom 15 min. Ti | eok. Otapadlieakignjeno parrcaacijgkom j e H
uparivalu te je dobiveno TIDlomgilikegehlOOGE ehuk o] a |
eluensul0 % CH3OH/CHCl». Izoliranoje 9 mg (22 %)| istog fotoprodukta37 u abliku ulja,

te 8 mg po3dgoRetnog spoj a

HPLC analiza provedena je pri sljedelim uvje
Instrument: Shimadzu
Kolona: Phenomenex Luna 3u C18
Detektor: DAD
Protok: 0,8 mL/min
I njektirani volumen: 10 OL
Mobilna faza: gradijentna metoda
A: CHzOH
B: CHsOH/H20 (1:1) + 0,1 % CHCOOH

Tablica2. Gradijentna metoda

t/ min 0 10 20
% B 100 0 0
Diluent: CH:OH

Trajanje analize: 20 min
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Boc-Trp-Trp-Tyr[CH 20CH3]-OBn (37):

1H NMR (CDCls, 600MHz) Wppn 8,01 (br. s., 1H), 7,93 (br. s., 1H), 7,66 Id,8,5

Hz, 1H), 7,41-7,30 (, 7H), 7,27 (d J= 8,2Hz, 1H), 7,22 (tJ= 7,5Hz, 2H), 7,13 (t,J=

7,5Hz, 2H), 6,926,86 (m, 1H), 6,82 (br.s., 1H), 6,63 @ 8,0Hz, 1H ), 6,58 (d,J=

8,0 Hz, 1H), 6,43 (br. s., 1H), 6,816 (m, 1H), 5,14 (dJ= 12,6 Hz, 1H), 5,08 €, J=
12,6Hz, 1H), 4,70 (dd,J= 6,6, 13,8Hz, 1H), 4,59 (ddJ= 6,4, 12,3Hz, 1H), 4,434,33

(m, 3H), 3,42 ¢, 3H), 3,3%#3,29 (m, 1H), 3,163,10 (, 1H), 3,07 @d, J= 7,7, 14,8Hz,

1H), 2,88 €@d, J= 5,8, 14,1Hz, 1H), 2,882,76 (m, H), 2,73 2,67 m, 1H), 1,33 &, 9H);

13C NMR (CDCls, 75 MHz) Wppm: 171,6 (s), 171,1 (s), 170,7 (s), 155,1 (s), 136,4 (s), 136,1
(s), 130,4 (d), 129,3 (d), 128,80 (d, 2C), 128,77 (d, 2C), 128,7 (d), 127,4 (s), 127,2 (s), 123,5
(d), 123,4 (d), 122,6 (d), 122,3 (d), 122,2 (s)9,02(d), 119,8 (d), 119,3 (d), 118,7 (d), 116,6

(d), 111,4 (d), 111,3 (d), 110,6 (s), 109,8 (s), 73,8 (t), 67,3 (t), 58,6 (q), 55,2 (d), 53,8 (d), 53,5
(d), 36,9 (t), 28,2 (q, 3C), 27,30 (t), 27,2
HRMS (MALDI -TOF) teorijskim/z [M + Na] * za GisHa9N50s810,3479eksperimentalni
m/z810,3480.

35.Pri prava dipeptida koji sadrge dvije

35.1.0p| i propis uklanjanja metilne zagtite s ¢

Aminokiselina (50 mg, 0,18 mol) je otopljenau smjesidioksarvoda(3:1, v/v, 2mL) te je
dodana otopina NaOH380 O L 1M). Reakcijskasmjesamije¢anaje p r e k o na sobrioji

temperaturi Ot apal o je uklonjeno pri snigenom tl a

35.1.1Ukl anjanje metilne zagtite s d%'rivata ami
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Priprava spoj@8provedena je premabpm postupku za uklanjanje m
u A3.5.1. Iz f e n38Ne) (50 ang, 0,$3kmongl) o@jenogw amjesi  (
dioksarivoda (3:1, v/v, 2mL) i dodana je otopina NaOF30 O L 1M). Reakcijskasmjesa

mije¢anaje p r e k o narsabihoj temperaturi Sirova reakcijskasmjesananesenge na
preparativnulLC plol u (SiOz, 1 mm) uz 25 % CkEDH/CHCI2 kao eluenslzoliran je uljasti
produkt38 (30 mg, 62 %).

PhenOH (38): *H NMR (CDsOD, 300 MHz)Wppm: 8,608,38 (m, 2H), 8,04 (s, 1H), 7,89 (d,
J=8,0 Hz, 1H), 7,74 (d)= 6,0 Hz, 1H), 7,62 (t)= 7,0 Hz, 1H), 7,53 ()= 7,0 Hz, 1H), 4,53
4,29(m, 1H), 3,493,36 (m, 1H), 3,268,05 (m, 1H), 2,92 (s, 3H), 1,29 (s, 9H).

35.1.2Ukl anjanje metilne zagtite s derivata ami

%OTH\___)LOH
I

HN

oS

39
Priprava spoj&9 provedena je prema bpm postupku za uklanjaniee t i | ne zagti t e
u A3.5.1 iz pir g080knma)otopkenudivksandodi(3110viv, 2mL)
i dodanoje NaOH ©,5 mL, 1M). Reakcijskasmjesamijetanaje p r e k o narsabmoj
temperaturiOt apal o j e ukl onjDomiovemi| s nIO@#mg, o 1t ¢ & k ki
%).

Boc-DAP(Pyr)-OH (39): 'H NMR (CDsOD, 300 MHz)Wppm: 8,54 (dJ= 9,0 Hz, 1H), 8,31

8,11 (m, 7H), 8,07 (dd)= 5,5, 13,0 Hz, 1H), 4,93,28 (m, 1H), 3,97 (ddJ= 4,5, 13,0 Hz,

1H), 3,82 (dd,J= 8,0, 13,0 Hz, 1H)1,46 (s, 9H);

13C NMR (CDsOD, 75 MHz)UWppm: 177,0 (s), 173,1 (s), 133,9 (s), 132,63 (s), 132,62 (s),

132,1 (s), 129,7 (s), 129,6 (d), 129,5 (d), 128,3 (d), 127,5 (d), 126,9 (d), 126,7 (d), 126,2 (d),
125,8 (d), 125,7 (s), 125,4 (d), 80,3 (s),57,3(d),44 (t), 28,8 (g, 3C), n
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3.5.2.PripravadipeptidaBoc-PhenTyr[CH2N(CHs)2]-OBn (40)%?°

N—
OH

40

Priprava spojdOprovedenajepremabpm postupku za pripr&86u dipeé
iz reaktanta (Bo®henrOH (38) , 2 T-FyAQHEN(CHs)2]-OBn (5), HBTU i HOBT) koji

Ssu sugeni preko 001 Pod akmbk&etopbpm dmgPka do
aminokiselina38 (30 mg, 0,08 mmol), HBTU (30 mg, 0,08 mmol) i HOBT (10 mg, 0,08 mmol)
otopljeniusuhomCfCN, zatim je dodan TEA (40 e¢L, 0, 32
dokapana je TFA sol benzilnog estera neprirodne aminokisédinéQ mg, 0,08 mmol)
otoplienawsuhomCHCN. Ot apal o je uklonjeno na rotaci|
produkt koji je proliglilen kromat o®H@HGL om na
kao eluens, tei zol i rano (11 m4, 20 %) | istog spoja

Boc-PhenTyr [CH2N(CH3)2]-OBn (40): *H NMR (CDs0OD, 600 MHz)Wppm: 8,63 (tJ= 8,4

Hz, 2H), 8,11 (s, 1H), 8,00 (d= 7,8 Hz, 1H), 7,79 (dd)= 1,5, 8,6 Hz, 1H), 7,71 (1= 7,4

Hz, 1H), 7,65 (ddJ= 8,4 Hz, 1H), 7,32,26 (m, 3H), 7,247,16 (m, 2H), 7,077,001 (m, 2H),

6,74 (d,J= 9,0, Hz, 1H), 4,95 (s, 2H), 4,68 (@ 7,0 Hz, 1H), 4,45 (dd)= 5,8, 9,0 Hz, 1H),

3,98 (s, 2H), 3,28,22 (m, 1H), 3,08,01 (m, 1H), 3,02,96 (m, 3H), 2,93 (dd]= 8,0, 14,0

Hz, 1H), 2,62 (s, 6H), 1,28 (s, 9H);

13C NMR (CDs0D, 75 MHz)Wppm: 160,6 (s)144,0 (s), 138,6 (s), 138,5 (s), 134,0 (d), 132,7
(s), 131,3 (d), 130,8 (d), 130,7 (d), 129,8 (d), 129,5 (d), 129,34 (d), 129,29 (d), 129,1 (d), 128,
5 (d), 128,1 (s),128,0 (d),127,9 (d), 127,0 (s), 123,7 (d), 123,4 (d), 116,6 (d), 67,8 (1), 62,1 (1),
569 (d), 55,5 (d), 44,6 (q, 2C), 37,7 (t), 28,6 (q, 3C).

HRMS (MALDI -TOF) teorijskim/z [M+H]* za G1H4sN4Os 691,3496 eksperimentalnim/z
691,3483.
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353Priprava hidrokl or i éPhesxTyg@HLN(CHg)]-@Ba @1fi®°da 3 HCI

-\
Cl +NH.
OH

Cl 0
H3N+\_)LN o
= H o
/ _
e
N

41

Priprava spoja4l provedena je prema bem postupku za pripravu hidrokloridnih soli
opi sanom u A3 .BbcPhérTyr[GHzZN(CHi),]pO8mp(#40) (6 mg, 0,01 mmol)
otopljenog u z asEtDken @ mL).dobivgnijerpioduldsIT mg, 99 %)
u obliku ulja.

3 H C | -PhénTyr[CH 2N(CH3)2]-OBn (41):*H NMR (CDsOD, 300 MHz)/ppm: 9,168,86

(m, 2H), 8,768,59 (m, 1H), 8,24 (2H), 8,02 (s, 2H), 7,41,05 (m, 7H), 6,8%,74 (m, 1H),

5,084,91 (m, 2H), 4,781,64 (m, 1H), 4,381,16 (m, 2H), 3,76,43 (m, 2H), 3,22,93 (m, 2H),

2,81 (d,J= 9,0 Hz, 6H);

13C NMR (CDs0D, 75 MHz)Wppm: 169,3 (s), 163,1 (s), 156,8 (s), 140,118§,8 (s), 135,2

(s), 134,5 (d), 134,0 (d), 133,9 (d), 133,7 (d), 133,6 (d), 132,6 (d), 131,9 (d), 131,1 (d), 129,6

(d), 129,4 (d), 129,2 (d), 129,0 (s), 125,7 (s), 125,33 (d), 125,29 (d), 124,9 (d), 117,6 (s), 116,6

(d), 68,0 (t), 58,0 (t), 55,9 (d),55%4d ) , 43,3 (g, 2C), 38,3 (t), 3
HRMS (MALDI -TOF) teorijskim/z[M + H]" za GeH40oN4Os 591,2971 gksperimentalnin/z

591,2982.
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3.5.4.PripravadipeptidaBoc-Pyr-Tyr[CH2N(CHz)2]-OBn (42)

[
N\
OH
H\)?\ \/©
(0] N
NH o

"1

42

Priprava spojd2provedenajepremabpm postupku za pripr&8&u dipe
iz reaktanta (Bo®AP(Pyr}OH (39) , T FIY[CHLN(CHs)2]-OBn (), HBTU i HOBT)

kKoj i SuUu sugeni preko mMod iatumoeskfsd rkoanj 88 (B6g iukza Sd
mg, 0,13 mmol), HBTU (49 mg, 0,13 mmol) i HOBT (20 mg, 0,13 mmol) otopljeni u suhom
CHiCN, zatim je dodan i TEA (73 e€L, 0,52 mmol

sol benzilnog estera neprirodne aminokiseliBe (72 mg, 0,13 mmol) oto@na u suhom

CHiCN. Dobiveni uljasti produkt proligien je
% CHsOH/CH.CI, kao eluens, zatim tankoslojnom kromatografijom (5iO0 500 Om) uz 1
CHOH/CH.Clok a0 el uens, te je izoldrano (10 mg, 1

Boc-Pyr-Tyr [CH2N(CH3)2]-OBn (42):*H NMR (CDsOD, 300 MHz)i{/ppm: 8,49 (ddJ= 3,0,

9,3 Hz, 1H), 8,27 (dd)= 3,6, 7,8 Hz, 2H), 8,28,15 (m, 3H), 8,14 (b.s., 1H), 8,804 (m,

2H), 7,357,26 (M, 4H), 7,24,18 (m, 1H), 7,01 (d)= 8,1 Hz, 2H), 6,71 (dJ= 8,1 Hz, 1H),

5,13 (d,J= 2,8 Hz, 1H), 5,05 (d)= 2,8 Hz, 1H), 4,764,71 (m, 1H), 4,58,50 (m, 1H), 3,79

(d,J= 12,1 Hz, 2H), 3,7€8,53 (m, 2H), 3,18,06 (m, 1H), 3,08,93 (m, 1H), 2,46 (d]= 9,0

Hz, 6H), 1,44 (s, 9H);

13C NMR (CDz0OD, 150 MHz)Wppm: 134,1 (s), 132,6 (s), 132,1 (s), 129,8 (d), 129,7 (d), 129,6

(d), 129,59 (d), 129,56 (d), 129,39 (d), 129,38 (d), 128,2 (d), 127,6 (d), 127,0 (d, 2C), 126,8

(d), 126,2 (d), 125,54 (d), 125,50 (d), 125,4 (d), 116,7 (d), 80,9 (4)(H855,5 (d), 54,8 (d),

44,1 (q, 2C), 43,1 (t), 37,5 (t), 28,8 (q, 3
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36.Pri prava di pept ikdrbokskno kiselinsi anddificrani pi r e n
tirozin

3.6.1.Priprava sukcinimidnog estera pirenkarboksilne kiseline (43)

43
Priprava spoja43 provedena jeprema opem postupku za pripravu sukcinimidnog estera
opi sanom u A3.3.1. iz -Opl (320emy kL8 mima)KEDC (288eng,k i s e |
1,43 mmol) i NHS (166 mg, 1,3 mmol) otopljenitsuhom CHCI. (20 mL), te je reakcijska
smjesa mijegana pod atmosferom dugi ka 3 h uz

temperaturi do sljedeleg dana. Smjesa je pre
otopinom NaCQ;z (30 mL), HO (30mL), HCI(S30mL)iRO (30 mL) . Organski
bezvodnmMgS@ profiltriran, a otapalo je uklonje

330 mg (74 %) produkté3u o bl i ku fl uorescentno gute kruti

Pyr-OSu (43):'H NMR (CD:OD, 300 MHD9 (d,J=/9,6 HzantH), 8,80 (d] = 8,3

Hz, 1H), 8,39 (tJ = 7,8 Hz, 3H), 8,35 (ddl = 1,5, 6,2 Hz, 2H), 8,23 (d,= 9,0 Hz, 1H), 8,17

(t, J=7,5Hz, 1H), 3,00 (s, 4H);

BCNMR (CDsOD, 150 MHz) U/ ppm: 172,2 (2C),1327) , 1614
(d), 131,67 (s), 129,7 (d), 128,4 (d), 128,22 (d), 128,18 (d), 128,1 (d), 125,5 (d), 124,9 (d), 26,7
(t) (nije uoleno 5 singleta),;

HRMS (MALDI -TOF) teorijski m/z [M]* za C21H1aNOs 343,0845,eksperimentalnim/z

343,0830
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3.6.1.1. Nusprodukt pripravesukcinimidnog estera pirenkarboksilne kiseline (43)

N

44

Priprava spoja43 provedena jeprema opem postupku za pripravu sukcinimidnog estera

opi sanom u A3.3. 1. i z-Op {350ang,K 4 mmot) KEDC (296g, ki s e |
1,54 mmol) otopljenih su u suhom g8, ( 50 mL) , te je reakcijska
atmosferom dugi ka, nakon pola sata dodan | e
3 h uz hlalenje preko | edene kulped| dakma.zat ir

obrade reakcijeptapalo je uklopeno na r ot aci jrsokdounk tu p asrui v@r al
kromatografijom na stupcu silikagela uz 5CklsOH/CH.CI, kao eluenslzoliranoje 50 mg
PyrOSu (43) (10 %) i 180 mg PyEDC (44) (32 %).

Pyr-EDC (44) '"HNMR (CDsOD, 300 MHz) O+ 45 75:Hz,8H)B,28,16d d ,

(m, 3H), 8,148,11 (m, 1H), 8,18B,05 (m, 2H), 3,76 (tJ = 7,1 Hz, 2H), 3,28,20 (m, 2H),

2,76 (t,J= 7,5 Hz, 2H), 2.55 (s, 6H), 1,9583 (m, 2H), 1,0 3,76 (§,= 7,1 Hz, 3H);

13CNMR (CD:OD, 75 MHz) U/ ppm: 175,2 (s), 156, 7 (:«
(s), 130,5 (d), 130,0 (d), 128,5 (s), 128,2 (d), 127,9 (d), 127,5 (d), 127,2 (d), 125,7 (d), 125,6

(s), 125,4 (s), 124,8 (d), 124,4 (d), 56,6 (1), 44,7 (1), 48,2C), 36,5 (1), 26,4 (1), 14,7(q);

HRMS (MALDI -TOF) teorijski m/z [M]* za Ca2sH27N3O. 401,2103,eksperimentalnim/z

401,2104

3.6.2.Priprava pirenskog derivata pireri-karbonil-L-alanin (45)

0
/H(OH
O N
(O

45
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L-Alanin (114 mg, 1,28nmol) otopljen je u suhom DME (10 mL) i dodan je KHC®(128

mg, 1,28 mmol) te je nakon 15 min dokapan-Bgu @3) (400 mg, 1,16 mmol) otopljen u
suhomDMFu (5 mL) . Reakcijska smjesa mijegana |
uklonjen narotaciiskm wupari val u, aljeraauEOACA3I0OML)spranBlCs a ot 0 |
(0,5M, 30 mL), HO (30 mL), NaCOz (0,5M,30mL)iHO (30 mL). Organski
bezvodnim MgS®i profiltriran, a otapalo uklonjeno
45305 mg, 83 %) dobiven je proligliavanjem kol
uz 10Y 2 @H@H:Hao eluens.

Pyr-Ala-OH (45): 'H NMR (CDsOD, 300 MHz) &IF983¢HmiH), 8288 ( d,

(m, 3H), 8,178,11 (m, 3H), 8,1:8,00 (m, 2H), 4,68 (ddl= 7,3, 14,6 Hz, 1H), 1,58 (d=7,1

Hz, 3H);

13CNMR (CD:OD, 150 MHz) U/ ppm: 179,5 (s), 172,5 (
(d), 132,06 (d), 132,00 (s):30,5 (s), 130,0 (s) 129,68 (d), 129,66 (d), 129,61 (s), 129,5 (d),

128,2 (d), 128,1 (s), 127,9 (s), 127,53 (d), 127,47 (s), 127,18 (s), 126,9 (d), 126,8 (s), 126,7 (d),
126,1 (d), 125,7 (s), 125,7 (d), 125,5 (d), 125,4 (d), 125,3 (s), 125,2 (s), 124.24(8)(5s),

51,7 (d), 18,2 (q);

HRMS (MALDI -TOF) teorijski m/z [M]* za CoH1sNO3z 317,1052,eksperimentalnim/z

317,1050

3.6.3.Priprava dipeptida pireralanin-modificirani tirozin (Pyr)-Ala-Tyr[CH2N(CHs3)2](46)

O CH, : o)
”Am o
I

N
N

46 |

Priprava spojd6provedenajepremabpm postupku za pripra86u dipe
iz PyrAla-OH (45) (240 mg, 0,75 mmol) otoplj@gy u suhom DMFu (10 mL) pod strujom

dugi k a, te su dokapane ot opPBt{el mdgBIVYmo)ad 84 mg,
DMFu(5 mL). Zatim je dodan TEA (380 OL, 2,72
j e 2 T-AWCHIN(CH3)]-OBnG)( 380 mg, O, 68 mmol) te je re
2 dana na sobnoj temperaturi. D Md&tak ptaplienk | onj e
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Et OAc (30 mL) . Smjesa je prebalena u I|ijeva
zasilenom vodenom otopinom NacCl ( 30250niL) . Or
profiltriran, a otapal o uklI 4628 mg ®%)feaobivemt aci |
proliglavanjem kromatografijom H\Y uzsi %pcu a |
CHOH/CH.Cl, k ao el uens, a zatim rekromatografijo
CH:OH/CHxCl> kao eluens. Dobivene su smjese dijastereomgnaitiukata.

3.6.4.Priprava pirenskog derivata (Be®AP(Pyr)OH) (39) bez izolacije sukcinimidnog
estera

oe
-

39
Pirenkarboksilna kiselina (P¥®H) (300 mg, 1,2 mmol) je otopljena u suhom DMRpod
strujom dugi ka i dodani su EDC (253 mg, 1, 32
smjesa je mijegana 3 h wuz hl aleNygBecL-pF eko |
diaminopropionskom kiselinom (Bd8AP-OH) (245 mg, 1,2 mmol) i KHC®(240 mg, 2,4

mmo | ) i reakcijska smjesa je mijegana 3 dan
rotacijskom uparival uClh(3a8myteopddbsMHE O mYiopl j en
zasilenom otopinom NaCcCl (30 mL) .4 pOfitrgam tes K | s |
je otapalo uklonjeno na r 8%(¥@€mg, 4l%)pjendohivepnar i v a
proligiavanjem kromatografi | osOH/BHChsatzatpic u si |
prekristalizacijom il tankosl oj nom kr omat

CH3OH/CH.Cl2 kao eluens.
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3.6.5.Priprava pirenskog derivata (Be®AP(Pyr)}OH) (39)

39

Boc-DAP-OH (190 mg, 0,93 mmol) jetopljen u suhom DM#I (10 mL) i dodan je KHC®

(186 mg, 1,86 mmol ). Reakci | j&Rakon$omineakapanmi j e ¢
Pyr-OSu @3) (320 mg, 0,93 mmol) otopljen u suhom DMF5 mL). Reakcijska smjesa

mi j egana | e 3 daun.&Reakcgskasmjésa je profiltriamapadalog je ispran

Et OAc. Otapalo iz filtrata uklonjeno je na

produkt39u kvantitativnom iskorigtenju (400 mg).

'HNMR (CD:OD, 600 MHz) JIF94 plznH), 826 (6.3= 7(2 ¢z, 2H), 8,23

8,15 (m, 4H, 8,12 (d,J = 9,1 Hz, 1H), 8,06 (t) = 7,8 Hz, 1H), 4,34 (ddl = 4,8, 7,2 Hz, 1H),

3,97 (ddJ=4,8,12,7 Hz, 1H), 3,83 (dd= 7,8, 13,9 Hz, 1H), 1,46 (s, 9H);

BCNMR (CD:OD, 75 MHz) U/6pi8aiL, 129,683 B9, 128,3, 327,5, 126,8,
126,77, 126,22, 125,77, 125,4, 80,3, 57,3, 44,1
HRMS (MALDI -TOF) teorijski m/z [M]* za C2sH24N20s 432,1685,eksperimentalnim/z

432,1700

Antonija Erben Doktorskadisertacija



A . Bksperimentalni dio 87

3.6.6.Priprava sukcinimidnog ester&@oc-DAP(Pyr)OH (47)

H 0 "
\{/O\H/N\;)J\O,N
o X 0
NH
0

(2
{
o

47
Boc-DAP(PyrXOH (39) (80 mg, 0,18 mol) je otopljen u suhom DMIF pod dugi kom,
dodani EDC (39 mg, 0,20 mmol ) i NHS (21 mg,
h uz hlalenjpebjeka Fattemepkako noii na sobn
na rotacijskom upa#di(vda umg.,a 3ud j%)stje pdobuke

kromatografijom na stupcu silikagela uz 5 % 4Oti/CH.Cl> kao eluens.

Boc-DAP(Pyr)-OSu (47):'HNMR (CD:OD, 600 MHz) JXEO,plzniH), 82344 ( d
(d,J= 7,6 Hz, 3H), 8,18,10 (m, 4H), 8,08,01 (m, #), 4,59 (t,J = 6,5 Hz, 1H), 3,98,86

(m, 2H), 3,82 (s, 4H), 1,46 (s, 9H);

BCNMR (CD:OD, 150 MHz) U/ ppm: 173, 4,1325 23263, 172,
132,00, 129,7, 129,6, 129,5, 128,2, 127,5, 126,9, 126,8, 126,0, 125,7, 125,4, 125,3, 80,9, 53,0,
42,3, 28,7 (g, 3C).

3.6.7Po k u g aj i digeptidagBoeDAR{Pyr)Tyr[CH2N(CH3)2]-OBn) (42)
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Metoda A: Priprava spojad2 provedena je prema bpm postupku za pripravu dipeptida

opi s an 68.6nizBocEFAP(Pyr)OH (39) (160 mg, 0,37 mmol) otopljenog u suhom DMF

u (10 mL) pod strujom dugika, te su dokapane
mg, 0, mmo)uDMFu (5 mL). Zatim je dodan TEA (189
mi j eganj a dTydQHN[Cel),]20BiF @ (189 mg, 0,34 mmol) te je reakcijska
Ssmjesa mijegana 4 dana na sobnoj temperatur
rotacijskom wuparival u, a ostatak maoipllgreamu
ot opi nom NaCcCl (30 mL) . S prgfitrinas te je otaphlmukionjer® s u g e
na rotacijskom wuparivalu. DoB2ikejnio ijgl ephricl
kromatografijom na st usd/QHCHkab ellemsgNapraalienoe 2 Y10

5 kromatografija te su dobivene dijastereomerne smjese prdada&ta50 mg (20 %).

Boc-DAP(Pyr)-Tyr [CH2N(CH3)2]-OBn (42): *tHNMR (CD:OD, 300 MHz) 4/ ppm:
J=2,6,9,2 Hz, 1H), 8,24 (dd~= 4,3, 7,3 Hz, 2H), 8,28,12 (m, 3H), 8,18,01 (m, 2H), 7,35

7,23 (m, 4H), 7,22,17 (m, 1H), 7,086,95 (m, 1H), 6,946,90 (m, 1H), 6,67 (d) = 8,2 Hz,

1H), 5,11 (dJ = 3,2 Hz, 1H), 5,03d, J = 2,8 Hz, 1H), 4,74 (t) = 7,0 Hz, 1H), 4,6@,50 (m,

1H), 3,863,73 (m, 1H), 3,69 (d] = 8,2 Hz, 2H), 3,648,55 (m, 1H), 3,18,04 (m, 1H), 3,03

2,93 (m, 1H), 2,37 (d] = 6,6 Hz, 6H), 1,44 (s, 9H).

Metoda B: Boc-DAP(PyryOH (39) (110 mg, 0,25 mml), benzotriazoll-il-oksktris-
pirolidino-fosfonij heksafluorofosfat, PyBOP (166 mg, 0,37 mmbBmetiimorfolin, NMM
(82 OL, 0, 75 mmo | }dimetilakiaopicdin,iDMAR (Xknag0,62omimo) $ui na 4

otoplieniu DMFu (9 mL) i miom &0grnma solmoj tempetratgrii Zatsu
dodan T F AH-Tyr[CH2N(CH3)2]-OBnG) (140 mg, 0, 25 mmol ) i N MM
DMF-u (2 mL) . Reakcijska smjesa mijegana je 3
uparival u, a kmmatografipprk napstupzy silikpdel mz 5 % OH/CHCI2
kao eluens, a zatim je polovica smjese |igle

10 % CHOH/CH.CI,) te je izolirano 20 mg (11 %) smjese dijastereomera (prema HPLC
NMR-u).

Metoda C: T F A FTr[CH2N(CHs)z]-OBn () (84 mg, 0,15 mmol) otoplien je u DM (2
mL), a zatim jedodan KHC{f 30 mg, 0, 30 mmol ). Reakcijska s
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sobnoj temperaturi a zatim je dokapan HEo&P(Pyr)}OSu @7) (80 mg, 0,15 mmol) otopljen

uDMFu (3 mL) . Reakcijska smjesa mijegana | e
ukl onjeno na rotacijskom wuparival u. Kr omat c
CHOH/CH.Clck ao el uens nije dobiven ol ekivani spo.

3.6.8.Priprava dipeptida (Bod.ys(Pyr)-Tyr[CH2N(CHs),]-OBn)??¢

030

Priprava spojd9provedenajepremabpm postupku za pripr8&86u dipe
iz Boc-Lys(PyryOH (270 mg, 0,60 mmol) otopljenog u suhom DMKEL10 mL) pod strujom
dugi k aadantHBTUs(2r0 mg, 0,71 mmol) i HOBt (95 mg, 0,68 mmol) otopljeni u BPMF

u (5 mL) . Zatim je dodan TEA (836 OL, 6,00
2 T F A-Tyr[CH2N(CH3)2]-OBnG)( 600 mg, 1,08 mmol) te je rec:
dananasaboj] temper aturi pod strujom dugi ka. DMF
ostatak otopljen u Et OAc (30 mL) . Smj esa | e

Organski sl o) | Qs projleiran, eootapalo ¢e dikionjeno s aotacijskom
upari val u. Sirov produkt proliglien je kr om:
CH3OH/CHxCl; kao eluens. Dobiven je produk® (150 mg, 32%) u obliku pjenaste bezbojne

krutine.

Boc-Lys(Pyr)-Tyr [CH2N(CH3)2]-OBn (49): 'H NMR (CDsOD, 600 MHz) X/ pp m:
= 9,0 Hz, 1H), 8,26 (dd] =3,5, 7,6 Hz, 2H), 8,21 (dd,= 7,8, 14,9 Hz, 2H), 8,16 (d,= 8,8
Hz, 1H), 8,118,09 (m, 2H), 8,06 (t) = 7,6 Hz, 1H), 7,29,26 (m, 3H), 7,15,12 (m, 2H),
6,92 (d,J = 8,4 Hz, 1H), 6,88 (d) = 1,9 Hz, 1H), 6,65 (d) = 8,1 Hz, 1H), 4,92 (d) = 12,0
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Hz, 1H), 4,91 (dJ = 12,0 Hz, 1H), 4,65 (t) = 7,4 Hz, 1H), 4,07 (t) = 6,8 Hz, 1H), 3,67 (s,

2H), 3,583,48 (m, 2H), 3,00 (ddl = 6,8, 14,8 Hz, 1H), 2,92 (dd,= 8,5, 15,4 Hz, 1H), 2,37

(s, ), 1,77#1,69 (m, 3H), 1,6&,61 (m, 1H), 1,54.,47 (m, 2H), 1,39 (s, 9H);

3C NMR (CDsOD, 75 MHz) U/ ppm: 175, 0, 173, 3, 172,
132,8, 132,6, 132,1, 132,03, 132,0, 131,7, 131,6, 129,7, 129,62, 129,58, 129,50, 129,3, 128,7
128,5, 128,2, 128,0, 127,6, 127,0, 126,8, 126,0, 125,8, 125,6, 125,5, 125,4, 121,5, 116,5, 80,6,
67,9, 65,2, 61,1, 61,07, 55,4, 55,2, 44,23, 44,20, 40,82, 40,80, 37,6 , 33,2, 33,1, 30,14, 30,12,
28,7 (30C);

HRMS (MALDI -TOF) teorijskim/z[M + H]* za Ca7H52N4O7 785,3914 gksperimentalnim/z

785,3907

3.6.9.Preparativna fotometanoliza dipeptida Bdg/s(Pyr)Tyr[CH2N(CH3)2]-OBn (49726
|

OH

50

U 4 kvarcne epruvete pripremliene su istovrsne otopdieeptida Boc-Lys(Pyr)
Tyr[CH2N(CHz)2]-OBn (49) (7 mg, 0,009 mmolu CHsOH (15 mL). Otopine sypropuhivane

dugi 30mim a zatim swz r aduéotokemijskom reaktorlLuzchem 81 a mp i (818 W
na300nmukupno 60 min. Tijek f-on. Otapaldjaukloniechona pr a i
rotacijskom uparivalu te je dobiveno 24 mg
stupcu silikagela uz 10 %H3:OH/CH.Cl> kao eluenslzolirano je 9,3 mg (34 %) | istog
fotoproduktab0, t e 4 mg pPpP| et nog spoj a

HPLC analiza provedena je pri sljedelim uvje
Instrument: Shimadzu

Kolona: Phenomenex Luna 3u C18

Antonija Erben Doktorskadisertacija



A . Bksperimentalni dio 91

Detektor: DAD
Protok: 0,8 mL/min
Il njektirani volumen: 10 OL
Mobilna faza: graijentna metoda

A: CH3OH

B: CHsOH/H20 (1:1) + 0,1 % CECOOH
Tablica3. Gradijentna metoda

t/ min 0 10 20
% B 100 0 0

Diluent: CHsOH

Trajanje analize: 20 min

IHNMR (CDsOD, 600 MHz) Ji=9A planlH), 8,274 = 7(7Hz, 2H), 8,21

(dd,J = 8,0, 14,9 Hz, 2H), 8,15 (d,= 9,1 Hz, 1H), 8,08 (d] = 8,0 Hz, 2H), 8,06 (1) =7,5

Hz, 1H), 7,27 (ddJ = 1,6, 4,7 Hz, 3H), 7,13,12 (m, 2H), 7,02 (s, 1H), 6,86 (@= 8,1 Hz,

1H), 6,65 (dJ = 8,1 Hz, 1H), 4,93 (d] = 12,1 Hz, 1H), 4,89 (d]= 12,1 Hz, 1H), 4,65 (1] =

7,5 Hz, 1H), 4,40 (s,2H), 4,6905 (m, 1H), 3,58,50 (m, 2H), 3,32 (s,3H), 3,291 (m, 2H),
1,77-1,68 (m, 3H), 1,671,59 (m, 1H), 1,58.,46 (m, 2H), 1,39 (s, 9H);

BCNMR (CDsOD, 150 MHz) U/ ppm: 11857, 186,8, 183, 1398, 172
132,6,132,1, 131,6, 130,8, 129,65, 129,62, 129,59, 129,50, 129,32, 129,27, 128,2, 127,6, 127,0,
126,8, 126,0, 125,8, 125,6, 125,5, 125,4, 116,2, 80,6, 70,9, 67,9, 58,4, 55,8, 55,4, 40,8, 37,7,
33,2, 30,2, 28,7 (3C), 24,3;

HRMS (MALDI-TOF) teorijski m/z [M + Na]* za CaeHadN30Og+Na" 794,3417,
eksperimentalnn/z794,3435
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3.6.10.UklanjanjeBocz a gt i t ne s k up iLpséPyrsTyr[CH N(EHRE)L]-OBINa B o ¢
(49)

NH
OH
o,
HaN© o
SARN ”
2 ’
HN

51

Priprava spoja51 provedena jeprema opem postupku za pripravu hidrokloridnih soli

opi sanom u Al3s(RyryTyCHoN(CHs)o]-BBn q49) (18 mg, 0,023 mmol))

otopljenog UHCI/EtOAc (2 mL), te je reakcijska smjesai e Jana 2h na sobno
Ot apal o uklonjeno pri snigenom tlaku, a prod
talogenH HOPWodukt a

IHNMR (CD:OD, 300 MHz) JiF8ppm1iH),B8,3B@® (n( 8H), 7,35,12
(m, 5H), 7,8-6,95 (m, 2H), 6,886,72 (m, 1H), 4,7#,62 (m, 3H), 4,16 (s,2H), 4,6593 (m,
1H), 3,56 (s, 2H), 3,01 (s, 2H), 2,74 (s, 6H), 21020 (M, 2H), 1,76 (s, 1H), 1,61 (s, 2H);
HRMS (MALDI -TOF) teorijskim/z[M?*-H*]* za 685,3390eksperimentalnin/z685,3%9.

3.70dreli vanje kvantnih prinosa za reak

Kvantni prinosi reakcije fotometanolize odeni su u N-propuhanim otopinama GBOH
kojima je izmjerena apsorbancija pri 254 nm i koja je u raspon0,8,4Jz otopinespojeva,
istovremeno je oztavana i otopina aktinometra (KI/KIG 254= 0,74%?" u kiveti za snimanje
UV-vis spektara s optkim puteml = 1 cm i uz jednak volumen svih ogneganih otopina.
Ozrd ivanje je provedeno u Luzchem reaktoru s jednoriaagpom na 84 nm. Sve kivete su
tijekom ozraivanja postavljene na jednakoj udaljenosti od izvorbetig, kako bi se osiguralo
da jednak fotonski tok dolazi iz izvora do svakog uzorka/aktinometra. Nd taje@zraenost

svih otopina bila jednaka (ozenostjenn o gi na f ot ona koja pada na
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Kvantni prinos fotokemijske reakcije definiran je s izrazom (1):

0= (1)

Konverzija za akt ivisepekirdsiopijon) e odr elena UV
Bitmj erenja je odrediti brojnik i nazivnik u i
se dobiva iz mjerenja konverzije l@inog spoja u fotoprodukt (HPLC analizom), a nazivnik

(mnogina apsorbiranih fotona) ofognegpoamver zije

Broj apsorbiranit(tj. ukupnibroj) fotonazaKI/KIO 3 aktinometat?’o d r ejdiz n

n(apsorbiranitfotona)® n(ukupnofotona) PAssz® Vour 2)
%523 d3 l:l lit.

gdjesu:

JAss2b razlika u apsorbanciji pri 352 nm za dzzai i neozrieni uzorak aktinometra

Vo z rvolumen otopinéoji je ozrd en

Bs2b molarni apsorpcijski koeficijent za trijodicd’) u ot opi ni koja sadr §i
(I) i jodata (1Qr). Iznosi 27600 moldm? cnmt

| dbljina optl kog puta (1 cm u svim eksperimentima)

01 i kvantni prinos aktinometra, pozriatliteraturei 254= 0,7422” Kako ovisi 0 koncentraciji

jodidnih ionaitemperatui(/ AC), wuz korekcije upotrebom iz
c( | I Apoo/ £061[mol dnt }
0= 0,75 171[ 120+ 70),]@®@) [[190573F( ]

HPLC analiza provedena je pri sljedelim uvje
Instrument: Varian Pro Star

Kol ona: Agilent mdB 4,6150 mm (1, 8

Detektor: UV (254 nm)

Protok: 0,8 mL/min

I njektirani volumen: 2,5 €L
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Mobilna faza: 25 % A, 75 % C
A: H20 + 0,5 % CHCOOH
B: CH:OH/H0 (1:1)
C: CHOH

Diluent: CHtOH

Trajanje analize: 20 min

388Fotofi zil ka svojstva spojeva

Snimljeni su fluorescencijski spektri tripepti@&-33 u CHsCN, te njihovih HClsoli 34-36 u

10 % CHCN/kakodilatni pufer ¢ = 0,05 mol dr?, pH = 7,0). Pripremljenim otopinama
Sspojeva su snimani apsorpcijski spektri tako
manja od 0,1. Fluorescencijski spektri sinsani na spektrofotometru Cary Eclipse (Agilent
Technologies) pkortgmeejfamur st &Fukolih€ G mme). i iz
Emisijski spektri su snimani u rasponu od 300 do 45@rimalng duljini pobude gsx.= 270,
280ili290nm.Mgr enj a su provedena pri sobnoj tempe

su korigirani s obzirom na propusnost optike.

3.8.1.Kvantni prinos fluorescencije tripeptida

Kvantni prinosi fluor333senoij eiChadksivarghi h tr
prinosi odg-ewvhi aj3dB6iddisedHICN/kakodilatni pufer ¢ = 0,05 mol
dm?, pH = 7,0). Otopina NATAuUmQ# kori gt ena Gre01d&d standard
Otopine spojeva pripremljene su tako da im apsorbancija pri valnim duljipamale bude

manja od 0,1, a zatim su propuéine argonom 30 min. Otopina standarda je pripremljena tako

da mu apsorbancija pri valnoj dul jini bude p
apsorpcijski, a zatim emisijski spekprir i 2 5 AiGpektrisusnisljeri sz kalnu duljinu
pobudeasx = 27 0, 280 i 290 nm, a girina ulazne i
korigirani obzirom na odgovarajule otapalo t
Kvantni prinosi fluoaejseemadlei su izralunat.
For g LA
e+ Iz A

0 T kvantni prinos fluorescencije spoja
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U rT kvantni prinos fluorescencije standarda

ni indeks loma otapala u kojemu je otopljen spoj

nr T indeks loma otapala u kojemu je otopljen standard;

Ai apsorbancija spoja pvalnoj duljini pobude

ArT apsorbancija standarda pri valnoj duljini pobude

ipovrgina ispod fluorescencijske krivulje sp

IRipovrgina i spod fluorescencijske krivulje s

3.9.Ispitivanje interakcija oligopeptida s polinukleotidima
3.9.1.Priprema polinukleotida

Otopine polinukleotida poli Aooli U, poli (dAdT), poli (dG dC), poli (dGdG)i ct-DNA su
pripremljene otapanjem u kakodilatnom puferu (pH = @500,05 mol dr §. Otopinact-DNA
je dodatno sonificirana te profiltrirana krozéit ( vel i | i na pora = 0,45 ¢
duljina lanac#®Koncentracija otopina polinukleotida

koncentracija fosfat&°

3920drelivanje promjene tmppolipuklecidaur e Amekganj :

Eksperimentiteper at ur nog mekganja polinukleotida,
odrelspeksuof ot omet r dvig spakirofotknoetr Cagy tLAO Bip @gilent) V
Varian) . Pralene su promjene apsorbancije pr
98AC u koracima od 0,5 AC korigttnjem kvarcne
Temper at ur @m, meokdgraenjean,e su derivacijom u tol

promjene apsorbancije o promjeni temperatdfe.

VrijednostiDTm s u i zr al un aTnerijedlnast komp@ekda iisgitavanih spojeva s
polinukleotidima i vrijednostinodr elLeni h za | iste pol iDiwkl eot
su srednje vrijednost:i naj manj eDldNaO par@dCel n

DTm=Tm(kompleks} Twn( dvol an] ani polinukl eotid)
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Pripremljene su otopine spoje8di 35umQ HO (c=1, 4 63 mdaldm3ic=1, 8 5°mal 0
dm3), kao i stock otopine polinukleotida(¢tD NA) = -22moledht*luOkakodilatnom
puferu (pH = 7,0¢ = 0,05 mol drt¥).

Pripremljena je otopina spojaéu mQ HO (c =1, 7 4%Imbl@m?), zatim stock otopine
polinukleotida ¢(ctD N A) = “2Impl @nii® @ ikkodilatnom puferu (pH = 7,6,= 0,05 mol

dm?). Za mjerenjepr i r eieompd na pol i nukl eot ikakedilatmim ki v et
puferom€¢( po |l i nuk | eSomblidnd®eddk jesspopdddartu omjeru (spoj/polinukleotid),

r= 0, 3. Pripremljene su 2 istovrsne serije

(Luzchem fotokemijski reaktor, 8 lamg@= 300 nm, 3 minte), a druga nije.

Pripremljene su otopine spafdumQ HO (c=1, 0O PrmobDdm3i | i = 3moldn®)ii 1 0

stock otopine polinukleotida u kakodilatnom puferu (pH = 90,05 mol dr¥) koje su bile

kori gtenec@BNAHA) er ebpokdd? qooli Ai polil) = 5 mddnl 0

3ic(poli (dAdT)) = 1-3n6olsdh®l O

Za mjerenjepr i r el enpaolotnoupkilneaot i da u ki vet. je raz

(c pol i nuk]!l eorolidui*adok jesspop doda® u omjeru (spoj/palkieotid), r = 0,3.
Za polinukleotidect-DNA i c(poli (dAdTy) pri preml jene su 2 istovrs
je jedna od njilo z r a (Lwzechem fotokemijski reaktor, 8 lampas= 300 nm, 3 minute), a

druga nije.

3.9.3.Spektroskopija cirkularnog diroizma (CD)

Spektri cirkularnog dikroizma snimljeni su na spektropolarimetru Jasib Ju kvarcnim

ki vetama optilkog puta 1 cm pri 25 AC. Otopi
puferu (pH = 7,0¢ = 0,05 mol drt). Titracije su provedertako da je u otopinu polinukleotida

(c =31 10° mol dn § dodavana otopina spoja (1 “%imol #ir°) u rasponu molarnih
omijerar[spoj]/[polinukleotid = 0,17 0,7. CD spektri su snimljeni u rasponu valnih duljina od

220 nm do 600 nm, brzina snima2@0 nm/min i broj akumulacija je 2.

Antonija Erben Doktorskadisertacija



A . Bksperimentalni dio 97

3.9.4.Fluorescencijske titracije

Fluorescencijski spektri su snimani na spektrofotometru Cary Eclipse (Agilent Technologies)
korigtenjem kvarcne kivete (3,0 mL) optilkog
titracije spojeva34-36 su provedene tako da je u otopinu spoja u malim alikvotima dodavana
otopina polinukleotida. Otopine spoje®4-36 pripremljene su tako da k®ncentracija spoja u
kivetic= 3, Orolid®®i | i 2 mobdind, &koncentracijpolinukleotidac = 1,2 10°-

6,7 10° mol dm? ili 3,83 10°- 2,2 10* mol dni®. Vrijeme inkubacije nakon svakog dodatka

ali kvota polinukleotida je 2 axE25iliZ@anmpabudu
emisija je snimana od 300 do 600 nm. Za fluorescencijske titracije s polinukleotithDdA,

poli AT poli U, poli (dAdT), poli (dGdCYk or i gt e n ascitacigske gpukatineri@nmeak
emisijske pukotine 20 nm. Fluorescencijsitetije spojevad4-36 s polinukleotidima proveo

je dr. sc. Igor Sviben.

Fluorescenijske titracije spofel su provedene s polinukletidinpali A T poli U, poli (dAdT),

poli (dG dC), poli (dGdG)i ct-DNA na pH 5,0 i 7,0, jer j@ri pH 50 fenantridinskiderivat
protonirandok pri pH 7,0 nije protoniramme se ol ekivalo da e to ut |
s polinukleotidima.Koncentracija spoja u kiveti je = 2, 0rhal @, a otopina
polinukleotida koja je dodavana spoju je koncentracije 510D rhol dm?®. Vrijeme

i nkubacije nakon svakog dodatka ali kvota pol
duljina, ax = 330 nm, aemisijski spektri snimani sad 350 do 600 nm. Za fluorescencijsku

titraciju sct-DNAipoliAT poliUjek o r i gt e rs@atacigske pukatiree 1@&nkn,amisijske

pukotine 20 nm, dok je kod titracije s poli (dAdTpoli (dG dC) i poli (dGdG)g i r i n a

ekscitacijskih i emisijskih pukotina 10 nm.

Konstante stabilnosti K ) izralunate su prenhai Stachardowwjm r e g
jednd&ldfhyadi sva mjerenj a, korelacij ski faktor
vrijednosti bio je veli od 0,99.

3.10.Laserska pulsna fotoliza (LFP)

Mijerenja laserske pulsne fotolize (egser flash photolysjsLFP) spoja5 proveo je dr.sc.
Nikola Basaifi na University of Victoria. Instrument se sastoji od QudRdy Lab 1304
pulsnog Nd:YAG laseramisijepri 266 nm. Energija pulsa je <20 paltrajanje pulsa0 ns. U
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mjerenjima su korigtene kipvjemjaenjdpropghane § a 71 7
ili O2kroz 30 min. Apsorbancije pri 266 nm su bile oko-0,3.

Mjerenja laserske pulsne fotolize (etager flash photolysjd_FP) spojeva&4-36 proveo je dr.

sc. Nikola Basalina | nstitutu Rul er safajgklLP980 Edinbulgm st r u |
Instruments spektronra i Q450 Quantel YAG lasera emisga 266 nm. Energija pulsa j@©2

mJ, a trajanje pulsans. Apsorbancije pri 266 nm su bile oko-0,3. Otopine su prije mjerenja

propuhane s hili O2 kroz 20 min.

3.11.Kovalentno vezanje oligopeptida na oligonukleotide
3.11.1.Priprema oligonukleotida

Eksperimenti pripreme oligonukleotida su provedeniWavis spektrofotomet Cary 100 Bio

(Agilent Varian) korg t e rkyaemh kivetal 1 mL) opt i | Kk @agnugivetuad 1 ¢ m.
1 mL dodano | eoliggnBkieotidal®Gi.0 ¢ o p i md dnf) u amonijevom

acetatnom puferu (Ospoldn®, pH = 7, 0) adligoruEedtideddi> (act o=p’iln el 0
mol dni®) u amonijevom acetatnom puferu (@bl dm2, pH = 7,0).Pripremljene smjese su
zagrijanedo9A C, a zatim ohl alene na 10 AC.

U kvarcnu kivetu od 1 olgénuktbatideddmo(c=) & FrioBddr OL o't
%) u amonijevom acetatnom puferu (@nbl dm?, pH = 7, 0) dligoriidedtidadOL ot o
dTwo ( ¢ = 2 mdl #8%) u amonijevom acetatnom puferu (Oyiol dm3, pH = 7,0).
Pripremljene smjese su zagrijanedo®8, a zatim ohl alene na 10 A
Pripremljenim oligonukleotidi ma odrelene su

cirkularnog dikroizma.

Za eksperimente temperatpnmaognenekgapij amjoé m ¢

pri 260 nm u temperaturnom podrulju od 25 A
kvarcne kivete opti ]| kog p otopamadligormukleotidZ(& ilimj er e n
A-T) u ki veti ] e razrjelenamoladnt npHj= 7d0c et at n

(c (ol i gonuk?Pmobdn?).ddpjemljene 8u diijé istovrsne otopine.
Spektri cirkularnog dikroizma snimljeni su na spektropolarimeasco <815, u kvarcnim
kivetama optil kog puta 1 cm pri 25 AC. Otopi

acetatnom puferu (Orhol dm?®, pH = 7,0). Titracije su provedene tako da je u amonijev acetatni
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pufer (0,2mol dn3, pH = 7,0) dodana opina oligonukleotidaq= 21 10° mol dm §. CD
spektri su snimljeni u rasponu valnih duljina od 220 nm do 400 nm, brzina snimanja 200

nm/min i broj akumulacija je 2.

311.2Fot okemi j sko ozralivanje oligonukl eoti da

U kvarcnu kivetu od 1 woligonutleotidaG® u gmenijedotn OL o

acetatnom puferu (0,1 moldd pH = 7, 0) te jaéOoQOapiamadni § 2x
acetatnog pufera. P r je p Luecheim fatokemijsisom jeakm s 8 z r a |
l ampi od 300 nm u vremenu od 15omi 60 min. Ti

U kvarcnu kivetu od 1 mBeuDdMEte @ jod 00 n@L ratza
s 150 OL amonijevog 4 ¢pHt=2a)tPnipemljepasjesajeoa(l Oe,nla mo
u Luzchem fotokemijskom reaktoru s 8 lampi od 300 nm u vremenu od 15 i 60 min. Tijek
reakcije jo®mpralen HPLC
U kvarcnoj Kivet. od 1 rmllgonpkeadtida@-@ @=a3nid™MPue 390
amonijevomacetatnom puferu (0,1 M, pH =70 100 OL o036uDMB& spoj
Pripremljena smjesa je ozralena u Luzchem f
vremenu od 15 i 60 min.omTi jek reakcije je pr
HPLC analiza provedena je pri sljedelim uvje
Instrument: Shimadzu
Kolona: Agilent XPS (5mim) 300 A
Protok: 0,5 mL/min
Mobilna faza:

A: NHsAC

B: CHsCN

Tablica 4. Gradijentna metoda

t/ min 5 15 20 25 32 40
% B 5 40 100 100 5 5
Diluent: NH:AC

Trajanje analize: 40 min
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A AREZULTATI | RASPRAVA

U okviru doktorske disertacije pripravliena je neprirodna aminokiselifgN-
dimetilaminometilni derivat tirozina koji je fotokemijski reaktivan te u reakciji fotodeaminacije

stvara reaktivne intermedijere kinometide (QMY*U r ani jim i stragivanij.i
za sintetsku organsku kemiju, Instituta Ru
fotodeaminacije iz aminmetilnih  derivata fenola generiraju  kinoretidi>%°
Novopripremljenoj neprirodnoj aminokiseliBiu kK | onj ene su z aifltkiajune skt
4-6 kako bi se mogla koristiti u peptidnim reakcijama spajanja, a ispitana je i fotokemijska
reaktivnost derivata tirozind-6. Novopripremljena neprirodna aminokiseliBau s pj egno | €
ugr alena 14 182Dk e@jpit i daed r ¢ ge ispimndotdkenlijskanréaktiynost ie

fotofizil ka svoj(slkasdd navedeni h spojeva
H 0} H (0] (0] O
Boc/N\;)kOBn Boc/N\;)kOH _H3N -~ >0Bn _H3N\;)kOH
: : TFA : TFA :
% OH E “OH E;OH gj
P P H_ OH
3 N 4 N s N TRA 6 —NH" TFA-

\ \ \ \
N— N N N
OH OH OH OH
/ ;
H o H O H 0 N H ~
N OB _N OH
Boc” \:)LN n Boc/N\;)LN OH Boc/N\;)LN OBn Boc \)k
= H =z H o z H = o)

S - S L

14 18 19 20
Slika 47. Neprodna aminokiselin8 i njeni derivati s uklonjeni
di pepti di koji sadrg8e neprirodnu an

S obzirom da jeigradnjom u dipeptid@e ovopr i preml jena neprirodna
svoju fotokemijsku reaktivnost, pripremtijesu i tripeptidi31-33 k 0 j i sadrge ditr
fragment i neku od sl jedel i INN-dmetilanonkmesire | i na :

derivat tirozina. U okvi r u 4di49(slka4B)kvognj a,adpgrgie
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dvienepr odne aminokiseline gdje je jedna od nj
ogranku sadrgi fenantridin il:i piren za Kkoj
RNA.147’234
\
N— \
N\
OH
OH
H 0} H (e}
BOC/N\)LH OBn Boc/N\)kH OBn

o)
! O, °

Slika 48. Struktura tripeptida3 te dipeptidadOi 49

Novopripremljenim oligopeptidima ispitana je fotokemijska reaktivnost. Provedena su
ozr al i wtda juametanelnim otopinama, a nastajanje metilnih etera, produkta
fotometanolize indirektno je potvrdilo postojanje QM kao intermedijera. Reakcijama
fotometanolize odreleni su i kvantni prinosi
tezaispti vanje nekovalentnih interakcija s poli
svojstva novih mol ekwlias ztae ¢sttoacswnkonagt enve

fluorescencijska spektroskopija.

Ispitivanje nekovaletnog vezanja oligopegt a na pol i nukl etide prov
spektroskopski h metoda. Fluorescencijskim ti
konstante vezanja na polinukleotida eksperimentalnp o d a c i obraleni su

nelinearne regresije upotrebom ®tmrdowg modeh te McGhee i von Hippelovog

pojednostavljenj@®®Ka k o b i se odredio nalin vezanja pe
korigtena je spektroskopija cirkularnog dikr
mol ekul e, nastajanje kompleksa s peptidi ma
vezanjem peptida u wutore znatno utjele na C
vezanja. Ek speri ment i temperaturnog mekganj a p
spoj/polinukleotid provedenisip e kt r of ot ometri j ski , panasti el i p
o temperaturi. Kao modelnipolinukie i di  kor i gt eni ct-BNA (alitymwsn| an a
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izolirana iz timusne g¢glijezde téepoBUapoli dvol
(dGdC), te alternirajupolidcd@l i nukl eotidi: pol
4.1. N,N-dimetilaminometilni derivati tirozina (3-6 ) i di pepti di k

N,N-dimetilaminometilni derivat tirozina (14, 18-20)

4.1.1.Priprava N,N-dimetilaminometilnih derivata tirozing3-6 ) 1 di pepti da ko]
N,N-dimetilaminometilni deivat tirozina (14, 1820y

o o o AW o
I ®oono PN Bnr P N Rk
HoN ~"S0H ——— Boc” Y “OH —— Boc® Y "OBh ———> Ry Y 02
: K,CO4 : NaHCO, : K,CO3 H
dioksan Hy0 dioksan-DMF @\ CH,Cl, ?\
K} Z) OH OH
OH , OH ) »
98 % 89 % 3

56 %

H,, Pd/C
———— 4R, =Boc, Ry = H; 89 %

TFA

5, R, = TFAXH, R, = Bn; 100%

Shemal3. Priprava neprirodne aminokiseline, derivata tirozina Tye/{€Hs)2] (3)

Prva ciljna molekula u okviru disertacije, neprirodna aminokiselina, derivat tirozina
Tyr[CH2N(CHa)2] (3), dobivena je u tri koraka. U prvom stupnju je nekndj L-tirozina
uvedenaBocz agtitna skupina u bazni m uenalenzinmma, do
zagtita na karboksilnu skupinu. KIljulni kora
na potpuno zagt2kbjemse selekiivmi unodlileleksddilbrinapio | o § a | do
fenolne skupine. Kako bi se neprirodna aminokiselimaogla koristiti dalje u sintezi bilo je
neophodno ukloniti-ilig&«gaijune gslbupgieneprmavedNeno
katalitilkim hidrogeni rdeemgl® m u visokim iskor

40% vod. Me,NH

o} o) o}
H 37% vod. CH,O H H
N _N
Boc/N\.)J\OH Boc” \.)J\OH *  Boc \)J\OH
z CH30H z =
0 v
OH OH OH
N— N~
1 / /
4 4a
38 % 4%

Shemal4. Priprava Bo€Tyr[CH2N(CHzs)2]-OH (4)
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Osi m gt -ayr[¢HeN(CHBp@H (4) dobiven hidrogeniranjem iz spofau 89 %tnom

Il skorigtenju, 1lpeakcijpm diwmdtilangna i fpremaldehiden situ, ali kao
nusprodukt dobiven | e der ietinaskupkedgui i s&kdmrgigtav
od 4 % éhemald).

Nadalje, ideja je bila novopripravljenu neprirodnu aminokiselinu ugraditi u dipeptideitia C
N-kraj. Strategija priprave dipeptida tijeko
otopini uz aktv aci j u karboksilne skupine?®pakejeolenij e
prikazano na shemb. Sukcinimidni ester pripravljen je uz EDC kao akitijski reagen$!4216
Uspjegno j e proveden aNNsdimetiamizometidiidgrieaptitozinda u ko
vezannaMNcr aj . MelLuti m, reakci j &N-ddtilaminancetinog kar b
derivée a tirozina kao I samog tirozina uz EDC ka
Pokugana je priprava dipeptida u drugim reak
reagensa HBTUIDIPEA®®al i ni u ovom slulaju nije uspje
Pretpostavljeno je da karboksilna skupina nije aktivirana zbog fenolne OH skupine tirozina,
stoga bi u daljnoj sintezitbea | o pokugati zagtiti fenolnu OH
karboksilnu skupinuT a | nal i n bi nam o mdc&agiuniaju oepripodnu p r a v u

aminokiseliny derivat tirozinavezan na €kraj.

H o EDC. NHS H (0] H-Tyr-OBn ili H O R
’ H-Tyr[CH,N(CHj3),]-OBn _N OBn
Boc/N\,)kOH e —— Boc/N\)kOSu Boc \)kN/H(
: CH,Cl, = NaHCO4 B H o
\© THF-H,0 D
8 12 R =Tyr; 50 %
58 % 14 R = Tyr[CH,N(CH3),]; 57 %
Ho§ EDC, NHS oD
N ,
Boc” \;)kOH 7 > Boc/N\;)kOSu
R CH,Cl, R

R = Tyr ili Tyr[CH,N(CHy),]

Shemadl5. Pripravadipeptidal2i 14

Pripravljenim dipeptidima Bo@heTyr-OH i BocPheTyr-OBn uspj egno sSu wuve
N,N-dimetilaminometilne skupine u baznimuvipta u negt o ni (shemalB.s kor i ¢
Di pept i didvikdmetilaminanetingsui ne su zanimljivi jer
Kkrigno spajati | ance DNA nakon fotokemijske
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OH
y O
N\)L o 40% vod. Me,NH
Boc” N R oo aan
H 37% vod. H,CO

20
12R=Bn 19 R=Bn; 11 %
13R=H 20R=H; 8%

Shemale. UvolLenje dimetilamin®m8t il ne skup

4121 stragivanje fotokw6, 45182 reakti vnosti sp¢
Poznato je da derivati fenola fetokemijskim reakcijamar e agi r aj ureakiviner ar aj u
intermedijerekinon-metide koji potom reagiraju s G0 H d a j u'P§31858 Kaka be se

ispitala fotokemijska reaktivnost modificirane aminokiseline, provedene su preparativne

fotometanol i ze, a radi |l akge izolacije foto
zagt i [-eNkrajua Bo€Tyr[CH2N(CHs)2]-OBn (3) otoplienu CHOH ozr al i van |
300 nm i tijek r-em Nakonj4®mijue, pgstigautagerkonteRija 6d 44

%, a fotoproduk?j e dobi ven u iskorigtenju od 28 %.

0 hv o

H H
N -NH(CHy), N
Boc : OBn _ -
: CH,OH Boc : OBn
OH OH
N—
3/ 7/

28 %

Shemal7. Preparativna fotometanoliza sp8ja CHOH.

Provedena | e takolLer pr epazltdaktoijvinas afdortgomen am
ami nokiselinu, a i-nNak rzag gut iztbnoeg slkaukpgi en ei znoal aC i
ozr al i v aRngTegr[@H2B(CHs)2]-OBN (14) nakon 30 minuta postignuta komgziga od

63 %, a fotoprodukt je izoliranu21-%nom i skori gtenju. Preparatiyv

koj i sadr giNMNdviimeet irleaankitnovmmeet i | ne skupine tak:
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su i zolirani konal ni di eptida BaRheTyrfCHOI(€H:)k]4- 1 . Oz
OBn (19) tijekom 45 minuta u Rayonet fotokemijskom reaktoru s 11 lampi pri 300 nm
postignuta konverzija od 68 %, dok je di metc
Dipeptid, BoePheTyr([CH2N(CHz)2])-OH (20) koji ima slobodnu karboksilnu skupinu
ozralivan je 75 mitma Kontviegrzutga jie usdPj) &gno
fotoprodukt u Prephlrativne @toneetanolize dopdptit® 19920 prikazane

OH OH
\
(0] N\ 0 O\
H H
N oB
Boc” %H n o, Boc/N%N OBn
: o iOH S

su na sheml8.

CHOH

14 21
21 %

\ \
N o)
OH OH
o) O~ o) o~
hy H H
_— Boc/N%N OBn + Boc/N\;)kN Or
CH,OH i H G i on
19 R=Bn; 11 % 22 23R=Bn;21 %
20R=H; 8% 24R=H; 9%

Shemal8. Preparativna fotometanoliza dipeptiti 19i 20

Nastajanje metilnih etera u reakcijama fotometanolize iz modifciranog tirozina i peptida s
ugralenim modificiranim tirozinom sugeriraj.

fotokemijskim reakcijama.

4.1.3.Kvantni prinosi za reakciju fotometanolize spojeva$314, 18 i 20)

Kako bi se mogla wusporelivati fotokemijska r
prinosi za reakciju fotometanoliZéZa odreli vanje kvantnih princg
35 14, 181 20u CHkOH kor i gteni su pr i sn@dsm0O074f8A Kt i no me
sekundarni aktinometar -tadroksibenzilni alkohol koji reagira u fotokemijskoj reakciji

metanolize {2+~ 0,23) Ozr ali vanje otopina provedeno |

svjetlosti pri 254 nm, a fotokemijske reakcijske smjese analizirane su {dR1L{€ su dobiveni
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podaci o konverziji. Kvantni prinosi prikazasiu u t abl i ci 5. [ I zr al

vrijednost dvaju mjerenja.

Tablica 5. Kvantni prinosi fotometanolize §) u CHtOH?

Spoj Ur

3 0,17 N
4 0,17 N
5 0,23 N
14 0,28 N
18 0,32 K
20 0,07 N

4 zr al unat e&vantnihipgfinesd suossetinje vrijednosti dvaju mjerenja, a navedena
gregka predstavlja maksi malno standardno oc
fotometanolize Kkorigteni s @b+~ 0Ff masekandarniak t i nc

aktinometar zhidroksibenzilni alkohol { 2s-= 0,23}

Kvantni prinosizaspojev@5s u sl i Il ni h vrijednosti te je pok
na fotoreaktivnost. Tako3 ewgrmadadij bimciuvaanip e ¢

svoju fotokemijsku reaktivnost.

414Fotofizil ka svojstva spojeva 14 i 20

Apsorpcijski spektri dipeptida4 i 20 su snimljeni u CHCN te se vidi maksimum apsorpcije

na ~ 280 nm koji odgovara apsor pci jsvojstvai r oz i r
dipeptida (Tablick. ) j er sadr ge dva kromofora: fenil al
spektrima u CECN dipeptidl4ima maksimum na 36815 nm i rame na 370 nm, dok dipeptid

20ima isti maksimum, a rame na 430 nm. Dualna fluoresce(mijava dodatne vrpce u obliku

ramena) odgovara emisiji fenola i fenolata, a asignacija se temelji na uspotiéeiaitsrno

poznatim spektrim& (slike 49 i 50)
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-1

-1

2000

“cm

6000

1
cm

-1

5000
1500 4

4000

1000 4 30004

2000+
500

10004

Molarni apsorpcijski koeficijent / M
Molarni apsorpcijski koeficijent / M

240 260 280 300 320 225 250 275 300 325
/ /nm / /nm

Slika49. Apsorpcijski spektar spoj4 (lijevo) i spoja20 (desno) u CECN.

Normalizirani intenzitet fluorescencije

300 350 400 450 500

Normalizirani intenzitet fluorescencije

300 350 400 450 500

Slika50. Normalizirani emisijski spektri spojs4 (lijevo) i spoja20 (desno) u CECN.

U ranij i m N,B-dimeslgminonzetilih denvata fenola, pokazano je da ukoliko se

fenolna OH skupina i dugi k dimetil aminometi i |
doli do intramol ekul sxXiedstae ntramaeculaspaotoptranstero n a  (
ESIPT), ¢t oncsiej sukifnl usopreekstcrei ma od?Keagts prikogio e mi

fluorescencij e duinskeyijethasai odsed valnoj dulini pobode, a

odrelLeni Su upotrebom otopi ndeablea®)i sol a u ci kil
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Tablica 6. FotofizisCka svojstva dipeptida u
aws/  nm 3ndliendYm | sem/nm Urad >/ ns
0. 28NO0. 0¢

14 282 (500) 305 40.0 0.71R0. 0¢
5. 0N0. 1
2NO. 0¢
20 286 (1700) 315 40.0 0.75N0.0°¢
6. ONO. 1
aKvantni prinosi fluorescencije odreleni su
standarda {(r = 0.29¥® p r i pobul i wamjvijemen restajargadecay time)

izmjereno TCSPC metodombrojevi u zagradi su doprinos pojedine komponente vremena

nestajanja

4.1.5.Laserska pulsna fotolizaojeva 14 i 20

Provedena je laserska pulsna fotoliza (elagkr flash photolysjd.FP) za spojev&4i 20 kako

b i se detektiraldi ol ekivani QM i drugi pot e
reakcijama. Mjerenja su provedena u otopinamaCdMHi CH3CN/H2O (1:1) propuhanim N

iOcuz pobulivanje Nd: YAG | aserom na 266 nm. F
lidgovor i nam o detekciji tripletnogdopsebul enc
QM ne gase.

Dipeptid14j] e | o g ev tuo pltCNs stogare plipdemljena otopina spdjku smjesi
otapalaCHsCN/H:O ( 1: 1) . Detektiran je interme-dijer
500 nm s maksimumom na 400 nsiika 51). Opadanje intenziteta tranzijentne apsoprcije
opisuegk i neti ku prvog reda i nije primijelieno ga
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Slika51. Tranzijentni apsorpcijski spektri spdjd u otopini CHCN/H20O (1:1) propuhanoj
O2. Umetak: opadanje intenziteta tranzijetne apsoprpcije na 400 nm.

N
O \O
+HN\)?\/(§ H\)?\
3 N 0. _N OH
ion ><70f Nl

14-QM 20-Qm

Slika52. Kinon-metidni prekursordipeptida

Tranzijentni apsorpcijski spektar s nsmkumom na 400 nmdgovara kinormetidu dipeptida

14(14QM) , a vrijemepryo vwhanaj kdotsd kiomi jijenta20 N 2

provedena je na temelju usporedbe s poznatim spektrim¥&tDodatna potvrda da se radi

o QM dobivena je u eksperimentima gagenj a
i natrijevim azidom (Nab), te etilvinil-eterom (EVE) koji reagira s QM u DieMderovoj

reakciji. Izmjerene konstante brzine reakcijtama se u tablici. i usporedive su s literaturnim
podacima o reaktivnosti QNF236237

Tranzijentni apsorpcijski spektar otopine dipeptifau CH3CN otopini propuhanoj kisikom
takolLer prikazuje asporpcijski maksi mum na
prvog redaa ima vrijemey i vot a 110 N10 & s20QM aije titjecaorQzali j e n t
se gasi et anol amgnacgurda se ¢ati o QNb. tstt tnanzijent je deteletiran i u
otopini dipeptid&20u smjesi otapal€H:CN/H-O, al i vri jeme g¢givota |j
tranzijenta otopinespoja20 u CH:CN/H2O ispitano je etanolaminom i etiinil-eterom, a
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konstante tzine reakcije nalaze se u tabli€iTranzijentni apsorpcijski spektri dipepid4 i
20 nalaze se u Dodacima, Prilozi-295.

0.05

0.04{ 4~ 90ns

—v—160ns ||\
/' .\. g 002
0.03- 1l L
/ . | :

0.02 1 o ®\ o000 - , . .
./.‘ x‘\. 100 200 300 400
K v\‘\\ J./ /'V" \.t Time / ns
BN/ - 44 AN ]
0.014 |/ TXE.y Tt

0.00

DA

300 400 500 600

Slika53. Tranzijentni apsorpcijski spektri spd8 u otopini CHBCN/HO (1:1) propuhanoj

0.. Umetak:opadanje intenziteta tranzijentne apsoprcije na 400 nm.

Tablica7. Podaci dobiveni LFP mjerenjima za spojéva 20.
Kq (EtAm)a/ | kq (NaNs)?/ @ kq (EVE)?/

Tranzijent U/ ms
M-1st M-1st M-1st
14-QM 20 2N 2,391 1,171 9,971
13 2N 2, 33°1 0
20-QM . - 5,891
0,11N 0", 9, 99 1«

2 Mjerenje provedeno smjesi otapal&HsCN/H20 (1 : 1). ® Mjerenje provedeno u GEN.

42.Tri peptidi koji sadrge ditriptofansk

N,N-dimetilaminometilni derivat tirozina

4.2.1.Pripravatripeptida

Jedan od ciljeva ove doktorske disertacije bipjei pravi ti tripeptide ko
fragment te jednu od ove tri aminokiseline: fenilalanin, tirozin ili modificirani tirozin. Takvi
tripeptidi odabmraniursw toaypatotadaj sel ipept i d
segment vegu nekoval e %% Nadaljg, ditip®fanski fagnjerst jma  n a
odgovoran za fluorescenciju peptida jer se t

od 295 nm, te se tako i z Ihjammaskimammakisepna.c i f i |
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Pripravljenim ol i NN-gdneplamindmetimaderivat firozinas(Blirp- g e
Tyr[CH2N(CHs)2])) i spitana je fotokemijska reaktivnos
reakciju fotometanolize.

Cil j i stragpolkajatijedadise ditriptof akmgki fre
peptida. Strategija priprave tripeptida teme
je prirelenrpjpappotdomremo pokugdCkra.vezati a
Dipeptid TrpTr p pripravljen je korigtenj émamijakci ni
je pripravljen benzilni ester Betriptofana a zatim je uklonjena Bo
sljedelem koraku | e pr itfptofanald? kog inreakcki peptidnog mi d n i
unakrsnog spajanja s benzilnim esterom triptof2®koji ima slobodan Nkraj daje dipeptid
Boc-Trp-Trp-OBn (29 u i s lo®d3rli g%.enjaigt i | e nBrmilrpedBp@9p t i d u ,
uklonjena je Boz agt i t na -krdau(pherme®) .s PN kugal i Smo pr o\
peptidnog spajanja s-Blobodnim dipeptidom THirp-OBn kako bi se dobil
tripeptidi Bac-PheTrp-Trp-OBn, BocTyr-Trp-Trp-OBn, BocTyr[CH2N(CHz)2]-Trp-Trp-

OBn. MelLut i m, sukcini midni ester takdag uhanao
aktivaciju karboksilne skupine nije mogule p
Stogasmo odustali od priprave triptofanlgdui h tri

Sinteza peptida s modificiranom aminokiselinomnr&@ € aj u j e takoler uklj
Trp-Trp dipeptida. Pri tome jéz sukcinimdnog estera Bedptofana26i nea gt i | enog
triptofana dobiven dipeptid sa slobodnom karboksilnom skupinom;TBed rp-OH (28) u

i skor odptsen.u Kar boksilna kiselina u dipeptid

vezati za Nnezagtilene benzil ne e ferilaaniea, tiotifadlidel i h
modi ficiranog tirozina kako-TrpPhe, JreTrpdlgrblipl i odg
Trp-Tyr[CH2N(CHa)z2). UvolLenje trele ami noki sgetleinnjee mt a |
sukcinimidre aktivacie (shemal9) , pri | ®wemiupepsdu31-3@ o umjerenim

i skorigtenji ma.
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\
o o o
H H
N EDC, NHS Trp-
Boc” %OH BOC,N%OSU H-Trp-OH JL EDC,NHS _ N osu
: CH,Cl, : NaHCO, TCHCl, N
N N 72%
27 28 TFAxH-Phe-OBn
BnBr 95 9%,
89 % NaHCO ili
NaHCO, S| TFAXH-Tyr-0Bn
dioksan-DMF THF-H,0 Y

ili
A TFAxH-Tyr[CH,N(CHj),1-0Bn
Qk T Hmﬂosn QL
Bn CH,CL, NaHCO3
THF-H,0
@d \
N N
M H H 29 N\)k OBn
25 26 31 %

93 % 100 %
H Q EDC, NHS H 2
N ) N R = Phe, Tyr ili TyrfCH,N(CH3),]
Boc” %OH 7 BOC/N\AOSu H
R CH,Cl, R

31 Boc-Trp-Trp-Phe-OBn; 30 %
32 Boc-Trp-Trp-Tyr-OBn; 30 %
33 Boc-Trp-Trp-Tyr[CH,N(CHs),1-OBn; 29 %

Shemalo. Nal i n tripepticaiBlp32ie38 e

R = Tyr ili Tyr[CH,N(CH3),]

Za ispitivanja interakcija oligopeptida s polinukleotidima, pripravljenim tripeptiddtas je

uklonjenaBoez agt i t na skupi na kor i-autetdacgtaam zasi | ene

4221 stragivanj e f ottopepidaBocBrkTep-TyrkCH N(CHz)]1OBrs t i
(33)

Kako bi se ispitala fotokemijska reaktivnost tripeptida s modificiraniozititom, provedene

s u preparativne fotometanol i ze, a radi | a k
fotometanolizu opet je odabr-aNk rpejpu.i dOXroglii v
Boc-Trp-Trp-Tyr[CH2N(CHz)2]-OBn (33) u CHOH na valnoj dyini od 300 nm postignuta je
konverzija od 65 %, a tij ek nomslz Wtpreakdjea f ot o
izoliran je fotoprodukB7u | skor i gt(shemaad) od 22 %.

’
N
\
(o] (o) (@]
H H H
K N CHOH_ N A oen
5 CH3 I
OH
(o]
/
33-QM 37
22 %

Shema20. Fotometanoliza tripeptida3
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4.2.3.Kvantni prinosi za reakciju fotometanolize spojeva 33 i 36

Za odrelivanje kvantni h33p36uCH®OHa kfoati gmetnan &l ip

aktinometar KI/KIQ (i 254= 0,74)%?" Fotokemijske reakcijske smjese analizirane su HBhC

te su dobiveni podaci o konverziji. Kvantni prinosi prikazani su u talici i lzralunat.
srednja vrijednost dvaju mjerenja. Fotometanoliza se adviju| i nkovi t o i k o
zagtileno3koji psepdrda modificirani derivat t
soli 36.

Tablica8. Kvantni prinosi fotometanolize

Spoj f(CHOH)
33 0, 13N0
36 0,11KN0

Korigten je pri ma(insic0,8K4¥ i nomet ar KI / K

424Fot of i zi | ka s v-83ji jihovirehidrokioridpile splt 3¢36a 3 1

Bilo je vagno i st r apgptidaite nfihovih diflrokioridhilk soli zeogo j st v
ispitivanja interakcija s polinukleotidima, te ispitivanja fotokemijske reaktivnosti tripeptida koji
sadr ¢i mo di f i c i33 Snimljeni duefluorescantijski spektm tapieptidd-33 u

CHasCN, te nihovih HCI-soli 34-36 u smjesil0 % CHCN/kakodilatni pufer¢ = 0,05 mol dm

3, pH = 7,0). Apsorpcijski spektri spojedd-33 snimljeni u CHCN prikazuju maksimum na

280 nm i rame na 225 n(slikadpd.0 ljze stpiepkit|lanroa zvai dti
aminokiselina (fenilalanin, tirozin ili modificirani derivat tirozina) gotovo i nema utjecaj na
apsorpciju te da spoje8ili 32i maj u negt o bol j W83 apPsocsrt ptjii v moggtu
da tripeptidi31-33t v o rumojilUcu ukol i ko su prva i trel a e
i nterakciji gto dovodi d®&1liB2 tehgpokkommogkodsgojaut j ec
33
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1.0x10°

8.0x10" 1 |

©_ 6.0x10*
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S 4.0x10*
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Q
2.0x10"

0.0 T — T 7
200 225 250 275 300

/ [ nm

Slika54. Apsorpcijski spektri spojeval-33u CH:CN.

Fluorescencijski spektri spojeail-33 snimlieniu CHCN 1 maj u kar akterist.i
emisije na 358 nm za spoje82i 33, dok spoj3lima maksimum na 366 n(slika 55., lijevo)
Maksi mum emisije te oblik spekt sugrerimeajmzai se o
emisiju odgovoran jedino triptofan. Nadalje, snimljeni fluorescencijski spektri 8gq@a= 2
mM) u vodenom mediju (kakodilatni pufer) u ovisnosti o koncentraciji (shi&a desno)
pokazuju batokromni p 0 maekn torda cliOj en,m @st op onvaenh agn

0 agregaciji molekula.

Normalizirani intenzitet fluorescencije
Normalizirani intenzitet fluorescencije

300 350 400 450 500 300 350 400 450 500
/ /nm //nm

Slika55. Normalizirani fluorescencijski spektie = 280 nm) spojevad1l, 32i 33u CHCN;
(lijevo) Ovisnost normaliziranih fluorescencijskih spektgEa = 280 nm) o koncentraciji
spoja31l( 5 17t D1 M), u kakodilathom puferu (pH 7,0, 50 mNtesno).

Fluorescencijska spektroskopija u biokemi}§j.i
i stragivanje konformacijski hl ptrroimjzinlana vfelzam

protei na nastaje uslijed p o b udlanin, atimgira | ar o ma

Antonija Erben Doktorskadisertacija



A . Rezultati i rasprava 115

triptofana?®*Naj znal ajni ji doprinos wukupnoj fluores
vigim valnim dul jinama i i ma najvel. mol ar ni
selektivne pobude pr ini pagadhim fluprescentring indikatorommdi 2 9 5

bi ologki mM*®sustavi ma.

Fotofizilka svojstva tr i fltSwdaseamaksonum enmisijeiu 0o p
fluorescencijskim spektrima triptofana u prc
izl ogen ok Hpeokromnirpamipe akosetrppf an nal azi u | i pof
Normalizirani fluorescencijski spektri spdg® otopljenog u THFu, etitacetatu i acetonitrilu

prikazani su na slicb6. Zanimljivo je primijetiti da promjena otapala viinal o ut j el e
vrijednost valne duljine maksimuma u fluorescencijskim spektrima, ali u polarnijem otapalu

dol azi do malog batokromnog pomaka, gto j e
triptofana?*?Za r azl i ku od pol ar nlamatdan utjegajrTako jadlikao st o't

maksimuma emisije u fluorescencijskim spektrima s@8ja CH3CN i spoja36 u smjesil0 %

CHiCN/ kakodi |l atni pufer, 23 nm gto takoler (
otapalima razl il i £%®Prpooullarvransjtei fiotprfad tziill rkd sht i
pol arnosti i protilnosti otapala vagyperh je za
peptida za makrobiomolekule ukljulujuli poli

—33
—36

Normalizirani intenzitet fluorescencije
Normalizirani intenzitet fluorescencije

300 3%0 460 V 4é0 360 3é0 460 41-'30
//nm //nm
Slika56. Normalizirani fluorescencijski spektasef = 280 nm) spoj83 u CHzCN, EtOAc i
THF (lijevo); Normalizirani fluorescencijskspektar &x = 280 nm) spoj@3u CHCN i spoja
36u 10 % CHCN/kakodilatni pufer = 0,05 mol dr?, pH = 7,0)(desno).

Kvantni prinosi fluorescenci j 4N, dakgu kvdn@ini h t
prinosi odg-s uhi apudrhpsitoeHOBCN/kakodilatni pufer¢= 0,05 mol
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dn3, pH = 7,0). Otopin&-acetiltriptofanamida (NATA)umQ# kor i gtena j e ka
(0r=0,14)?"28Kvantni prinosi fluorescencije tripefg
a izrageni su kao srednja vrij®dmsost ntar ivjru j
kvantnog pri nos a 3ji82uiCikCNatgistmtako za ajihavesdii 85ue
vodenom medi j u. MeLutim, vrijedndd3itnjegbvwwma nt n o
hidrokloridnusol36j e dvostruko manja gto bi mogl o odgoc
ukl jul uj e nasemigskojadakcigM u f ot ok

Tablica9. Kvantni prinos fluorescencije)

fr (10 % CH3sCN/H20,

Spoj fr (CH3CN) Spoj o

Na-kakodilatni pufer, pH=7,0)
33 0, 06NO, 36 0, 03N0, 01
32 0, 11NO, 35 0, 06NO0, 01
31 0, 11NO, 34 0, 06NO, 01

Otopina NATAUumQHO k o r i kpo sandardir= 0,14)?*

4.2.5.Laserska pulsna fotoliza spoja 33

Kako bi detektirali QM u fotokemijskoj reakciji spoja3, provedeni su eksperimenti LFP.

Mjerenja su provedena u otopinama {CN i CH:CN/H2O (1:1) popuhanim N ili O2 uz
pobulivanje Nd: YAG |l aserom na 266 nm. Spektr
SUUCHCNICHCN/H:O (1: 1) gdje se ol-akkppi dpel modol i
vodenom mediju.

U spektrima otopine spoBu CHRCNpro pu h an o Ar uol ene su dvije
apsorbiraju u girokom podrulju vanih duljina

nm. Vrijeme ¢givota | ednpmgpuhanopoiopini, dok& sets ksikpmre 2 00

taj tranzijentgas t e | e, temel jem toga, pripisan tri
Det ektirayn vjud ii tdwagnjiijveortta vr5edmefh 1 0ZBQMs koj i
jer u otopini propuhanoj kisikom i madaméi | no

tranzijentne vrste koje apsorbiraju na a 35¢
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generirani iz tript of-katioai Nrddikatr**>9°t® o) spekirimai n d o | i
otopine spoja33 u smjesi otapalaCHsCN/HO (1:1) propuhanoj argonm@ uol ene su d
tranzijentne vr-830ensremenpl gi notpohhdOLlLeno st a
(odgovara QM), dok je otopini p r2dPu sn o j Ki s

U LFP eksperimentima za hidrokloridnu sol tripept86au ot opi ni propuhanoj
tri tranzijentne vrste vremena ¢givota od a 1
stanju il:9 radi kalu, zatim 10,6 N 0,6 s te

viste vremenhO gimvyotal and®, $u v omelpwtnie pvapjph
ki neti ke nestajanja bilo je tegko zbog vrilo

4.2.6.Interakcije spojeva 346 s polinukleotidima

426.10drelivanje temp®NAature Amekganjaf ct

TemperaturTa medklgiamylkl doti da je temperatura pl
uzvojnice preglo u dvije jednolan|lane, a kar
ovisi 0 sastavu i redoslijedu nukleobaza unutar polinukleotmld. P nu k| eot iTJ) ko) i s
nukl eobaze vezane dvj ema vodi kovim vezama,
usporedbi s polinukleotidom sastavljenim odCGnukleobaza, vezanim trima vodikovim

vezamad®Odr el i vanje temperature mekganja moge s

kao gto su: NMR, CD i kal ori metrija, no na
razdvajanje nukleinskihkie |l i na pr at i mjerenjem rezultiraij
pri 260 nm) u ovisnosti o0 temperaturi otopin
Twnnajleglie se odreluje olitavanjem®haksi muma
Met odom voadhrjealL t emper ature mekganja polinukle
spojeva koji se vegu na odreleni polinukl eot
polinukleotida. S obzirom na razlilddiei ndad i n

stabilizacije ili destabilizacije dvostruke uzvojnice, te vrijedngdih mogu biti i pozitivne i
negativne. Ogranil|l enje ove metode je gto 1is
temperaturama vigim od standardne.

Provedeni su eksperi ment3bs pbliaukipogdorattDNA, tegeg me k ¢
pokazano da spoj i ma neznat aglkag7)i n@aknThan ad v s

je 0,5 gto je unutar eksperiment almbmn@gogr egk
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DNA u prisutnosti spoj&6, stabilnost dvostr Tnke2,u2z vAoG)n,i céet
nam ukazuje na destabilizaciju dvostruke wuz
alkilacie.Re zul t at i eksper i men trikmzani sumpabilci ACPrilikom o g me k
pripremanja otopina za provolLenje eksperi mei
spojevi34i35pr il il no | oge topljivi u vodi, stoga |
njihova topljivost i da bi se mogla presti preliminarna ispitivanja vezanja spoj4i 35s
polinukleotidomct-DNA.

0.501 ma crona Jennnnned
® Ct-DNA+36 N3
A GtDNA+36+hn R
0.45 AAA..
A L]

A L]
MMAAAAAAAAAA‘AAAAA o®
(14

0.40 _ooooooooooooooooooOO

A260

0.35+ "

0.30_IIIIIIIIIIIIIIIIIII.....

50 6IO 7I0 8I0 Qb
T/°C
Slika57.Kr i v ul j ect-DNA Kgrpleksaaspoj@6i ct-DNA i kompleksa spoj@61
ct-DNAnakoneraanj a (Luzchem fotokemijski reaktor
I (spoj)/(polinukieatid)= 0,3; pH = 7,0 (kakodilatni pufer, ¢ = 0,05 mol dm

Tablica 10. Promjene t e ngodw atCy r ep r mezke gaahja j(baackemnn o
fotokemijski reaktor8 T 3 0 0 n nct-DNB\ ustijéd vezanja spojaé pri omjerur® = 0,3;
7,0 (kakodilatni pufer, =0,05 mol dn).

br=0,3 pH=7,0
36 0,5
36+ h3 -2,2

aPogr egkagimjNe r B ACa

br = (koncentracija ispitivanog spoja)/(koncentracija polinukleotida)
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4.2.6.2.CD titracije sct-DNA

Iz CD (cirkularni dikroizam) spektara kompleksa malih organskih molekula i polinukleotida

mogu se dobiti informacije o konformacijskim promjenamasekundarnoj strukturi
polinukleotida nastalim uslijed vezanja malih molekula na polinukleétif€a k oL er , mal
akiralne molekule, prilikom vezanja na polinukleotide, mogu uzrokovati nastajanje induciranih

CD spektara (ICD spektri). Na temelju tih spektata gu s e | zvest. zakl ju
orijentaciji osi mal i h mol ekul a i polinukl eo
u utor) malih molekula na polinukleotid&:2*°

Ispitivanja nekovalentnih interakcija oligopepti@&36 s polinukleotidma provedena su CD

titracijom ct-DNA s otopinom spoja u kakodilatnom puferu. CD spektri prikazani su na slici

58., te se vidi da dodatkom sp@édolazi do promjena u CD spektrima u rasponu od 2680

nm. Tako dolazi do smanjenja pozitivnhe vimtdONA na2 75 nm | povelanja \
nm. Pri tome valja napomenuti da pe@@@li ma s v 0] CD spektar. Unat

spektru (slikab8) ukazuju na promjenu kiralnosti DNA uslijed vezanja male molekule. Pri

tome je to vezanj ethoostame®autdruDNA.o, Vvrl o vjeroj

(@) — UV 36

O 14 ——CD36, r=0.7 .
©

£

Qa

@)

(@)

Q

°

S

(@)

O

-4

2210 | 2é0 | ZéO | 360 | 3é0 | 3210
/ [ nm
Slika58. Utjecaj promjene koncentracije sp8@k o d r aamjerar[36]/fpalirtukleotid],
na CD spektret-DNA (c= 3, “Oniolld®r®) na pH = 7,0 (kakodilatni pufec,= 0,05 mol
dm3).
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Analogno tome, nakon dodatka sp8@polinukleotidima poli A poli Ui poli(dGdChu o]l eno

je manje smanjenje pozitivnih vrpci u rasponu odi280 nm Dodaci, Prilozi 90 i 89 dok je

za poli(dAdT). promjena bila zanemariv®@daci, Prilog 88 Promjaa u CD spektrimat-
DNA s 34 (s 20% DMSO) i35 (Dodaci, Prilog 86 i 8y je zanemariva. Iz provedenih

eksperi menat a

DNA.

4.2.6.3 Fluorescencijska titracija s polinukleotidima

Za

proul avanj e

temperaturnog

mek g2njedei

fluorescencijske titracije spojeva s DNA i RNA uz valnu duljinu pobude na 295 nm.

Rel. Fluo. Int.

Rel. Fluo. Int. (380 nm)

T T T T T T T
600 0.00000 0.00001 0.00002 0.00003 0.00004 0.00005 0.00006 0.00007

¢ (ct-DNA) / mol dm™

Slika 59. Fluorescencijski spétk spoja36 (¢ = 3,0 10% mol dni3, aexc = 295 nm) prilikom
titracije sct-DNA (c=1,210°7 6,7 10°mol dm?®) pri pH = 7,0 (kakodilatni pufeg = 0,05

mol dn). Titracija je provedena na Z6C

koncentracijict-DNA na valnoj duljini maksimuma emisijemax =

i zmj erene

Kako bi s e

fluorescencijskim

vrijednosti,

j e d n a(degnb)e .

izralunal e

a

titracijama

( I; Ovismost mtenziteta emisije sp@éo

380
| i ni $catchgrdowed s

nm.

Scatchardovom modelu (McGhee, von Hipg&tDobiveni podaci su prikazani u tabliti.

Fl uorescencijski

spektri
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Doktorskadisertacija
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Tablicall. Konstante stabilnosti i spektroskopska svojstva kompl&kg./’Int za soli34-
36s dvol anlani migolal nwmlkit eotmiadioma ove=3fGll@or i met

5 mol dn®) pri pH = 7,0 (kakodilatni pufet,= 0,05mol dnt3).

ct-DNA poli (dAdT)2 poli (dGdC)2 poli AT poli U

34 €5.7/0.62 - - -

35 6.8/0.69 ¢ 6.5/0.3 45.0/3

36 6.5/0.24 5.9/1.02 6.4/0.48 6.0/1.48
avrijednostilogka i zr al unate prema Scatcharndeeranij | edn
spoj]/[polinukleotid]) =0,2i0,40 mj er i ntenziteta fluorescenc.i
Scatchardu i fluorescencije uzorkgremale promjendgot ovo | i nearno povel

je samo aproksimaciju I&d i Int®; © mjerenje provedeno u 20 % DMSO/kakodilatnfarute

nije usporelivo s ostaln vrijednostima.

Konstante vezanjazaspoj8836s navedenim polinukl|l eotki di ma ¢
=6,06, 8) , a razli ke koje su uolene u fluores:t

pologaju fluor ofsmDMA/RNA.Ut ar veznog mje

4.2.7.Kovalentno vezanje oligopeptida s polinukleotidima

Ispitivanje kovalentnog vezanja tripepti@@s pol i nukl eoti di ma proved
spoja36 (1 mM) u otopini amonijevog acetatnog pufera u prisutstvu nukleotida (10 miV): 2'

dedksiadenozin, 20eoksicitidin, 2deoksigvanidin, 2deoksiadenozub-difosfat, 2-

deoksicitidin5-monofosfat 2-deoksigvanidirb-monofosfat(shema2l).

§© A
\
hv
H3N\)k +> N (0]
OBn BnO

k_J o h

IZ

N/ cr
36

Shema 21. Neuspjegni p B-#eokgiatidira § topepido8éi | s k e &
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\NHZ 0
HO N N/) i HO N N/)T\NHZ
o :o:
OH OH
N NH2 NHZ/ o
al ﬁl S
_ (o]
Ho—g—o—g—o HO*(‘F)"*O‘ e HO-P-0 o p N2
OH OH 0 OH 0 OH ‘(OJ
o ili o ili oh
Slika6Nu k|l eoti di koj i s mekspermmendimaesiripeptiloBéiot o k e mi
strelicom su oznalena mjesta o] ekiva
HPLCMS anali zom je patltvr lbheorwvo daukit su snautkl eo

literaturnim podacima da je za alkilaciju potrebno nekovaletno vezanje prekursora QM na
DNA.®

Zatim je istrageno mo 6alkilirati dgpstroke vzvojni@ainDNA.QM  t r
Pripremljene su otopine oligonukleotida @d dCi2> te dAw i dTio u vodenoj otopini

amonijevogacetit a tako da se pomijegaju ekvimolarne

volumnom omjeru 1 1, te su | anci aneliran
ohl alLeni na sobnu temper aibdCriudAicdH®O Ir elind n & ns
temper ature mekganja i snimljeni s-om. GQt@pina pe kt r

dG12-dCi2 u kromatogramu ima 1 signal retencijskog vremena 7 min, dok otopinaddfy

ima 2 signala retencijskin vremena 7 min i 19 min, koji odgovaraju protoniranom
deprotoniranom oblikuOvisno o pH postoje dva konformacijska oblika polinukleotida A,

jedan gdje je poli A potpuno protoniran, te jedan gdje je poluprotoniran. U kiselim uvjetima
(pH < 5) jednol an] ani pol i nuklterouk e U zpwdjiniAg

omoguliuje ispitivanje selektivnosti %ezanj a

Iz kromatograma (Dodaci, Prilog 138)idimo da je dodatkom tripeptida36 otopini
oligonukleotida d@-dCi> retencijsko vrijeme signal@,3 min sprije nego kada se radi o
otopini dG2-dCi2. Zatim su otopine36, dG2-dCi2 i smjesa36- dGi-dCic0zr al ene 15 i

min u Luzchem fotokemijskom reaktoru pri 300 nm, te su analizirane Hiph.dPreklapanjem
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kromatograma dobi venprhi miajkeoine miz rrad vi iv asnij gan anli is
alkilaciji oligonukleotida Dodaci, Prilogl43).

Otopina tripeptid@6 je dodana otopini oligonukleotida dAdT1o, provedena je HPLC analiza

i vidljiva je promjena u retencijskom vremenu signala na 7,5 otinpsno signal se pojavljuje

0,5 min ranije. Zatim su otopin86, dAic-dT10i smjesa36- dAi-dTioo zr al ene 15 i 6
Luzchem fotokemijskom reaktoru pri 300 nm, te su analizirane H&hC Preklapanjem
kromatograma dobi veni hnonai¢gnal na 16,7 mia koje bianoglia u o |
pripisati alkilaciji oligonukleotida (slik&1, ostali kromatogrami nalaze sé&odadéma, Prilog

149153). Tripeptid36s e vege u mali wutor AT sekvence pri
s QM.

Datafile Name:A-T-15"Icd
Sample Name:A-T-15'
Sample ID:A-T-15'

mAU

JA-T-15".Icd 260nm,4nm

9007

soc»f
o\
eo&f
so&f
00
30&?

200

L B T B e B B B B B A
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 min

Slika 61. Prekopljeni HPLC kromatogramidAio-dTi00 z r a | e n @r=2%,8 mimilhH5
18,8 min) smjese36-dAi1o-dTi00 z r a | e n i(th= 74 Bin nMlB,517 min i 18,8 min)
ozr al eniltd=7® hin N1B,&rmin 18,8 min)
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4.3.Dipeptidik oj i sadr ge dvij e nidepantiidno dne a mi

modificirani tirozin

Poznato je da se fenantridinski nekovalenwot i ko
vegu s2?jli dviemukleobaze?® Ispitivanjem nekovalentnih interakcija fenantridinskih
derivata s razlilitim polinukleotidma otkriyv
derivata vezanih za adenin, a selektivno su prepoznali péfifMe L ut i m, uz nekov
vezivanje za plinukleotide, brojni antikancerogeni lijekovi svoje djelovanje temelje na
koval ent noj modi fi kaci i DNA, gdje krigno po
stanice!’ S obzirom da jeN,N-dimetilaminometilnid e r i v a't tirozina uspj
di peptide koji sadrge fenilalanin, te tripep
svoju fotokemijsku irpa&mitvinodgitpeptdil dl| kdijii ssna
i fenantridin.

4.3.1.Priprava PhenTyr[CH2N(CHs),]

Dipeptid PhenTyr[CH2N(CHs)2] (40) pripravljen je peptidnom kondenzacijskom reakcijom u

kojoj je karboksilna skupinaBez a gt i | enog Hesivata aktiviranallz RBTK o g
HOBLt,Z°te vezana za benzilni estéjN-dimetilaminmetilnog derivata tirozin& obzirom da

nam je cilj ispitatii nekovalentne interakcije s razlil:@

zagtitna skupina maadiliademt(shema2dt opi nom HCI

\ -\
N— Gl +NH.
OH OH
b O 5 y © cr 0
N B HCI/EtOAC N
Boc/N\AOH Boc” \;)LN OBn HaN\.AN OBn
: HBTU, HOBT, :H g :H g
TEA, CH5CN
) / / _
O N O N O NH ¢l
v
38 40 41

20 % 99 %

Shema22. Priprava dipeptidd40i njegove hidrokloridne soil
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432Nekoval entne interakcije spoja 41 s razl:ii/l

Ispitivanje nekovalentnih interakcija dipeptidds r az |l i | itim polinukl eo
eksperimentima temperaturnog mekganja te flvu
je bilo prau | i t i ponaganj e novopripravl jenkag di pe
fluorescentni indi kator za razlilite biomol e
Pripremljene su otopine spaldu mQ HO, zatim stock otopine polinukleotida u kakodilatnom

puferu (pH=5,0i7,00=0,05mola™ koj e su bil e ckDNAipgiRene =z a
poli U, poli (dGdC), poli (dGdQ)i poli (dAdT).. Mjerenja su provedena u kakodilathom puferu
pripH=5,0ipH =7,0jgje poznato dajpKaf enant r i dipKksil6,5%gasdptigH k a

= 5,010 fenantridinski derivatiu protoniranom obliku za razliku ogH = 7,0 gdje nisu

protonirani

43210drelivanje tempedliatuazl mektgiamj polsipoyplal eo

Mnogi fenantridirski derivati interkaliraju u dvostruku uzvojnicu DNA ili RNA! a dobro

poznat primjer je etidipromid?®82>° Rezultat interkaliranja je jaka stabilizacija dvostruke
uzvojnice polinukleotidd® Me L ut i m, dinskiepeptid#t pokazao je destabilizaciju
polinukleotida poli Ai poli U te slabu stabilizacijat-DNA i poli (dAdT)2 pri pH =5, dok su

pri pH = 7,0 dobiveni podaci unutar gregke m
me k g a n ] &) ndlazd se W Bablid2. Zanimljivo je da peptidtl pri pH 7 destabilizira

dvostruke uzvojnice RNA, dok stabilizira DNA,t o potenci jalno omoguli u
vagan je podatak u racionalnom dizajnu sl jed

polinukleotide.
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Tablicalz Promj ene t et ACuraevaole&glhaniah DNA i R
uslijed vezanja spojd1 (PhenTyr) pri omjerur® = 0,3; pH = 5,0 i 7,0 (kakodilatni pufel,
=0,05 mol dn?).

br=0,3 pH=5,0 pH=7,0

ct-DNA 3,4 0,3
poli AT poli U -3.3;-1.1° -0.6; 0.3
poli (dAdT)2 5,5 1,0

aPogr eg k aggmjNdr, & jCa
br = (koncentracija ispitivanog spoja)/(koncentracija polinukleotida)

¢ krivulja s dva prijelaza

B 41 - ct-DNA
® 41 - poli A-poli U
0.50 A 41 -poli (dAdT),
0.45 .._....nl
|}
.I
0.40 ._g
o
0.35 - - 3
0.30 4 Mﬂw
3 e :
< 025 A '
A,
0.20 - ast
0.15 -
........0."‘...' |
0.10 ..00?““ b
le00®®” | o
0.05 T T T T T T
40 50 60 70 80 EY
t/°C

Slika62.Kr i vul j e mek g a ndliact-DNa,mbDilpdild $ @oli $igld jpd
(dAdT)2 pri omjerur spoj)(polinukieotid)= 0,3; pH = 7,0 (kakodilatni pufer, ¢ = 0,05 mol dm

4.3.2.2CD titracije dipeptidatls r azl i | itim polinukl eoti di ma

Provedene su CD titracije otopine polinukleotida s dipeptidampri pH = 5,01 7,0, te nakon

dodatka spoja u molarnom omijer[spoj)/[polinukleotid = 0,7, pripremljena otopina je i
ozralena 3 min u Luzchem fotokemijskom reakt
da dodatak spojdl otopini polinukleotida smanjuje negativni signal polinukleotida koji je u
rasponu od 22@80 nm Na slici63. prikazanje CD spektar titracijet-DNA sa spojen#l, te
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je iscrtkanom linijjom prikazan CD signal sp@j& pri omjerur = 0,7 s maksimumom na 245
nm. CD spektri su korigirani za utjecaj samog spoja, te nema znatnih promjena u spektrima.
Rezultati dobiveni mjerenjima svih polinukleotida na oba pH ukazuju da se dipEptid

nespecifilno vege u UuUtiRNR dvostruke wuzvojnic

ct-DNA; pH =5,0
v r=0,1

31 r=0,2

r=0,3

r=0,4

r=0,5

r=0,7
r=0,7+hn

41 (pri r=0,7)

CD / mdeg
o o N

250 300 350 400
//nm

Slika 63. Utjecaj promjene koncentracije spdiak o d r a d41)[pblinukiéotid]) fa CD
spektrect-DNA (c= 3, “Omolld®®) pri pH = 5,0 (kakodilatni pufeg = 0,05 mol drf?).

CD spektar u kojneom sjnea nujoe nejneo & asliagnal a na 28
pomakom od 5 nm dobiven je CD titracijom polinukleotida poli (dGdC) sa sp&iem pH =

50Det al jnijim proulavanj én spékniaspriskabancog
signali u rasponwd 3063 70 nm Kkoj i se nelinearno povel a\
podaci nam ukazuju na interkaliranje spoja u dvostruku uzvojnicu polinukleotida. Bitno je
spomenut i da kod alterniroaapmidustom gH neabldzindo k | e o't
interkaliranja i nisu vidljivi ICD signali te se u CD spektru vidi utjecaj spéjau rasponu od

250-300 nm.
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-
— CD (330 nm) / mdeg
b5 b5 b6 6 6 b o
83 8

1 0z 03 04 05 o0
1 [4]/ [poly dG - poly dC]

\\JJ| — poli (dGdC)
_ —r=0,1
r=0,2
—1r=03
r=04
—1r=05
r=07

CD / mdeg

——r=0,7+hn
T T T T T T

225 250 275 300 325 350 375 400
//nm

Slika64. Utjecaj promjene koncentracije spdjak o d r aomjera(f[41]{pblihukleatid])
na CD spektre poli (dGdGr =3, 0 1°°m6I dm®) pri pH = 5,0 (kakodilatni pufeg = 0,05
mol dnt®); umetak: ovisnost induciranog signala ij#i]/poli (dGdC) na 330 nm.

U CD spektrima za polinukleotid poli A poli U se vidi smanjenje CD signala na 262 nm s
hipsokromnim pomakom od 2m za koje nije odgovoran sam utjecaj spoja, a isto kao i kod
polinukleotida poli (dGdG)ni su zapageni | CD si gn&Dspekiioj i up
za polinukleotide poli A’ poli U, poli (dAdT) i poli (dGdC)» nalaze se u DodacimBrilozi

155158.

Prilikom provedbe CD titracij @8luomakren7,gt o | e
kiveta sa smjesom polinukleotttipeptid4lj e ozr al ena u Luzchem f ot
pri 300 nm, te je snimljen i njen CD spektar. Promjene u CD speksugariraju da dipeptid

koj i sadr ¢i modi ficirani tirozin fotodeamin
RNA.1°

4.3.2.3 Fluorescencijsk titracijadipeptidadls r az |l i | i tim polinukl eoti
Kako bi odredili konstante stabilnosti kompleksa dipeptila r az | i | i t i mctpol i nu

DNA, poli A - poli U, poli (dAdT), poli dGdC, poli (dGdG) provedene su fluorescencijske

titracije u kakodilathom puferu pri pH 5,0 i 7,0. Kod svih provedenih titracija, dodavanje
polinukleotida spojlr ezul t i ral o je gagenjem fluorescer
nelinearnom regresijskom analizom Scatcliho v o m | &%tneadsqguboinzr al unat e

za konstante stabilnosti kompleksa dipepgtiepolinukleotid s fiksnom vrijednosti = 0,2.
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Konstante stabilnosti (Id¢) prikazane utablicl3.s u sl i | ni h Kar 8 6dnasbii
o polinukleotidu te o pH pri kojem je mjeren
da se dipeptidillnes el ekti vno vege na padsdemcisk spekait i de
spoja4l prilikom titracije s ct-DNA pri pH 5,0 se nalaze naali65., dok se fluorescencijski

spektrit i t raci j e s r azlpnpHB,0Iii7,0nalaze u Dadacikn®reoni 159 d i ma
168 Dobivene su stamntmhe wtralieldmostdine fokemugpu k a z u |

selektivnost s obzirom na vezanje na razlil]l:@

Tablical3. Konstante stabilnosti (logs)?i zr al unate na osnovu fluor

komplekse spojdls dvol anl anim polinukleotidi ma na pl
0,05 mol dr).
pH=5,0 pH=7,0
logKa 1/1° logKa 1/1o°
ct-DNA 51 0,3 4,9 0,3
poli A - poli U 5,2 0,4 5,0 0,6
poli dGdC 53 0,2 51 0,2
poli (dGdC)2 59 0,2 51 0,3
poli (dAdT)2 51 0,3 59 0,5
2 vrijednosti logKs i zralunate prema S 0Oyaah 6dlpdinikgdi@ V O | j o
Vrijednost omjeran ([vezani spog1)/[polinukleotid]) je fiksna,l = 0,2.
bloj e pol et ni intenzitet f | 4lpjeeterzietfloorescenmeni s i | ¢
emisije kompleksdl/ pol i nukl eoti d izralunat prema Scat
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Slika 65. Fluorescencijski spektgpoja41 (c = 2,0 108 mol dn3, aexc = 330 nm) prilikom
titracije sct-DNA (c = 3,d 105 5,41 10* mol dn®) pri pH = 5,0 (kakodilatni pufeg = 0,05

moldm® . Titracija j(Eevg;Odsnostdneenzieta erjsispoadl C .
koncentracijict-DNA na valnoj duljini maksimuma emisijenax= 370 nm. Tol ke
i zmjerene vrijednosti, a | ini $catcchggdoedst avl j

j e d n a(degnb)e .

44.Di pepti di koji sadr ge divpirgneNNNaeprirod

dimetilaminometilni derivat tirozina

Piren se | esto korist.i kao indi kator za polii
se moge intRBPNMA,al veht igerati unatagéé* Sahmuck i suradnici su

dizajnirali peptidne fluorescentne indikatore na bazi pirena za detekciju nukleinskih kielina.
Primjena peptidnih fluorescentnih i ndi kator
interakcije fluorofora na peptidnim lancima s biomolekulama koja dovodi do promjene
fotofizilkih i Roprikjta al st ha & idaoignmic @rongea u pok a z
struktur.i kratkih fluorescentnih oligopeptid
vezanje na DNA i RNA, te na vezanje na enzim dipeptidil peptidazu Il (DPPI8toga smo

od!l ul i I pripremit. di peptide s razlilitom ¢

derivata tirozina te ispitati nekovalentno i kovalentno vezanje na polinukletotide.

4.4.1.Priprava pirenskih deivata

Strategija priprave dipeptida koji sadr ¢gi d
peptida u otopini.J e d an od nal i n3j pr ipprigpweav a p dAjoan e p
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pirenkarboksilna kiselina aktivirana EB@n, a zatim peptidnom reakajospajanja vezana s
Ni-Boc-L-2,3-diaminopropionskom kiselinom (BeRAP-OH) (shema 23)

Metoda 1.

o 1) EDC, NHS o)

H
DMF N
OH Boc” \;)J\OH
2) Boc-DAP-OH, L
“| KHCO, NH
(0]
Metoda 2: OO
EDC, NHS, O
CH,Cl, Q

1.41%
39 °
o 2.100 %
_N + /N KHCO3
O 0 Boc” Y~ “OH DME
o N
()
43
74 %
Shema23. Priprava pirenskog derivag®
Drugi nalin priprave ukljuluje izolaciju su
zatim peptidnu reakcija spajanja s BDAP-O H , proi |l emu je u ovom sl

produkt BoeDAP(PyryOH@39) u kvantitativnom iskorigtenju

Priprava spoj&5 provedena je izolacijom sukcinimidnog estera pirenkarboksilne kiseline koji

je zatim korgt en u peptidnoli-alranikncom.i 145 pzalifamjep rmao dsu k
kromatografijom u i skor i gt e ndipaptidao(ByrFAR-3 %.
Tyr[CH2N(CHg)2] (46) proveden je peptidnom kondenzacijskom reakcijom u kojoj je
karboksilna skupina®-z agt i | enog pirenskog derivata akt:i
za benzilni estad,N-dimetilaminmetilnog derivata tirozifghema24Na k on vi ge pr ov
rekromatografija, izoliran je spdpu vrlo niskom prinosu od 6 % za koji je ustanovljgnema
HPLCu i NMR-u da se radi O sSsmjesi di jaster eomer

epimerizacije u reakcijama peptidnog spajanja, odustalo se od pripravd&poja
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o) o) o) o)
H NJﬁ(OH OH N
oSu 2 3 N 5 ” OBn
% Ho _ > o
“ KHCO, ‘ HOBt, HBTU, TEA “
@ @ @ o
N

43 45 46 !
83 % 6%

Shema24. Priprava spojevd5i 46

Za pripravu dipeptidaBoc-DAP(Pyr)Tyr[CH2N(CHz)2]-OBn (42) i sprobana su 3
nalina sinteze. Prwvi nalin ukIljulivao |je pe
skupina BoeDAP(Pyr}OH aktivirana uz HBTU i HOBt, te vezana za benzilni edg\-
dimetilaminmetilnog derivata tirozingshema25) . Nakon vige provedenit
izolirano je 50 mg spojd2 (20 %) za koji je ustanovljeno prema HPUG NMR spektrima da

se radi o smjesi dijaster eo meacienajddnomeenttm dn o]
kiralnosti, vrlo vjerojatno u pirenskoj aminokiselini na kojoj se provodila aktivacija. Drugi
pokugaj priprave | e akt-DAP@@WHOH 8 PyB@PritNMM s1i | n e
DMF-u, a zatim dodavanje benzilnog estdrd-dimetilaminmetilnog derivata tirozina i NMM.

Nakon obrade reakcije te kr omat spekirimafNMR,0 g pr c
zakljuleno je da je dobivema tTakdlerposkmjgeasa [
dokapavanje prethodno pripravljenogkemimidnog estera BeDAP(Pyr)OH na zatim

benzilni esteMN,N-di meti |l ami nmeti |l nog derivata tirozin

dobiven ¢geljeni produkt.
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O
H
N 5, HBTU, HOBT, TEA, DMF
Boc” \:)J\OH

“NH

EDC, NHS,
DMF

(0]
H
N 5, KHCO;, DMF
Boc” \)J\OSU /

: 7

AN
NH
O

47
34 %

Shema25b. Priprava dipeptida PWTyr[CH2N(CHs)2]

U Laboratoriju za sintetsku organsku kemiju
pripremljen dipeptidd2 uz HBTU/HOBT aktivacijski protokof:° te je za potrebe ispitivanja
nekovalentnih interakcija s -zagltiltnti sskpeopi na

Antonija Erben Doktorskadisertacija



A . Rezultati i rasprava 134

4.4.2.Priprava BocLys(Pyr)Tyr[CH2N(CH3)2]-OBn

U Laboratoriju za sintetsku organsé&prrengke mi j u,
derivat BoeLys(Pyr}OH iz BocLys-OH sa slobodnom amino skupinom na ogranku i
pirenkarboksilne kiselind3 aktivirane sa sukcinimidort522¢

Dipeptid  Boc-Lys(Pyr)Tyr[CH2N(CHz)2]-OBn  (49) je  pripravlien  peptidnom
kondenzacijskom reakcijom u kojoj je karboksilna skupinaBoa gt i  enog pirensk
aktivirana uz HBTU i HOB, te vezana za benzilni edtdd-dimetilaminmetilnog derivata

tirozina. S obzirom da nam je cilj ispitati i nekv al ent ne i nterakci |
polinukleotidi ma, -aadiadetatmukmnteopi femBEEC] zagt

(shema26).
| cl |
N NH_
OH OH
e s Ly 0 “ o
HCI/EtOAc
Boc/N;QkOH - L H3N;JLN o8n
R HBTU, HOBt, TEA = H o z H 0
l DMF z z
HN o HN " HN o
49

32% 99 %

Shema26. PripravadipeptidaBoc-Lys(Pyr) Tyr[CH2N(CHs)2]-OBn (49) i soli 51

4431 stragivanje fotokemij-lsy(Ryr TygCHMN(CHaJn ost i tr i
OBn (49)

Kako bi s e ispitala fotokemijska reaktivno
ugralenog u dipeptide, pr ov @hktead7ePretpostaygkaje par at
da (e u reakciji fot cthEitjamb | f ceomatsameli i me t
o m, dok j e | bOszolii rfamt okprroomdautkaagr afi j om u i sko
fotoproduktab0,i z ol i rano j e i494 mg pol etnog spoj a
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\ \
N o}
OH OH
Hog Ho]
Boc/N\.)kN OBn L’ BOC/N\;)LN oBn
E\gH S CH3OH : H O §
N o HN, o
49 50
34 %
Shema27. Preparativna fotometanoliza dipeptii
4441 nt erakcije spoj ev polinukeptidi@d i 51 s razlili-Hf

Pripravljeni su dipeptidi koji

sl ugi z a

tirozin koji u fotokemijskim reakcijama generiraM) i

sadrge dvije

prepoznavanje polinukleotida

omoguluje pot

vezanje za polinukleotide. Ispitivanje nekovalentnih interakcija dipeptitidiCl i 51 s
polinukleotidima ct-DNA, poli A 7 poli U, poli (dGdC) i poli (dAdT). provedeno je

eksperi menti ma

t e k a

enci j

t e mp e r esdencijskom g COmspkkioskopij@. t e f |

Eksperimenti temperaturnog mekganj at-Dpfok azali

poli A 1 poli U. Kod svih provedenih fluorescencijskih titracija, dodavanje polinukleotida

spojevimad2xHCIli51lr ezul t i ral o je gagenjem fl uorescen

obraleni

konstante stabilnosiog Ka >

nelinearnom regresijsk®imzraamladri atoem

6). Konstante stabilnosti

S a S

postoji neka selektivnost vezanja s obzirom na vrstu polinukleotida. CD titdipgptida

42xHCli51s razl il i tim polinukleotidima pok

vegu u mal i ut or DNA te u wutore RNA.5I

A10T10 koje je pokazalo da generiranje QM inicira alkilaciju, rtea

t aj nall

potencijalno kovalentno flud®fescentno
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4.5.Usporedba interakcija oligopeptidasr az | i | i1 tim pol i nuklI €

Iz literature je poznato da fenantridinski derivati interkaliraju dvostruku uzvojnicu DNA ili
RNAZ"U nag e jo peptidadil a fenantridinskom aminokiselinom, iz CD spektara

vidljivo je da se dipeptid pri pH 7,0 nespe
RNA.Me Lut i m, proi pH 5, 0 CD A4dk dvastrykieuzvojaicu patit er k a
(dGdC). Una o | razlilitom nalinu vezanja, f(ogstaju
Kaid )5 a pri nastajanju kompleksa dolazi do g

je pri pH 5,0 uolena bl aga st abzatij@aRNAci ja dvo
Pirenski deri vati takoler su rpoguintertkaliratilfo s v on

U sl ul aj u nagi hamipokigelinanth pokazali pnnordaese gekojatmo preferirano

vegu u mali wutor DNA te u utore RNA. Konstan
supstituenta i negto su Vi ¢ildgKaar-B,jplikohstantet i no
stabilnosti ne pokazuju trend i selektivnost s obzirom na vrstu dvostruke uzvojnice (AT ili GC

DNA il i RNA) . Nekovalentnim vezanjem peptide
stabilnost dvostrukih uzvojnica DNA ili RNA.

U CD spektrima vidljivo je d se ditriptofanski tripepti®6ve ge u mal i ut or
uzvojnice DNA. Nadalje, pri pH 7,0 tripeptB6i ma neznat an wulinak na s
uzvojnice DNA. S obzirom da je poznato da se
su konstantgezanja tripeptid85i 36 (logKa=6,0i6 , 8) koj e su sl il nih v

peptida s pirenskim aminokiselinama. Nastajanje kompleksa polinukteipigtid, rezultiralo

je gagenjem fluorescencije kojsihgdeavata.ol eno i
Ozralivanjem kompleksa peptida s polinukl eti
do alkilacije polinukleotida. Tako je kod tripeptida demonstrirano stvaranje reaktivnog

intermedijera QM koji alkiliradAi0-dT10, vjerojatho u malom utor a fotoalkilacija

oligonukleotidadAioccdTiouo |l ena je i kod Pepehndkikodi peadi ¢
skupi nu i i maj u mogulnost alkiliranja polin
fluorescentno o0znal anbiamefdi@gni.t e i mati niz pri mj
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A ZAKLJULAK

U okviru doktorske disertacije pripremljena je neprirodna aminokiselina, derivat tir8zina
kojem je uorthop ol o0 g aj do f e nN\NpNFdmetilamridmetilva eskliginaMyN-
dimetilaminometilni derivat tirozina3j je fotokemijski reaktivan te u reakciji fotodeaminacije

stvara reaktivne intermedijere kinometide (QM). Pripremljeni su i dipeptidi Phe

Tyr[CHoN(CHs)2], 14 i 18, PheTyr[CH2N(CHg)2]2, 19 i 20, k o i sadr ge nep
ami nokiselinu i fenilal ani n, te su ispitane
svojstva. Pripravljeni peptidi su slafhiol uor escent ne mol ekul e | ija |
odreluje prisognostr omodiafi ai kaantni prinosi

0,0060, 00 7. Provedeno je ozr aBidpeptida®, 182 pr i r odn
metanolnoj otopini, a nastajanje metilnih etera potvrdilo je postojanje QM kao intermedijera.
Reakcih ma f ot omet anoli ze odreleni su i kv-antni
0,32. N,N-dimetilaminometilni derivat tirozin8 ugradnjom u dipeptide adr gao | e sV
fotokemijsku reaktivnost. Prisutnost QM detektirana je {0k proi | etrani su de
tranzijentiv r e me n a -80i mskdji apsotbBaju svjetlost na oko 400 nm i nestaju

kinetkom prvog reda

Uspjegnom pripravom neprirodne aminokiseline
skupinu te gradnjomt akve aminokiseline u oligopeptid
neprirodnih aminkiselina i peptida s razli/|

ugradnomu ppti de zadrgava svoju fotoreaktivnost,
primjena tih pepda koji uz pobudu UMz r al nj em mo gu -dkjogke. Dimenje i kao

poveifammdamental no znanje o QM te progirena

Sintetizirana je serija tripeptida TrpFRhe 81), Trp-Trp-Tyr (32) i Trp-TrpTyr[CH2N(CHz)2]

(33). Sinkeza je provedena u otopini uz sukcinimidnu aktivaciju karboksilnih skupina. U svrhu
ispitivanja fotokemijske reaktivnosti tripeptic&s, provedeno je ozraliva
izolaciju metilnog etera koji ukazuje na prisutnost QM intermedijera uréakeiji. Nastajanje

QM u reakciji fotometanolize spog8p ot vr Lenomj gr i IL&EMu j e det ekl
koji apsorbira pri 3B0WNGn. i Odmelenij emekyani

reakciju fotometanolize tripeptidBte njegove hidvkloridne soli36te sudobivene vrijednosti
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0,14 i 0,10. Snimljeni su apsorpcijski i fluorescencijski spektri tripe@a3 u CHCN, te
njihovih HCI-soli 34-36 u smjesil0 % CHCN/kakodilatni pufer¢ = 0,05 mol dr¥, pH = 7,0).

Apsorpcijski spektri spieva31-33 snimljeni u CHCN prikazuju maksimum na 280 nm i rame

na 225 nm gto je tipilno za triptofane. Fot
protilnosti otapal a. KjuwaipednosiiurgsponuO®@Bll. f | uor es
U CD spektrima vidljivo je da se ditriptofanski tripeptB6 v e ge u mal i ut or
uzvojnice DNA. Nadalje, pri pH 7,0 tripeptB6i ma neznatan wulinak na d
DNA. S obzirom da je poznato da seengdsutript
konstante vezanja tripepti&bi 36 logKa=6,0i 6, 8) koj e su slilnih v

peptida s pirenskim aminokiselinama. Nastajanje kompleksa polinukteipigtid, rezultiralo

je gagenjem fl uor escen c ikoekfenantrigirskihjderivatao | e n o i

Derivat tirozinaBu s pj egno j e ugralen u dipeptide koji
modificirani tirozin i fenantridirdQili piren49, koji su imali ulogu fluorofora te jedinice koja
omoguluje nekoval ent no Vv eSintezaje erovpdenau otapieium a p o
razli|lite aktivacijske Ppooedkobhe skarilsphkdiilvra
svojstava, fotokemije reaktivnosti te nekovalentnog vezanja na polinukleotifiesvrhu

ispitivanja fotokemijske reaktivnosti peptida s pirenskom aminokiselid@rprovedeno je
ozralivanje u metanolu uz izolaciju metilnog
u foto-reakciji.U CD spektrima vidljivo je da se dipeptdd s fenantridinskom aminokiselinom

pri pH 7,0 nespecifilno vege Wweldtudrien,dwast rpu

CD ukazuje na interkaliranje spofl u dvostruku uzvojnicu poli (dGdC).riPnastajanja

kompleksa peptigp ol i nuk !l eot i d dol azi do gagenja fluo
nastalih kompl eklesgK.as)lhi | Wiek sypeériedenotsitrna odr e
mekganja pri pH 5, 0 u o trukimwvojpiea DNA i aasgtabilizadijaa b i | | z
RNA. Pepti di s pirenskim aminokiselinama se

u utore RNA. Konstante vezanja ne oOVise 0 uUC¢

vi gi h vrij edn pskitipeptidlogKzada -7f Nekowalertnimi vezanjem peptida

na polinukleotide ne ostvaruje se termil]ka s
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Pripravljeni peptidni spoje36i 51ve gu se nekovalentnim interak
nakon fotokemijske pobude tih kompleksa dolazi do nastajanja QM u kompleksu te zatim
alkilacije DNA.

Na nekoliko primjerafotoreaktivnih oligopeptidapokazalismo da pt i di koj i S
fotoreaktivn tirozin i i maju mogulnost al ki liranj
primjenu za fluorescentno oznalavanje u bion
fotokemijske reaktivnosti [ mo g u | nkleatidima st var
vagne su informacije za dizajn sljedelie gene
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A 6POPIS OZNAKA, KRATIC A | SIMBOL A

ACEiangi ot enzinenkmonvertirajuldi

ACTH - adrenokortikotropnhormon

ATP i adenozirtrifosfat

BocO1 di-tert-butil dikarbonat

BSAigoveli serumsKki al bumi n

CD1 cirkularni dikroizam

ct-DNA - calf thymusDNAi zol i rana iz timusne ¢glijezde t el
DIPEAT N,N-diizopropiletilamin

DMAP i 4-dimetilaminopiridin

DMF i N,N-dimetil formamid

DMSO1 dimetil-sulfoksid

dsDNAidvol an|] ana DNA

EDCi 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid

ESIPTii ntramol ekul ski prijenos protona u pobul
EtOAcT etil-acetat

FRETT fluorescentnrezonantni prijenos energije

GCPi gvanidnina karbonil pirolna skupina

GFPi zeleni fluorescentni protein

GnRHigonadotropin oslobalajuli hor mon

GPCRI receptor vezan za-@roteine

GPx- glutation peroksidaza

GSHT glutation

GST1 glutation Stransferaza

HBTU i 2-(benzotriazoll-il)-1,1,3,3tetrametiluronijev heksafluorofosfat

HOBT 1 1-hidroksibenzotriazol

HPLCit ekul i nska kromatografija visoke djelotv
HRMS spektrometrija masa visoke rezolucije

HSAT humani serumski albumini

LFP1 laserska pulsa fotoliza
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MIFTfaktor inhibicije hormona koji stimulira
NMM 7 N-metilmorfolin

NMR i nuklearna magnetska rezonancija

NHST N-hidroksisukcinimid

PyBOPI benzotriazoll-il-oksktris-pirolidino-fosfonij heksafluorofosfat
QM kinon-metidi

TFA'T trifluoroctena kiselina

THF 1 tetrahidrofuran

TLC i tankoslojna kromatografija

tr 1 retencijsko vrijeme

TyrRST tirozin-sintetaza

UV-ul traljubil asti
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Prilog 17.*H NMR (CDs0OD, 300 MH2 spektaiT F A FTir-OBn (10)
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