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1. UvoD

Heterociklicki spojevi Cine veliku i raznoliku skupinu organskih spojeva. Karakterizirani su
prstenastom strukturom, aromatskom ili nearomatskom, unutar koje sadrze najmanje jedan
heteroatom. Vrlo su rasprostranjeni u prirodi i ¢esto imaju vaznu ulogu u metabolizmu stanica.
Osim Sto se mogu naéi u velikom broju bioloskin molekula (DNA, RNA, klorofil, hemoglobin,
vitamini, enzimi...), mnogi heterociklicki spojevi pokazuju znacajne bioloske aktivnosti, kao Sto su
protuupalno, antibakterijsko, antioksidativno, antimikobakterijsko, antikonvulzivho, antitumorsko

i antidepresivno djelovanje.[!?]

Cilj ovog rada bio je sinteza i strukturna karakterizacija novih ferocenom deriviranih
kurkuminoid-pirazola u svrhu ispitivanja njihove antioksidativne, antimikrobne i antitumorne
aktivnosti te usporedbe s aktivnoscu koju pokazuje kurkumin. Kurkumin je glavni polifenolni spoj
prisutan u korijenu bilike Curcuma longa koji je poznat jo$ u drevnoj indijskoj medicini kao lijek
protiv upala. Pokazalo se da kurkumin posjeduje antiviralnu, antioksidativnu, protuupalnu i
antikancerogenu aktivnost.[>#° Unato¢ brojnim pozitivnim djelovanjima, iskoristenje kurkumina u
organizmu je iznimno nisko, a njegova izolacija iz prirodnog izvora iznimno je komplicirana i skupa.
Provedena su mnoga istrazivanja kako bi se poboljSalo biolosko djelovanje kurkumina, u ¢emu

prednjadi sinteza analoga kurkumina.¢”]

Jedan od spojeva koji se koristio za sintezu analoga kurkumina u ovom radu je ferocenski
spoj, tocnije ferocenilaceton, ranije poznat u literaturi.l®! Ferocen karakterizira ,sendvic
struktura" sa atomom Zeljeza u sredini povezanog sa svih deset atoma ugljika. Zbog svojih
karakteristicnih svojstava (stabilnost na zraku, topljivost u organskim otapalima, netoksicnost,
reverzibilne redoks karakteristike), ferocen je jedan od najvaznijih organometalnih spojeva koji je
nasao primjenu u raznim podrucjima. Ferocen i njegovi derivati pokazuju antimalarijsku i
antitumorsku aktivnost te se koristenje ferocena smatra alternativnim pristupom smanjenja

citotoksicnosti organskih farmakofora.[®:0:11:12]

Ferocenski asimetri¢ni kurkuminoid-pirazoli sintetizirani su u Laboratoriju za organsku

kemiju. Struktura pripravljenih spojeva potvrdena je IR- i NMR- spektroskopijom.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Heterociklicki spojevi

Heterociklicki spojevi su organski spojevi prstenaste strukture s najmanje jednim
neugljikovim (hetero) atomom u prstenu. Naj¢eS¢e se sastoje od petero- ili Sestero-Clanog
(ne)aromatskog prstena koji sadrzi atom/atome dusika (N), kisika (O) i sumpora (S), ali su poznati
i heterociklicki prstenovi koji sadrze druge neugljikove atome.['?!3] Najpoznatiji jednostavni
heterociklicki spojevi su piridin, pirol, furan i tiofen (Slika 1.). Piridin i pirol su dusikovi heterocikli
koje sadrze mnoge bioloske molekule, a komercijalno su zanimljivi zbog konverzije u druge
spojeve koji se koriste kao bojila i lijekovi.l** Furan je kisikov heterociklicki spoj koji se koristi
primarno za konverziju u druge spojeve kao sto je pirol. Tiofen, sumporov heterociklicki spoj,

takoder se koristi za konverziju u druge spojeve.['%]
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Slika 1. Jednostavni heterociklicki spojevi (piridin, pirol, furan, tiofen)

Heterociklicki spojevi su Siroko rasprostranjeni u prirodi i imaju vaznu ulogu u metabolizmu
Zivih stanica. Genetski materijal DNA i RNA takoder se sastoji od heterociklickih baza — purina i
pirimidina. Heterociklicki prstenovi su prisutni i u klorofilu, hemoglobinu, vitaminima i mnogim
drugim bioloski vaznim molekulama. Velik broj sintetskih i prirodnih heterociklickih spojeva je
bioloski aktivan i moze se naci u klinickoj uporabi. Antibiotici penicilin i cefalosporin, alkaloid

vinblastin, morfij i mnogi drugi sadrze heterociklicku skupinu.t]

Bioloske aktivnosti heterociklickin spojeva obuhvacaju antifungalnu, protuupalnu,
antibakterijsku, antioksidativhu, antialergijsku aktivnost. Lijekovi koji sadrze heterociklicke
spojeve mogu pokazivati i aktivnost protiv HIV-a i stanica raka. Supstance koje sadrze
heterociklicku jezgru takoder se koriste kao inhibitori enzima, herbicidi, insekticidi, antidijabetici i
antiepileptici.[t!



2.1.1. Pirazoli

Pirazoli su peteroclani heterociklicki spojevi koji sadrze dva atoma dusika u svojoj strukturi
(Slika 2.). Ti organski spojevi cine kljucni dio u razvoju teorije heterociklicke kemije i organske
sinteze. Prisutnost pirazolne jezgre u razli¢itim spojevima dovelo je do raznolike primjene takvih

spojeva u raznim podrucjima kao Sto su tehnologija, medicina i poljoprivreda.[*6:17]
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Slika 2. Struktura pirazola

U danasnje vrijeme pirazolni sustavi, kao biomolekule, privukli su pozornost zbog svojih
farmakoloskih svojstava. Osim svojstva inhibicije glikozilacije proteina, pirazoli pokazuju
antibakterijsku, antifungalnu, protuupalnu, antikancerogenu, antiviralnu i antioksidativnu
aktivnost te aktivnost protiv tuberkuloze.!*®!S obzirom na navedena svojstva, ne iznenaduje kako

se pirazoli nalaze u velikom broju lijekova razlicitih kategorija (Slika 3.).1¢!
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Slika 3. Lijekovi koji u svojoj strukturi sadrze pirazol

Knorr je 1883. godine sintetizirao pirazol reakcijom etilacetoacetata i fenilhidrazina, pri
¢emu je dobio 1-fenil-3-metil-5-pirazolon. Naziv pirazol je predlozio Knorr, kako bi oznacio da je
spoj strukturno slian pirolu, ali sa zamjenom jednog ugljikovog atoma dusikovim.[t%20]
Sintetiziranje supstituiranih pirazola reakcijom hidrazina i 1-3-dikarbonilnog spoja, 1-3-
dikarbonilnog derivata ili a,B-nezasi¢enog diketona ostao je do danas vodeci postupak za sintezu
pirazola (Shema 1.).[t¢]

Shema 1. Sinteza supstituiranih pirazola



2.2. Kurkumin
Kurkuma (Slika 4.) je zacin zute boje dobiven iz korijena istoimene bilike Curcuma longa.
Tradicionalno se koristi u indijskoj medicini za lije¢enje raznih bolesti povezanih s upalama, bolesti

jetre i dijabetesa, u kineskoj medicini za lijecenje bolova u trbuhu te kao prehrambena boja.

Slika 4. Korijen kurkume i zacin (prah)

Kurkumin (1,7-bis-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion) je glavni prirodni
polifenol prisutan u korijenu biljke Curcuma longa te ostalih Curcuma spp. Istrazivanja su pokazala
da kurkumin ima razne bioloSke aktivnosti kao Sto je protuupalna aktivnost, antiviralna aktivnost,
antikancerogena aktivnost prema raznim vrstama raka te je dobar antioksidans.[?>] Takoder se

pokazalo da kurkumin moze odgoditi ili sprijeciti napredovanje Alzheimerove bolesti.[

Usprkos mnogim pozitivnim ucincima i netoksi¢nosti za ljudski organizam(?!],
biodostupnost kurkumina je iznimno niska te su neki istrazivaci smatrali kako su klinicka
istrazivanja vezana uz kurkumin neopravdana zbog njegove slabe apsorpcije, brzog metabolizma,
kemijske nestabilnosti i brze eliminacije iz sustava.l??l U provedenim klinickim ispitivanjima,
koncentracija kurkumina u krvi i ekstraintestinalnom tkivu bila je iznimno niska ili ju nije bilo
moguce detektirati. Kurkumin za oralnu primjenu je podlozan hepatickoj konjugaciji te se vecina
oralno primijenjenog kurkumina izlucuje fecesom iz organizma (<90%).>¢7231' S obzirom na
mnoge pogodnosti kurkumina, proveden je niz istrazivanja u svrhu poboljSanja njegove
biodostupnosti. Jedan od nacina poboljSanja biodostupnosti kurkumina je mijenjanje njegove
strukture u svrhu dobivanja kemijski stabilnije molekule te se taj pristup pokazao uspjesnim u

provedenim istrazivanjima.[¥



2.2.1. Struktura kurkumina i njegovi analozi

Kurkumin je dio skupine linearnih diarilheptanoida, prirodnih spojeva u kojima su dvije
oksi-supstituirane arilne skupine medusobno spojene preko lanca od sedam ugljikovih atoma.
Lanac C; linearnog diarilheptanoida karakterizira nezasi¢enost ugljikovih atoma te 1,3-ketoenolna
skupina (Slika 5.). Znanstvenici su do sada najcesée bili skloni modificiranju strukture kurkumina
supstituiranjem hidroksilnih i karboksilnih skupina, dok se lanac od 7 ugljikovih atoma nije

mijenjao. Arilni prstenovi mogu biti simetri¢no ili nesimetri¢no supstituirani.26]
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Slika 5. Moguca mjesta za strukturnu modifikaciju kurkumina

Izolacija kurkumina iz korijena biljke Curcuma longa je kompliciran i skup postupak te ne
postoji efikasan nacin odvajanja kurkumina od dvije povezane dimetoksi skupine s kojima se
nalazi u prirodi. Zbog teske separacije prirodnog kurkumina, osmisljeni su pokusaji sinteze tog
spoja, od kojih je najvaznije spomenuti aldolnu kondenzaciju vanilina (3-metoksi-4-
hidroksibenzaldehid) i 2,4-pentandiona. Iako je sinteza bila uspjesna, prinosi produkta sinteze su

bili niski, vecinom zbog kompliciranih postupaka potrebnih za izolaciju i prociS¢avanje produkta.?!

Analozi kurkumina obuhvacaju sve spojeve s navodnom ili izravnom strukturnom sli¢nosti
s kurkuminom. Veliko podrudje istrazivanja obuhvacaju pirazoli izravno izvedeni iz kurkumina ili
drugih B-dikarbonil spojeva direktno povezanih s kurkuminom zbog pretpostavke da uklanjanjem
nestabilne B-diketon skupine i promjenom heptadien veze, uz ocuvanje fenolnih OH-skupina,
moze doci do povecanja biodostupnosti kurkumina (Slika 6.).124]
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2.3. Ferocen

Posljednjih nekoliko godina sve veéa paznja pridaje se organometalnim spojevima, koji
imaju najmanje jednu vezu izmedu atoma metala i ugljika, zbog svoje neobi¢ne kemijske
strukture i bioloske aktivnosti, od kojih se iznimno istice spoj ferocen. Ferocen (Fe(n>-CsHs)) je
jedinstveni spoj otkriven krajem 1951. godine. Njegova molekularna struktura opisana je kao
»sendvic" struktura, s atomom Zeljeza koji je povezan sa svakim od deset ugljikovih atoma (Slika
7.).210291 Zhog svoje neobicne strukture, ferocen je postao predmet mnogih istrazivanja te su

otkrivena tri iznimna svojstva koja posjeduje:

1. stabilnost do 400 °C (temperatura taljenja 172,5°C) s atomom Zeljeza u sredistu koji ima
zasicenu elektronsku strukturu kriptona,
2. reaktivnost kao superaromatski elektrofil, 28]

3. blagu i reverzibilnu oksidaciju oko +0,4 V prema zasic¢enoj kalomel elektrodi (SCE).[*!]
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Slika 7. Struktura ferocena

Uz navedena svojstva, ferocen je takoder dobro topljiv u svim naj¢eSce koristenim
organskim otapalima te je stabilan na zraku i u vodi, jeftin, robustan i lako je njime rukovati.[*112]
Stoga ne ¢udi kako je njegovo otkri¢e rezultiralo velikim brojem derivata ferocena i materijala koji
sadrze ferocen. Ferocen i njegovi derivati imaju glavnu ulogu u podruéjima kataliticki
stereoselektivnin i asimetricnih transformacija, znanosti materijala, inZenjerstva kristala,
bioorganometalne kemije, elektrokemije, biokemije, organske sinteze, kemije polimera, itd.B%
Takoder ima vaznu ulogu u stvaranju organometalnih derivata bioloski vaznih molekula kao Sto
su lijekovi ili prirodni proizvodi te je dokazano siguran aditiv jer ne uzrokuje zagadenje okoliSa niti
je Stetan za ljudsko zdravlje.3!! Zbog svoje visoke lipofilnosti, ferocen lako moze proci kroz
stani¢nu i jezgrenu membranu stoga se koristi kao nosac za dostavljanje drugih molekula kroz

membranu.B2



2.3.1. Medicinske primjene ferocena

Trenutno je iznimno aktivno podrudje istrazivanja ferocena u medicinske svrhe. 1970.-ih
godina feroceron, derivat ferocena, koristio se za lije¢enje anemije u SSSR-u. Feroceron je bio
prvi i jedini lijek na bazi ferocena odobren za klinicku uporabu.3!Vazno je naglasiti kako ferocen
nije jako toksican, iako u izrazito visokim koncentracijama moze izazvati hemosiderozu povezanu
s nakupljanjem Zeljeza u metabolizmu (>1000 mgkg?® dnevno tijekom tri mjeseca).B4

Modifikacijom organskih spojeva ferocenom zabiljezena je smanjena toksicnost tih spojeva.t?

Mnoga istrazivanja pokazala su aktivnosti ferocena /in vivo i in vitro te njegov potencijal
kao antitumorski agens i agens protiv malarije i gljivica. Pokazalo se da je antitumorna aktivnost
spojeva na bazi ferocena povezana s oksidacijskim stanjem srediSnjeg atoma zeljeza te samo soli
ferocena u kojima je oksidacijsko stanje srediSnjeg atoma Zeljeza +3 pokazuju antitumornu
aktivnost.®’ Tamoksifen (Slika 8.), lijek koji se koristi protiv stanica raka dojke posredovanih
ERaestrogen receptorima, nije ucinkovit na stanice raka posredovanih ERPestrogen
receptorima.* Analozi tamoksifena (Slika 9.) u kojima je fenilna grupa zamijenjena ferocenom

pokazali su antitumornu aktivnost prema obje vrste stanica raka.l!
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Slika 8. Struktura tamoksifena



Slika 9. Analog tamoksifena koji sadrZi ferocen

Pravo otkri¢e moderne medicinske organometalne kemije dogodilo se 1996. i 1997. godine
otkricem ferocifena kao moguceg lijeka protiv raka i ferokina kao lijeka protiv malarije.3¢! Pola
ljudske populacije izloZzeno je malariji, a najveci izazov lijecenju te bolesti predstavlja otpornost
koju razvijaju paraziti prijenosnici malarije — tako su klorokin i artemisin neucinkoviti protiv nekih
sojeva parazita prijenosnika (Slika 10.). Primjer poboljSanja bioloSke aktivnosti ukljucivanjem
ferocenskog prstena je ferokin (Slika 11.). Ukljucivanjem relativno stabilne skupine koja sadrzi
ferocen u strukturu klorokina rezultiralo je boljom aktivnoS¢u na sojeve Plasmodium falciparum,

parazita uzroc¢nika malarije, koji su otporni na klorokin.:12]

Ut

AN

>
Cl N

Slika 10. Struktura klorokina
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Cl N

Slika 11. Struktura ferokina

Spojevi koji sadrze ferocen takoder pokazuju antioksidativnu, protuupalnu i antimikrobnu
aktivnost te aktivnost protiv tuberkuloze.

1970. godine predlozena je uporaba ferocenske jezgre kao bioizoster za
arilne/heteroarilne prstenove, ali je tek poCetkom 21. stolje¢a otkriven pravi potencijal te
ideje.[338 Bacvasti" oblik ferocena ima bolju mogucnost popunjavanja hidrofobne praznine u
usporedbi s arilnim/heteroarilnim prstenovima te nudi nove mogucnosti za dizajniranje jakih

inhibitora enzima.!!
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3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
Talista su odredena na uredaju Reichert Thermovar HT 1 BT 11 i nisu korigirana.

IR-spektri (cm™) tekuéih uzoraka snimljeni su u otopini diklormetana na FTIR
spektrofotometru Bomem, Hartmann & Braun, MB 100 Mid FT.

'H- i 3C-NMR-spektri (8-vrijednosti) zasi¢enih otopina u deuteriranom kloroformu

snimljeni su na spektrometrima Bruker 300 i 600 MHz uz tetrametilsilan kao unutrasnji standard.

Sva otapala susena su prema opéim postupcima za susenje i prociS¢avanje otapala, ako

nije drugacije navedeno.

Ferocenilaceton (1) prethodno je priravljen® u Laboratoriju za organsku kemiju

Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta i kao takav koristen u radu.

Produkti su procisceni tankoslojnom kromatografijom na silikagelu (,Merck", Kisegel 60

GF2s4) uporabom smjese petroleter/dietileter, odn. petroleter/aceton kao eluensa.

Tumacenje oznaka i kratica:

Fc = ferocenil n-BuNH; = r+butilamid

Ph = fenil NH>NH"H,O = hidrazin-hidrat
B203 = borov oksid HOAc = octena kiselina
EtOAc = etilacetat PhCOCI = benzoil-klorid
(BuO)3B = tributilborat FcCOCI = ferocenoil-klorid

IR-spektri: v = rastezanje (stretching), 8 = deformacije (bending), j. = jaka vrpca, sr. =
srednja vrpca, S. = Siroka vrpca, sl. = slaba.

'H-NMR- i 13C-NMR-spektri: s = singlet, d = dublet, t = triplet, m = multiplet, bs = Siroki
singlet.

Oznake spojeva: rimski brojevi — spojevi opisani u Teorijskom dijelu

arapski brojevi — spojevi opisani u Eksperimentalnom dijelu

12



A. Priprava ferocenskog B-diketonskog analoga kurkumina 2
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C. Priprava ferocenskih kurkuminoid-pirazola 4i 5
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3.2. Metode rada

3.2.1. Ferocenski B-diketonski analog kurkumina 2
Postupak:

U osusenoj dvogrloj tikvici s okruglim dnom otopljen je ferocenilaceton (1,85 mmol) u etil-acetatu
(9 ml) te je dodan borov oksid (1,29 mmol). Smjesa je zagrijana na temperaturu od 70°C i
mijeSana sat vremena. Tokom tog vremena doSlo je do promjene boje otopine iz
narancastocrvene u tamnocrvenu kao rezultat stvaranja borovog kompleksa. U drugoj tikvici
otopljen je vanilin (1,29 mmol) u etil-acetatu (6 ml) te je preko lijevka dodan u malo ohladenu
reakcijsku smjesu. Nakon dodatka tributilborata (3,70 mmol), reakcijska smjesa je mijeSana 45
minuta na 70° C. U maloj okrugloj tikvici pripravljena je otopina 7BuNH (1,48 mmol) u etil-
acetatu (1 ml) te je preko naknadno stavljene silikonske septe sa Spricom dokapavana u
reakcijsku smjesu kroz 25 min. Nakon Sto je dodan sav 7-BuNH,, septa je skinuta i tikvica
zaCepljena staklenim ¢epom, te je reakcijska smjesa zagrijavana 3 sata na temperaturi kupelji od
93 °C uz jako mijeSanje. Zatim je temperatura smanjena na 60 °C i smjesa ostavljena na srednjem
mijeSanju preko nodi. Sutradan je provedena tankoslojna kromatografija u sustavu
petroleter:dietileter=1:1 kako bi se provijerilo je li sav vanilin potroSen u reakciji. TLC-ploCica
pokazala je nestanak vanilina i pojavu nove komponente (produkta reakcije). Reakcijska smjesa
je ohladena na sobnu temperaturu te je, nakon dodatka 1M HCI (18 ml), 45 min jako mijeSana
kako bi se borov kompleks hidrolizirao. Smjesa je zatim prebacena u lijevak za odjeljivanje te je
prvo izmuckivana s etil-acetatom. Vodeni dio je bacen, a organski dio je izmuckivan sa zasicenom
otopinom NaCl do pH 7. Organski dio je osusen bezvodnim Na,SOs i uparen do suha. Sirovi
produkt prociséen je tankoslojnom kromatografijom u sustavu petroleter:dietileter=1:1, te je

dobiveno 293,4 mg (54%) tamnocrvenih kristala spoja 2.

Spektroskopske karakteristike spoja 2.

IR spektar (CH.Cly) vmax/ cm™: 3527 sr. S. (O-H), 3100 sl., 3052 sl. (=C-H)arom., 1634 j. (C=0),
1512 j., 1477 j. (C=C)arom., 1477 1030 sl. (C-0), 966 sl. (C=C)zans.

'H NMR spektar (600 MHz, CDCl5) 8/ ppm: 3.95 (s, 3H, OCHs), 4.20 (s, 5H Fcnesup.), 4.53 (m, 2H,
H-3 i H-4 Fcayp.), 4.83 (M, 2H, H-2 i H-5 Fcsup.), 5.84 (s, 1H, H-2), 5.91 (3s, 1H, OH fenol), 6.41
(d, 1H, H-4, Jyens = 15,7 Hz), 6.94 (d, 1H, H-5', Ph, J = 8,16 Hz), 7.05 (s, 1H, H-2', Ph), 7.11 (d,
1H, H-6', Ph, J= 8,16 Hz), 7.55 (d, 1H, H-5, Jians = 15,7 Hz), 15.72 (Ss, 1H, OH enol). 3C NMR
APT (150 MHz, CDCls) 8/ ppm: 55.46 (OCHs), 68.32 (5C, FCnesup.), 69.81 (2C, Fcsup.), 71.78 (2C,
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Fcap.), 78.38 (C-1, Fc), 97.92 (C-2), 108.97 (C-2"), 114.36 (C-5'), 120.30 (C-4), 121.90 (C-6"),
127.55 (C-1'), 138.13 (C-5), 146.33 (C-3"), 146.99 (C-4"), 174.21 (C-3), 195.51 (C=0).

3.2.2. Ferocenski kurkuminoid-pirazol 3
Postupak:

Spoj 2 (1,23 mmol) otopljen je u okrugloj tikvici u octenoj kiselini (3 ml) te je dodan hidrazin-
hidrat (2,84 mmol). Reakcijska smjesa mijeSana je 24 sata na 50 °C. Reakcija je zaustavljena
dodatkom zasic¢ene otopine NaCl (5 ml), pri ¢emu je doslo do talozenja zutih kristala iz otopine.
Suspenzija je prebacena u lijevak za odjeljivanje te je izmuckivana vise puta s diklormetanom,
sve dok diklormetanski sloj nije ostao bezbojan. Organski ekstrakti su sjedinjeni i izmuckivani sa
zasi¢enom otopinom NaCl do pH~7. Diklormetanski dio ispusten je u suhu tikvicu, osusen
bezvodnim Na;SO; i uparen do suha. Dobiveno je 254 mg (50%) sirovog ferocenskog
kurkuminoid-pirazola 3 koji je bez daljnjeg procis¢avanja koristen u idu¢im reakcijama. 50 mg
sirovog spoja 3 procisceno je kolonskom kromatografijom radi spektroskopske karakterizacije u

sustavu petroleter:aceton = 1:1.

Spektroskopske karakteristike spoja 3:

IR spektar (CH2Clz) vmax/ cmt: 3531 sr. 8. (O-H), 3447 sr. (N-H), 3092sl., 3020 sl. (=C—H)arom.,
1513 j. (N-H), 1030 sl. (C-0).

'H NMR spektar (600 MHz, CDCls) &/ ppm: 3.85 (s, 3H, OCH3), 4.08 (s, 5H Fchesup.), 4.27 (m, 2H,
H-3 i H-4 Fcsup.), 4.65 (m, 2H, H-2 i H-5 Fcsyp), 6.47 (s, 1H, H-4), 6.88 (d, 1H, H-5', Ph, 7= 7,9
Hz), 6.93 (d, 1H, H-6, Jrans = 16,3 Hz), 6.95 (bs, 1H, H-6', Ph), 6.97 (s, 1H, H-2', Ph), 7.04 (d,
1H, H-7, Jwans = 16,3 Hz), 8.58 (s, 1H, N-H). 3C NMR APT (150 MHz, CDCl3) §/ ppm: 55.94
(OCHs), 66.65 (2C, Fcsup.), 68.96 (2C, Fcsup.), 69.81 (5C, FCneswp.), 75.51 (C-1, Fc), 99.62 (C-4),
108.32 (C-2"), 114.84 (C-8'), 116.38 (C-5"), 120.68 (C-6"), 129.49 (C-1"), 130.69 (C-7"), 146.03
(C-4"), 146.87 (C-3), 146.99 (C-3"), 148.27 (C-5).

3.2.3. Ferocenski kurkuminoid-pirazoli 4 i 5

Postupak:

U okrugloj tikvici otopljen je spoj 3 (0,6 mmol) u dikloretanu (2 ml) te je dodan PhCOCI, odn.
FcCOCI (0,7 mmol). Reakcijska smjesa je uz najjaCe mijesanje refluksirana na 103 °C 4 sata.
Tankoslojnom kromatografijom u sustavu petroleter:aceton=2:1 utvrden je izostanak pocetnog

reaktanta i pojava novog spoja te se reakcija prekinula hladenjem smjese na sobnu temperaturu.
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Otopina je prebacena u lijevak za odjeljivanje, te je uz dodatak vode izmuckivana vise puta s
diklormetanom sve dok diklormetanski sloj nije ostao bezbojan. Organski ekstrakti su sjedinjeni,
te izmuckivani sa zasi¢enom otopinom NaCl do pH~7. Diklormetanski dio ispusten je u suhu tikvicu,
osusen bezvodnim Na,SOs i uparen do suha. Nakon ¢iS¢enja tankoslojnom kromatografijom u
sustavu petroleter:aceton=3:1, dobiveno je 151 mg (47%) narancastih kristala spoja 4, odn. 79

mg (33%) narancastih kristala spoja 5.

Spektroskopske karakteristike spoja 4.:

IR spektar (CH2Cly) vmax/ cm: 3530 sr. S. (O-H), 3056 sl. (=C—H)arom., 1695 j. (C=0), 1031 sl.
(C-0).

'H NMR spektar (600 MHz, CDCls) &/ ppm: 3.95 (s, 3H, OCHs), 4.12 (s, 5H Fchesup.), 4.33 (m, 2H,
H-3 i H-4 Fcswp.), 4.72 (m, 2H, H-2 i H-5 Fcsyp.), 6.77 (s, 1H, H-4), 6.92 (d, 1H, H-5', Ph, J= 8,1
Hz), 7.06 (d, 1H, H-6', Ph, J = 8,1 Hz), 7.11 (bs, 1H, H-2', Ph), 7.15 (d, 1H, H-8', Jians = 16,3
Hz), 7.50 (t, 2H, H-3" i H-5", PA-C=0), 7.60 (t, 1H, H-4", Ph-C=0), 7.73 (d, 1H, H-7", Jyens =
16,3 Hz), 8.07 (d, 2H, H-2" i H-6", PA-C=0). *C NMR APT (150 MHz, CDCls) §/ ppm: 55.49
(OCHB3), 66.81 (2C, Fcsup.), 68.86 (2C, Fcsup.), 69.08 (5C, Fcneswp.), 75.77 (C-1, Fc), 104.30 (C-4),
107.64 (C-2"), 114.08 (C-8"), 114.33 (C-5"), 121.22 (C-6"), 127.32 (2C, C-2" i C-6", Ph-C=0),
128.62 (C-1"), 131.27 (2C, C-3" i C-5", Ph-C=0), 132.16 (C4", Ph-C=0), 132.87 (C-1",
Ph-C=0), 133.11 (C-7"), 145.95 (C-4"), 146.33 (C-3), 146.41 (C-3"), 153.79 (C-5), 168.28 (C=0).

Spektroskopske karakteristike spoja 5:

IR spektar (CH2ClL) vmax/ cm™: 3530 sr. S. (O-H), 3096 sl., 3056 sl. (=C-H)arom., 1675 j. (C=0),
1039 sl. (C-0).

'H NMR spektar (300 MHz, CDCl3) §/ ppm: 3.96 (s, 3H, OCHs), 4.14 (s, 5H Fcneswp.), 4.26 (s, 5H
FCnesup.,, FG-C=0), 4.39 (m, 2H, H-3 i H-4 Fcsyp.), 4.61 (M, 2H, H-2 i H-5 Fcgyp.), 4.83 (M, 2H, H-3
i H-4 Fcsup,, Fc-C=0), 5.44 (m, 2H, H-2 i H-5 Fcsyp,, Fc-C=0), 6.70 (s, 1H, H-4), 6.92 (d, 1H, H-
5', Ph, J = 7,8 Hz), 7.07-7.11 (3H, H-8' i H-2' H-6', Ph), 7.79 (d, 1H, H-7', Jyens = 16,3 Hz). 13C
NMR APT (150 MHz, CDCl3) &/ ppm: 55.55 (OCHz), 66.60 (2C, Fcsup.), 68.79 (2C, Fcsup.), 69.10
(5C, Fcnesup.), 69.40 (5C, Fcnesup., F6-C=0), 72.10 (2C, Fcsyp. F6-C=0), 72.62 (C-1, Fc-C=0), 73.15
(2C, Fcswp. Fe-C=0), 76.23 (C-1, Fc), 103.52 (C-4), 107.82 (C-2"), 114.06 (C-8"), 115.02 (C-5"),
121.06 (C-6"), 128.83 (C-1"), 132.75 (C-7"), 145.81 (C-4"), 145.87 (C-3), 146.29 (C-3"), 152.74
(C-5), 171.75 (C=0).
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Tablica 1. Fizicke konstante pripravljenih ferocenskih analoga kurkumina

Spoj Formula/ Izgled Temperatura Iskoristenja
Mr taljenja (°C) reakcije (%)
2 Ca2H20Fe04 crveni kristali 117-118 54
404,24
3 CazHa20FeN, 0, 2uti kristali 99-105 50
400,25
4 CooHa24FeN,03 narancasti kristali 78 - 80 47
504,35
5 CasHasFe:N20s narancasti kristali 100-101 33
612,27
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Uvod

Kurkumin kao glavni polifenolni spoj prisutan u korijenu biljke Curcuma longa pokazuje
razna farmakoloska djelovanja. No, s obzirom da je iskoriStenje kurkumina u organizmu iznimno
nisko, provode se mnoga znanstvena istrazivanja kako bi se poboljSala njegova biodostupnost,
kao i biolosko djelovanje, u ¢emu prednjaci sinteza analoga kurkumina. Jedna od mogudéih
strukturnih modifikacija, koja za posljedicu ima bolju kemijsku stabilnost analoga, je pretvaranje
B-diketonskog dijela kurkumina u rigidniji heterociklicki prsten, kao Sto je npr: pirazolni, oksazolni,
pirimidinski i sl. Takoder, zamjena fenilnog prstena kurkumina s ferocenom (bioizosterizam) je u
prijasnjim istrazivanjima rezultirala spojevima koji su imali bolju antitumornu aktivnost, Sto se
pripisuje oksidaciji ferocena u citotoksicni fericinijev ion. Stoga je cilj ovog rada bio sinteza i
strukturna karakterizacija novih ferocenom deriviranih kurkuminoid-pirazola u svrhu ispitivanja
njihove antioksidativne, antimikrobne i antitumorne aktivnosti te usporedbe s aktivnoS¢u koju
pokazuje kurkumin.

Eksperimentalnim radom sintetiziran je spoj 2 kao prekursor, te ferocenski kurkuminoid-
pirazoli 3, 4 i 5 (Slika 12.).

H
O O N—N/R
T, e
Fe
on Fe OH
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3, R=H

4, R=COPh

5, R=COFc

Slika 12. Strukturne formule sintetiziranih spojeva
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4.2, Priprava ferocenskog B-diketonskog analoga kurkumina 2

Sinteza spoja 2, koji je potreban prekursor za daljnje reakcije, zapocinje kompleksiranjem

ferocenilacetona s borovim oksidom, kako bi se zastitila metilenska (CH;) skupina od tzv.

Knoevenagel kondenzacije i usmjerila reakcija na stvaranje nukleofila otcjepljivanjem protona

krajnje metilne (CHs) skupine ferocenilacetona. Naime, svaka uobicajena aldolna kondenzacija

uvijek zapocinje kiselo-baznom reakcijom izmedu aldehida ili ketona koji sadrzi proton na o-

ugljiku i neke baze, pri ¢emu nastaje a-karbokation koji sluzi kao nukleofil u reakciji kondenzacije.

S obzirom da vanilin kao aromatski aldehid u svojoj strukturi nema proton na a-ugljiku, nukleofil

moze nastati jedino iz ferocenilacetona koji na dva mjesta ima kisele a-protone: na metilenskoj i

na metilnoj skupini od kojih je proton na metilenskoj skupini kiseliji i prvi ¢e biti akceptiran od

strane baze (u ovom slucaju r+butilamina) (Shema 2).
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Kako se radi o nezeljenoj reakciji, ona se sprjeCava stvaranjem borovog kompleksa s
dvijema molekulama ferocenilacetona pri ¢emu se blokira ,aktivna” metilenska skupina i time
usmjerava reakcija na stvaranje nukleofila iz krajnje metilne skupine ferocenskog diketona.
Adicijom takvog nukleofila na vanilin stvara se aldol koji zagrijavanjem uz otcjepljenje vode prelazi
u konacni produkt 2. Prilikom izolacije produkta, borov kompleks hidrolizira se dodatkom
razrijedene kiseline (Shema 3). Spoj 2 je nakon prociSéavanja tankoslojnom kromatografijom

dobiven u 54 %-tnom iskoristenju u obliku tamnocrvenih kristala.
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Shema 3. Sinteza B-diketonskog prekursora 2
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U IR-spektru tvorba spoja 2 potvrdena je novim jakim apsorpcijskim vrpcama rasteznih
vibracija C=C veze fenilnog skeleta pri 1512 i 1477 cm™!, te vrpcom deformacijske vibracije C=C
trans alkenske veze pri 966 cm™. 'H-NMR spektar spoja 2 pokazuje singlet OCHs protona (eterska
funkcijska skupina na fenilnom prstenu) pri & 3.95 ppm. Signali od pet protona nesupstituiranog
ciklopentadienilnog prstena ferocena javljaju se kao multipleti pri 6 4.20 ppm, a preostalih 4
protona supstituiranog prstena registrirani su pri 8 4.53 ppm (H-3, H-4) i 4.85 ppm (H-2, H-5).
Signali dva protona alkenske veze u frans poziciji registrirani su kao dubleti pri 5 6.41 i 7.55 ppm,
a tri protona fenilnog prstena daju dva dubleta pri 6 6.94 i 7.11 ppm, te singlet pri & 7.05 ppm.
Proton enolne hidroksilne skupine, odn. hidroksilne skupine fenola pokazuje Siroki singlet pri &
15.72 ppm, odn. pri 5.91 ppm. Ugljik metoksilne skupine u 3C-NMR spektru ocituje se pri 55.46
ppm, ugljikovi atomi fenilnog prstena pri 108.97, 114.36, 120.30, 121.90, 146.33 i 146.99 ppm,
te ugljik karbonilne skupine pri 195.51 ppm.

4.3. Priprava ferocenskog kurkuminoid-pirazola 3

Prvi pirazolni analog kurkumina, spoj 3, sintetiziran je uobicajenim postupkom priprave, u
ovom slucaju reakcijom p-diketonskog prekursora 2 s hidrazin-hidratom (NH.NH.*H.0) u octenoj
kiselini, pri ¢emu dolazi do stvaranja heterocikli¢kog pirazolnog prstena (Shema 4). Nakon izolacije
i proCiS¢avanja, ferocenski kurkuminoid-pirazol 3 dobiven je u 50%-tnom iskoristenju u obliku

zutih kristala.
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OH

Shema 4. Sinteza ferocenskog kurkuminoid-pirazola 3

U IR-spektru spoja 3 uocen je izostanak apsorpcijske vrpce rastezne vibracije C=0 veze,
a vidljive su nove apsorpcijske vrpce rasteznih i deformacijskih vibracija N-H veze pri 3447 i 1513
cmt, 'H-NMR spektar pokazuje vrlo slabi signal N-H protona pri 8.58 ppm, kao i izostanak signala
karbonilnog ugljika u 3C-NMR spektru Sto potvrduje strukturu novonastalog spoja 3.
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4.4, Priprava ferocenskih kurkuminoid-pirazola4i5

S obzirom da se vodik na pirazolnom prstenu spoja 3 moze supstituirati, pripravljeni su
novi ferocenski kurkuminoid-pirazoli 4 i 5 reakcijom spoja 3 s benzoil-kloridom (PhCOCI), odn.
ferocenoil-kloridom (FcCOCI) u dikloretanu koji sluzi kao otapalo viSeg vrelista, s obzirom da je
reakciju potrebno voditi na temperaturi iznad 100 °C (Shema 5). Nakon izolacije i prociS¢avanja
sirovih produkata tankoslojnom kromatografijom dobiveni su narancasti kristali spoja 4 (47%),
odn. spoja 5 (33%).
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Shema 5. Sinteza ferocenskih kurkuminoid-pirazola 4 i 5
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U IR-spektru oba novonastala spoja uocena je pojava intenzivne apsorpcijske vrpce
rastezne vibracije C=0 veze na 1695 odn. 1675 cm™. U 'H-NMR spektru spoja 4 vidljivi su signali
pet protona novog fenila i to signal dva protona pri 5 7.50 ppm u obliku tripleta, jednog protona
pri & 7.60 ppm u obliku tripleta i dva protona pri 6 8.07 ppm u obliku dubleta. Signal ugljika
karbonilne skupine u '*C-NMR spektru evidentiran je pri 168.28 ppm. 'H-NMR spektar spoja 5
takoder potvrduje novonastalu strukturu s obzirom da su vidljivi novi signali devet protona
ferocena i to pet protona nesupstituiranog ciklopentadienilnog prstena ferocena pri & 4.26 ppm,
a preostalih 4 protona supstituiranog prstena pri 8 4.83 ppm (H-3, H-4) i 5.44 ppm (H-2, H-5).
Takoder je registriran i signal karbonilnog ugljika u 3C-NMR spektru pri 171.75 ppm.
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5.ZAKLIJUCAK

1. Kompleksiranjem dvije molekule ferocenilacetona (1) s borovim oksidom nastaje borov
kompleks koji usmjerava reakciju na stvaranje nukleofila iz krajnje metilne skupine ferocenskog
diketona te se adicijom takvog nukleofila na vanilin stvara aldol koji zagrijavanjem uz otcjepljenje
vode prelazi u ferocenski B-diketonski analog kurkumina 2. Spoj 2 dobiven je u 54%-tnom

iskoristenju.

2. Ferocenski kurkuminoid-pirazol 3 sintetiziran je reakcijom B-diketonskog prekursora 2
s hidrazin-hidratom (NH.NH.*H,0) u octenoj kiselini te je dobiven u 50%-tnom iskoriStenju.

3. Reakcijom ferocenskog kurkuminoid-pirazola 3 s benzoil-kloridom (PhCOCI), odn.
ferocenoil-kloridom (FcCOCI) u dikloretanu pri temperaturi iznad 100 °C dobiveni su ferocenski

kurkuminoid-pirazoli 4 i 5 u sljedecem iskoriStenju: spoj 4-47%, spoj 5-33%.
4. Strukture novopripravljenih spojeva 2, 3, 4 i 5 potvrdene su IR- i NMR-spektroskopijom.

5. Sintetizirani spojevi biti ¢e koristeni za ispitivanje njihove antioksidativne, antimikrobne

i antitumorne aktivnosti te ¢e biti usporedeni sa aktivnos¢u koju pokazuje kurkumin.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezulfat mojeg rada te da se u njegovoj izradi
nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu naveden,

Tou bk
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