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1. UVOD

Bioorganometalna kemija je interdisciplinarno podrucje koje povezuje organometalnu
kemiju s biologijom, medicinom i molekularnom biotehnologijom, a proucava bioloski aktivne
komplekse u kojima su vezom ugljik-metal povezani klasi¢ni organometalni ligandi i
biomolekule.[1-4] Biokonjugati organometalnih spojeva i biomolekula (DNA, aminokiselina,
peptida...) koriste se u biokemiji i farmaciji u terapeutske svrhe, lijeenju karcinoma,
imunotestovima, molekulskom prepoznavanju, enzimskoj katalizi i toksikologiji.[5]

Iznimna svojstva bioorganometalnog spoja ferocena obuhvacéaju stabilnost u bioloskom
mediju, redoks-aktivnost, lipofilnost i olaksani prolaz kroz staniénu membranu, nisku
toksicnost te relativno jednostavne metode kemijske modifikacije.[5] Osim u katalizi, kemiji
materijala te u drugim podrucjima koja ukljuCuju njihova supramolekulska, makromolekulska
i opto-elektronicka svojstva, feroceni nalaze i medicinsku primjenu zahvaljujuci poboljSanoj
farmakoloskoj aktivnosti ferocenom-modificiranih bioloski aktivnih molekula. Tvorba i dizajn
malih molekula koje sadrzavaju ferocen, a mogu se upotrijebiti kao sintoni za tvorbu vedih,
kompleksnih i potencijalno bioloski aktivnih molekula, predstavlja veliki izazov. Takve
molekule su i disupstituirani ferocenski alkoholi, koji mogu posluziti za sintezu posebne vrste
peptidomimetika- depsipetida.[6]

U ovom radu opisat Ce se sinteza ferocenskog alkohola 2 (HO,HC-Fn-NHBoc), koji se
dobija redukcijom esterske skupine ferocenske aminokiseline (Fca, 1) u prisustvu LiAlH4 (slika
1.). Konformacijska analiza spoja provest ¢e se da bi se ispitao utjecaj hidroksilne skupine na
tvorbu intramolekulskih vodikovih veza [IHB, (engl. Intramolecular Hydrogen Bond)] izmedu

amino skupine na jednom ferocenskom prstenu i hidroksilne skupine na drugom.

@NHBOC
Fe
2

Slika 1. Struktura ferocenskog alkohola 2 (HO,HC-Fn-NHBoc)

Konformacijska analiza alkohola 2 u otopini provest ¢e se standardnim
spektroskopskim metodama (IR- i NMR-spektroskopija), a obrazac vodikovih veza u ¢vrstom

stanju ispitat ¢e se kristalografskom analizom i DFT-modeliranjem.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Bioorganometalna kemija

Bioorganometalna kemija relativno je nova znanstvena disciplina i obuhvaéa podrucje
kemije koje proucava konjugate organometalnih spojeva i biomolekula (steroida, Secera,
aminokiselina, peptida, DNA, vitamina i enzima). Organometalnim spojem smatra se onaj
spoj koji sadrzi barem jednu vezu metal-ugljik koja potjece iz organske molekule. [1-4, 7]
C-M veza izvor je razliCitih elektronskih i sterickin efekata kojima se moze kontrolirati
bioloska aktivnost. Organometalni spojevi dijele se, ovisno o karakteru C—M veze, na
kovalentne i ionske (indeks postotnog udjela ionskog karaktera). Veéa razlika u
elektronegativnosti atoma ugljika i metala pridonosi porastu ionskog karaktera veze te vecoj
reaktivnosti organometalnog spoja (slika 2.). Osim elektronegativnosti metala, na karakter C-
M veze utjeCe i struktura organskog dijela molekule; ionski karakter raste ukoliko se

karbanion moZze stabilizirati rezonancijskom delokalizacijom ili utjecajem elektron-odvlacecih

|ml

\\\}C_M \\\;C6+_X6,
-~ R —

supstituenata.

Slika 2. Nukleofilni karakter ugljikovog atoma iz organometalnog spoja

Nukleofilni ugljikov atom iz organometalnog spoja u reakciji s elektrofilnim ugljikovim
atomom (iz alkil-halogenida, estera, aldehida, ketona) stvara novu vezu C-C ¢ime se otvara
mogucnost sinteze vecih molekula iz manjih prekursora.

Do sada je u literaturi opisano pet glavnih podruéja koje objedinjuje
bioorganometalna kemija i koji su joj od glavnog interesa istrazivanja (slika 3.):
Organometalni spojevi i terapija, Toksikologija i okolis, Molekulsko prepoznavanje u vodenom

mediju, Enzimi, peptidi i proteini te Bioanaliza i senzori.

A A

MOLEKULSKO TOKSIKOLOGIA TERAPIJA
PREPOZNAVANJE OKOLIS

UVODENOM

MEDIJU T

ENZIMI
PROTEINI BIOORGANOMETALNA B'OANIA'-'ZA

PEPTIDI — KEMIJA —_— SENZORI

Slika 3. Interesna podrucja bioorganometalne kemije



2.2. Peptidomimetici

Peptidi i proteini su (makro)biomolekule sastavljene iz prirodnih L-aminokiselina, Cija
je bioloska aktivnost posljedica njihove dobro definirane trodimenzijske strukture, odnosno
konformacije. Peptidi i proteini sudjeluju u svim zivotno vaznih funkcijama (enzimskoj
katalizi, prijenosu i pohrani drugih molekula, prijenosu ZivCanih impulsa, molekulskom
prepoznavanju, kontroli rasta i diferencijaciji). Gradeni su iz 20 proteinogenih aminokiselina
povezanih amidnom (peptidnom) vezom. Peptidna veza je planarna i ima karakter dvostruke
veze. Nasuprot tome, veze izmedu alfa-ugljikova atoma i karbonilnoga ugljikova odnosno
dusikova atoma jednostruke su veze oko kojih postoji visok stupanj rotacijske slobode.
Trodimenzijsku gradu proteina odreduje slijed aminokiselina u njihovim lancima.

Primarna struktura peptida odredena je slijedom aminokiselina koje su u
polipeptidnom lancu vezane peptidnom vezom. Sekundarna i tercijarna struktura proteina
oznacuju prostorni odnos susjednih ili udaljenih aminokiselinskih ostataka u linearnom slijedu
aminokiselina, a granica je izmedu tih dvaju strukturnih obiljeZja proizvoljna. Dvije pravilne
opetovane konformacije polipeptidnog lanca sekundarne strukture, koje u kratkim
odsjeccima nalazimo u mnogim proteinima, a podrzane su vodikovim vezama izmedu CO- i
NH-skupina, su a—uzvojnica i B-nabrana ploha.[8]

a-uzvojnicu karakteriziraju vodikove veze izmedu NH-skupine aminokiselinskog
ostatka i i CO-skupine aminokiselinskog ostatka /44 pri ¢emu se zatvaraju 13-Clani prstenovi
unutar istog lanca. B-nabrana ploha stabilizirana je vodikovim vezama izmedu dvaju razlicitih
polipeptidnih lanaca; ovisno o njihovom usmjerenju moZze biti paralelna (lanci su orijentirani
u istom smjeru i tvore 12-Clane prstenove), dok se u slucaju antiparalelne plohe izmjenjuju
10- i 14-Clani prstenovi. Okreti imaju vaznu ulogu u nabiranju proteina i doprinose njihovoj
stabilnosti. Odgovorni su za kompaktni, globularni oblik proteinskih molekula, jer
omogucavaju promjenu smijera polipeptidnih lanaca.

Tercijarna struktura opisuje prostorni odnos udaljenih aminokiselinskih ostataka
(dijelovi polipeptidnog lanca koji su u linearnom slijedu udaljeni jedan od drugog njegovim se
smatanjem mogu pribliziti). Kvaterna struktura odnosi se na proteine koji se sastoje od
najmanje dva polipeptidna lanca, a opisuje njihovu relativhu orijentaciju.

Peptidi iako posjeduju veliki potencijal bioloske i strukturne raznolikosti u svojom
primjeni u terapeutske svrhe ograniceni su svojim nepovoljnim svojstvima kao na primjer:
sklonost zauzimanju brojnih energetski ekvivalentnih konformacija koje omogucuju
medudjelovanje s neZeljenim receptorima kao i s proteolitickim enzimima; nestabilnost u

fizioloSkim uvjetima te polarni karakter koji onemogucuje prolazak kroz stanicnu membranu i



krvno-mozdanu barijeru.[6] Modifikacija nepovoljnih farmakoloskih i biofarmaceutskih
svojstava prirodnih peptida s ciliem njihove klinicke primjene omoguéena je uporabom

odgovaraju¢ih mimetika.

Peptidomimetici su peptidni ili nepeptidni spojevi koji kao ligandi mogu oponasati ili blokirati
bioloski ucinak peptidnog receptora, odnosno spojevi Cija su sekundarna strukturna svojstva

analogna prirodnim peptidima uslijed cega mogu oponasati njihove bioloske funkcije.

Opisano je nekoliko razli¢itih pristupa u dizajnu i sintezi peptidomimetika:[9]

. ugradnja nepeptidnih kalupa u peptidnu sekvencu,

. zamjena peptidne veze nepeptidnim analozima,

J konjugacija aminokiselinskih bocnih ogranaka s malim molekulama,
. ciklizacija glavnog lanca.

Zajednicki cilj svih gore navedenih pristupa priprave peptidomimetika jest oponasanje ili
mimikrija osnovnih motiva sekundarne strukture (a-uzvojnice, B-nabrane plohe te B- i y-
okretd).[10]

2.3. Ferocen

1951. godine T. J. Kealy i P. L. Pauson su prilikom priprave fulvalena, u reakciji
ciklopentadienilnog magnezijevog-bromida i Zeljezovog (III) klorida, dobili ferocen,

narancasti prah iznimne stabilnosti (slika 4.).

Slika 4. Kristali ferocena (/jevo), struktura ferocena (desno)

Njegovo otkrice dovelo je do intenzivnog istraZivanja metalnih kompleksa aromaticnih
ugljikovodika pod zajedni¢kim imenom metaloceni. Sam ferocen karakterizira struktura tzv.



"sendviCa" jer se Zeljezov atom nalazi izmedu dva ciklopentadienilna prstena (Cp) i zbog
prisutnosti izravne veze ugljik-metal klasificira se u skupinu organometalnih spojeva. Ferocen
je iznimno stabilan spoj, bilo u vodenom ili aerobnom mediju, povoljnih elektrokemijskih
svojstava te sam po sebi nije toksi¢an. Stabilnost ferocena proizlazi iz njegove aromati¢nosti
zbog 6-elektronske konfiguracije svakog prstena, a analogija s benzenom dokazana je
Friedel-Craftsovim aciliranjem i drugim reakcijama elektrofilne supstitucije.

Jedan od najeksponiranijih bioorganometalnih terapeutika na bazi ferocena jest
hidroksiferocifen, analog tamoksifena, citostatika koji se koristi u lijeenju estrogen-ovisnih
[ER(+)] karcinoma dojke. Zamjena jednog fenilnog prstena iz tamoksifena s ferocenom
urodila je lijekom ucinkovitim prema ER(+) i ER(-) tumorskim stani¢nim linijama. Tocan
mehanizam antiproliferativnog ucinka hidroksiferocifena nije poznat, ali se na temelju
molekulskog modeliranja pretpostavlja da se ferocifeni zahvaljujuci interakciji s His524 i
Asp351 vezu u aktivno mjesto estrogenskog receptora Sto dovodi do Zeljenog

antagonistickog ucinka (slika 5).[11]
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Slika 5. (a) Tamoksifen (R = H), (b) hidroksiferocifen, (c) vezivanje hidroksiferocifena za

vezno mjesto estrogenskog receptora

2.4. Ferocenski alkoholi

Kemijski gledano, hidroksilna skupina (—OH) je funkcionalna skupina koja se nalazi
vezana u vecim organskim molekulama kao Sto su Seceri, fenolni spojevi i alkoholi. Bioloski je
iznimno bitna buduci da kao donor ili akceptor formira vodikove veze, te tako utjece na

povecanije hidrofilnosti i topljivosti u vodenom mediju.

J \HIS 524



2.4.1. Priprava ferocenskih alkohola

(/) Najnizi homolog ferocenskih alkohola, nestabilni hidroksiferocen ili ferocenol (II)
pripravlja se reakcijom ferocenilacetata (I) s fenilmagnezijevim bromidom, uz naknadnu
obradu s CO,.[12]

C1oHyFeOCOCH 3 + 2CgHsMgBr —— C,HgFeOMgBr + (C¢H;),CHCH,

I / OMgBr
@—OH NaOH

Fe CgHsCOCI

-

(/7) Njegov visi homolog ferocenil-metanol (IV) pripravlja se redukcijom ferocenkarbaldehida
(III) s NaBH4.[13]

@CHO NaBH ©CH20H

Fe CH,CH,OH Fe
M v

U Laboratoriju za organsku kemiju PBF-a isti spoj pripravljen je hidrolizom N,N,N-
trimetilferocilamonijeva jodida (V).[14]

@—CHZN(CH3)3I @CHZOH

Fe —KOH Fe
< 0 <
Vv \Y/



(7if) Ferocenil-etanol (VII) s dimetilenskom razmaknicom izmedu hidroksilne skupine i
ferocenske jezgre pripravlja se redukcijom feroceniloctene kiseline (VI) s LiAlH4 u eteru pri
sobnoj temperaturi.[14, 15]

Et,0

U4

i} Fe

VI VIl

(/v) Kiralni monokarbinoli IX dobivaju se redukcijom acilferocena VIII djelovanjem
NaBH4.[16]

@COR ©CH(R)OH

VIl IX

(V) Kondenzacijom ferocena s karbonilnim spojevima X u koncentriranoj sumpornoj kiselini
nastaje o-alkilferocenilmetanol (XII) preko odgovarajuceg o-ferocenilnog karbokationa
XI.[17]

@C(OH)RR‘
. H,S0, . NaHCO ,
CiofligFe + RCOR  —=—i» CfFeC’'RR —p o=  Fe

Ferocenilkarbinoli XIV takoder mogu nastati redukcijom ferocenil-ketona XIII s
trifenilkositrovim(IV) hidridom uz UV-zracenje ili u prisutnosti azobisizobutironitrila.[18]



¢

Fe Fe
< T -,
Xl XV

(vi) Redukcijm karbonilne skupine i dvostruke veze iz B-arilvinil-ferocenil-ketona (XV)

djelovanjem LAH u smjesi THF i etera nastaje alkohol XVI.[19]

¢

COCH=CHAr ©CH(0H)CH L,CH,Ar

Fe LAH Fe
XV XVi

(vii) Redukcijom ferocenilalkena XVII smjesom NaBH; i BFs-Et;O u THF, uz naknadnu

oksidaciju s H,0», nastaje smjesa a- i B-alkohola XVIII i XIX u razliCitim omjerima.[20]

@—CH(OH)CH oR
NaBH ,/BF 3 Et,0

C,HoFeCH=CHR +
109 H,0, Fe

XV

> —crcmonn

Fe

(-

XIX

Kiralni alkohol XXI (R = Me) u nasem je Laboratoriju pripravljen redukcijom metanolne

otopine odgovarajuéeg ketona XX s NaBH4.[14]



@COCHZCH3 NaBH, @CH(OH)CH ,CH,

Fo — 4 . Fe

@ MeOH @

XX XXI

(vifi) 2-Ferocenil-1-feniletanol (XXIII) pripravljen je u nasem Laboratoriju reakcijom benzil-

ferocil-etera (XXII) otopljenog u suhom THF dokapavanjem heksanske otopine BuLi.[14]

.

Fe —HOAC Fe - > Fe
@ PhCH,OH @ heksan @
vV XXII XXII

(ix) Visi derivati ferocenskih alkohola u kojima je hidroksilna skupina preko metilenskih
razmaknica razli¢itih duljina vezana na ferocensku jezgru mogu se pripraviti redukcijom
odgovarajuc¢ih ferocenskih kiselina s LAH.[13] Sinteza 2-ferocenilbutan-1-ola (XXV) iz y-
ketokiseline XXIV moze posluZiti kao primjer takve sinteze.

0
/7 \
oc co @CH(O)CHZCHZCOOH AH @(CHZ)4OH
CioHoFe —>AICI3 Fe —>AICI3 Fe
XXIV XV

2.4.2.Bioloska aktivnost ferocenskih alkohola

Swarts i suradnici ispitivali su odnos strukture i aktivnosti (citotoksi¢nosti) serije
ferocenskih alkohola XXVI prateéi njihov utjecaj in vitro na stani¢ne linije HeLa (humani
karcinom cerviksa) kroz 7 dana kontinuirane inkubacije.[21] Utvrdeno je da su alkoholi s
duljim metilenskim razmaknicama aktivniji (pokazuju nizi redukcijski potencijal zbog cega

lakSe podlijezu enzimskoj oksidaciji, generirajuci tako aktivne ferocenske vrste) (tablica 1).

CH,OH L >—cH,0cH,Ph i S cHaPhicH;0H



Tablica 1. Kemosenzitivnost lijekova (izrazena kao ICso)

CioHoFe(CH2)OH (XXVI) E°'/vP ICso/pM
m=1 0.111 >100
m =2 0.029 35.0
m =3 0.029 17.0
m=4 0.026 5.7

10



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Sve kemikalije koristene u sintezi bile su analiticke Cistoce, dok su otapala koristena u

radu procis¢ena prema standardnim postupcima.[22]
3.2. Metode

Tijek reakcija i kontrola Cistoe sintetiziranih spojeva ispitivani su tankoslojnom
kromatografijom (TLC) na plo¢icama silikagela (Fluka Silica Gel) s fluoroscentnim indikatorom
(254 nm). Produkti su procis¢eni tankoslojnom preparativnom kromatografijom na silikagelu
(“"Merck”, Kiselgel 60 HF2s4) uporabom smjesa diklormetan/etil-acetat = 5:1 kao eluensa.
Karakterizacija sintetiziranih spojeva provedena je pomocu infracrvene spektroskopije (IR),
nuklearne magnetske rezonance (NMR), elementarne analize i tekudinske kromatografije
visoke razlucivosti sa spektrometrijom masa (HPLC-MS). Talista su odredena na Reichert

Thermovar HT 1 BT 11 i nisu korigirana.
IR-spektri uzoraka snimljeni su na spektrofotometru Bomem MB 100 u CH,Cl,.

'H- j 13C-NMR-spektri odredeni su u CDCls, Bruker Advance DRX 400 uz tetrametilsilan

kao unutrasnji standard. Kemijski pomaci () izrazeni su u ppm.

Maseni spektri izmjereni su na Agilent Technologies 6410 Triple Quadrupole Mass

Spectrometer (MS ionizacija).
DFT-racuni nacinjeni su pomoc¢u programa Gaussian 09/DFT (B3LYP, MO6 i MO6-2X).

Sinteza Boc-Fca (1) opisana je u literaturi [23], a spektroskopski podaci odgovaraju

literaturnima.
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3.2.1. Sinteza (tert-Butil-1'-(hidroksimetil)ferocenilkarbamata)
HO>HC-Fn-NHBoc

Fe LiAH Fe

#-»
dietil-eter
1 2

Shema 1. Sinteza ferocenskog alkohola (HO-HC-Fn-NHBoc)

Otopini spoja 1 (200 mg, 0,56 mmol) u suhom dietil-eteru (15 mL) oprezno se doda
LiAlH4 (50 mg), te se napredak reakcije prati kromatografski. Nakon Sto je utvrdena potpuna
potrosnja pocetnog spoja, te tvorba produkta, reakcija se prekida dodatkom hladne vode u
obrocima. Reakcijska smjesa ekstrahira se dietil-eterom, ispere vodom i zasicenom otopinom
NaCl te se susi na bezvodnom Na,S04. Sirovi produkt prodisti se tankoslojnom preparativnom
kromatografijom (dikormetan : etilacetat = 5 : 1) pri cemu se dobije 145 mg (78%) produkta
2 u obliku Zutih kristala.

IR (CH2C|2) Vmax/cm-l: 3602] (OHsIobodna), 3433] (NHsIobodna), 1706] (C=OBOC).
& =113-117 °C.

IH-NMR (300 MHz, CDCl5) 5/ppm: 5.96 (s, 1H, NH); 4.43 (s,2H, Fn); 4.39 (s, 2H, Fn);
4.15 (s, 4H, Fn); 3.98 (pt, 2H, CHar); 3.07 (br s, 1H, CH20H); 1.50 [s, 9H, (CHs)s-eoc].

13C-NMR, APT (75 MHz, CDCl3) 8/ppm: 153.99 (COgoc); 96.72 (CQgoc); 80.85 (C-1, Fn);
68.59 (2C, Fn); 67.98 (2C, Fn); 62.94 (C-1’, Fn); 64.54 (4C, Fn); 60.56 (CHa); 28.54
[(CH3)3-Boc]-

Elementarna analiza za CisH2:NOsFe (331,196): C 58.02, H 6.39, N 4.23%.
Pronadeno: C 58.21, H 6.27, N 4.05%.

ESI-MS: izracunato za CisH21NOsFe: 331,2; dobiveno [M+H]* na m/z332,1.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Uvod

Kako je spomenuto u Uvodu, tvorba malih ferocenskih molekula koje mogu posluziti kao
sintoni za tvorbu kompleksnijih molekula, od iznimne je vaznosti u kemiji. Poznato je
nekoliko ferocenskih sintona koji su prikazani na slici 6.[24]

@) o)
L )v“%f > A (SN P
H IO \N)J\‘/ | NS \N)‘\]/ : N
N He. .0 H H- Do H
Fe o~ e =

. e
A Fe e e Ty
H 2 e Klr 'O )\ny /N\n)\N NoZ
( \KJ\N M7 ‘ \K\N “ o H
0 H o 0 H o
XXVII XXVII XXIX

U U U

Fe Fe Fe
Fed (XXX) Fca (XXXI) Fcda (XXXII)

Slika 6. Ferocenski peptidi XXVII-XXIX izvedeni iz Fcd (XXX), Fca (XXXI) i Fcda (XXXII)

(IHB oznacene su isprekidanim crtama)

Spojevi koji nastaju konjugacijom takvim sintona s aminokiselinama- 1,1'-
disupstituirani feroceni- namecu se kao ucinkoviti bioorganometalni ,kalupi® zahvaljujuéi
sposobnosti indukcije kiralnog uredenja u pripadajuéim peptidima Fn-[CO-(AA),-OMe],
(XXX)[25] i Y-(AA)-Fca-(AA),-OMe (XXXI)[26] [Fn = ferocenilen, Fca = 1’-aminoferocen-1-
karboksilna kiselina, AA = prirodna aminokiselina, Y = Ac (acetil), Boc (fert-butoksikarbonil),
m=1,2,.;n=1,2,..]iY-(AA),NH-FN-NH-(AA) Y (XXXII)[27].

Ferocenski alkohol koji je pripravlien u ovom ZavrSnom radu, predstavlja novi
ferocenski kalup (slika 7.), budu¢i da se deprotekcijom amino skupine gornji lanac moze
ugraditi u peptidnu vezu, dok hidroksilna skupina na donjem lancu moze posluziti kao
prekursor za tvorbu esterske veze. Takvi spojevi predstavljaju potentne molekule za sintezu
depsipeptida.
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@ NH-Boc T >u amidnu vezu

Fe

@ CH,OH C—)u estersku vezu

Slika 7. Ferocenski alkohol 2 kao sinton za tvorbu depsipeptida

U sklopu Diplomskog rada koji je izraden u Laboratoriju za organsku kemiju, ve¢ je
pripravljen HO;HC-Fn-NHBoc, ali viSestupanjskom sintezom koja je zahtijevala Sest
zahtijevnih koraka.[28, 29]

Priprava alkohola HO2HC-Fn-NHBoc opisana u ovom radu sastojala se iz redukcije
karbonilne skupine estera ferocenske amonikiseline uz reducirajuéi reagens, LiAlHa.
Rezultirajuéi alkohol dobiven je u visokom iskoristenju od 78% u obliku Zutog praha koji je

iskristalizirao u obliku Zutih duguljastih kristala.

Struktura pripravljenih spojeva potvrdena je spektralnom analizom: NMR- i IR-

spektroskopijom.

'H-NMR spektar ferocenskog alkohola 2 sadrZi singlete protona amidne odn.
hidroksilne skupine pri § 5.96, odn. 3.07 ppm. 9 protona iz zastitne skupine nalazi se u obliku
singleta pri 1.50 ppm, dok se ferocenski protoni iz ciklopentadienilnih prstenova nalaze pri
4.43, 4.39 i 4.15 ppm u obliku tri singleta sa ukupno 8 protona. Pri 3.98 ppm javlja se signal

metilne skupine alkohola.

U 13C-NMR spektru alkohola 2 vidljiv je signal samo jedne karbonilne skupine pri &
153.99 ppm koja pripada karbonilu iz zastitne skupine. Singlet metilne skupine koja povezuje

hidroksilnu grupu i ferocensku jezgru prikazuje se pri 6 60.56 ppm.

Pretvorbu ferocenske aminokiseline 1 u odgovarajuci alkohol 2 pratili smo i IR-
spektroskopijom pri ¢emu je intenzitet signala esterskog karbonila (~1715 cm™) nestao.
Zavrsetak pretvorbe oznacio je nestanak signala u navedenom podrucju, te javljanje nove,
jake apsorpcijske vrpce pri 3602 cm™ koja odgovara hidroksilnoj skupini u molekuli 2.

14



4.2. NMR- i IR-spektroskopija

IR-spektroskopija je metoda koja daje pouzdan uvid u konformacijski prostor peptida u
otopini. Istezne frekvencije NH-skupina u podrucju nizem od 3400 cm™ ukazuju na njihovo
sudjelovanje u vodikovim vezama, dok se signali iznad 3400 cm™ pripisuju slobodnim NH-
skupinama. Isto tako, apsorpcijske vrpce OH-skupina u podrucju 3650-3590 cm™ ukazuju na
slobodne OH-skupine, dok vrpce pri 3550-3450 cm™ indiciraju njihovo sudjelovanje u
vodikovim vezama. Karakter vodikove veze (inter- ili intramolekulski) odreduje se mjerenjem
koncentracijski-ovisnih IR-spektara. Postupnim razrjedivanjem otopine ispitivanog uzorka
cijepaju se intermolekulske vodikove veze uslijed cega znatno opada intenzitet njihovih
signala u podrucju u kiojem skupine sudjeluju u IHB vezama. Ukoliko su, pak, u molekuli
prisutne intramolekulske vodikove veze njihov intenzitet razrjedivanjem slabi proporcionalno

slabljenju signala slobodne OH- i NH-skupine.

Signal pri 3433 cm™ u IR-spektru HO,HC-Fn-NHBoc pripisuje se njegovim slobodnim
NH-skupinama, dok signal pri 3602 cm™ ukazuju na slobodne OH-skupine. Zbog toga niti ne
moZemo razgovarati o karakteru IHB veza, buduci da nema asociranih OH- i NH-skupina.

NMR-spektroskopska analiza omogucava jasniji uvid u obrasce vodikovih veza,
prethodno indiciranih IR-spektroskopijom. Naime, tom je tehnikom moguce razlikovati
pojedine NH-skupine u molekuli te na temelju njihovih kemijskih pomaka zakljuciti sudjeluju
li u vodikovim vezama (kemijski pomaci iznad 7 ppm pripisuju se asociranim NH-skupinama).
Dakako, pri tome treba imati na umu da registrirani protonski kemijski pomak predstavlja
prosjek svih doprinose¢ih konformacija zahvaljuju¢i brzoj ravnoteZi izmedu slobodnih i

vezanih stanja.

NH-skupina iz NHBoc registrirana je pri viSem polju u *H NMR-spektru, pri 5.96 ppm.
Sam pomak amidnog protona indicira da NH skupina ne sudjeluje u IHB.

Moze se zakljuciti na temelju analize IR- i NMR-spektralnih podataka, da u otopini ne
dolazi do tvorbe IHB.
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4.3. Kristalografska analiza

Rendgenskom strukturnom analizom alkohola 2 dobili smo tocne trodimenzionalne
podatke o njegovoj geometriji (slika 8, /jevo). Opaza se intramolekulska vodikova veza O-

H---O=C koja zatvara 9-Clani prsten (slika 8, desno).

Slika 8. Molekulska struktura alkohola 2 u ¢vrstom stanju: IHB (/jevo) i

shematski prikaz (desno)

4.4. DFT-modeliranje

DFT (teorija funkcionala gustoce, engl. Density Functional Theory) je racunalna
metoda koja moze posluziti za proucavanje konformacijskog prostora koje zauzimaju
ferocenski spojevi.[30]

Na slici 9. prikazane su konformacije alkohola 2 dobivene optimizacijom struktura
stabiliziranih intramolekuskim vodikovim vezama na razini MO6 i MO6-2X u ¢vrstom stanju.
Najstabilniju konformaciju (0.0 kJ mol™?) karakterizira intramolekulska vodikova veza
uspostavljena izmedu karbonilne skupine iz zastitne skupine i vodika iz hidroksilne skupine
koja zatvara 9-Clani prsten (OH::-OCagoc) (slika 9).
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Slika 9. Najstabilniji konformeri 2 optimizirani MO6/6-31G(d) funkcionalom s

prikazanim vodikovim vezama
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5. ZAKLJUCCI

Sintezom u jednom koraku optimizirano je dobivanje ferocenskog alkohola HO,HC-

Fn-NHBoc u visokom iskoriStenju.

Struktura spoja potvrdena je IR- i NMR-spektroskopijom. Signal koji se javlja u ‘H-
NMR spektru pri 3.98 ppm odgovara metilnoj skupini alkohola, dok se proton iz
hidroksilne skupine javlja pri 3.07 ppm. U *C-NMR spektru nestali su signali esterske
skupine iz prekursora 1 (Fca), a singlet metilne skupine koja povezuje hidroksilnu

grupu i ferocensku jezgru prikazuje se pri 6 60.56 ppm.

Konformacijskom analizom pripravljenog alkohola u otopini, @ na temelju IR-spektara
nema indikacija za sudjelovanjem protona iz NH-, odnosno OH-skupine u vodikovoj

Vezi.

Rendgenskom strukturnom analizom alkohola 2 utvrdena je intramolekulska vodikova
veza O-H"*O=C koja zatvara 9-Clani prsten.

DFT-modeliranjem dobivena je najstabilnija konformacija koja odgovara strukturi
dobivenoj kristalografskom analizom.

U nastavku istrazivanja ispitat ¢e se antioksidacijska aktivnost alkohola, te ce se isti

iskoristiti za sintezu dosad neistrazenih ferocesnkih depsipetida.
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