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1. UVOD

Ovaj zavr$ni rad uklapa se u istrazivanje na podru¢ju metalocena koja su u okviru potpore
istrazivanju: Struktura i stabilnost slobodnih radikala dobivenih iz ferocenskih derivata
nukleozida, koja se izvode u Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog

fakulteta u Zagrebu.

Nakon 19. stoljeéa, pocinje se razvijati organometalna kemija, znanstvena disciplina na
granici izmedu organske i1 anorganske kemije. U novije vrijeme dolazi do razvoja
bioorganometalne kemije, koja organsku i anorgansku kemiju dovodi u vezu sa biologijom.
Organometalne konjugate spaja sa bioloskim molekulama, peptidima, proteinima,
uglikohidratima, nuklobazama, DNA 1 RNA, a glavna istrazivacka polja ove grane postaju

terapija, molekulsko prepoznavanje, enzimi, bioanaliza, okoli$ i toksikologija.

Metaloceni su organometalni spojevi sa Sirokim spektrom bioloskog djelovanja. Razna
istrazivanja su pokazala da metaloceni imaju citostaticnu, antitumorsku, antimalarijsku,
antifugalnu te mnoge druge bioloske aktivnosti [1]. Prema IUPAC-ovoj definiciji, metaloceni
se sastoje od prijelaznog metala 1 dva ciklopentandienilna aniona. Veca razlika
elektronegativnosti metala u odnosu na ugljik pridonosi porastu karaktera ionske veze te vecoj
reaktivnosti samog spoja. Struktura ,,sendvica“, kako su je nazvali Wilkinson i Fischer,

dokazana je nizom rendgenskih snimaka koji se upotrebljavaju za odredivanje strukture spojeva

[2].

Budu¢i da veliki broj supstituiranih analoga prirodnih nukleozida pokazuje snaZzna bioloSka
djelovanja, potreba za novosintetiziranim nukleozidnim analozima je velika, te je cilj ovog
zavrSnog rada priprava i spektroskopska karakterizacija modificiranog analoga nukleozida
pirimidnske baze uracila i ferocena s karbonilnom skupinom kao razmaknicom. Kako bi se
oponasala prirodna struktura nukleozida, ferocenski dio mora biti selektivno supstituiran na N1
polozaju na polozaju Seferne komponente. U nastavku istraZivanja ispitati ¢e se bioloska

aktivnost sintetiziranog spoja. (Slika 1.)
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Slika 1. Struktura N1-ferocenoil uracila



2. OPCI DIO

2.1. Ferocen

Ferocen je spoj koji pripada skupini metalocena. Kemijski je stabilan i netoksic¢an te ima
mogucnost prolaziti kroz stanicne membrane. Ferocen se sastoji od dva ciklopentadienilna
prstena koja okruzuju centralni atom zeljeza. (Slika 2.) Odlikuje se izrazitom stabilnoscu i
reakcijama elektrofilne supstitucije. Centralni atom zeljeza je najces¢e u +2 oksidacijskom
stanju, dok se svaki ciklopentadienilni prsten sastoji od 6 n-elektrona. Tih 12 elektrona (6 iz
svakog prstena) dijele se preko metalne veze, a Fe?* ion prima 6 pari elektrona u svoje prazne

orbitale ¢ime se postize konfiguracija plemenitog plina [2].

Molekulska formula ferocena je CioHioFe, a molekulska masa iznosi 186,04 g/mol.
Ferocen je narancasti prah koji je netopljiv u vodi, a topljiv u vecini organskih otapala.
Temperatura vrelista ferocena je 249 °C (522 K), a temperatura talista je 172,5 °C (445,6 K)
[3]. U usporedbi s benzenom utvrdena je veéa reaktivnost, pri ¢emu su limitirajuéi faktori
sklonost protoniranju i reakcijama s Lewisovim kiselinama te (reverzibilnoj) oksidaciji Zeljeza
u fericenijev ion. Ferocen se moze prirediti raznim reakcijama, a neke od njih su: sinteza uz
koriStenje Grignardovog reagensa ciklopentadienilnog magnezijeva bromida i zeljezova klorida
[4], zatim reakcija Zeljeza sa plinovitim ciklopentadienom [5] ili Zeljezova pentakarbonila sa
ciklopentadienilom [6]. Reaktanti iz kojih se dobiva ferocen su i manganocen i Zeljezov klorid

te natrijev ciklopentadienid i Zeljezov klorid [7].

Slika 2. Struktura ferocena



Poznato je da prijelazni metali sudjeluju u redoks procesima iz ¢ega proizlazi Cinjenica
da i njihovi kompleksi ovisno o reakcijama, oksidacije ili redukcije, imaju razlicita fizikalno-
kemijska svojstva. Sirok spektar spojeva, pojatava moguénost rotacije ciklopentadienilnih
prstenova. Uoceno je da je pri sobnoj temperaturi rotacijska barijera ferocenskih prstenova
niska. Ta se moguénost iskoriStava kod sinteze konjugata ferocenskih spojeva. Prostornom
selektivnom rotacijom, supstrat sam optimizira na¢in vezanja disfunkcijskih molekula kako je

prikazano na slici 3. U mnogim reakcijama pokazuje analogiju s benzenom [8].
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Slika 3. Vezivanje disfunkcijske molekule na ferocenski receptor

2.2. Nukleozidi

Nukleozidi su glukozamini koji se sastoje od heterociklicke dusi¢ne baze koja je preko N-
glikozidne veze vezana na Secer ribozu ili deoksiribozu. Nukleozidne baze dijele se na purinske
i pirimidinske. Purinske baze sastoje se od pirimidinskog i imidazolnog prstena. (Slika 4B.) U

purinske baze se ubrajaju adenin i guanin, a u pirimidinske citozin, timin i uracil [9].

Fosfatni esteri nukleozida, poznati kao nukleotidi, nastaju fosforilacijom uz djelovanje
kinaza. Nukleotidi su osnovne gradevne jedinice molekula DNK i RNK. Do fosforilacije dolazi
na primarnoj hidroksilnoj skupini nukleozida. Nukleotidi su bioloski vazne molekule. Adenozin
trifosfat (ATP) je visokoenergetska molekula ¢ijom hidrolizom nastaju adenozin-difosfat te
adenozin-monofosfat [10]. Cijepanjem visokoenergetske anhidridne veze izmedu atoma fosfora
oslobada se odredena koliCina energije koja je dovoljna za pokretanje brojnih reakcija u
organizmu. Adenozin ¢ini osnovnu strukturu koenzima FADH 1 NADH. Nukleotidi ostalih baza

takoder imaju energetsku vrijednost, ali imaju vecu specifi¢nost.



N N N\

Slika 4. Struktura: A) pirimidinskog prstena, B) purinskog prstena

2.3.  Pirimidin i pirimidinske baze

Pirimid je spoj koji je izrazito rasiren medu prirodnim spojevima i njihov je sastavni dio.
Primjeri molekula koje sadrze pirimidin su: vitamin Bl (tiamin), vitamin B2 (riboflavin),
vitamin B9 (folna kiselina), vitamin B12, biljne baze, purinske baze i proizvodi raspada
nukleinskih kiselina [11]. Pirimidin je Sestero¢lani heterociklicki prsten slican benzenu, ali za
razliku od benzena sadrzi dva duSikova atoma na poloZajima 1 1 3 Sesteroclanog prstena. Slabo
je bazi¢an pa podlijeze reakcijama nukleofilne aromatske supstitucije. Dusikovi atomi su
elektronegativniji od susjednih ugljikovih atoma pa blago odvlace elektrone sa susjednih
ugljikovih atoma ¢ime ih ¢ine podloznim nukleofilnom napadu. Istovremeno, ugljiku na
polozaju 5 je omoguceno odvijanje elektrofilnih reakcija [10]. Pirimidin je osnovna gradivna

jedinica nukleozidnih baza citozina, timina i uracila. (Slika 4.)
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Slika 5. Struktura pirimidinskih baza

Derivati pirimidina, za razliku od osnovne molekule pirimidina, pokazuju vrlo dobra
farmakoloska svojstva te su se pokazali kao dobri kemoterapijski reagensi. Bronckaers,

Balzarini i Liekens u svom radu osvréu se na vrste tumora povezane sa mikoplazmama. Analozi



pirimidinskih nukleozida, kao $to su 5-fluoro-2'-deoksiuridin i 5-trifluorotimidin, djeluju
inhibiraju¢e na timidilat sintazu. Inhibicija ovog enzima uzrokuje smrt svih stanica koje se
ubrzano dijele, kao $to su tumorske stanice. 5-fluoro-2'-deoksiuridin se ugraduje u DNK i RNK

umjesto uracila te tako prekida transkripciju RNK [12].

2.4, Purinske baze

Purini su spojevi, koji su za razliku od pirimidina, heterociklicke strukture. Sastoje se od
pet atoma ugljika i Cetiri atoma duSika. Purini i supstituirani purini ¢ine jednu od najraSirenijih
skupina dusikovih heterocikla u prirodi [13]. Nastali su kondenzacijom pirimidina i imidazola.
Aromatski karakter purina je posljedica prisutstva konjugiranih veza, $to ih svrstava medu
nekoliko najstabilnijih spojeva u prirodi. Imidazol moze imati i bazna i kisela svojstva, ovisno
o sredini u kojoj se nalazi. Klasificiran je kao alkaloid i diazol. Postoji u dvije tautomerne
formacije, jer proton moZe biti smjeSten na oba dusikova atoma. Upravo zbog tog svojstva je
amfoterman te u doticaju s kiselinom i luzinom prelazi u odgovarajucu sol. Purin je osnovna

gradevna jedinica baza adenina i guanina. (Slika 5.)

H,N O
—N N NH
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adenin guanin

Slika 6. Struktura purinskih baza

Poput pirimidina, purini imaju veliki bioloski znacaj. Sintezom 6-merkaptopurina
pocelo se raspravljati o antitumorskom djelovanju derivata purina. 6-merkaptopurin djeluje
inhibiraju¢e na enzime koji sudjeluju u sintezi adenina 1 guanina te na taj nacin sprjecavaju
razmnozavanje tumorskih stanica [11]. Takoder, otkriveno je da purini imaju vaznu ulogu u

prijenosu ziv€anih impulsa. Purini su i osnovne komponente bioloski vaznih molekula poput

ATP-a, NADH, koenzima te GTP-a.



2.5. Uracil

Uracil je jedna od cetiri baza molekule RNK, a zamjenjuje molekulu timina tijekom
transkripcije DNK. Moze se smatrati demetiliranom formom timina. Molekula uracila ucestali
je derivat pirimidina. Prvi put ga je izolirao Alberto Ascoli iz kvas¢evih nukleinskih kiselina
[14]. S adeninom tvori bazni par povezujuéi se dvostrukim vodikovim vezama. U toj reakciji,
uracil moze imati ulogu akceptora i donora vodika. Bitno svojstvo uracila je i mogucnost
samostalne reciklacije fosforiboziltransferaznim reakcijama koje ovisno o potrebi obnavljaju

koliCine uracila u organizmu.

Uracil je slaba kiselina, a prvi korak ionizacije uracila jos nije poznat. U prisutstvu fenola
i natrijevog hipoklorita, molekula uracila je vidljiva pod UV svjetlom [15]. Kao §to je prethodno
navedeno derivati uracila djeluju kao citostatici, a najpoznatiji je 5-fluorouracil. (Slika 6.)
Njegova sposobnost vezanja halogenih elemenata pojacava elektron-donorski utjecaj molekule,
Sto onemogucava dijeljenja stanica raka. Takoder, uracil se rabi kao pomo¢ pri sintezi mnogih
enzima potrebnih za stani¢ne funkcije kroz vezivanje s ribozom i fosfatima te pri sintezi kofeina
[16]. Prisutnost uracila kod vo¢a ukazuje na prisutnost bakterija-mlije¢no kiselog vrenja te

pesticida.

O
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H

Slika 7. Struktura 5-fluorouracila

Boncel i Walczak u svom radu isti¢u da nekoliko N-supstituiranih derivata uracila imaju
razliCite fizioloSke aktivnosti. 1-[(2-Hidroksietoksi)metil]-6(feniltio)timin(HEPT) i 6-benzil-1-
(2-etoksietil)-5-izopropil-uracil (MKC-442) su primjenjeni kao nenukleozidne reverzibilne
transkriptaze koje djeluju kao inhibitori u terapiji oboljelih od HIV-a. Takoder derivat 5-nitro-
1-[3-(5-nitro-2-furan-2-il)akriloil]uracil, pokazuje antitumorsku aktivnost na stanice leukemije
P388 [17].
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Slika 8: Struktura 6-benzil-1-(2-etoksietil)-5-izopropil-uracil

2.6. N1 supstituirani nukleozidni derivati

Modifikacija prirodnih nukleozida pridonijela je borbi protiv raznih bolesti. Terapije nekih
bolesti, kao Sto su HIV, razne vrste tumora, fungalne infekcije i sl., znatno su unaprijedene
modifikacijama nukleozida. Velik broj supstituiranih analoga pokazali su snazna bioloska
djelovanja te se sintetiziraju zbog daljnjih ispitivanja njihovog antiviralnog i citostati¢nog
djelovanja. Klini¢ke toksi¢nosti nastaju zbog raznih utjecaja okoline, osjetljivosti katabolizma
i sl. te dolazi do brzog odgovora virusa ili stanica raka. 1z tog razloga potreba za

novosintetiziranim nukleozidnim analozima je velika [18].

Poznato je da virusi 1 stanice raka imaju veliku moguénost transformacije kada se nadu u
nepovoljnim uvjetima. Kako piSu Malik, Singh i Kumar stanice razviju nukleozidne inhibitore
(NNIs). Ovi inhibitori ne djeluju na katalitickom mjestu enzima, nego na hidrofobni dZep putem
n-n interakcija. Nukleozidni analozi purina obi¢no Se pripravljaju izravnom alkilacijom
odgovaraju¢ih nukleobaza. Medutim, metode koje se koriste za alkilaciju nukleobaza purina
nisu primjenjive kod pirimidina jer se pojavljuje problem niske regioselektivnosti. Prinos N1
supstituiranin produkata je smanjen zbog kompetitivnih eliminacijskih reakcija. Kao
alternativni pristup kod pirimidina, sinteza N1 supstituiranih nukleobaza poc€inje od primarnog
amina, izocijanata ili karbamata. 1zocijanati su vrlo osjetljivi na vodu, ali su takoder sposobni
stvarati vrlo reaktivne spojeve koji su sposobni formirati karbamate sa slobodnim hidroksilnim
grupama. Formiranje uracila i timina je dvostupanjska reakcija koja se odvija aminolizom

karbamata nakon ¢ega slijedi ciklizacija [19].



2.7.  Kopulati ferocena i nukleobaza

Kao sto je ve¢ navedeno u uvodu, moguénost rotacije ciklopentadienilnih prstenova
ferocena, omogucuje molekuli optimzirano vezanje supstituenata na molekulu ferocena.
Vezanjem neke bioloSke molekule kao S$to su nukleobaze, ferocen poprima bioloske
karakteristike. Kopulati ferocena s nukleobazama sve ¢e$¢e postaju predmet istrazivanja zbog
njihove izuzetne bioloske aktivnosti. Prvi korak u tom postupku je sinteza. Sintetizirani spojevi
tada podlijezu raznim bioloSkim istrazivanjima kojima se dokazuje njihova uloga. Za kopulate
ferocena 1 nukleobaza, smatra se da imaju razna bioloska svojstva. To mogu zahvaliti
svojstvima ferocena i1 nukleobaze. Imaju antioksidativna i antitumorska svojstva, citostaticnu

aktivnost, djeluju prema sarkomu, melanomu i sl.

Osim §to imaju negativno djelovanje na uzrocnike raznih bolesti, u posljednje vrijeme se
proucava njihova moguénost uporabe kao biosenzora za glukozu. Naime, kopulati ferocena i
nukleobaza sluze kao bioelementi za odvijanje selektivne reakcije. Kasnije, pretvornik signala
pretvara biokemijski signal u neki mjerljivi oblik signala. Razlog koriStenja ovih spojeva kao
biosenzora je njihova jednostavnost modifikacije, biokompatibilnost, stabilnost, velika

povrsina, elektri¢na vodljivost te dobra redoks svojstva [20].

Dusi¢ne baze mogu se ponasati kao proton donori ili proton akceptori, zahvaljujuci svojoj
strukturi. Ferocen se veZe na duSi¢nu bazu kao N-supstituent, a mjesto na kojem ga veZzemo

odreduje bioloska svojstva ovih spojeva.

Chen i sur. [13] 1980. godine po prvi put su pripravili ferocenske derivate s nuklobazama,
N-supstituirani ferocenilmetil adenin. Reakcije su provedene u vodi s relativno niskim
iskoristenjem od 30 %. Volumetrijskom tehnikom potvrdeno je da ti konjugati mogu uspostaviti

interakcije s DNA molekulom kroz vodikove veze.

U literaturi je opisana sinteza ferocenil-timinskih derivata, aciklonukleozida i njegovog
prekursora (Shema 1.). Kljuéni stupanj reakcije je Michaelova adicija akrilolilferocena s
timinom. Reakcija je provedena u dimetilformamidu u prisutnosti trietilamina pri 70 °C kroz 5

sati. Redukcijom dobivenog derivata s NaBH4 u 51 % iskoristenju dobiven je aciklonukleozid.
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Elektrokemijska svojstva pripravljenih konjugata ispitana su ciklickom voltametrijom
(CV) pri ¢emu je uocena reverzibilna jedno-elektronska oksidacija $to je potvrda elektronske
aktivnosti uklopljene ferocenske podjedinice. Takoder je ispitana i njihova antikancerogena
aktivnost, ferocenil-timinski derivat pokazao se kao aktivni agens prema stani¢nim linijama

MCF-7 i CCRF-CEM, dok je aciklonukleozid neaktivan [21].

Ferocenilalkil nuklobaze pripravljene su u reakciji a-(hidroksi)alkil ferocena s razli¢itim
bazama, timinom, citozinom, 5-jod-citozinom i adeninom (Shema 2). Reakcija se provodi u
dimetil sulfoksidu na 100 °C kroz 30 do 40 minuta, a odnos baze 1 alkohola je 1:1. Nakon
provedene ekstrakcije i procis¢avanja produkt se ovisno o alkilnom ostatku dobiva u
iskoriStenju od 50 do 82 %. Pokazalo se da izbor ferocenilmetanola, feroceniletanola,
ferocenilpropanola ili ferocenilfenilmetanola kao supstrata utjeCe na lipofilnost konacnog
produkta ferocenilalkil-nukleobaze. Ispitivana je antitumorska aktivnost 1N-ferocenilmetil
timina prema nekim animalnim tumorima kao Sto su karcinom 755, melanom B16 te Lewisov
pluéni karcinom u in vivo uvjetima. Novosintetizirani spoj je pokazao jako antitumorsko

djelovanje prema karcinomu 755 [22].
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R=H, Me, Et, Ph

Shema 2. Ferocenilalkil nukleobaze

S druge strane, autori Patwa, Gonnade i suradnici [23] su 2010. godine sintetizirali
ferocen-bis konjugate s timinom i uracilom. Mitsunobu reakcijom 1,1-bishidroksimetilferocena
s N3-benzoiltiminom/ N3-benzoiluracilom pri ¢emu su dobiveni derivati 1,1-bis(N3-
benzoiltimin)ferocen odnosno 1,1-bis(N3-benzoiluracil)ferocen. N-debenzoilacija provodi se u
vodenoj otopini K2CO3 u smjesi metanola i toluena pri ¢emu su nastali N1 suptituirani derivati
(Shema 3.). Ovisno o bazi odnosno supstituciji na polozaju C-5 zabiljezene su razli¢ite
interakcije kroz vodikove veze kako unutar molekule tako 1 medumolekulama, $to je klju¢no

za ispitivanje uporabe novosintetiziranih spojeva za gradevne blokove u supramolekulama.

OH
@J N3-Bz-timin/N3-Bz-uracil @J @—/
- KzCO3
Fe Fe >
PPhg, DIAD, THF 0 MeOH/toluen 0
o — A — A

Shema 3. Ferocen-bis konjugati
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3. MATERIJAL | METODE

3.1.  Materijali

Sva otapala su suSena prema preporu¢enom postupku susenja sredstvima za suSenje,

odnosno destilirana iznad odgovaraju¢ih molekulskih sita.

Za pracenje tijeka reakcije koriStena je tankoslojna kromatografija. Tankoslojna
kromatografija radena je na staklenim plocama presvuceno slojem silikagela (,,Merck®,
Kiselgel 60 HF2s4) u odgovaraju¢em sustavu otapala. Za detekciju izoliranih komponenata

koriStena je UV lampa valne duljine 254 nm.

Kromatografija na koloni provedena je na silikagelu (Merck veli¢ine zrna 0.063-0.20
mm), staklene kolone su punjene pod utjecajem gravitacije, a kao eluens koriStena je

odgovarajuca smjesa CH2Cl2/C3HeO.

Spektri H i 3C NMR snimljeni su na spektrometru Varian Gemini 3000. Svi uzorci su
otopljeni u DMSO-d6 i mjereni pri 298 K. Kemijski pomaci (5) u *H i 3C NMR spektrima
izrazeni su u ppm u odnosu prema signalu DMSO na & 2,50 ppm za *H i § 39,50 ppm za °C.
Pojedina¢ne rezonancije su asignirane na temelju njihovih kemijskih pomaka, intenziteta

signala, multipliciteta signala i konstanti sprega H-H.

Masa svih uzoraka vagana je na analitickoj vagi laboratorija za organsku kemiju,

Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu.

3.2. Metode rada

TaliSta su odredena na uredaju Reichert Thermovar HT 1 BT 1 1 nisu korigirana. IR-
spektri ¢vrstih uzoraka snimljeni su u pastili ili otopini kalijeva bromida, a uljasto-smolastih
tvari kao otopine CH,Cl, na IR-spektrofotometru Bomem MB 100 mid FT. *H- i 3C-NMR-
spektri otopina uzoraka u CDClz i DMSO-de snimljeni su na spektrometrima Varian EM 360 i

Varian Gemini 300 s tetrametilsilanom kao unutra$njim standardom ili Varian Unity Plus 400.

Produkti su procisceni tankoslojnom kromatografijom na silikagelu (,,Merck®, Kiselgel

60 HF254) uporabom smjesa diklormetan/ etil-acetat i diklormetan/ metanol kao eluensi. Za
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kromatografiju na koloni primijenjen je silikagel Merck veli¢ine zrna 0.063-0.20 mm, a kao

eluens smjesa diklormetana/acetona.
Tumacenje spektroskopskih oznaka i kratica:

IR-spektri: v = rastezanje (stretching), 6 = deformacije (bending), j = jaka vrpca, sr =

srednja vrpca, § = Siroka vrpca.
'H-NMR-spektri: s = singlet, d = dublet, t = triplet, q = kvartet, m = multiplet.
Najvec¢i dio pokusa izveden je u atmosferi inertnog plina i u bezvodnoj sredini.

A. Priprava ferocen karboksilne Kiseline (2) i ferocenoil-klorida (3)

(I

@—CONPh2

Fe PhNCOCI Fe KOH/EtOH
———
AICK/CICH,CI

—

1

COOH @COC]
CICOCOCI
_— Fe

0

Fe
Py, CH,Cl,

{

B. Priprava ferocenoil-uracila

3
NaH/DMF
/X\
7
0 (0] 0 (0]

I |
@C—Nl Z3NH @—C N3 2INH
Fe 6\5 4 o N 5}

— ° @
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3.3.  Procedure za pripravu spojeva

N,N-difenilferocenkarboksamid (1)

Suspenziji aluminijeva klorida (3.58 g, 26.8 mmol) u suhom dikloretanu (27 ml) doda
se otopina PhoNCOCI (6.23 g, 26.8 mmol) u istom otapalu (27 ml) i dokapa 1,2-dikloretanska
otopina ferocena (5 g, 26.8 mmol). Nakon 24 sata refluksiranja reakcijska se smjesa prenese u
caSu s ledom 1 ekstahira diklormetanom. Organski se sloj ispere zasi¢enom otopinom NaCl,
osusi bezvodnim Na2SOjs i upari do suha pri éemu zaostaje sirovi amid 1 (8.5 g). Za snimanje
IR- i NMR-spektra 200 mg sirova produkta proc¢is¢eno je tankoslojnom preparativnom
kromatografijom (eluens: CH2Cl) pri ¢emu je dobiveno 120 mg (60%) narancastih kristala
amida 1; tt= 179-182 °C.

IR (CH2Cl2) vimax/cm™: 1642 j, 1594 s, 1492 s (C=0, CONPhy).

'H-NMR (CDCls) &/ppm: 7.39 (4H, t, Ph), 7.25 (6H, t, Ph), 4.26 (s, 5H, Fc nesupst.
prsten), 4.21 (d, 4H, H-2 H-3 H-4 H-5, Fc).

3C-NMR, APT (CDCls) 8/ppm: 171 (CONPhy), 143.9 (2Cq, Phy), 129.1 (4C, o, Phy),
127.59 (4C, m, Phy), 126.37 (2C, p, Phy), 76.1 (C-1, Fc), 70.1 (C-2, C-5, Fc), 71.6 (C-3, C-4,
Fc), 69.8 (Fc nesupst. prsten).

Ferocenkarboksilna kiselina (2)

Sirovi se amid 1 (8.3 g) otopi u 20%-tnoj otopini kalijeva hidroksida u etanolu (260 ml).
Reakcijska se smjesa refluksira 22 sata nakon ¢ega se upari do suha, otopi u 5%-tnoj vodenoj
otopini NaHCOs i ekstahira diklormetanom. Organska se faza ispere zasi¢enom otopinom
NaCl, osusi bezvodnim Na2SOs 1 upari, pri ¢emu je dobiveno 4.05 g neizreagiranog supstrata
2. Zakiseljavanjem alkalne vodene faze koncentriranom HCI istalozi se 3.98 g (80%)

tamnozutih kristala kiseline 2; tt= 193-200 °C [44].
IR (CH2Cly) vmax/cm™: 3100-2700 § (OH, COOH), 1657 j (C=0, CONPh).

Ferocenoil-klorid (3)

Suspenziji ferocenkarboksilne kiseline (300 mg, 1.3 mmol) u diklormetanu (5 ml) doda se
oksalil klorida (274 ml, 3,13 mmol) i 2 kapi piridina. Smjesa se refluksira 2 sata te se upari do

suha pri ¢emu je dobiven tamni ostatak. Sirovi produkt se ekstrahira s petrol-eterom na 80° C
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tijekom 10 minuta. Organski se sloj filtrira preko vate 1 uparava, te se postupak ponovi jo$

jednom pri ¢emu je dobiveno 275 mg (85%) crvenih kristala ferocenoil-klorida.

IR (CH2ClLy): v 2958 (sl., C-H, Fc), 1755 (j., C=0) cm.

'"H NMR (CDCls, 400 MHz, 298 K, ppm): & 4.91 (2H, t, *Jun= 1.9 Hz, H-2, H-5, Fc), 4.58
(2H, t, *Jun= 1.9 Hz, H-3, H-4, Fc), 4.38 (5H, s, Fc nesupst. prsten).

3C NMR (CDCls, 100 MHz, 298 K, ppm): 178.3 (CO), 73.3 (Ci), 71.7 (Cp), 71.2 (C-2, Fc),
70.4 (C-5, Fc).

N1- Ferocenoil uracil (4)

Suspenzija uracila (72.73 mg, 0.649 mol) i NaH (23.36 mg, 0.973 mol) u DMF-u
mijesana je na sobnoj temperaturi 30 minuta, pri ¢emu nastaje natrijeva sol uracila. Ferocenoil-
klorid 3 se otopi u DMF-u (1.5 ml) te se uz mijeSanje dodaje reakcijskoj smjesi. Nakon 30
minuta mijeSanja na sobnoj temperaturi reakcijska se smjesa neutralizira dodatkom 10%
otopine limunske kiseline, te ekstrahira diklormetanom. Organski se sloj ispere vodom do
neutralnog i upari na rotacijskom vakum-uparivaéu do suha. Sirovi produkt se procisti
kromatografijom na koloni silikagela uz eluens diklormetan : aceton 10:1. Ovim postupkom je
dobiveno 154 mg crveno-narancastih kristala ferocenoil-uracila (4) u 73,47 %-tnoj

iskoristivosti.
IR (CH2Cly): v 3374 (sl., NH), 3099 (sl., CH, Fc), 1700 (j., CO), 1633 (sr., CO) cm™,

IH NMR (DMSO-d6, 400 MHz, 298 K, ppm): & 11.5 (1H, s, N3-H), 8.00 (1H, d, Jun = 8.0
Hz, C6-H), 5.74 (1H, d, 3Ju = 8.0 Hz, C5-H), 4.85 (2H, t, 3Jun = 2.0 Hz, H-B"), 4.74 (2H, t,
3Jun= 2.0 Hz, H-a), 4.33 (5H, s, Cp).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 298 K, ppm): 3 173.59 (FcCO), 163.8 (C4), 149.9 (C2),
141.3(C6), 102.9 (C5), 74.1 (C-at'), 72.6 (Ci), 71.9 (C-B'), 71.1 (Cp).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Uvod

Imajuéi u vidu da veliki broj supstituiranih analoga prirodnih nukleozida pokazuju
snaznu biolosku aktivnost, cilj ovog rada bio je usmjeren sintezi novog spoja, derivata ferocena
i pirimidinske baze, ferocenoil-uracila koji izmedu ferocena i baze ima uvedenu karbonilnu
skupinu. Oc¢ekuje se da ¢e ovaj biokonjugat imati potencijalnu biolosku aktivnost konjugiranih
farmakofora.

Slika 9. Struktura ferocenoil-uracila

Prvi dio istrazivanja posvecen je pripravi intermedijera ferocenoil-klorida (3) koji je
dobiven visestupanjskom sintezom pocevsi iz ferocena, dok je u drugom dijelu istrazivanja
provedena sinteza uracila s ferocenoil-kloridom i izolaciju nastalog biokonjugata ferocenoil

uracila (4), te spektroskopska analiza svih pripravljenih spojeva.

4.2.  Sinteza i spektroskopska analiza

Amino skupine uracila su donori elektrona $to omogucuje vezanje ferocena na molekulu
uracila. Molekula uracila ima dvije amino skupine, a time 1 moguénost da se supstitucija moze
odvijati na dusik na poloZaju N1 i N3. U ovom zavr§nom radu viSestupanjskom sintezom
pripravljen je modificirani nukleozid, uracil s ferocenskom skupinom na N1 polozaju, bez
zaStite duSika u polozaju N3, a kao deprotektiraju¢i reagens koristio se natrij hidrid. Svi
pripravljeni spojevi podvrgnuti su IR i NMR-spektralnoj analizi kako bi se utvrdila dobivena

struktura spoja.
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4.2.1. Ferocenkarboksilna kiselina (2)

Spoj 1 dobiven je reakcijom ferocena i otopine PhoNCOCI-a u prisutnosti aluminijevog-
klorida i dikloretana kao katalizatora uz iskoriStenje reakcije 60%. Za potrebe IR-i NMR
spektroskopije dio sirovog produkta procistili smo tankoslojnom preparativnom
kromatografijom. Hidrolizom N,N-difenilferocenkarboksamida (1) u etanolnoj otopini kalijevu

hidroksida nastaje ferocenkarboksilna kiselina (2) uz iskoristenje od 80%

Fe Ph,NCOCI

@ AICK/CICH,Cl

@ @—cowh2
> Fe
1

©—COOH
KOH/EtOH
——

Fe

2
Shema 4. Priprema ferocenkarboksilne kiseline

Prema ocekivanju, IR-spektar N,N-difenilferocenkarboksamid sadrzi signale pri 1642,
1594 cm™ koji odgovaraju karbonilnoj skupini amida.. U IR-spektru ferocenkarboksilne
kiseline vidljiva je apsorpcijska vrpca pri 3089 cm™ koja odgovara frekvenciji istezanja
intermolekulskih veza hidroksilne skupine i vrpci pri 1676 cm™ karakteristi¢ne za karbonilnu

skupinu.

4.2.2. Ferocenil-klorid (3)

U reakciji ferocenkarboksilne kiseline s oksalil-kloridom i pirimidinom kao bazom
nastaje ferocenil-klorid (3) u iskoristenju od 85 %.
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Shema 5. Priprema ferocenoil-klorida

U IR-spektru ferocenoil-klorida snimjenom u diklormetanu asignirana je apsorpcijska
vrpca pri 1755 em™ §to ukazuje na prisutnost karbonilne skupine acil-klorida. '"H NMR spektri
potvrduju supstituciju na jednom ciklopentadienilnom prstenu ferocena bududi da su signali
vidljivi u rasponu od 8 4.38 do 4.91 ppm i to kao jedan singlet i dva tripleta. '>*C NMR-spektri
sadrZe vrpcu karbonilnog ugljikovog atoma klorida pri & 178.3 ppm 1 Cetiri vrpce ugljikovih
atoma ferocena 1 to pri & 73.3 ppm za kvaterni ugljikov atom, pri & 71.7 ppm za ugljikove

atome nesupstituiranog prstena ipri 71.2 1 70.4 ppm za ugljikove atome supstituiranog prstena.

4.2.3. N1-Ferocenoil uracil (4)

Slijede¢i dio istrazivanja u ovom zavr$nom radu posvecen je pripravi N1-ferocenoil
uracila. Deprotekcija same purinske baze provedena je s natrij hidridom u dimetilformamidu
kroz 30 minuta pri ¢emu nastaje natrijeva sol baze. Pripravljenoj natrijevoj soli uracila dokapa
se ferocenil-klorid otopljen u dimetilformamidu uz mijeSanje, a tijek reakcije se prati
tankoslojnom kromatografijom. Natrij iz soli je parcijalno pozitivan dok je dusik u ovom
sluaju parcijalno negativan te ¢e odvuci elektrone iz veze viSe prema sebi §to mu daje
mogucnost da kao jak nukleofil napada ugljik acilne skupine dajuci elektronski par za stvaranje
nove veze. Kako ugljik moZe primiti samo 8 elektrona, veza sa klorom puca te klor kao dobra
izlazec¢a skupina izlazi iz molekule zajedno sa elektronskim parom s kojim je bio vezan za C-

atom, §to ukazuje da se reakcija odvija Snac mehanizmom.

Prvobitno izolacija Zeljenog produkta je provedena na nain da se upari
dimetilformamid 1 dobiveni sirovi produkt procisti preparativnom tankoslojnom
kromatografijom na silika gelu uz eluens diklormetan/etil acetat 10 : 3. Pri tome je izoliran
zeljeni produkt 4 u vrlo slabom iskoristenju. Da bi poboljsali iskoriStenje reakcije modificiran
je sam postupak prociS¢avanja na nacin da se nakon zavrSene reakcije, reakcijska smjesa

neutralizira s 10 % limunskom kiselinom, ekstrahira s diklormetanom i upari do suha. Sirovi
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produkta procis¢en je kromatografijom na stupcu od silika gela uz eluens diklormetan/aceton

10 : 3, pri ¢emu je izoliran N1-ferocenoil-uracil (4) uz iskoristenje od 73,47%.

Slika 10. Kromatografska kolona na stupcu od silika gela pri pro¢is¢avanju N1-

ferocenoil uracila

Sirovi produkt je takoder prociSéen i preparativnom tankoslojnom kromatografijom na
plo¢ama od silika gela s istim eluensom pri ¢emu je izoliran Zeljeni produkt u niZem iskoriStenju
od 38,91%. Znacajno poboljsanje iskoristenja reakcije ovim modificiranim postupkom izolacije
ukazuje da ekstrakcija s kiselinom koja neutralizira bazi¢ne uvjete reakcije aciliranja, olakSava

prociS¢avanje produkta i onemogucuje razgradnju nastalog Zeljenog spoja.
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@—coa -
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Shema 6. Priprema ferocenoil-uracila
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U '"H-NMR spektru spoja 1N-ferocenoil uracila snimljenog u DMSO vidljiv je signal
pri o 11.5 ppm koji potvrduje prisutnost protona amidne skupine, signal za proton pirimidinskog
prstena (H-6) pri 6 7.68 ppm i proton (H-5) pri 6 5.74 ppm. U spektru su asignirana i 3 signala
u podrucju od 6 4.32 do 4.81 ppm i to kao jedan singlet i dva tripleta Sto potvrduje supstituciju

na jednom ciklopentadienilnom prstenu ferocena (Slika 11.).

o -
H
HN |
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o N H
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o
Fe
== ©p
p-H
C6-H
N3-H C5-H o-H |
| ” 1
1 | W DR 1! O

T T T—=T—T——— e e s L
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Slika 11. *H-NMR-spektar ferocenoil uracila

U BC-NMR spektru spoja 4 vidljiv je signal atoma ugljika pri & 173.59 ppm ukazuje na
prisutnost karbonilne skupine koja nije ukljucena u aromatski prsten tj. potvrduje prisutnist
karbonilnr skupine preko koje su povezani baza i ferocen. Signali pri 6 163.8 i 149.9 ppm
prepisuju se dvijema karbonilnim skupinam pirimidinskog prstena, a signali pri 6 141.3 1 102.9
ppm metinskoj skupini uracila. Signali asignirani u podru¢ju od 6 71.1 do 74.1 ppm prepisuju
se ugljikovim atomima ferocena i to signal pri & 74.6 prepisuje se ugljikovim atomima
nesupstituiranog ciklopentadieninog prstenam, signal pri & 72.6 ppm prepisuje se ugljikovom
atomu na kojem je vezana karbonilna skupina koja je poveznica izmedu ferocena 1 baze. Signali
vidljivi pri & 741 i 71.9 ppm prepisuju se ugljikovim atomima supstituiranog

ciklopentadienilnog prstena (Slika 12.).
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Slika 12. 3 C-NMR-spektar ferocenoil uracila

U literaturi je poznato da u **C NMR spektrima kemijski pomak za ugljikov atom
pirimidinske baze (C-5) acil-supstituiranih baza uracila i timina se razlikuje ovisno o mjestu
supstitucije na bazi. Signal za taj ugljikov atom u supstituiranom derivatu pomicu se u nize
polje za cca. 3 ppm u usporedbi s nesupstituiranom bazom ako se supstitucija odvija u polozaju
N1. Buduéi da je u spektru ferocenoil uracila kemijski pomak za taj ugljikov atom pomaknut
u nizem polju takoder za 3 ppm moze se zakljuciti da je da se ovim sintetskim postupkom
dobiva samo jedan N1-regioizomer bez uporabe zastite N3 polozaja baze uz natrij hidrid kao
deprotekcijski reagens.
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5. ZAKLJUCAK

1. U prvom dijelu zavr$nog rada pripravljen je ferocenoil-klorid (3) nizom reakcija pocevsi od

ferocena:

a)

b)

U prvom stupnju pripravljen je N,N-difenilferocenkarboksamida (1) koji je u reakciji
hidrolize u etanolnoj otopini kalijevu hidroksida preveden u ferocenkarboksilnu kiselinu
(2) uz iskoristenje od 80%. U reakciji ferocenkarboksilne kiseline s oksalil-kloridom i
pirimidinom nastaje ferocenil-klorid (3) u iskoristenju od 85 %.

Struktura pripravljenog ferocenoil klorida (3) dokazanja je IR-spektrofotometrijom gdje
se je jasno vidljiva vrpca koja se pripisuje karbonilnoj skupini acil klorida pri 1751 cm”

! Takoder potvrda te karbonilne skupine je potvrdena i *C NMR-spektroskopijiom.

2. U drugom dijelu zavr$nog rada pripremljen je spoj N1-ferocenoil uracil (4):

a)

b)

d)

Dobivanje Zeljenog biokonjugata provodi se u bezvodnim uvjetima u
dimetilformamidu in situ nakon deprotoniranja uracila s natrij hidridom. Nakon
izolacije i prociS¢avanja dobiven je zeljeni spoj u iskoriStenju od 73,47 % .

U IR spektru spoja 4 snimljenog u diklormetanskoj otopini zabiljezene su apsorpcijske
vrpce za amidnu skupinu pri valnom broju 3340 cm™ §to potvrduje supstituciju na jednoj
amidnoj skupini uracila, dok se apsorpcijska vrpca pri 1700 cm™ prepisuje dvjema
karbonilnim skupinama baze i karbonilnoj skupini koja je poveznica ferocena i baze.
Kemijski pomaci protona amidne skupine u H-NMR spektru spoja N1-ferocenoil
uracila (4) snimljenog u DMSO zabiljezeni su pri 6 11.48 ppm takoder potvrduju
supstituciju na jednoj amino skupini uracila, a signal u **C spektru pri & 173.7 ppm
potvrduje prisutnost karbonilnog ugljikovog atoma smjestenog izmedu ferocena i baze.
U 3C NMR spektrima kemijski pomak za ugljikov atom pirimidinske baze (C-5)
ferocenoil uracila pomaknut u nizem polju za 3 ppm u usporedbi s poloZajem tog
ugljikovog atoma u nesupstituiranom uracilu moze se zakljuciti da je da se ovim
sintetskim postupkom dobiva samo jedan N1-regioizomer bez uporabe zaStite N3
polozaja baze.

U nastavku istrazivanja biti ¢e ispitana bioloska i elektrokemijska svojstva dobivenog

analoga nukleobaze N1-ferocenoil uracila.
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