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1. UvOD

Ovaj diplomski rad uklapa se u istrazivanje na podrucju bioorganometalnih spojeva pod
naslovom: Kvantno-kemijski dizajn, priprava i bioloska svojstva organometalnih derivata
nukleobaza koje je u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost, HRZZ-1P-2016-06-1137, a

izvodi se u Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu.

Konjugati ferocena i nukleobaza novija su skupina bioorganometalnih spojeva ¢iju
strukturu ¢ine bioloski i elektrokemijski aktivne komponente. Veliki broj supstituiranih analoga
prirodnih nukleozida pokazuje snazna bioloska djelovanja te postoji znacajna potreba za
novosintetiziranim nukleozidnim analozima. Cilj ovog diplomskog rada je sinteza |
spektroskopska karakterizacija ferocenoil-purinskih konjugata (Slika 1). Kao produkti ovih
kopulacijskih reakcija mogu nastati smjese N9- i N7-izomera ovisno o supstituentu vezanom na
purinski prsten (C-2, C-6 ili C-8). Svrha ovog rada je ispitati utjecaj skupine/atoma vezanog na

bazu na regioselektivnost reakcija kopulacije te pracenje tih reakcija NMR spektroskopijom.

RIZ H, NHZ, CH35 N(CH3)2’ Cl, NHCH:;, N(BOC)2
R,= H, Br
R,= Cl, NH,

Slika 1. Struktura kopulata ferocena i derivata purinskih baza



2. TEORIJSKI DIO

2.1 Ferocen

Ferocen [diciklopentadienil(Zeljezo)] je najpoznatiji organometalni spoj ¢ija je kemijska
formula Fe(CsHs)2, a pripada skupini metalocena i ,,sendvic¢“-spojeva pri cemu je centralni atom
zeljeza u molekuli ferocena okruzen s dva ciklopentadienilna prstena sto pridonosi njegovoj
izrazitoj stabilnosti u vodi i na zraku. Netopljiv je u vodi, netoksic¢an i zapaljiv te se javlja u
obliku narancaste kristalne krutine ili narancato-zutog praha karakteristi¢cnog mirisa slicnog
kamforu (Slika 2). Molekulska masa ferocena je 186,035 g mol?, gustoéa 1,11 g cm?,
temperatura vrelista 249 °C i temperatura talista 172,5 °C (Togni, 2008).

Slika 2. Ferocen (Wikipedia, 2001)

Ferocen je prvi put sintetiziran 1951. godine reakcijom natrijevog ciklopentadienida s
zeljezovim (I1) kloridom, a strukturno je okarakteriziran 1952. godine (Patra i sur., 2017).
Ferocen se moZe pripraviti 1 na jo§ nekoliko nacina: reakcijom Zeljezovog klorida s
ciklopentadienilmagnezijevim bromidom, izravnom termickom reakcijom ciklopentadiena s
metalom Zeljeza, izravnom interakcijom ciklopentadiena s zeljezovim karbonilom, reakcijom
zeljezovog oksida 1 ciklopentadiena u prisutnosti kromovog oksida te iz ciklopentadienskog i

zeljezovog acetilaceton-dipiridinskog kompleksa (Organic Syntheses, 2014).

Ferocen se kemijski ponasa kao benzen i drugi aromatski spojevi jer podlijeze reakcijama
supstitucije, ali u usporedbi s benzenom, kod ferocena je utvrdena veca reaktivnost, pri cemu
su limitiraju¢i faktori sklonost protoniranju i reakcijama s Lewisovim kiselinama te reverzibilna
oksidacija zeljeza. Uklanjanjem jednog elektrona iz molekule, atom zeljeza prelazi u sljedece

odnosno vise oksidacijsko stanje (0d +2 do +3), §to dovodi do stvaranja soli koje sadrze plavi



fericinijev kation, (CsHs)2 Fe* tako da je ferocen idealan inertni standard u elektrokemiji (Slika
3) (Togni, 2008).
_|_

@ oksidacija @
—_—
Fe(D - Fe(lh

@ redukcija @

Slika 3. Reverzibilna oksidacija ferocena u fericinijev kation

Ferocen se moze primijeniti u $irokom rasponu podrucja (kataliza, znanost o materijalima
itd.) zahvaljuju¢i netoksicnom karakteru, kemijskoj stabilnosti, lipofilnosti i dobrim redoks
svojstvima, a upravo njegovim otkri¢em, dolazi do eksplozivnog razvoja organometalne kemije
(Sokol i sur., 2018; Kealy i Pauson, 1951).

2.1.1 Derivati ferocena s bioloSkom aktivno$céu

Dva najistaknutija derivata ferocena otkrivena 1990-ih godina, ferocifen i ferokin (Slika
4), od tada su opsezno proucavani za lije¢enje karcinoma dojke i malarije. Ferocenilna skupina
u strukturi ferocifena i ferokina sudjeluje u vaznim interakcijama koji utjeCu na ukupnu

terapijsku u¢inkovitost molekula (Patra i sur., 2017).

Ferocifen ili 1-[4-(2-dimetilaminoetoksi)]-I-(fenil-2-ferocenilbut-1-en) razvijen je u
potrazi za novim lijekom slicnom tamoksifenu. Bioloske aktivnosti hidroksiferocifena su nakon
njihove uspjesne priprave procijenjene u istrazivanjima afiniteta relativnog vezanja (RBA) u
kojima je proucavano vezanje ispitivanog spoja na estrogenski receptor u konkurenciji s
estrogenom. Rezultati su pokazali da hidroksiferocifeni mogu inhibirati rast tumorskih stanica
dojke iz linije MCF-7 jer dovode do inhibicije djelovanja hormona estrogena te da pokazuju

antiproliferativno ponasanje na stani¢noj liniji MDA-MB-231 (Braga i sur., 2013).

Ferokin je derivat klorokina koji posjeduje antimalarijska svojstva, a poznat je kao prvi
organometalni lijek u kojem je ferocenilna skupina kovalentno povezana s 4-aminokinolinom i
alkilaminom. Prvi put je dizajniran 1994. godine na Sveu¢ili$tu u Lille-u, a danas se uspjesno
sintetizira ugradnjom ferocena u osnovni kostur klorokina. Pokazuje iznimnu ucinkovitost

protiv uzro¢nika malarije Plasmodium falciparum otpornog na klorokin bez vidljivih



imunotoksicnih ucinaka kod inficiranih Stakora. Takoder je potvrdeno da proizvodi znacajne
koli¢ine hidroksilnih radikala u probavnim vakuolama malarijskih parazita (kiseli pH i
prisutnost H20-), a poznato je da slobodni hidroksilni radikali negativno djeluju na parazite.
Mnoga istrazivanja posvefena su razvoju derivata ferokina kao sigurne alternative
antimalarijskoj kemoterapiji kako bi se povecala u¢inkovitost, smanjile nuspojave i premostio

otpor malarijskih parazita (Wani i sur., 2015).

H,;C _ HN/@\N)
= L 0ZE -
NN

Fe

@ O(CH,)4N(CH3),

Ferocifen Ferokin

Slika 4. Kemijske strukture ferocifena i ferokina

Iako je ferokin trenutno u drugoj fazi klini¢kih ispitivanja, a ferocifen tek u predklinickoyj
procjeni, nijedan drugi derivat ferocena odnosno ni jedan drugi neradioaktivni organometalni

spoj nije napredovao do klinickih ispitivanja (Patra i sur., 2017).

2.2 Purinske baze

Purini i supstituirani purini ¢ine jednu od najrairenijih skupina dusikovih heterocikala u
prirodi, a njihova osnovna struktura sastoji se od pet atoma ugljika i Cetiri atoma dusSika
(Rosemeyer, 2004). Zahvaljujuéi svojoj strukturi, duSi¢ne se baze mogu ponasati i kao proton
donori i kao proton akceptori, a aromatski karakter purina je posljedica prisustva konjugiranih
veza, §to ih svrstava medu najstabilnije spojeve u prirodi. Purin se Kklasificira kao alkaloid i
diazol, a s obzirom da proton moze biti smjeSten na jednom od dvaju dusikovih atoma mogu
postojati dva tautomerna oblika. Upravo zato posjeduje amfoterna svojstva te u doticaju s
kiselinom 1i/ili luzinom prelazi u odgovarajucu sol. Najvazniji purini su adenin i gvanin, koji
sudjeluju u stvaranju DNA i RNA, a ostali koji se mogu naci u prirodi su hipoksantin, ksantin,
teobromin, kafein, mokra¢na kiselina i izogvanin (Slika 5). Takoder su i sastojci drugih vaznih
biomolekula, kao $to su ATP, GTP, ciklicki AMP, NADH i koenzim A (Kumari, 2017).
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Slika 5. Kemijske strukture purina
2.2.1 Adenin

Adenin je purinska nukleobaza s amino skupinom vezanom na C6 ugljikov atom. Adenin,
ponekad poznat i kao vitamin B4, jedna je od cetiri dusi¢ne baze koje se koriste u sintezi
nukleinskih kiselina (DNA i RNA), sastavni je dio strukture mnogih koenzima te je temeljna
komponenta adeninskih nukleotida. Tvori adenozin (nukleozid) kada je vezan na ribozu i
deoksiadenozin kada je vezan na deoksiribozu. Adenozin se moze povezati s jednom do tri
jedinice fosforne kiseline, daju¢i AMP, ADP i ATP. Ti derivati adenina imaju vazne funkcije
u stani¢énom metabolizmu. Modificirani oblik adenozin monofosfata ciklicki AMP je vazan
sekundarni glasnik u $irenju mnogih hormonskih podrazaja dok je adenozin trifosfat (ATP)
prenosioc fosfata u enzimskim reakcijama, pri ¢emu je pretvorba ATP-a u ADP glavni izvor

energije u biolo§kim procesima (Slika 6) (Werner i sur., 1993).

NH, NH,
f A f
° 9 9 J 0 J
| |
0=P=0-P—0-P-0 "‘0—P—0—P—0
| |
0 0 0 KA 0 0
H energija H H
OH OH + OH OH
fosfatni ion
Adenozin trifosfat (ATP) Adenozin difosfat (ADP)

Slika 6. ATP - ADP ciklus



2.2.2  Analozi purinskih baza

Purinski derivati pokazuju niz bioloSkih svojstava, ukljucujuc¢i antikonvulzantne,
antibakterijske, antifungalne, antimalarijske, antitumorske i protuupalne karakteristike (Wang
I sur., 2014). Oni su i snazni inhibitori serin/treonin kinaza, ciklin ovisne kinaze (CDK),
receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR) i receptora faktora rasta vaskularnog endotela
(VEGFR) (Sharma i sur., 2016).

Terapeutici koji ciljaju metabolizam purina ve¢ se dugo koriste u medicini, a prvi takav
bio je 6-merkaptopurin za lije¢enje akutne limfocitne leukemije. Purinski antimetaboliti
(analozi tiopurina i deoksipurina) ¢esto se koriste kao prolijekovi, a nakon intracelularne
konverzije u aktivnu molekulu lijeka, odgadaju replikaciju DNA putem inhibicije replikativnih
enzima ili se integriraju u DNA/RNA uzrokujuéi oste¢enje DNA, utiSavanje gena i/ili indukciju
apoptoze. Medutim, mnogi od tih terapeutika imaju nezeljenu toksi¢nost tako da postoji potreba
za identifikacijom novih razina regulacije unutar metabolizma purina te boljim razumijevanjem
biokemijskih mehanizama s obzirom na njihovu vaznost u stani¢noj proliferaciji kako bi se

otkrili novi nacini inhibicije tumorigeneze (Pedley i Benkovic, 2017).

Niz prirodnih i sintetskih N6-supstituiranih adenina pokazuje fizioloske aktivnosti
citokinina, skupine biljnih hormona koji reguliraju stani¢nu diobu. N6-benziladenin (BA) je
najpoznatiji komercijalno dostupan sintetski citokinin koji se moze relativno lako sintetizirati,

a njegovo djelovanje je jednako uc¢inkovito u usporedbi s prirodnim citokininom (Chen, 1980).

2.3 Nukleozidi i nukleotidi

Nukleozidi su purinski i pirimidinski glikozidi (glikozilamini) nukleinskih kiselina.
Glavni nukleozidi su B-glikozidni derivati D-riboze ili D-2-deoksiriboze u kojima je aglikon
(purinska ili pirimidinska nukleobaza) vezan N-glikozidnom vezom na Secer ribozu ili
deoksiribozu preko jednog od heterocikli¢kih duSikovih atoma. Purinske baze su adenin i
gvanin, a pirimidinske citozin i timin u 2-deoksiribozidima te citozin i uracil u ribozidima (Slika
7). Nukleozidi se mogu pripremiti razliitim sintetskim metodama, a jedan od nacina je
kiselinom katalizirana supstitucija s duSikovim nukleofilom na monosaharidu pri ¢emu nastaje
smjesa o-anomera i B-anomera (Pine, 1994). U stanicama se mogu fosforilirati specifi¢nim

kinazama na primarnoj hidroksilnoj skupini Seéera proizvodeci nukleotide (Wang i sur., 2011).
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Slika 7. Najvazniji nukleozidi (Stryer, 2013)

Nukleotidi su fosfatni esteri nukleozida kojima hidroksilne skupine na fosfatnom dijelu
daju kisela svojstva (Slika 8). Sudjeluju u vecini biokemijskih procesa kao aktivni prekursori
za biosintezu DNA i RNA, kao prenositelji odredenih molekula u biosintezi (npr. uridin difosfat
prilikom sinteze polisaharida glikogena) te djeluju kao meduprodukti u mnogim biosintezama
(npr. CDP diacilglicerin za sintezu lipida). Jedan od najvaznijih nukleotida je ATP koji postoji
kao sveprisutni izvor energije u stanicama dok je GTP vazan za kretanje makromolekula,
translokaciju novostvorenih peptida na ribosome i aktiviranje proteina za vezanje signala.
Adeninski nukleotidi su elementi koenzima nikotinamid adenin dinukleotida (NAD), flavin
adenin dinukleotida (FAD) i koenzima A (CoA) koji su odgovorni za prijenos elektrona u
bioloskim oksidacijsko-redukcijskim procesima. Ciklicki nukleotid gvanozin monofosfat
(cGMP) kao i adenozin monofosfat (CAMP) posreduje u djelovanju hormona (Pine, 2014;
Werner i sur., 1993).
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RNA nukleotid DNA nukleotid

Slika 8. RNA i DNA nukleotidi



Nukleotidi i nukleozidi sudjeluju u mnostvu razli¢itih stani¢nih odgovora, medu kojima
su stimulacija (ili inhibicija) stani¢ne smrti, proliferacije, migracije, diferencijacije, izlu¢ivanja
faktora rasta i upalnih medijatora (Giulani i sur., 2018). ATP i adenozin su vazni endogeni
metaboliti tumorskog i upalnog mikrookruzenja jer igraju klju¢nu ulogu u procesima sinteze
DNA i RNA, stani¢ne signalizacije, enzimske regulacije i metabolizma. Oni su pod odredenim
uvjetima medusobno konvertibilni, a promjene u njihovim razinama mogu odrazavati promjenu
u metabolizmu nukleinskih kiselina. Prethodne studije su pokazale da pacijenti oboljeli od
karcinoma imaju veliku brzinu degradacije RNA, poveéanu aktivnost metiltransferaze te da su
razine nukleozida i nukleotida (AMP-a i GMP-a) u serumu, urinu i kancerogenom tkivu
drugacije u odnosu na normalne kontrole. Medutim, njihova prostorna raspodjela u

mikrookruzenju tumorskih stanica jos uvijek nije u potpunosti poznata (Guo i sur., 2018).

Nukleotidi takoder pokazuju pozitivan uéinak na imunolo$ki sustav jer poticu
proizvodnju limfocita B (prvenstveno IgM i IgA), a stimuliraju i proliferaciju, diferencijaciju
te sazrijevanje neutrofila, poveéavajuci tako otpornost na patogene kao $to su bakterije
Staphylococcus aureus i Cryptosporidiosis te na gljivu iz roda Candida (Gutiérrez-Castrellon i
sur., 2007).

Adenozin se koristi u lijecenju paroksizmalnih supraventrikularnih tahikardija i akutnog
infarkta miokarda. Hipoksantin ribonukleozid (inozin) se koristi u lijeCenju akutnog i kroni¢nog
hepatitisa, reumatske bolesti srca, oligoleukocitemije, trombocitopenije, te u dodatnoj terapiji
srediSnjeg retinitisa 1 atrofije optickog sustava. Uridin se koristi u lijeCenju anemije crvenih

krvnih zrnaca, jetre, cerebrovaskularnih i kardiovaskularnih bolesti (Wang i You, 2015).

2.3.1 Analozi nukleozida

Nukleozidni analozi su skupina spojeva koji sadrze razli¢ite modificirane ugljikohidratne
i/ili aglikonske fragmente te pripadaju raznovrsnoj obitelji nukleozidnih lijekova za nekoliko
bolesti zbog visestrukih mehanizama djelovanja i potencijalnih indikacija. Razli¢iti nukleozidni
analozi se mogu pripraviti halogeniranjem, N-konjugacijom, metilacijom, zasi¢enjem,
otvaranjem prstena, zastitom polarnim skupinama, alkinilacijom i drugim modifikacijama
Secera i/ili heterociklicke baze na polozajima 2, 6 i 5' (Slika 9). Razliciti C-supstituenti na
polozaju 6 purinske baze posjeduju Siroki spektar bioloskih aktivnosti, a nukleozidi koji nose
C-supstituente na polozaju 5' Seerne skupine pokazuju potencijalnu antikancerogenu aktivnost

(Malthum i sur., 2017).



Slika 9. Polozaji u Seceru i/ili heterociklickoj nukleobazi na kojima se javljaju
modifikacije
Ucinkovitost nukleozidnih analoga ovisi o njihovoj sposobnosti oponasanja prirodnih
nukleozida i reagiranja s virusnim i/ili stani¢nim enzimima (DNA-polimeraza, reverzna
transkriptaza) kako bi inhibirali kriti¢éne procese u metabolizmu nukleinskih kiselina (Chang i

sur., 2005). Djeluju tako da se inkorporiraju i inhibiraju sintezu DNA, specifi¢no zaustavljaju

stani¢ni rast u S-fazi te dovode do smrti stanice induciranjem apoptoze (Wang i sur., 2011).

Nukleozidni analozi ribavirin, zidovudin (AZT), fludarabin i klofarabin su lijekovi protiv
virusnih i tumorskih bolesti s modificiranim heterociklickim bazama i/ili Seéerima.
Azidotimidin i gemcitabin posjeduju antibiotska svojstva i imaju sinergisti¢ki u¢inak djelovanja
protiv visoko otporne bakterije Staphylococcus aureus (Malthum i sur., 2017). Stavudin (d4T)
i didanozin (ddl) se koriste za lijeCenje AIDS-a, lamivudin (3TC) i telbivudin (LdT) za lijeCenje
hepatitisa B, nelarabin za lije¢enje T-stani¢ne akutne limfoblasti¢cne leukemije, 2-kloroadenozin
za lijeCenje tumora prostate itd. (Slika 10) (Wang i sur., 2015). Kladribin (2-klor-2-
deoksiadenozin) je Siroko koristen za lijeCenje tumora limfe i limfnih Zlijezda te ima vrlo
povoljan profil toksi¢nosti u odnosu na druge limfocitotoksi¢ne lijekove, a njegov terapijski
potencijal je nedavno proSiren na autoimunoagresivne bolesti kao $to je multipla skleroza
(Bojarska i sur., 1999). Osim njihove klasicne uporabe u onkologiji i virologiji, neki
nukleozidni i nukleotidni analozi te srodni spojevi koriSteni su za razne druge indikacije kao
Sto su hiperurikemija, imunosupresija, neuroprotekcija i kardioprotekcija (Malthum i sur.,
2017).
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Slika 10. Lijekovi koji sadrze nukleozidne analoge Lamivudin, Stavudin i Ribavirin

Karbociklicki nukleozidi su strukturno modificirani nukleozidni analozi u kojima je kisik
furanoznog prstena prirodnih nukleozida zamijenjen metilenskom skupinom. Odsutnost
glikozidne veze ¢ini karbociklicke nukleozide kemijski i enzimski stabilnijima od prirodnih
nukleozida. Aristeromicin i neplanocin A su analozi karbociklickih adenozina i djeluju kao
inhibitori S-adenozil-L-homocistein hidrolaze (SAH) te pokazuju antivirusnu aktivnost Sirokog
spektra, ali s popratnom citotoksi¢nos$cu na stanici domacéina. Takoder, karbociklicki nukleozidi
koji se koriste kao selektivna antivirusna sredstva su Abacavir i Entecavir za lijeCenje bolesnika
zarazenih HIV-om i HBV-om (Slika 11) (Wang i sur., 2018).
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Slika 11. Bioloski aktivni karbocikli¢ki nukleozidi

2.4 Kopulati ferocena i nukleobaza

Istrazivanja interakcije ferocena s drugim biomolekulama znacajna su za razumijevanje
mehanizama bioloSke aktivnosti i za razvoj novih lijekova (Simenel i sur., 2009). Ferocen se
pokazao kao odlican odabir u dizajnu novih lijekova zbog male veliCine, aromati¢nosti,

hidrofobnosti, stabilnosti i redoks potencijala (Esparza-Ruiz i sur., 2012).

Ferocenske jedinice povezane s medusobno sparenim nukleobazama (DNA/RNA
fragmenti), mogu biti korisni gradevni blokovi u supramolekulskoj kemiji koja povezuje

molekulsko prepoznavanje s elektrokemijom (Patwa i sur., 2008). Vezanje supstituenata na
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molekulu ferocena omoguceno je rotacijom ciklopentadienilnih prstenova ferocena koji
poprima bioloske karakteristike kada se na njega veze neka bioloSka molekula poput
nukleobaze. Ta bioloska aktivnost je sve ¢eS¢a tema istrazivanja u kojima je prvi korak upravo
sinteza biokonjugata. Ferocen se veze na dusi¢nu bazu kao N-supstituent, a mjesto na kojem se

veze odreduje bioloska svojstva samog spoja. (Kowalski i sur., 2012)

Chen i suradnici su 1980. godine po prvi put pripravili ferocenske derivate nuklobaza
odnosno pripravili su N-supstituirani ferocenilmetiladenin. Reakcije su provedene u vodi uz
relativno niske prinose (30 %). Pripravljeni biokonjugati mogu uspostaviti interakcije s DNA

molekulom preko vodikove veze §to je potvrdeno voltametrijom (Slika 12) (Chen, 1980).

Slika 12. Primjer inkorporacije polisupstituiranog ferocena u DNA (Chen, 1980)

N6-ferocenilmetiladenin se moze pripraviti alkilacijom adenina odgovarajuéim
derivatom ferocenilmetila, a takoder se moze dobiti i reakcijom 6-kloropurina pomocu
ferocenilmetilamina u metoksietanolu na temperaturi refluksa pri ¢emu nastaje smjesa slozenih
produkata. Smjesa se sastoji od ocekivanog N6-ferocenilmetiladenina (21%), malih koli¢ina
N6,9-bis-ferocenilmetiladenina i ferocenilmetilamin hidroklorida (Slika 13). Nastajanje
sekundarnog dialkiliranog produkta N6,9-bisferocenilmetiladenina rezultat je nukleofilnog
napada primarnog produkta N6-ferocenilmetiladenina na ferocenilmetilamin hidroklorid jer je
poznato da je ferocenilmetilamonijeva sol reaktivni elektrofilni reagens. Reakcija adenina s
(ferocenilmetil) trimetilamonijevim jodidom u vruc¢oj vodi daje N9- i N7- ferocenilmetiladenin
(Chen, 1980).
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Slika 13. Reakcija derivata ferocena i derivata adenina pri ¢emu nastaje smjesa vise
produkata (N6-ferocenilmetiladenin, N6,9-bis(ferocenilmetil)adenin i ferocenilmetilamin-
hidroklorid)

Ferocenilalkil nuklobaze pripravljene su reakcijom a-(hidroksi)alkil ferocena
FCCHR(OH) (Fc = ferocenil; R = H, Me, Et, Ph) s razli¢itim bazama: timinom, citozinom, 5-
jod-citozinom i adeninom pri ¢emu se produkti dobivaju u vrlo dobrom iskoristenju od 50 do
82 % (Slika 14). Ferocenski alkoholi su slabiji u neutralnom mediju, pa su zbog toga ferocenil
alkiliraju¢i agensi viSe specificni od ferocenilamonijevih soli te se alkilacija ferocenil

nukleobaza odvija regioselektivno (Simenel i sur., 2009).

R 0 1|{ 0
©_(|:H—NJJ\NH —CH—NJ\F
Fe N Fe K)\NH2
0

L PN
 (H— AN
@_CH_N JKF SN N
Fe —
Fe S)\NH
=
= Ly

I

R=H, Me, Et, Ph
Slika 14. Strukture ferocenilalkil nukleobaza: timina, adenina, citozina i jodo-citozina
Tijekom godina je razvijeno puno uspje$nih nacina priprave kopulata ferocena i

nukleobaza. Jedan od njih je Songoshirina kopulativna reakcija halogenirane nukleobaze sa

etilferocenom uz pomoc¢ paladija kao katalizatora (Slika 15) (Tharamani, 2008).
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Slika 15. Shematski prikaz Songoshirine kopulativne reakcije halogenirane nukleobaze s

etilferocenom uz paladij kao katalizator

U Horner-Wadsworth-Emmons reakciji dolazi do adicije ferocenilmetilazida na
nukleobaze uz bakar kao katalizator pri ¢emu se adeninski fosfonati adiraju na 1,1-
dikarboksaldehid ferocen (Nguyen i sur., 2014). U Mitsunobu reakciji dolazi do adicije izmedu
ferocenil alkohola i N-benzilirane nukleobaze, a onda i do deprotekcije s metilaminom (Slika

16) (Patwa i sur., 2010).
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Slika 16. Shematski prikaz Mitsunobu reakcije ferocenil alkohola i N-benzilirane nukleobaze
U nasem laboratoriju su sintetizirani konjugati ferocena s timinom, uracilom i 5-

fluoruracilom, pri ¢emu je kao razmaknica izmedu ferocena i baze koriStena karbonilna

skupina. Kopulacijom nukleobaza i ferocenoil klorida (FCCOCI) ili ferocenoil-etil-karbonata
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(FcCOOCOEt) uz deprotoniraju¢i agens natrij hidrid (NaH) u dimetilformamidu (DMF),
ferocen se regioselektivno vezao na N1-polozaj pirimidinske nukleobaze bez zastite na N3-
polozaju nukleobaze (Slika 17). NMR spektroskopijom i kvantno-kemijskim racunima
analizirana je regioselektivnost reakcije pri ¢emu je potvrdeno nastajanje iskljuc¢ivo N1-
izomera. Nukleofilna supstitucija na karbonilnoj skupini ferocenoil Kklorida odvija se bez
tetraedarskog meduprodukta prema Sn2 mehanizmu. Redoks potencijali ferocenoil nukleobaza
odredeni su ciklickom voltametrijom i kvantno-kemijskom metodom. Eksperimentalne (281-
296 mV) i izraCunate (271-293 mV) vrijednosti redoks potencijala pokazuju da su konjugati
bolji oksidansi od roditeljskog ferocenskog sustava. Preliminarna ispitivanja pripravljenih

konjugata pokazuju potencijalnu biolosku aktivnost (Lapic i sur., 2015; Havai¢ i sur. 2017).
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Slika 17. Shematski prikaz regioselektivnog N1-aciliranja pirimidinskih nukleobaza (uracil, R
= H; timin, R = Me; 5-fluorouracil, R = F)

U literaturi je opisana sinteza ferocenil-timinskih derivata, aciklonukleozida i njegovog
prekursora (Slika 18). Klju¢ni stupanj reakcije je Michaelova adicija akrilolilferocena s
timinom. Reakcija se provodi u dimetilformamidu uz prisutnost trietilamina pri 70 °C kroz 5
sati. Redukcijom dobivenog derivata s NaBH4, dobije se aciklonukleozid uz iskoriStenje od
51% (Sudhir i sur., 2009).
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Slika 18. Shematski prikaz priprave ferocenoil-timinskog derivata

Elektrokemijska svojstva pripravljenih konjugata ispitivana su ciklickom voltametrijom
(CV) te je uocena reverzibilna elektronska oksidacija $to je potvrda elektronske aktivnosti
uklopljene ferocenske podjedinice. Zatim su ispitane antikancerogene aktivnosti pri ¢emu se
ferocenil-timinski derivat pokazao kao aktivni agens prema stani¢nim linijama humanog
adenokarcinoma dojke (MCF-7) i humanog T-limfoblasti¢nog limfoma (CCRF-CEM), dok je
aciklonukleozid inaktivan (Sudhir i sur., 2009).

Osim primjene u ljeCenju razli¢itih bolesti, ferocen i njegovi polimeri se mogu uspjesno
sastaviti u tanke filmove i nanocestice za razvoj enzimskih biosenzora visokih performansi gdje
posreduju u prijenosu elektrona izmedu elektrode i aktivnog mjesta enzima. Tipican primjer
biosenzora posredovanog ferocenom je amperometrijski senzor glukoze. Amperometrijski
senzori glukoze konstruirani su imobilizacijom glukoza oksidaze (GOx) na povrsini metalnih
ili ugljikovih elektroda, gdje je redoks reakcija ferocena povezana s oksidacijom glukoze kako
bi se omogucio prijenos elektrona izmedu aktivnog centra glukoza oksidaze i elektrode (Slika
19) (Takahashi i Anzai, 2013).
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Slika 19. Prijenos elektrona na ferocen (Fc) u amperometrijskim senzorima glukoze
(Takahashi i Anzai, 2013)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Materijali

Kupovni reagensi i kemikalije su koriSteni bez proc¢isc¢avanja, a otapalo dimetilformamid
(DMF) (tv = 138 °C) se destilira pod vakuumom na bezvodnom magnezijevom sulfatu, te se
prebaci u tikvicu s molekulskim sitima (4 A) do upotrebe. Popis nukleobaza prikazan je u tablici
1.

Tablica 1. Popis koristenih nukleobaza supstituiranih ferocenom

Naziv Proizvodac
Adenin Alfa Aesar, SAD
Purin TCI, Japan
6-Metilpurin Sigma, SAD
6-Dimetilaminopurin Sigma, SAD
2,6-Diklorpurin Acros organics, SAD
2-Amino-6-klorpurin TCI, Japan
6-Metilaminopurin Sigma, SAD

3.2 Metode rada

Za pracenje tijeka reakcija koriStena je metoda tankoslojne kromatografije. Tankoslojna
kromatografija je provedena na plocama 60F-254 presvucenim slojem silika gela (Merck) u
odgovarajuc¢em sustavu otapala. Za detekciju reakcijskih smjesa i izoliranih komponenata, po

potrebi je koristena UV-svjetlost valne duljine 254 nm.

Kromatografija na koloni je provedena na silika gelu (Fluka, 0,063-0,2 nm), dok su
staklene kolone punjene pod utjecajem gravitacijske sile uz eluens diklormetan/aceton.
Preparativna tankoslojna kromatografija provedena je na staklenim plo¢ama prevucenim silika
geloma (Merk, Kisagel 60 HF2s4), dok je za mobilnu fazu koriSten sustav otapala

diklormetan/aceton.

Spektri *H-NMR i £3C-NMR su snimljeni na spektrometru Varian INOVA 400. Svi uzorci
su otopljeni u CDCl3 DMSO-d6 i mjereni pri 298 K u NMR cjevéici od 5 mm. Kemijski pomaci
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(8) uH-NMR i 3C-NMR spektrima su izrazeni u ppm u odnosu prema tetrametilsilanu (TMS,
6 0,0 ppm), a konstante sprege (J) u hercima (Hz). Pojedina¢ne rezonancije su asignirane na
temelju njihovih kemijskih pomaka, intenziteta signala, multipliciteta signala i konstanti sprega
H-H.

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, g = kvartet, m = multiplet.

Najveci dio pokusa proveden je u atmosferi inertnog plina i u bezvodnoj sredini

Popis kratica:
DMAP — 4-N,N-dimetilaminopiridin
Boc — di-terc-butil-dikarbonat
DMF — dimetilformamid (N,N-dimetilmetanamid)
THF — tetrahidrofuran
DMSO- dimetil sulfoksid
CDCl3 — deuterirani kloroform

TLC — tankoslojna kromatografija
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3.3 Sheme priprave kopulata ferocena i purinskih baza

A.Priprava N,N-difenilferocenkarboksamida (1), ferocenkarboksilne kiseline (2) i

ferocenoil-klorida (3)
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B. Priprava ferocenoil-etil-karbonata (mjeSoviti anhidrid) (4)
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D. Priprava Ferocenoil-8-bromadenina (6)
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D. Priprava tris-Boc-adenina (7) i bis-Boc-adenina (8)

NH2 N(BOC)2 N(BOC)Z
f\ Boc,O,.DMAP _ </N | SN MeOH N </N | SN
) THF, R.T Il\T N/) Zas. NaHCO; %I N/)
Boc
7 8
F. Priprava ferocenoil-purin derivata (9 i 9a-99g)
R,
@'COCI \ NaH/DMF
v + J\ R, ,
€
Ry Ry 9; R,=R,~R;=H
2>/—N\ 6 2 N\ 6 9a; R;=NH, R,=R;=H
3N R, 3N Ry 9b; R;=CH; Ry=R;=H
4y 5 + 43 9C, Rl:N(CH:;)z’ R2:R3:H
©\C/N N, 9N I;I\C/© 9d; R,=R=Cl, R,=H
> 9% 8 T 9e; R,=Cl, R,=H, Ry=NH,
0 R R, O 9f; R, = NHCH;, R,=R;=H
@ @ 9g; Rl = N(BOC)z, R2:R3:H
N9-izomer N7-izomer
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3.4 N,N-difenilferocenkarboksamid (1)

Suspenziji aluminijeva klorida (AICI3) (3,58 g, 26,8 mmol) u suhom dikloretanu
(CI,CHCHCIy) (27 mL) doda se otopina difenilkarbamoil-klorida (Ph.NCOCI) (6,23 g, 26,8
mmol) u istom otapalu (27 mL) i dokapa 1,2-dikloretanska otopina ferocena (5 g, 26,8 mmol).
Reakcijska smjesa refluksira se 24 sata, zatim prenese u c¢asu s ledom 1 ekstahira
diklormetanom. Organski se sloj ispere zasi¢enom otopinom NaCl, osusi bezvodnim NaSOg i
upari do suha pri ¢emu zaostaje sirovi amid 1 (8,5 g). Za snimanje IR- i NMR-spektra 200 mg
sirova produkta proc¢iséeno je preparativnom tankoslojnom kromatografijom uz eluens CH2Clz
pri ¢emu je dobiveno 120 mg (60%) narancastih kristala N,N-difenil-ferocenkarboksamida 1; t;
=179-182 °C.

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

'H-NMR (CDCls, ppm): § 7,39 (t, 4H, CH-Ph), 7,25 (t, 6H, CH-Ph), 4,26 (s, 5H, Fc Cp),
4,21 (d, 4H, CH-Fc).

3C-NMR, APT (CDCls ppm): & 171 (CONPhy), 143,9 (2Cq, C-Ph), 129,1 (4C, CH-Ph),
127,59 (4C, CH-Ph), 126,37 (2C, CH-Ph), 76,1 (Cg-Fc), 70,1 (CH-Fc), 71,6 (CH-Fc), 69,8
(Fc-Cp).

3.5 Ferocenkarboksilna kiselina (2)

Sirovi se amid 1 (8,3 g) otopi u 20 %-tnoj otopini kalijeva hidroksida (KOH) u etanolu
(EtOH) (260 mL). Reakcijska se smjesa refluksira 22 sata nakon ¢ega se upari do suha, otopi u
5 %-tnoj vodenoj otopini natrijeva hidrogenkarbonata (NaHCO3) i ekstahira diklormetanom.
Organska se faza ispere zasi¢enom otopinom NaCl, osusi bezvodnim Na2SO4 1 upari, pri cemu
je dobiveno 4,05 g neizreagiranog supstrata 1. Zakiseljavanjem alkalne vodene faze
koncentriranom klorovodi¢nom kiselinom (HCI) istalozi se 3,98 g (80 %) tamnoZzutih kristala

ferocenkarboksilne kiseline 2. tt= 193-200 °C. (Sonoda i Moritani, 1971).

IR (CH2Cl2) vima/cm™: 3100-2700 § (OH, COOH), 1657 j (C=0, COOH).

3.6  Ferocenoil-klorid (3)

Suspenziji ferocenkarboksilne kiseline (2) (300 mg, 1,3 mmol) i svjeZze destiliranog
oksalil Kklorida (0,45 mL, 3,13 mmol) u suhom CH2Cl> (5 mL) doda se 1 kap piridina.
Reakcijska se smjesa refluksira 2 sata te se ohladi i upari do suha. Dobiveni tamni ostatak se

dva do tri puta zagrijava na 80 °C tijekom 10 min u petroleteru, profiltrira preko vate i upari do
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suha te je dobiveno 275 mg (85 %) crvenih kristala ferocenoil-klorida (3) (Knobolch i Raucher,
1961).

IR (CH2Clb) vimax/cm™: 2958 sl (C-H, Fc), 1755 s (C=0).

"H NMR (400 MHz, CDCl3, 25 °C, ppm): & 4,9 (t, *Jun = 1.9 Hz, 2H, HY), 4,6 (t, *Jun =
1.9 Hz, 2H, H?), 4,4 (s, 5H, Cp).

B3BC NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C, ppm): & 178,3 (CO), 73,3 (Ci), 71,7 (Cp), 71,2 (CP),
70,4 (C%).

3.7 Ferocenoil-etil-karbonat (mjeSoviti anhidrid) (4)

Suspenzija ferocenkarboksilne kiseline (2) (400 mg, 1,75 mmol) u vodi (0,41 mL) je
otopljena dodatkom acetona (7,4 mL) i ohladena na 0 °C. Dokapavanjem je dodana otopina
trietilamina (0,283 mL) u acetonu (3 mL), a zatim 1 otopina etil kloroformijata (0,210 mL) u
acetonu (2 mL). Nakon mijeSanja 30 minuta, reakcijska smjesa je uparena te se procis¢avanje
provodi preparativnom tankoslojnom kromatografijom uz eluens diklormetan. Narancasta
krutina ferocenoil-etil-karbonat 4 dobivene mase 123 mg koriSten je za reakcije s purinskom

bazom (Lapi€ i sur., 2015).

IR (CH:2Cla): v~ = 2932 (w, C-H, Fc), 1770 (s, C=0), 1713 (s, C=0), 1675 (s, C=0), 1047
(s, C-O)cm™.

1H NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C, ppm): & 4,9 (2H, t, CH-Fc), 4,6 (2H, t, CH-Fc), 4,4
(5H, s, Fc-Cp), 4,3 (2H, q, CHa), 1,4 (3H, t, CHs).

13C NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C, ppm): 5 167,7 (FcCO), 161,8 (CO), 72,7 (C2), 70,8
(C4), 70,2 (Cp), 69,3 (Ci), 61,2 (CHz), 14,3 (CHs).

3.8 8-Bromadenin (5)

Adenin (500 mg, 3,7 mmol) se pomijesa s 1,52 mL broma (4,73 g, 29,6 mmol) te se
reakcijska smjesa ostavi u zacepljenoj tikvici 5 sati. Visak broma se ukloni, a ostatak se
suspendira u vodi te se prvo alkalizira vodenom otopinom amonijaka, a onda i neutralizira s
octenom kiselinom. Preko Biichnerovog lijevka se provede odsisavanje te se istalozena ¢vrsta
tvar odfiltrira i ispere vodom. Zatim se provede prekristalizacija i sirova krutina se odfiltrira iz
vruce suspenzije u vodi i ispere uzastopce s vodom, acetonom i eterom pri ¢emu je dobiveno

488,6 mg (61,75%) zutog produkta 8-bromadenina 5 (Janeba i sur., 2000).
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IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): & 13,63 (1H, s, NH), 8,086 (LH, t, H2),
7,433 (2H, s, NHo).

3.9 Ferocenoil-8-bromadenin (6)

8-Bromadenin se suspendira u DMF-u i deprotonira dodatkom NaH te se 30 minuta
mijesa na 80 °C. Reakcijskoj smjesi se doda mjeSoviti anhidrid (4) te se ostavi na mijeSanju
tijekom noci na temperaturi 60 °C . Ekstrakcija reakcijske smjese se provodi s diklormetanom i
vodom, a proc¢i$¢avanje na plocama od silikagela uz eluens diklormetan/aceton u omjeru 5:1
pri ¢emu je dobiveno 2 mg (0,02 %, Rs = 0.4579) crvenog produkta ferocenoil-8-bromadenina
6.

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 25 °C, ppm): 5 8,08 (2H, s, H2), 7,61 (2H, s, NH2), 4,85
(2H, t, CH-Fc), 4,83 (2H, t, CH-Fc), 4,44 (5H, s, Fc-Cp).

3.10 Tris-Boc-adenin (7)

Adeninu (500 mg, 3,7 mmol) i DMAP-u (45,2 mg, 0,37 mmol) se dokapa 20-25 mL THF-
a kroz lijevak za dokapavanje tijekom 20 minuta na sobnoj temperaturi te se doda Boc.O (3,2
g, 14,8 mmol). Reakcijska smjesa je bistra i zuta nakon 2,5 sata te se ostavi na mijesanju na
sobnoj temperaturi tijekom noci, a onda se upari do suha. Sirovi produkt otopi se u etil-acetatu
1 ekstrahira dva puta s 1N HCI te mlakom vodom. Organski sloj osusi se bezvodnim NazSOg,
profilrira kroz filter papir te upari do suha pri ¢emu zaostaje zuto-narancasti uljasti spoj tris-

Boc-adenin 7 (Dey i Garner, 2000).
3.11 Bis-Boc-adenin (8)

Bis-Boc-adenin 8 (1,62 g, 3,7 mmol) se resuspendira u 37 mL metanola i 17 mL zasié¢ene
otopine NaHCOa. Reakcijska smjesa se mijesa jedan sat na temperaturi od 50 °C te se upari na
rotacijskom vakuum uparivac¢u do suha. Sirovi produkt se otopi u vodi i ekstrahira tri puta s
diklormetanom. Organski slojevi se spoje, osuse bezvodnim Na;SO4 te upare do suha pri cemu
zaostaje bijelo-zuta krutina produkta bis-Boc-adenina 8 koja se procis¢ava na plo¢ama od

silikagela u etil-acetatu kao mobilnoj fazi (Rf= 0.48) (Dey i Garner, 2000).

3.12 Ferocenoil-purin (9)

Purin (38 mg, 0,316 mmol) i NaH (11,38 mg, 0,474 mol) u DMF-u mije$aju se na sobnoj
temperaturi 60 minuta, pri ¢emu nastaje natrijeva sol purina. Ferocenoil-klorid (3) (100 mg,

0,405 mmol) se uz mijesanje doda reakcijskoj smjesi koja se stavi u led. Nakon 20 minuta,
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slijedi neutralizacija s 10 % otopinom limunske kiseline te ekstrakcija s diklormetanom. Za
pracenje tijeka reakcije koriStena je tankoslojna kromatografija na silikagelu u sustavu otapala
diklormetan/aceton 5:1, a za detekciju je izoliranih komponenata koriStena UV lampa (A=254
nm). Na TLC plocici vide se dvije mrlje: narancastocrvena mrlja N7-kopulata (R= 0,45) te
crvena mrlja N9-kopulata (R+= 0,63). Organski sloj se ispere vodom do neutralnog, profiltrira
preko lijevka i vate te upari na rotacijskom vakuum-upariva¢u do suha. Sirovi produkt se
prociscava kolonskom kromatografijom uz eluens diklormetan/aceton u omjeru 10:1, a zatim
5:1. Pracenjem reakcije na plocici uocili smo dvije crvene mrlje, ali smo uspjeli izolirati samo

50,4 mg (48,17 %) crvenih kristala produkta N9-ferocenoil-purina 9.

IH NMR (CDCls, 400 MHz, 25 °C, ppm): 5 9,57 (1H, s, H2), 9,25 (1H, s, H6), 9,18
(1H, s, H8), 4,99 (2H, t, CH-Fc), 4,76 (2H, t, CH-Fc), 4,34 (5H, s, Fc-Cp).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C, ppm): & 169,24 (C=0), 160,93 (C6), 154,71
(C4), 148,78 (C2), 144,75 (C8), 73,89 (CH-Fc), 72,11 (Cq, Fc), 71,28 (CH-Fc), 71,09 (Fc-Cp).

3.13 Kopulati ferocena i purinskih derivata (9a-99g)

Op¢i postupak: Suspenzija purinskih derivata (0,405 mmol) i NaH (0,607 mmol) u DMF-
u (1,5 mL) se mijesa pri ¢emu nastaje natrijeva sol purinskih baza. Ferocenoil-klorid (0,526
mmol) (3) se uz mijesanje doda reakcijskoj smjesi. Nakon 20 minuta, reakcijska smjesa se
neutralizira dodatkom 10 % otopine limunske kiseline ili natrijevog karbonata, te ekstrahira
diklormetanom. Za pracenje tijeka reakcije koriStena je tankoslojna kromatografija na
silikagelu u odgovarajuéem sustavu otapala (aceton, diklormetan/aceton, diklormetan/etil-
acetat), a za detekciju izoliranih komponenata je koristena UV lampa (A=254 nm). Sirovi
produkt se procis¢ava kromatografijom na koloni i/ili plo¢ama silikagela uz odgovarajuci
eluens.

3.13.1 Ferocenoil-adenin (9a)

Reakcija deprotekcije adenina provodi se tijekom 30 minuta pri sobnoj temeraturi te slijedi
kopulacija i obrada reakcijske smjese. Na TLC plocici (diklormetan/etil-acetat 10:1) nakon
obrade reakcijske smjese su uocene tri mrlje: zuta mrlja raspada (Rf= 0,12), narancastocrvena
mrlja N7-kopulata (Rf = 0,36) te crvena mrlja N9-kopulata (R¢=0,65). Pro¢is¢avanje reakcijske
smjese se provodi na koloni silikagela uz eluens diklormetan/aceton u omjeru 1:3 i Cisti aceton.

Dobiveno je 9,71 mg (19 %) crvenonarancastih kristala N7-ferocenoil-adenina i izrazito crvenih
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kristala 22,64 mg (42 %) N9-ferocenoil-adenina 9a (Slika 20). Tijekom izolacije dolazi do
pregradnje iz jednog u drugi izomer.

N9-ferocenoil-adenin

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C, ppm): § 8,65 (1H, s, H8), 8,19 (1H, s, H2), 7,52
(2H, s, NH>), 5,01 (2H, s, CH-Fc), 4,76 (2H, s, CH-Fc), 4,31 (5H, s, Fc-Cp).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 25 °C, ppm): & 169,69 (CO), 156,78 (C6), 154,12
(C2), 149,65 (C4), 139,88 (C8), 119,22 (C5), 74,03 (CH-Fc), 72,71 (CH-Fc), 71,04 (Cg-Fc),
70,21 (Fc-Cp).

N7-ferocenoil-adenin

'H NMR (400 MHz, DMSO-de, 25 °C, ppm): & 9,06 (1H, s, H8), 8,37 (1H, s, H2), 7,7
(2H, s, NH2), 5,12 (2H, s, CH-Fc), 4,87 (2H, s, CH-Fc), 4,36 (5H, s, Fc-Cp).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 25 °C, ppm): § 171,11 (CO), 161,09 (C6), 155,06 (C2), 152,65
(C4), 146,67 (C8), 109,26 (C5), 74,37 (CH-Fc), 72,66 (CH-Fc), 71,59 (Cg-Fc), 71,59 (Fc-Cp.).

3.13.2 Ferocenoil-6-metilpurin (9b)

Reakcija deprotekcije 6-metilpurina i NaH u DMF-u provodi se na temperaturi 50 °C.
Nakon 90 minuta, slijedi kopulacija u ledenoj kupelji i obrada. Na TLC plocici vide se dvije
mrlje: naranéastocrvena mrlja N7-kopulata (R = 0,44) i crvena mrlja N9-kopulata (R¢= 0,62).
Procis¢avanje se provodi kolonskom kromatografijom uz eluens diklormetan/aceton u omjeru
10:1, a zatim 5:1 te na kraju samo acetonom pri ¢emu je dobiveno 16,2 mg (30,28 %) crvenih
kristala produkata N9-ferocenoil-6-metilpurina i jako malo N7-ferocenoil-6-metilpurina 9b.

Tijekom izolacije dolazi do pregradnje iz jednog u drugi izomer (Slika 20).

N9-ferocenoil-6-metilpurin

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 25 °C, ppm): 5 9,03 (1H, s, H2), 8,86 (1H, s, H8), 5,04
(2H, t, CH-Fc), 4,82 (2H, t, CH-Fc), 4,33 (5H, s, Fc-Cp), 2,77 (3H, s, CH).

N7-ferocenoil-6-metilpurin
'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 25 °C, ppm): § 9,14 (1H, s, H2), 8,98 (1H, s, H8), 5,09
(2H, t, CH-Fc), 4,86 (2H, t, CH-Fc), 4,39 (5H, s, Fc-Cp), 2,73 (3H, s, CH3).
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3.13.3 Ferocenoil-6-dimetilaminopurin (9c)

6-dimetilaminopurin se deprotonira s NaH u DMF-u. Nakon 30 minuta mije$anja na
sobnoj temperaturi, ferocenoil-klorid (3) se doda u reakcijsku smjesu te se nakon 10 minuta
ponovno doda u istoj koli¢ini uz 1/2 kapi piridina. Reakcijska smjesa se ekstrahira prema opéem
postupku. Procis¢avanje se provodi kolonskom kromatografijom, a zatim i na plo¢ama uz
celuens diklormetan/aceton u omjeru 5:1 pri ¢emu je dobiveno 26,1 mg (49,7 %, Rf = 0,43)
crvenih kristala produkta N9-ferocenoil-6-dimetilaminopurina 9c (Slika 20). Na TLC plo¢ici je

uoceno nastajanje i N7-izomera, ali ga nismo uspjeli izolirati.

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 25 °C, ppm): & 8,66 (1H, s, H2), 8,26 (1H, s, H8), 4,98
(2H, t, CH-Fc), 4,79 (2H, t, CH-Fc), 4,32 (5H, s, Fc-Cp).

3.13.4 Ferocenoil-2,6-diklorpurin (9d)

2,6-diklorpurin i NaH u DMF-u se mijeSaju pri sobnoj temperaturi 30 minuta.
Kopulacija i obrada reakcijske smjese se provode prema opéem postupku, a proc¢is¢avanje na
koloni od silikagela uz eluens diklormetan/aceton u omjeru 70:1 pri ¢emu je dobiveno 120 mg
(68,27 %, R¢ = 0,56) crvenih kristala produkta N9-ferocenoil-2,6-diklorpurina 9d (Slika 20).

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 25 °C, ppm): § 9,19 (1H, s, H8), 5,06 (2H, t, CH-Fc),
4,87 (2H, t, CH-Fc), 4,36 (5H, s, Fc-Cp).

3.13.5 Ferocenoil-2-amino-6-klorpurin (9e)

2-amino-6-klorpurin i NaH u DMF-u se mijesaju pri sobnoj temperaturi. Nakon 30
minuta, slijedi kopulacija i obrada prema opéem postupku. Proc¢is¢avanje se provodi kolonskom
kromatografijom uz eluens diklormetan/aceton u omjeru 5:1 pri ¢emu je dobiveno 87,8 mg (34

%, Rs = 0,46) crvenih kristala produkta N9-ferocenoil-2-amino-6-klorpurina 9e (Slika 20).

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 25 °C, ppm): 5 8,60 (LH, s, H8), 7,17 (2H, s, NH>), 5,01
(2H, t, CH-Fc), 4,80 (2H, t, CH-Fc), 4,34 (5H, s, Fc-Cp).

3.13.6 Ferocenoil-6-metilaminopurin (9f)

6-metilaminopurin i NaH u DMF-u se mijeSaju pri sobnoj temperaturi 30 minuta.
Kopulacija se provodi 15 minuta nakon koje slijedi obrada prema opéem postupku.

Tankoslojnom kromatografijom je utvrdeno da nastaju dva produkta koja su se raspala prilikom
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procis¢avanja na plocama od silikagela uz eluens aceton, a zatim i uz diklormetan/aceton u
omjeru 5:1 tako da nemamo iskoristenje ni NMR podatke ¢istih kopulata N9- i N7-ferocenoil-

6-metilaminopurina 9f.

3.13.7 N9-ferocenoil-bis-Boc-adenin (99)

Bis-Boc-adenin i NaH u DMF-u se mijesaju na temperaturi 50 °C tijekom 60 minuta.
Kopulacija se provodi 2,5 sata na 0 °C te se ekstrahira prema opéem postupku. Proci§¢avanje
se provodi kolonskom kromatografijom uz eluens diklormetan/etil-acetat u omjeru 10:1 uz
postepeno povecanje polarnije komponente pri ¢emu je izolirano 22 mg (72 %, Rs = 0,56)

crvenog uljastog produkta N9-ferocenoil-bis-Boc-adenina 9g (Slika 20).

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 25 °C, ppm): 5 9,13 (1H, s, H2), 8,95 (1H, s, H8), 5,04
(2H, t, CH-Fc), 4,85 (2H, t, CH-Fc), 4,33 (5H, s, Fc-Cp), 1,4 (18H, s, 6XxCHs)

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C, ppm): & 168,75 (C=0), 153,05 (C6), 150,34
(C4), 145,48 (C2), 128,43 (C8), 84,15 (CH-Fc), 74,64 (Cg, Fc), 72,53 (CH-Fc), 71,13 (Fc-Cp),
27,73 (CHs)

Slika 20. Kromatografska kolona na stupcu od silikagela pri proc¢is¢avanju

purinskih derivata
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4. REZULTATI | RASPRAVA

41 Uvod

Nukleozidni analozi ukljuéuju citotoksi¢ne spojeve, antivirusna sredstva i
imunosupresivne molekule te pokazuju znac¢ajnu biolosku aktivnost i elektrokemijska svojstva
(Mikhailopulo i Miroshnikov, 2010). Ferocen pokazuje dobru membransku permeabilnost,
nisku toksi¢nost i antitumorsko djelovanje ¢ime je omogucena primjena kopulata ferocena i
nukleozida/nukleobaza u biologiji, farmaciji te drugim znanostima (Kowalski, 2016). S
obzirom na vazna svojstva takvih kopulata, cilj ovog diplomskog rada je priprava i
spektroskopska karakterizacija organometalnih derivata nukleobaza (OrDeN), biokonjugata
ferocena i purina 9, odnosno derivata purina 6 i 9a-9g s karbonilnom skupinom kao
razmaknicom (Slika 21). Karbonilna skupina je uvedena kao poveznica dvaju fragmenata
(organometalnog i heterocikli¢kog aromatskog sustava) te osim $to definira prostornu relaciju,
omogucuje i elektronsku komunikaciju tih fragmenata. To je zapravo najkrac¢i molekulski most

koji omogucuje produzenu konjugaciju izmedu dva funkcionalna dijela OrDeN-a.

R3 R3

7

C/N9/N N 7N\C/©
Fe I 1 Fe

— ° P R

6; R,=NH,  R,=Br, R;=H

9; R,=R,=R;=H

9a; R;=NH, Ry=R;=H

9b; R;=CH; R,=Ry=H

9¢c; R,=N(CH3), R,=Rs=H
9d; R,=R;=Cl, R,=H

9¢; R,=Cl, R,=H, Ry=NH,
9f; R, = NHCH,, R,=R,=H
9g; R, = N(Boc),, R,=R;=H

Slika 21. Biokonjugati ferocena i derivata purina

Kako bi se oponasala prirodna struktura nukleozida i ocuvala potencijalna bioloska
aktivnost pripravljenih spojeva, ferocenski dio mora biti selektivno supstituiran na N9 polozaju

purinske nukleobaze gdje se prirodno nalazi vezana Se¢erna komponenta. U nekim reakcijama
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na neza$ticenom purinu sa supstratima za aciliranje nastaje smjesa N7- i N9- produkata. Svrha
ovog rada je ispitati utjecaj skupine/atoma vezanog na purinsku bazu na regioselektivnost
reakcija kopulacije te pracenje tih reakcija NMR spektroskopijom.

Ovaj rad je podijeljen u dva dijela pri ¢emu se prvi dio odnosi na sintezu intermedijera
ferocenoil klorida (3)/mjesovitog anhidrida (4) te kopulata ferocena i purinskih baza. S obzirom
da purinske baze u svojoj strukturi sadrzi dusikove atome razliCite kiselosti i reaktivnosti,
ocekivan je nastanak razli¢itog udjela N7/N9 izomera s obzirom na supstituciju na polozaju C6
i C2 purinske baze, te amino skupine adenina. U drugom je dijelu rada posebna paZnja
usmjerena na pracenje regioselektivnosti kopulacije in situ tehnikom NMR spektroskopije s

ciljem odredivanja udjela N7/N9 izomera nastalih tijekom ovih reakcija.

4.2 Sinteza i spektroskopska analiza prekursora

Sinteza klju¢nog intermedijara, ferocenoil-klorida (3), zapocinje karbamoiliranjem
ferocena s difenilkarbomil kloridom (PhoNCOCI) u prisutnosti aluminijeva klorida (AlCl3) pri
¢emu nastaje N, N-difenilferocenkarboksamid (1) uz 60 %-tno iskoristenje nakon pro¢is¢avanja
tankoslojnom preparativnom kromatografijom. Hidrolizom spoja 1 u etanolnoj otopini kalijeva
hidroksida nastaje kao tamnozuta Kkristalini¢éna tvar ferocenkarboksilna kiselina (2) u
iskoristenju od 80 % (Slika 22) (Sonoda i Moritani, 1971).

Struktura dobivenih spojeva potvrdena je IR i NMR spektroskopijom. U IR spektru N,N-
difenilferocenkarboksamida (1) prisutni su signali pri 1642 i 1594 cm™ koji odgovaraju
karbonilnoj skupini amida, dok je u IR spektru spoja 2 vidljiva siroka apsorpcijska vrpca pri
3089 cm™* koja odgovara frekvenciji istezanja hidroksilne skupine asocirane intermolekulskim
vodikovim vezama. U spektrima spoja 2 takoder je prisutna vrpca karakteristi¢na za karbonilnu
skupinu pri 1657 cm™. 'H-NMR spektar amida (1) snimljen u CDCI; sadrzi kemijske pomake
pri & 7,391 7,25 ppm koji se pripisuju fenilnim protonima i kemijske pomake karakteristi¢ne za

ferocenske protone.
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Slika 22. Shematski prikaz priprave ferocenkarboksilne kiseline 2

U nastavku je pripremljen kljuéni intermedijer ferocenoil-klorid (3) reakcijom
ferocenkarboksilne kiseline (2) i oksalil-klorida u suhom diklormetanu uz prisutnost piridina.
Reakcija se zavr$ava viSestrukim zagrijavanjem sirovog produkta u petroleteru te uparavanjem
filtriranog produkta. Ferocenoil-klorid (3), crvena kruta tvar, dobiven je u iskoristenju od 85 %
(Slika 23) (Knobolch i Raucher, 1961).

@(JOOH ©c0c1
Cl1COCOCl1

Fe = Fe

2 3

Slika 23. Shematski prikat priprave ferocenoil-klorida 3

U IR spektru klorida 3 asignirana je apsorpcijska vrpca karakteristina za kiselinske
kloride pri 1755 cm™, a u *H NMR spektru prisutni su kemijski pomaci monosupstituiranog
ferocena buduci da su signali vidljivi u rasponu od & 4,38 do 4,91 ppm i to kao jedan singlet i
dva tripleta. U 3C NMR spektru uz ferocenske ugljikove atome prisutan je i kemijski pomak

karakteristi¢an za karbonilnu skupinu pri 6 178 ppm.
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Intermedijer ferocenoil-etil-karbonat (mjeSoviti anhidrid, 4) pripremljen je otapanjem
ferocenkarboksilne kiseline 2 u vodi i acetonu nakon ¢ega su dodane acetonske otopine

trietilamina 1 etil-kloroformijata (Slika 24) (Lapi¢ i sur., 2015).
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Slika 24. Shematski prikaz priprave mjeSovitog anhidrida 4

U IR spektru mjesovitog anhidrida 4, signali pri 1770 i 1713 cm™ odgovaraju karbonilnim
skupinama anhidrida i estera. U *H NMR spektru snimljenom u CDCls, vidljivi su kemijski
pomaci ferocenskih protona pri & 4,9 i 4,6 ppm, te pri & 4,4 ppm CH protoni nesupstituiranog
ciklopentadienilnog prstena. Etoksi skupina je potvrdena kemijskim pomakom metinskih
protona pri & 4,3 ppm te metilne skupine pri & 1,4 ppm. U 1*C NMR spektru prisutni su kemijski
pomaci karakteristi¢ni za karbonilne skupine pri 6 167,7 i 161,8 ppm, signali uz ferocenske

ugljikove atome pri 6 72,7, 70,8, 70,2 i 69,3 ppm te etoksi skupine pri & 61,2 i 14,3 ppm.

Prekursor 8-bromadenin (5) pripremljen je reakcijom adenina i broma. Visak broma se
ukloni, a ostatak se suspendira u vodi te se prvo alkalizira vodenom otopinom amonijaka, a
onda i neutralizira s octenom kiselinom. Nakon procis¢avanja sirovog produkta
prekristalizacijom u vrucoj vodi dobiveni su zuti kristali 8-bromadenina (5) u vrlo dobrom
iskoriStenju (Slika 25) (Janeba i sur., 2000).

NH, NH,
N
N/ N\ Br, N/ \
R - o
X N
N N\H N ‘H

5

Slika 25. Shematski prikaz priprave 8-bromadenina 5

Struktura 8-bromadenina (5) potvrdena je NMR spektroskopijom. *H-NMR spektar
snimljen u DMSO-ds sadrzi singlet pri 6 13,63 ppm pripisan protonu NH skupine adenina i
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triplet pri 6 8,09 ppm koji odgovara protonu na polozaju C2. Protoni amino skupine adenina su

prisutni kao singlet pri & 7,43 ppm.

Sinteza prekursora bis-Boc-adenina (8) provodi se u dva reakcijska stupnja. U prvom
stupnju se uvodi Boc-zastita na amino skupine adenina uz Boc20 u prisutnosti DMAP-a i THF-
a pri ¢emu je u kvantitativnom iskoristenju izoliran tris-Boc-adenin (7). U drugom stupnju
provodi se deprotekcija Boc-zastite s N1-polozaja tris-Boc-adenina uz metanolnu otopinu
natrijeva hidrogenkarbonata pri ¢emu je dobiven sirovi bis-Boc-adenin (8) koji je procis¢en
preparativnom tankoslojnom kromatografijom uz etil-acetat kao eluens (Slika 26) (Dey i
Garner, 2000).

NH, N(Boc), N(Boc),
N N Boc,O,DMAP N MeOH N X
N 2% _ SN N
ST - 3T - T
E N THF, R.T ITI N Zas. NaHCO; E N
Boc
7 8

Slika 26. Shematski prikaz priprave bis-Boc-adenina 7

4.3 Sinteza i spektralna analiza biokonjugata ferocena i derivata purina

Nastavak istrazivanja opisanih u ovom diplomskom radu posveten je pripravi
biokonjugata ferocena i purina, odnosno derivata purina. Dusikovi su atomi purinskih baza
donori elektrona $to omogucuje vezanje ferocena na molekulu purina te je posebna pozornost

usmjerena na regioselektivnost provedenih reakcija.

U ovom diplomskom radu pozornost je usmjerena na regioselektivnost reakcija
upotrebom natrijevog hidrida kao deprotonirajuceg agensa, a reakcije se provode u suhom
dimetilformamidu (DMF) te ovisno o koriStenoj nukleobazi razlikuje se vrijeme i temperatura
deprotekcije kao i vrijeme i temperatura kopulacije. Deprotekcija baze provedena je natrijevim
hidridom u DMF-u pri ¢emu nastaje natrijeva sol purinske baze, odnosno aktivirana
nukleobaza. Slijedi kopulacija aktivirane nukleobaze i ferocenoil-klorida (3) ili mjeSovitog
anhidrida (4) koja se odvija prili¢no brzo uz jasnu promjenu boje reakcijske smjese iz crvene u
naranCasto zutu. Natrijeva sol baze, zbog pozitivnog naboja na natriju i negativnog na
dusikovom atomu, jak je nukleofil u reakciji kopulacije s ferocenoil-kloridom (3) odnosno

mjeSovitim anhidridom (4) $to upucéuje na SNAC mehanizam. Produkti su proc¢iséeni kolonskom
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kromatografijom ili na silikagel plo¢ama uz eluense razli¢ite polarnosti pri cemu tijekom ovog
postupka dolazi do velikih gubitaka radi vrlo slabe topljivosti sirovog produkta u ispitanim

organskim otapalima.
4.3.1 Ferocenoil-8-bromadenin (6)

Ferocenoil-8-bromadenin (6) dobiva se aktivacijom 8-bromadenina (Slika 27), a zatim
kopulacijom dobivene soli s mjeSovitim anhidridom (4). Cis¢enje se provodi na
kromatografskoj koloni uz eluens diklormetan/aceton u omjeru 5:1 pri cemu se dobije crveni

produkt N9-ferocenoil-8 bromadenin (6) u vrlo niskom iskoristenju.
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Slika 27. Shematski prikaz priprave ferocenoil-8-bromadenina 6

U 'H NMR spektru kopulata N9-ferocenoil-8-bromadenina 6 snimljenom u DMSO-ds,
kemijski pomak pri 6 8,08 ppm odgovara protonima na C2 polozaju purinskog prstena, dok
kemijski pomak pri 6 7,61 ppm potvrduje prisutnost dva protona amino skupine na polozaju C6
purinskog prstena. U *H NMR spektru spoja 6 vidljivi su i kemijski pomaci karakteristi¢ni za
monosupstituirani ferocen pri 6 4,85 i 4,83 ppm koji se pripisuju CH skupinama supstituiranog

Cp-prstena, dok pomak pri 6 4,44 ppm potvrduje prisutnost SH nesupstituiranog Cp-prstena.

4.3.2 Ferocenoil-purin (9)

N9-ferocenoil-purin 9 priprema se kopulacijom purina i ferocenoil-klorida (3) (Slika
28). Dobiveni sirovi produkt se procis¢ava na kromatografskoj koloni uz eluens
diklormetan/aceton u omjeru 10:1, te promjenom polarnosti eluensa na 5:1 pri ¢emu je izoliran

samo produkt N9-ferocenoil-purin 9 u dobrom iskoristenju.
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Slika 28. Shematski prikaz priprave ferocenoil-purina 9

Struktura N9-ferocenoil-purina 9 potvrdena je NMR spektroskopijom. U 'H NMR
spektru kopulata 9 (Slika 29) snimljenom u CDCl3, vidljivi su kemijski pomaci pri 6 9,57, 9,25
i 9,18 ppm koji se pripisuju protonima na C2, C6 i C8 polozajima purinskog prstena. U 'H
NMR spektru spoja 9 vidljivi su i kemijski pomaci karakteristi¢ni za monosupstituirani ferocen,
kemijski pomaci pri 6 4,99 i 4,76 ppm Koji se pripisuju CH skupinama supstituiranog Cp-

prstena, dok pomak pri & 4,34 ppm potvrduje prisutnost 5H nesupstituiranog Cp-prstena.
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Slika 29. 'H NMR spektar N9-ferocenoil-purina 9 snimljen u CDCls

U 3C NMR spektru N9-kopulata 9 vidljiv je kemijski pomak pri § 169,24 ppm koji se
pripisuje ugljikovom atomu karbonilne skupine premosnice ferocenske i purinske podjedinice.

Signali pri & 160,93, 154,71, 148,78 i 144,75 ppm pripisuju se ugljikovim atomima purinske
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podjedinice (C6, C4, C2, C8). Kemijski pomaci pri 6 73,89 i 71,28 ppm odgovaraju ugljikovim
atomima supstituiranog Cp-prstena ferocena, kemijski pomak pri & 72,11 ppm odgovara
kvaternom ugljikovom atomu ferocena dok se kemijski pomak pri 6 71,09 ppm pripisuje

ugljikovim atomima nesupstituiranog Cp-prstena (Slika 30).
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Slika 30.*C NMR spektar N9-ferocenoil-purina 9 snimljen u DMSO
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4.3.3 Ferocenoil-adenin (9a)

Ferocenoil-adenin 9a nastaje u reakciji kopulacije adenina i ferocenoil-klorida (3) (Slika
31). Procisc¢avanje sirovog produkta se provodi kolonskom kromatografijom uz eluens
diklormetan/aceton u omjeru 1:3 i Cisti aceton. Dobiveni su crvenonarancasti kristali N7-
ferocenoil-adenina u malom iskoristenju i izrazito crveni kristali N9-ferocenoil-adenina u

dobrom iskoristenju.
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Slika 31. Shematski prikaz priprave ferocenoil-adenina 9a

Struktura N9- ferocenoil-adenina (Slika 32) i N7-ferocenoil-adenina 9a potvrdena je
NMR spektroskopijom. U 'H NMR spektrima kopulata 9a snimljenom u DMSO-ds, vidljivi su
karakteristi¢ni kemijski pomaci pri 6 8,65 ppm 1 8,19 ppm za N9-izomer te & 9,06 ppm 16 8,37
ppm za N7-izomer koji se pripisuju protonima na C8 i C2 poloZajima purinskog prstena.
Kemijski pomak pri & 7,48 ppm N9 izomera pripada protonima amino skupine purinskog
prstena. Kemijski pomaci karakteristi¢ni za monosupstituirani ferocen vidljivi su pri & 5,02 i
4,77 ppm za N9-izomer koji se pripisuju CH skupinama supstituiranog Cp-prstena. Pomaci pri

8 4,31 ppm za N9-izomer i potvrduju prisutnost SH nesupstituiranog Cp-prstena.
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Slika 32. 'H NMR spektar N9-ferocenoil-adenina 9a

U C NMR spektrima N9- kopulata 9a vidljivi su kemijski pomaci pri & 169,69 ppm za
N9-izomer i koji se pripisuju ugljikovom atomu karbonilne skupine premosnice ferocenske i
purinske podjedinice. Signali pri 6 156,78, 154,12, 149,65, 139,88 i 119,22 ppm za N9-izomer
pripisuju se ugljikovim atomima purinske podjedinice (C6, C2, C4, C8, C5). Kemijski pomaci
pri 6 74,03 i 72,71 ppm za N9-izomer odgovaraju ugljikovim atomima supstituiranog Cp-
prstena ferocena, a kemijski pomak pri & 71,04 ppm za N9-izomer odgovara kvaternom
ugljikovom atomu ferocena. Pomak pri & 70,21 ppm odgovara ugljikovim atomima

nesupstituiranog Cp-prstena (Slika 33).
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Slika 33. *C NMR spektar N9-ferocenoil-adenina 9a

4.3.4 Ferocenoil-6-metilpurin (9b)

Sinteza ferocenoil-6-metilpurina 9b provodi se na ve¢ opisani naé¢

in, kopulacijom 6-

metilpurinai ferocenoil-klorida (3) (Slika 34). Nakon pro¢is¢avanja sirovog produkta izolirana

su oba izomera: N9-ferocenoil-6-metilpurin  u dobrom iskoriStenju

metilpurin u nizem iskoriStenju.
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Slika 34. Shematski prikaz priprave N9- i N7- izomera ferocenoil-6-metilpurina 9b
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Struktura N9- 1 N7-izomera ferocenoil-6-metilpurina 9b potvrdena je NMR
spektroskopijom. U 'H NMR spektrima kopulata 9b (Slike 35 i 36) snimljenima u DMSO-ds,
vidljivi su kemijski pomaci pri 6 9,03 ppm 1 8,86 ppm za N9-izomer te 6 9,14 ppm i d 8,98 ppm
za N7-izomer koji se pripisuju protonima na C2 i C8 polozajima purinskog prstena. Kemijski
pomaci karakteristi¢ni za monosupstituirani ferocen vidljivi su pri & 5,04 i 4,82 ppm za N9-
izomer te pri 6 5,09 i 4,86 ppm za N7-izomer koji se pripisuju CH skupinama supstituiranog
Cp-prstena, dok pomak pri 6 4,33 ppm za N9-izomer i & 4,39 ppm za N7-izomer potvrduju
prisutnost 5H nesupstituiranog Cp-prstena. Kemijski pomak pri 6 2,77 ppm N-9 izomera

odnosno 62,73 ppm N-7 izomera pripadaju metilnoj skupini na polozaju C6 purinskog prstena.
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Slika 35. "H NMR spektar N9-ferocenoil-6-metilpurina 9b
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Slika 36. '"H NMR spektar N7-ferocenoil-6-metilpurina 9b

4.3.5 Ferocenoil-6-dimetilaminopurin (9c)

U reakciji kopulacije ferocena i 6-dimetilaminopurina (Slika 37) izoliran je samo N9-

izomer ferocenoil-6-dimetilaminopurin 9¢ u dobrom iskoristenju.
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Slika 37. Shematski prikaz priprave ferocenoil-6-dimetilaminopurina 9c

Struktura N9-ferocenoil-6-dimetilaminopurina 9¢ potvrdena je NMR spektroskopijom. U
"H NMR spektru N9-izomera 9c¢ (Slika 38), snimljenom u DMSO-de, vidljivi su kemijski
pomaci pri 6 8,66 ppm i & 8,26 ppm koji se pripisuju protonima na C2 1 C8 polozajima
purinskog prstena. U spektru su takoder prisutni kemijski pomaci CH skupina supstituiranog

Cp-prstena pri & 4,98 i 4,79 ppm dok singlet pri & 4,32 ppm potvrduje prisutnost 5SH
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nesupstituiranog Cp-prstena. Pomak pri 6 2,48 pripada protonima dviju metilnih skupina na

polazuju C6 purina.
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Slika 38."H NMR spektar N9-ferocenoil-6-dimetilaminopurina 9c

4.3.6 Ferocenoil-2,6-diklorpurin (9d)

Reakcija sinteze spoja ferocenoil-2,6-diklorpurina 9d (Slika 39) odvija se na isti nacin
kao i za prethodno opisane spojeve pri ¢emu je izoliran samo N9-izomer ferocenoil-2,6-

diklorpurina 9d u vrlo dobrom iskoristenju.
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Slika 39. Shematski prikaz priprave ferocenoil-2,6-diklorpurina 9d

U 'H NMR spektru kopulata 9d (Slika 40) snimljenom u DMSO-ds, vidljiv je kemijski
pomak pri & 9,20 ppm koji se pripisuje protonu na C8 polozaju purinskog prstena. *H NMR
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spektar sadrzi i kemijske pomake CH skupina supstituiranog Cp-prstena pri 6 5,06 i 4,87 ppm

te pomak pri & 4,37 ppm koji potvrduje prisutnost SH nesupstituiranog Cp-prstena.
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Slika 40.'H NMR spektar N9-ferocenoil-2,6-diklorpurina 9d

4.3.7 Ferocenoil-2-amino-6-klorpurin (9e)

Kopulacijom ferocena i 2-amino-6-klorpurina (Slika 41) dobiven je samo N9-izomer

ferocenoil-2-amino-6-klorpurina 9e u dobrom iskoristenju.
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Slika 41. Shematski prikaz priprave ferocenoil-2-amino-6-klorpurina 9e

'H NMR spektar N9-ferocenoil-2-amino-6-klorpurina 9e (Slika 42) snimljen u DMSO-ds
sadrzi kemijski pomak protona na C8 polozaju purinskog prstena pri & 8,60 ppm te kemijski

pomak pri 6 7,17 ppm koji potvrduje prisutnost amino skupine na polozaju C2 purinskog
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prstena. U spektru spoja 9e prisutni su kemijski pomaci pri 6 5,01 i 4,80 ppm CH skupina

supstituiranog Cp-prstena te singlet pri 6 4,34 ppm 5 protona nesupstituiranog Cp-prstena.

—4.34

o | 255
; 2414
5342

5.1
f1 (ppm)

Slika 42. 'TH NMR spektar N9-ferocenoil-2-amino-6-klorpurina 9e

4.3.8 Ferocenoil-6-metilaminopurin (9f)

Reakcijom kopulacije ferocenoil-klorida (3) i 6-metilaminopurina (Slika 43) nastaju dva
produkta na temelju TLC-a. Obradom reakcijske smjese i pro¢is¢avanjem sirovog produkta
dolazi do raspada ciljanih spojeva N9- i N7- ferocenoil-6-metilaminopurina. Udio pojedinih
izomera utvrden je *H NMR spektroskopijom reakcijske smjese, odnosno smjese dvaju
izomera.
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Slika 43. Shematski prikaz priprave ferocenoil-6-metilaminopurina 9f

4.3.9 Ferocenoil-bis-Boc-adenin (99)

Kopulacijom bis-Boc-adenina (7) i ferocenoil-klorida (3) (Slika 44) primijeéeno je
nastajanje isklju¢ivo samo jednog izomera NO9-ferocenoil-bis-Boc-adenina 9g. Nakon
prosis¢avanja sirovog produkta kolonskom kromatografijom izoliran je crveni uljasti produkt

N9-ferocenoil-bis-Boc-adenin 99 u jako dobrom iskoriStenju.

7\
N(Boc)2 N>=2’N(B002)
N

\ 4+ @coa Nall @ N9 N
k > Fe —_—> Fe ('; Y

(= A =
3 9g
Slika 44. Shematski prikaz priprave ferocenoil-bis-Boc-adenina 99

Struktura N9-ferocenoil-bis-boc-adenina 9g potvrdena je NMR spektroskopijom. U 'H
NMR spektru spoja 9¢g (Slika 45) snimljenom u CDCls, vidljivi su kemijski pomaci pri 6 9,13
1 8,95 ppm koji se pripisuju protonima na C2 i C8 polozajima purinskog prstena. U spektru
spoja 99 prisutni su i svi ferocenski protoni pri karakteristicnim kemijskim pomacima, singlet

pri & 1,4 ppm koji odgovara 18 protonima dviju Boc skupina.
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Slika 45. '"H NMR spektar N9-ferocenoil-bis-Boc-adenina 99

U *3C NMR spektru N9-izomera 9g (Slika 46) vidljiv je kemijski pomak pri § 168,75 ppm
koji se pripisuje ugljikovom atomu karbonilne skupine premosnice ferocenske i purinske
podjedinice. Signali pri 6 153,05, 150,34, 145,48 i 128,43 ppm pripisuju se ugljikovim atomima
purinske podjedinice (C6, C4, C2, C8), kemijski pomaci pri 6 84,15 i 72,53 ppm odgovaraju
ugljikovim atomima supstituiranog Cp-prstena ferocena, & 74,64 odgovara kvaternom
ugljikovom atomu ferocena dok kemijski pomak pri 6 71,13 ppm odgovara ugljikovim atomima

nesupstituiranog Cp-prstena, te pri 6 27,73 ppm metilnim ugljikovim atomima Boc-estera.
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Slika 46. 3C NMR spektar N9-ferocenoil-bis-Boc-adenina 9g

4.4 Regioselekivnost kopulacijskih reakcija

U nastavku istrazivanja opisanih u ovom diplomskom radu pozornost je bila usmjerena
na regioselektivnost reakcija kopulacije ferocena i adeninskih derivata. Tijek kopulacijskih
reakcija prati se *H NMR spektroskopijom in situ kako bi se utvrdio udio pojedinih izomera.
Eksperiment obuhvaca kontinuirano prac¢enje reakcije kopulacije od prve minute do kona¢ne
reakcije pri ¢emu se udio nastalih regioizomera dobiva iz odnosa integrala pikova pripisanih
pojedinim izomerima. Sve reakcije su provedene pri sobnoj temperaturi, a spektri su snimani
pri 25 °C. Reakcije su pracene pomocu kapilare u kojoj se nalazi deuterirani dimetilsulfoksid
(DMSO-ds) pri ¢emu se reakcijski uvjeti nisu promijenili. Parametar koji se u ovim
istraZzivanjima promatra0 je utjecaj supstituenta na polozaju C6 adenina. Primije¢eno je veé

prilikom eksperimentalnog dijela ovog rada nastajanje N7- i N9- izomera u razli¢itim omjerima

ovisno o supstituentu na C6 poloZaju purinskog prstena.

Za pocetak je pracen tijek reakcije kopulacije ferocenoil klorida (3) i adenina te je tijekom

ove reakcije uoceno nastajanje oba izomera (Slika 47). Nakon provedene reakcije udio N7-

izomera je 30%.

46



H2 (N9) 14

g
\
!

H8 (N7) H2 (N7)
' NH, (N9)

I 2

YR B

1
]

——303

4
m
046

R RS

T T 1
T 76 7a T4 7.3

Slika 47. *H NMR spektar reakcije kopulacije ferocenoil-klorida (3) i adenina

Nakon toga provedena je reakcija u kojoj je jedan atom vodika amino skupine adenina
zamijenjen s metilnom skupinom te je tada tijekom ove reakcije nastalo 20 % (Slika 48) N7-

izomera ferocenoil-6-metilaminopurina 9f.
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Slika 48. 'H NMR spektar reakcije kopulacije ferocenoil-klorida (3) i 6-metiladenina
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Zamjenom oba vodikova atoma metilnim skupinama, udio N7-izomera se smanjio na 10
% (Slika 49).
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Slika 49. 'H NMR spektar reakcije kopulacije ferocenoil-klorida (3) i 6-dimetiladenina

Kako bi se ovaj stericki utjecaj potvrdio amino skupina je zasti¢ena bis-Boc-skupinom,
pri ¢emu nastaje iskljucivo jedan produkt. Reakcija je regiospecifi¢na jer nastaje samo jedan

izomer, N9-ferocenoil-bis-Boc-adenin 99 (Slika 50).
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Slika 50. *H NMR spektar reakcije kopulacije ferocenoil-klorida (3) i bis-Boc-adenina

Temeljem provedenih eksperimenata moze se zakljuciti kako povecanjem veli¢ine
supstituenta na C6 polozaju adenina raste udio N9-izomera. Jedan od faktora koji utjeCu na
regioselektivnost je steri¢ki utjecaj supstituenta na polozaju C6 $to je potvrdeno ovim NMR in

situ reakcijama.

U reakcijskim smjesama ostalih kopulata ferocena i purinskih nukleobaza isto smo odredili udio
izomera NMR spektroskopijom. Sadrzaj N7-ferocenoil-purina u reakcijskoj smjesi bio je 15%
dok je prac¢enjem reakcijske smjese ferocenoil-klorida i 6-metilpurina sadrzaj N7-ferocenoil-6-
metilpurina 25%. NMR spektroskopijom je kod ferocenoil-8-bromadenina 6, ferocenoil-2,6-

diklorpurina 9d i ferocenoil-2-amino-6-klorpurina 9e uo¢eno nastajanje samo N9-izomera.
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5. ZAKLJUCCI

1. Visestupanjskom sintezom pripravljeni su monosupstituirani ferocenski konjugati
purinskih baza 6, 9 i 9a-g.

2. Struktura svih dobivenih produkata kao 1 regioselektivnost provedenih reakcija
potvrdeni su NMR spektroskopijom. Na osnovu kemijskih pomaka u *H spektrima
spojeva 6, 9 te 9a-9g potvrdena je supstitucija purinske baze na jednom
ciklopentadienilnom prstenu ferocena. Signal u **C spektru svih konjugata pri pomaku
od 5 169,69 do 168,75 ppm ukazuje na prisutnost karbonilnog ugljikovog atoma koji
sluzi kao razmaknica izmedu ferocena i nukleobaze.

3. Pracenjem tijeka kopulacijskih reakcija ferocenoil-adeninskih derivata zakljuceno je da
povecéanjem supstituenta na C6 polozaju adenina, raste udio N9-izomera. Velika skupina,
poput Boc-skupine, blokira N7 polozaj pri ¢emu nastaje iskljuc¢ivo N9-izomer te je
reakcija regiospecifi¢na. Manji supstituenti, poput metila i dimetila, smanjuju udio N7-

izomera djelomi¢nim zaklanjanjem N7 polozaja.
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