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1. UVOD

Ovaj diplomski rad uklapa se u istrazivanje na podru¢ju metalocena pod naslovom:
,»Kvanto-kemijski dizajn, priprava i bioloSka svojstva organometalnih derivata nukleobaza”
koje je u sklopu projetka Hrvatske zaklade za znanost, HRZZ-1P-2016-06-1137, a izvodi Se u

Laboratoriju za organsku kemiju Prenrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu.

Krajem 20. stolje¢a utemeljena je nova znanstvena disciplina na granici anorganske
kemije i organometalne kemije (bioorganometalna kemija) koja dozivljava eksplozivni razvoj.
To podru¢je obuhvacéa konjugate organometalnih spojeva i biomolekula pri ¢emu su osobito
vazni spojevi metalocena s nukleinskim kiselinama, aminokiselinama i peptidima. Ti su
kompleksi znacajni kako s teorijskog stajalista tako i zbog moguce primjene u biokemiji,

biologiji, biomedicini, itd. [1].

Najveci izazov danasnje medicine predstavljaju bolesti poput raka i virusnih bolesti te
njihovo lijeCenje. Znacajnu biolosku aktivnost u borbi protiv tih bolesti pokazali su
nukleozidni analozi pirimidina i purina, pogotovo njihovi C-5 supstituirani pirimidinski
derivati. [2]. Uzevsi to u obzir cilj ovog diplomskog rada je priprava te spektroskopska
karakterizacija modificiranih analoga nukleozida, homo- i heteroanularno supstituiranih
derivata ferocena i derivata uracila s karbonilnom skupinom kao razmaknicom (Slika 1).
Kako bi se oponasala prirodna struktura nukleozida, ferocenski dio mora biti selektivno
supstituiran na N1 poloZaju baze umjesto Secernog dijela, a posebna pozornost u ovom

istrazivanju biti ¢e usmjerena na regioselektivnost reakcija.

| O%*NH O%—NH i %—NH
N e @)k {o A e

— ©\Jf @j(NEfO

R=H, FCI Br, |

Slika 1. Homo i heteroanularno supstituirani ferocenoil uracilni derivati



2. TEORIJSKI DIO

2.1. FEROCEN

Ferocen je organometalni spoj koji pripada skupini metalocena, molekulske formule
Fe(CsHs),. Sastoji se od dva ciklopentadienilna prstena, koji sa suprotnih strana okruzuju

srediS$nji atom Zeljeza [3] (Slika 2).

Slika 2. Struktura ferocena

Stabilan je spoj, nalazi se obliku narancasto obojenog praha. Fe atom ferocena
najéesce oksidira u Fe** i daje Fe(CsHs),”" ion. C-C veze ferocena imaju sli¢na svojstva kao i

C-C veze benzena pa zbog toga ferocen u mnogim reakcijama pokazuje analogiju s benzenom

[4].

Molekulska masa ferocena iznosi 186.04 g/mol, netopljiv je u vodi i topljiv u vecini
organskih otapala. Gustoc¢e je 1.11 glcm3, temperatura talista iznosi 172.5 °C, a temperatura
vrelista 249 °C [5]. Ferocen su prvi put sintetizirali 1951. godine Peter L. Pauson i Thomas J.

Kealy pomoc¢u Grignardovog reagensa [6].

Budu¢i da je stabilan je na zraku i u vodi te da prolazi reverzibilnu oksidaciju u Fc",
ferocen je idelan standard u elektrokemiji [7]. Ciklopentadielni prstenovi ferocena su
aromatski i prolaze mnoge reakcije slicne benzenu. U prva tri desetljeCa nakon otkrica

ferocena izvedene su brojne elektrofilne supstitucije. U usporedbi s benzenom utvrdena je



veca reaktivnost, pri ¢emu su limitiraju¢i faktori sklonost protoniranju i reakcijama s

Lewisovim kiselinama te (reverzibilna) oksidacija Zeljeza u fericenijev ion [8].

2.2. NUKLEOZIDI | NUKLEOTIDI

Nukleinske kiseline linearne su makromolekule sastavljene od mnogobrojnih
nukleozida povezanih fosfodiesterskim vezama. Fosfodiesterska veza povezuje 3’-hidroksilnu
skupinu jedne deoksiriboze (ili riboze) s 5°-hidroksilnom skupinom susjedne. Nukleozidi iz
nukleinskih kiselina sastoje se od $eéera i purinske ili pirimidinske baze. Seéeri su ili D-riboza
ili D-2-deoksiriboza, i na osnovi njih nukleinske kiseline dijele se na ribonukleinske kiseline
(RNA) i deoksiribonukleinske kiseline (DNA). Nukleozidne baze se dijele na pirimidinske
(timin, citozin i uracil) i purinske (adenin i gvanin). Nukleozidi imaju trivijalne nazive koji se
izvode na osnovi naziva baza: uridin, citidin, timidin, adenozin i gvanozin. Nukleozidi

esterificirani fosfornom kiselinom su nukleotidi [9] (Slika 3).

7 0
HO—P—O—Fl’—O—I?—O

OH OH OH Glikozidna veza
| I ' |
| | | I
| | | I Pentoza
| | | I R=0H: Riboza
! : : ! OH R  R=H:Deoksiriboza
: : : - Nukleozid

|

: : -- Nukleozidmonofosfat
| ]
! ~- Nukleoziddifosfat Nukleotid

L-Nukleozidtrifosfat

Slika 3. Strukturne razlike izmedu nukleozida i nukleotida

Nukleotidi su potrebni za replikaciju genoma 1 transkripciju genetickih informacija u
RNA. Adeninski nukleotid, ATP, je univerzalna energetska jedinica organizama, dok

gvaninski nukleotid GTP, djeluje i kao donor fosforilne grupe koju prenose protein kinaze.



Nukleotidni derivati kao $to je UDP-glukoza sudjeluju u biosinteti¢kim procesima kao §to je

sinteza glikogena. Takoder su esencijalni dio stani¢nih signalnih puteva [10].

2.3.PIRIMIDINSKE BAZE

Pirimidin je Sesteroclani, aromatski, cikli¢ki spoj koji sadrzi Cetiri atoma ugljika i dva
atoma dusSika. Jedan je od najznacajnijih heterocikli¢nih spojeva koji pokazuju farmakolosku
aktivnost [11]. Pirimidini koji se najces¢e pojavljuju u prirodi su uracil, citozin i timin.
Citozin i uracil pirimidinske su baze koje ulaze u sastav RNA molekula, a timin i citozin
gradivne su jedinice DNA molekula [12] (Slika 4).

NH, o} o}
HsC
51 \&NH f}\NH
N 0 N/Ko N/KO
H H H

Citozin Timin Uracil
Slika 4. Struktura pirimidinskih baza

Pirimidinski prsten je sastavni je dio i nekih vitamina kao $to su riboflavin, tiamin i folna
kiselina. Pirimidini privlaée paznju jer su se pokazali kao korisni, prvotno zbog Sirokog
spektra bioloskih aktivnosti. Mnogi derivati pirimidina, koji su razvijeni kao kemoterapeutski
agensi, danas su u $irokoj primjeni. Smatraju se vaznima u proizvodnji lijekova, buduci da
veliki broj njih pokazuje antimikrobnu, antivirusnu i antitumorsku aktivnost [13]. Prisutnost
pirimidinske baze u timinu, citozinu i uracilu, koji su esencijalne gradivne jedinice
nukleinskih kiselina DNA i RNA jedan je od mogucih razloga za takve njihove aktivnosti
[11].



2.3.1. Uracil

Uracil (molekulska formula C4H4N,O, Mr = 112.08 g/mol) je pirimidinska dusi¢na
baza koja se nalazi ve¢inom u RNA molekulama [14]. U molekuli RNA uracil se spaja sa
adeninom preko dvije vodikove veze [15].

Uracil se sastoji od Cetiri razli¢ita mjesta vezanja, i pripada grupi najvaznjih pirimidina
koji graju kljuénu ulogu u strukturi i funkciji enzima i lijekova. Koristi se za sintezu
antibakterijskih 1 antitumorskih agenasa. Neki derivati uracila pokazuju znacajnu
farmakolosku aktivnost i koriste se kao antitumorski, antibakterijski i antivirusni lijekovi [16].
Osim antivirusne i antitumorske aktivnosti, analozi uracila pokazuju jo$ i herbicidnu,
insekticidnu i baktericidnu aktivnost. Njihov antivirusni potencijal je baziran na inhibiciji
klju¢nih koraka u replikaciji virusa §to rezultira u aktivnostima protiv virusa HIV, hepatitisa B
1 C, herpes virusa itd. IstraZivanja uracilnih derivata kao bioloSki aktivnih agenasa su
povezana sa modifikacijama supstituenata na N*, N° C°i C°pozicijama pirimidinskog
prstena. 5-Fluorouracil je najpoznatiji derivat uracila s atomom fluora na C-5 poziciji [17].

Uracilni analozi s halogenim supstituentom na C5-poziciji (Slika 5) predstavljaju
vaznu skupinu spojeva s obzirom na svoja mutagena svojstva [18]. Takvi analozi prvi puta su
sintetizirani 1950-ih godina kao potencijalni antitumorski agensi nakon otkri¢a da neki tumori

preferiraju inkorporiranje uracila umjesto timina u DNA [19].

Slika 5. Uracilni analozi s halogenim supstituentom na C5-poziciji

Fluoropirimidin, 5-fluorouracil (5-FU) je antimetabolitski lijek koji je u S$irokoj
primjeni u lije€enju raka, posebice kolorektalnog karcinoma. Tijekom zadnjih 20 godina,

povecano razumijevanje mehanizma 5-FU dovelo je do razvoja strategija koje povecavaju



antitumorsku aktivnost. Unato¢ ovim napredovanjima, rezistencija na lijek ostaje vazna
limitacija klinickoj upotrebi 5-FU. 5-FU djeluje antitumorski preko inhibicije timidilat sintaze
(TS) i inkorporacijom metabolita u RNA i DNA. Brzo ulazi u stanicu koristeci iste olakSane
transportne mehanizme kao i uracil. 5-FU se unutarstani¢no konvertira u nekoliko aktivnih
metabolita: fluorodeoksiuridin monofosfat (FAUMP), fluorodeoksiuridin trifosfat (FAUTP) i
fluorouridin trifosfat (FUTP). Ovi aktivni metaboliti ometaju RNA sintezu i aktivnost
timidilat sintaze (Slika 6). Limitiraju¢i enzim u katabolizmu 5-FU je dihidropirimidin
dehidrogenaza (DPD), koja konvertira 5-FU u dihidrofluorouracil (DHFU). Vise od 80 % 5-

FU se normalno katabolizira primarno u jetri, gdje je DPD snazno eksprimiran.

/KS-FU)\

5-FU-MP 5-FUdR

}

5-FU-DP —>» 5-Fd-UDP <—, | 5-Fd-UMP

// \\

l duMP » .(:I'/hymidylal\e\ﬁ —» DTMP
5-FU-TP \-\Symh étase}f
5,10, CHy - FHy FHZ
A J / v
AT ) e N
¢ RNA HE€ 1L 1 C:=pNA= )
“"“—ﬁ____\_____d_--’/ K_/ \.._“_________ i _______’____,f

Slika 6. Mehanizam djelovanja 5-fluorouracila [20]

5-FU je Siroko koriSten u tretmanima razli€itih vrsta raka ukljucujucéi kolorektalni 1 rak
dojke te aerodigestivni rak. Kombinacijom s drugim kemoterapeutskim agensima 5-FU

povecéava postotak prezivljavanja kod raka dojke i vrata [20].

In vitro i in vivo studije su pokazale da se 5-klorouracil i 5-bromuracil (Slika 5) mogu
na¢i u ljudskom tkivu tijekom wupalnih procesa kao rezultat aktivnosti enzima
mijeloperoksidaze i eozinofilne peroksidaze. Zbog toga ovi uracilni derivati pokazuju
mutagene i citotoksi¢ne ucinke [21]. Tijekom kroni¢ne upale, klorirani nukleozidi mogu biti
generirani i inkorporirani u DNA proliferiranih tkiva $to moze dovesti do akumulacije

6



kloriranih baza u DNA. Akumulacija 5-klorouracila u DNA inducira izmjenu sestrinske
kormatide i mutacije. Prema tome, akumulacija modificiranih baza uzrokovana kroni¢cnom

upalom moze biti vazna u razvoju raka [22].

Prisutnost atoma broma u 5-polozaju baze zna¢ajno mijenja distribuciju elektrona u
prstenu baze. Njegova mutagenska aktivnost se bazira na enolizaciji i ionizaciji. Mutacije su
rezultat greSaka u sparivanju baza tijekom DNA duplikacije, a greSke su posljedica
tautomerizacije. Postoji u tri tautomerna oblika koja imaju drugacija svojstva sparivanja. Keto
oblik je komplementaran s adeninom, pa moze biti inkorporiran u DNA. Enolni i ionizirani
oblik su komplementarni gvaninu (Slika 7). 5-BU uzrokuje tranziciju G-C2>A:T ili A-T>G-
C tranziciju u tijeku replikacije, ovisno je li 5-BU enoliziran ili ioniziran unutar DNA
molekule [23].

4 i
Na 2 —N AN
/7 0-H—N
AN
H
ionizirani oblik Gvanin

5-BU

Slika 7. Sparivanje 5-bromuracila s gvaninom [23]

5-Jodouracil je jedan on vaznih farmaceutskih intermedijera, koji su koristeni kako bi
se razvili antikancerogeni, antimikrobni i antiviralni lijekovi. Pokazalo se da ima letalne i
mutagenske ucinke na bakteriofag T4 [24]. 5-lodouracil (5-1U) moze se integrirati u DNK i
djeluje kao UV osjetljivi kromofor prikladan za ispitivanje strukture DNK i interakcija DNK-

proteina na temelju fotokemijskih reakcija [25].



2.4. ANALOZI NUKLEOZIDA

Analozi nukleotida i nukleozida su sintetski, kemijski modificirani spojevi koji su
razvijeni kako bi oponasali svoje fizioloske verzije 1 bili inkorporirani u DNA ili RNA te
sprjecili stani¢no dijeljenje i virusnu replikaciju. Analozi nukleozida se klini¢ki koriste
skoro 50 godina i postali su temelj lijeCenja za pacijente oboljele od raka ili virusnih
infekcija [26]. Citotoksi¢ni nukleozidni analozi su antimetaboliti koji djeluju na sintezu
nukleinskih kiselina. Ovi agensi mogu vrsiti citotoksi¢nu aktivnost tako S§to se pripoje i
mijenjaju DNA i RNA makromolekule, djeluju¢i na razlicite enzime koji su ukljuceni u
sintezu nukleinskih kiselina, ili modificiraju¢i metabolizam fizioloskih nukleozida. Ova
djelovanja rezultiraju inhibicijom DNA sinteze i apoptoznom smrti stanice. Vecina ovih
agenasa su hidrofilne molekule i zahtjevaju specifi¢an protein transporter za ulazak u stanicu.
Kako bi se prevladali nedostaci agenasa razvijaju se uc¢inkovitiji analozi koji djeluju neovisno
o membranskim transporterima ili aktivaciji kinaza i manje su podlozni degradaciji [27].
Derivati pirimidina predstavljaju skupinu spojeva koji pokazuju Sirok raspon bioloskih i
farmakoloskih aktivnosti. Lijekovi koji sadrze pirimidinske analoge su koristeni u lije¢enju
razlicitih bolesti. Trifluoruridin i idoksuridin se koriste u lijeCenju virusnih infekcija, 5-
fluorouracil u lije¢enju raka, a 5-bromo-2'-deoksiuridin (BrdU) (Slika 8) se koristi u detekciji
proliferiranih stanica u Zivim tkivima. MoZe se inkorporirati u repliciraju¢u DNA, mijenjajuci
timidin tijekom DNA replikacije. Antitijela specificna za BrdU se tada koriste kako bi
markirali stanice koje se aktivno dijele [28].
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Slika 8. 5’-bromo-2"-deoksiuridin (BrdU)



2.5. DERIVATI FEROCENA I NUKLEOBAZA

Kao $to je ve¢ navedeno u uvodu, mogucnost rotacije ciklopentadienilnih prstenova
ferocena, omogucuje molekuli optimizirano vezanje supstituenata na molekulu ferocena.
Vezanjem bioloske molekule nukleobaze na ferocenu nastaju produkti koji predstavljaju sve
vazniju skupinu kopulata koji s obzirom na svoja redoks i bioaktivna svojstva se koriste u
bioanalitici i medicinskoj kemiji [29]. Osim S§to imaju negativno djelovanje na uzro¢nike
raznih bolesti, u posljednje vrijeme se prouc¢ava njihova moguénost uporabe kao biosenzora
za glukozu. Naime, kopulati ferocena i nuklobaza sluze kao bioelementi za odvijanje
selektivne reakcije. Kasnije, pretvornik signala pretvara biokemijski signal u neki mjerljivi
oblik signala. Razlog koriStenja ovih spojeva kao biosenzora je njihova jednostavnost
modifikacije, biokompatibilnost, stabilnost, velika povrSina, elektricna vodljivost te dobra

redoks svojstva [30].

Prvi pripravljeni ferocenski derivat s nukleobazom, N-supstituirani ferocenmetil
adenin, sintetizirali su Chen i suradnici 1980. godine [31]. Reakcijom 6-kloroadenina i
ferocenilmetilamina u prisutnosti metoksietanola pri temperaturi refluksa dobivena je
kompleksna mjeSavina produkata (Slika 9). Nakon procis¢avanja, N6-ferocenilmetil adenin je

izoliran kao glavni produkt uz manje koli¢ine N6,N9-diferocenilmetil adenina.
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Slika 9. Shema reakcije derivata ferocena i derivata adenina [31]

Tijekom godina razvijeno je puno uspjeSnih nacina priprave kopulata ferocena i
nukleobaza, kao npr. ferocenilalkil nuklobaze pripravljene su u reakciji a-(hidroksi)alkil

ferocena s razli¢itim bazama, timinom, citozinom, 5-jod-citozinom i adeninom (Slika 10).



Reakcija se provodi u dimetil sulfoksidu na 100 °C kroz 30 do 40 minuta, a odnos baze i
alkohola je 1:1. Nakon provedene ekstrakcije i proc¢iS¢avanja produkt se ovisno o alkilnom
ostatku dobiva u iskoriStenju od 50 do 82 %. Pokazalo se da izbor ferocenilmetanola,
feroceniletanola, ferocenilpropanola ili ferocenilfenilmetanola kao supstrata utjeCe na
lipofilnost kona¢nog produkta ferocenilalkil-nukleobaze. Ispitivana je antitumorska aktivnost
1N-ferocenilmetil timina prema nekim animalnim tumorima kao S§to su karcinom 755,
melanom B16 te Lewisov plu¢ni karcinom u in vivo uvjetima. Novosintetizirani spoj je

pokazao jako antitumorsko djelovanje prema karcinomu 755 [32].

R=H, Me, Et, Ph
Slika 10. Ferocenilalkil nukleobaze

U literaturi je opisana sinteza ferocenil-timinskih derivata, aciklonukleozida i
njegovog prekursora (Slika 11.). Kljuc¢ni stupanj reakcije je Michaelova adicija
akrilolilferocena s timinom. Reakcija je provedena u dimetilformamidu u prisutnosti
trietilamina pri 70 °C kroz 5 sati. Redukcijom dobivenog derivata s NaBHs u 51 %

iskoristenju dobiven je aciklonukleozid.
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Slika 11. Shema reakcije Michaelove adicije akriloferocena s timinskom nukleobazom [34]
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Elektrokemijska svojstva pripravljenih konjugata ispitana su ciklickom voltametrijom
(CV) pri ¢emu je uocena reverzibilna jedno-elektronska oksidacija $to je potvrda elektronske
aktivnosti uklopljene ferocenske podjedinice. Takoder je ispitana i njihova antikancerogena

aktivnost, ferocenil-timinski derivat pokazao se kao aktivni agens prema stani¢nim linijama
MCEF-7 i CCRF-CEM, dok je aciklonukleozid neaktivan [34].

S druge strane, autori Patwa, Gonnade i suradnici [35] su 2010. godine sintetizirali
ferocen-bis  konjugate s  timinom i uracilom.  Mitsunobu reakcijom 1,1-
bishidroksimetilferocena s N3-benzoiltiminom/ N3-benzoiluracilom pri ¢emu su dobiveni
derivati  1,1-bis(N3-benzoiltimin)ferocen odnosno 1,1-bis(N3-benzoiluracil)ferocen. N-
debenzoilacija provodi se u vodenoj otopini K,CO3; u smjesi metanola i toluena pri ¢emu su
nastali N1 suptituirani derivati (Slika 12). Ovisno o bazi odnosno supstituciji na polozaju C-5
zabiljezene su razlicite interakcije kroz vodikove veze kako unutar molekule tako i medu
molekulama, $to je klju€no za ispitivanje uporabe novosintetiziranih spojeva za gradevne

blokove u supramolekulama.
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Slika 12. Shema ferocen-bis konjugata [35]

Razvoj pojednostavljene sintetske procedure priprave kopulata metalocena i nukleobaza
objavili su Kowalski i suradnici. U prvom koraku reakcije akriloilferocen je dobiven kao
produkt dehidrohalogenacije 3-kloropropionilferocena dok u drugom koraku in situ dobiveni
akriloferocen reagira sa pirimidinskom nukleobazom pri ¢emu nastaju zeljeni kopulati (11-1X)
(Slika 13). Zbog jednostavnosti ovakve sinteze omoguceno je dobivanje raznolikih
strukutralno modificiranih kopulata metalocena i pirimidina uz nisku cijenu i prihvatljivo
iskoristenje. Bioloska ispitivanja Michaelovih adukta (11-1X) potvrdila su njihovu
antikancerogenu i antibakterijsku aktivnost. Kopulati I i 111 pokazali su umjerenu citostatsku

aktivnost prema MCF-7 humanim stanicama raka [36].
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@ @ ANy  M=ReR=H,V
Re: M=Rc¢, R=Me ,VI
FcCH,Fc: M=Rc, R=1,VII
M=FcCH,Fc, R=I, VIII
M=FcCH,Fc, R=Me, IX

Slika 13. Shema sinteze kopulata metalocena i pirimidina [36]

12



Lapi¢ i suradnici su prvi put sintetizirali biokonjugate ferocena s pirimidinskim
nukleobazama: timinom, uracilom i 5-floruracilom, pri ¢emu je razmaknica izmedu ferocena i

baze karbonilna skupina [37].
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Slika 14. Regioselektivno N1-aciliranje pirimidinskih nukleobaza (uracil, R = H; timin, R =
Me; 5-fluorouracil, R = F) [37]

Kopulacijom nukleobaza s ferocenoil kloridom (FcCOCI) ili ferocenoil-etil-
karbonatom (FCCOOCOEL) uz deprotonirajuci agens natrij hidrid (NaH) u dimetilformamidu
(DMF), ferocen se regioselektivno vezao na N1-polozaj pirimidinske nukleobaze bez zastite
na N3-polozaj nukleobaze (Slika 14). Reakcija izmedu nukleobaze i FcCOCI prati
jednostupanjski mehanizam u kojem se forimiranje N-C veze i cijepanje C-Cl veze odvija
simultano, §to se slaze ranijim teorijskim 1 ekspermentalnim rezultatima koji potvrduju da se
nukleofilna adicija na karbonilnoj grupi kiselih klorida odvija Sy2-mehanizmom. Polozaj
supstitucije i kemijska struktura dobivenih spojeva potvrdena je i ‘H, °F i *C NMR
spektrima, a kvantno-kemijskim raCunom je pretpostavljena kineticka sklonost za
regiselektivnost reakcije. Preliminarna ispitivanja pripravljenih konjugata pokazuju
potencijalnu biolosku aktivnost. Ciklickom voltametrijom i kvantno-kemijskom metodom
odredeni su redoks potencijali ferocenoil nukleobaza koji pokazuju da su konjugati bolji

oksidansi od roditeljskog ferocenskog sustava.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.MATERIJALI

Sva otapala su suSena prema preporu¢enom postupku susSenja sredstvima za susenje,
odnosno destilirana iznad odgovarajuc¢ih molekulskih sita. Dimetilformamid (DMF) proc¢is¢en
je vakuum-destilacijom preko bezvodnog Mg sulfata (t,=135 °C), a ¢uvan je na molekulskim

sitima. Ostali komercijalni reagensi i kemikalije su koristeni bez pro¢is¢avanja.

3.2. METODE RADA

Tijek reakcije pracen je metodom tankoslojne kromatografije. Tankoslojna
kromatografija je provedena na plo¢ama 60F-254 presvucenim slojem silika gela (Merck) u
odgovarajuem sustavu otapala. Za detekciju izoliranih komponenata je koriStena UV-

svjetlost valne duljine 254 nm.

Kromatografija na koloni je provedena na silika gelu (Fluka, 0.063-0.2 mm), a
staklene kolone punjene su pod utjecajem gravitacijske sile uz eluens diklormetan/etilacetat.
Preparativna tankoslojna kromatografija provedena je na staklenim plo¢ama prevucenim
silika gelom (Merk, Kisagel 60 HF254), dok je za mobilnu fazu koristen sustav otapala

diklormetan/aceton.

Spektri *H NMR i *C NMR su snimljeni na spektrometru Bruker Avance 300 i 600
MHz. Svi uzorci su otopljeni u CDCI3 DMSO-d6 i mjereni pri 298 K u NMR cjevéici od 5
mm. Kemijski pomaci (8) u "H-NMR i *C-NMR spektrima su izrazeni u ppm u odnosu
prema tetrametilsilanu (TMS, & 0,0 ppm), a konstante sprege (J) u hercima (Hz). Pojedinacne
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 izveden je u atmosferi inertnog plina (argon) i u bezvodnoj sredini.
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3.3.SHEME PRIPRAVE KOPULATA FEROCENA | PIRIMIDINSKIH BAZA

A. Priprava ferocenkarboksilne kiseline(2) i ferocenoil-klorida (3)
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(@) (Ph)NCOCI/C,H,4Cly; (b) KOH/EtOH; (c) oksalil-klorid,

B. Priprava ferocen-1,1'-dikarboksilna kiselina (5) i ferocenoil-diklorida (6)
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(a) CH3COCI, AICI3/CH,CIy; (b) Br,, dioksan, Na/H,O; (c) oksalil-klorid, Py/CH,CI
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C. Priprava 1'-metoksikarbonilferocen-1-karboksilne kiseline

metoksikarbonilferocenoil-klorida (9)

(a) BF3; Et,0/MeOH; (b) NaOH/H,0, MeOH; (c) oksalil-klorid, Py/CH,ClI,

D. Priprava ferocenoil-pirimidinskih derivata (10a-e)
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E. Priprava 1'-metoksikarbonilferocenoil-pirimidinskih derivata (11a-e)
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F. Priprava bis ferocenoil-pirimidinskih derivata (12a-e)
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3.4. PROTOKOLI ZA PRIPRAVU SPOJEVA

3.4.1. N,N-difenilferocenkarboksamid (1)

Suspenziji aluminijeva klorida (3.58 g, 26.8 mmol) u suhom dikloretanu (27 mL) doda
se otopina difenil-karbamoil-klorida (Ph,NCOCI 6.23 g, 26.8 mmol) u istom otapalu (27 mL)
I dokapa se 1,2-dikloretanska otopina ferocena (5 g, 26.8 mmol). Refluks se provodi tijekom
24 sata te se nakon toga reakcijska smjesa prenese u posudu s ledom te ekstrahira
diklormetanom. Organski sloj ispire se zasi¢enom otopinom NaCl, osusi bezvodnim Na,SOy i
upari do suha pri ¢emu zaostaje sirovi amid 1 (8.5 g). Za snimanje IR- i NMR-spektra 200 mg
sirova produkta procis¢eno je tankoslojnom preparativnom kromatografijom (eluens: CH,Cl,)

pri ¢emu je dobiveno 120 mg (60%) narancastih kristala amida 1; tt = 179-182 °C.
IR (CH2Cly) Vimad/cm™: 1642 j, 1594 s, 1492 s (C=0O, CONPh,).

'H NMR (CDCls, 400 MHz, 298 K, ppm): & 7.39 (4H, t, Ph), 7.25 (6H, t, Ph), 4.26 (s,
5H, Fc nesupst. prsten), 4.21 (d, 4H, H-2 H-3 H-4 H-5, Fc).

BC-NMR (CDCls, 100 MHz, 298 K, ppm): & 171 (CONPh,), 143.9 (2Cq, Ph,), 129.1
(4C, 0, Phy), 127.59 (4C, m, Phy), 126.37 (2C, p, Phy), 76.1 (C-1, Fc), 70.1 (C-2, C-5, Fc),
71.6 (C-3, C-4, Fc), 69.8 (Fc nesupst. prsten).

3.4.2. Ferocenkarboksilna kiselina (2)

Sirovi amid 1 (8.3 g) se otopi u 20%-tnoj otopini kalijeva hidroksida (KOH) u etanolu
(260 mL). Reakcijska se smjesa refluksira 22 sata nakon ¢ega se upari do suha, otopi u 5%-
tnoj vodenoj otopini NaHCO; te se ekstrahira diklormetanom. Organska faza ispere se
zasi¢enom otopinom NaCl, osusi bezvodnim Na,SO, i upari, pri ¢emu je dobiveno 4.05 g
neizreagiranog supstrata 1. Zakiseljavanjem vodene faze koncentriranom HCI istalozi se 3.98
g (80%) tamnozutih kristala ferocenkarboksilne (mono) kiseline; t;= 193-200 °C.

IR (CH2Cl,) vmad/cm™: 3100-2700 § (OH, COOH), 1657 j (C=0).

3.4.3. Ferocenoil-klorid (3)

Suspenziji ferocenkarboksilne kiseline (300 mg, 1.3 mmol) u diklormetanu (5 mL) doda

se oksalil klorid (274 mL, 3.13 mmol) i kap piridina. Smjesa se refluksira 2 sata te se upari
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do suha pri ¢emu je dobiven tamni ostatak. Sirovi produkt se zagrijava u petroleteru na 80 °C
tijekom 10 minuta. Organski se sloj filtrira preko vate i upari do suha, a ostatak se jos 10
minuta zagrijava u petroleteru te se ponovno profiltrira preko vate i upari. Dobiveno je 275

mg (85 %) crvenih kristala ferocenoil-klorida (3).
IR (CH,Cl,) vnadcm™: 2958 (sl., C-H, Fc), 1755 (j., C=0).

3.4.4. 1,1'-Diacetilferocen (4)

Suspenziji aluminijeva klorida (17.2 g, 0.13 mol) u suhom diklormetanu (30 mL)
dokapa se otopina acetil-klorida (10.7 mL, 0.15 mol) u istom otapalu (20 mL). Tako
pripravljen Perrierov kompleks zagrije se do temperature vrenja te mu se preko lijevka za
dokapavanje polako dokapa otopina ferocena (10 g, 0.054 mol) u suhom diklormetanu (40
mL). Nakon 5 sati refluksiranja reakcijska se smjesa prebaci u ¢aSu s ledom i askorbinskom
kiselinom te se ekstrahira diklormetanom. Organski se sloj dobro ispere 5%-tnom otopinom
NaHCOs, 5%-tnom otopinom KOH i zasi¢enom otopinom NaCl do neutralnog, a zatim osusi
bezvodnim Na,SOy i upari do suha pri ¢emu je dobiveno 12.9 g (88%) narancastih kristala t; =
116-125 °C, t;[34] = 130-131 °C.

3.4.5. Ferocen-1,1'-dikarboksilna kiselina (5)

Otopini natrijeva hidroksida (49.05 g, 1.23 mol) u vodi (240 mL) ohladenoj na 0°C
doda se brom (18.3 mL, 0.35 mol) i dokapa se dioksan (148.2 mL, 1.73 mol), te se pri
temperaturi 0-5 °C u obrocima dodaje 1,1'-diacetilferocen (4) (12 g, 0.044 mol). Nakon 30
minuta mijeSanja doda se vodena otopina Na,S,0s (17 g) te se reakcijska smjesa profiltrira i
filtrat se zakiseli koncentriranom HCI pri ¢emu se istalozi 11.8 g (90%) narancastih kristala

ferocen-1,1'-dikarboksilne kiseline (5); t; >250 °C, t[32] = >250°C.

3.4.6. Ferocenoil-1,1'-diklorid (6)

Suspenziji ferocen-1,1'-dikarboksilne dikiseline (5) (300mg, 1.1mmol, Mr= 273g/mol)
u 4mL diklormetana doda se jedna kap piridina i 0.5 mL oksalil-klorida (5.5 mmol, Mr=127

g/mol). Reakcijska se smjesa refluksira 4 h pri temperaturi od 60 °C. Nakon zavrSetka

refluksa reakcijska smjesa se ohladi i upari do suha. Tamno crveni ostatak se obraduje na isti
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naéin kako je opisano u postupku priprave ferocenoil-klorida (3) pri ¢emu je dobiveno 140

mg (41%) tamnocrvenih kristala ferocenoil-1,1'-diklorida (6).
IR (CH2Cly) Vma/cm™ 2958 (sl., C-H, Fc), 1755 (j., C=0).

3.4.7. Dimetil-ferocen-1,1'-dikarboksilat (7)

Otopini kiseline (2) (6.83 g, 0.025 mol) u metanolu (142 ml) doda se svjeze
predestiliran BF3-Et,O (14.2 ml). Nakon 7 sati refluksiranja reakcijska se smjesa zaluzi 5%-
tnom NaHCO;3 do pH~8-9, ekstrahira diklormetanom, ispere zasi¢enom otopinom NaCl, osusi
bezvodnim Na,;SOy i upari do suha. Dobiveno je 6.10 g (81%) narancastih kristala; t; = 108-
110 °C, t[42] = 114-115 °C.

IR (CH,Cl,) vima/cm™: 1715 j (C=0, COOCHa).

3.4.8. 1'-Metoksikarbonilferocen-1-karboksilna kiselina (8)

U otopinu (3) (6.10 g, 0.02 mol) u metanolu (82 ml) doda se otopina natrijeva
hidroksida (808 mg, 0.02 mol) u vodi (2.7 ml). Nakon 50 minuta zagrijavanja pri 80 °C,
reakcijska se smjesa ekstrahira diklormetanom. Alkalna vodena faza zakiseli se
koncentriranom HCI pri ¢emu se istalozi 2.5 g (43%) narancastih kristala (4); t=145.8-146.7
°C, t[43] = 142-146 °C.

IR (CH,Cly) Vinax/cm™: 3120 § (OH, COOH), 1719 j (C=0, COOCH3), 1682 st (C=0,
COOH).

3.4.9. 1'-Metoksikarbonilferocen-klorid (9)

Suspenziji 1'-metoksikarbonilferocen-1-karboksilne kiseline (600 mg, 2,11 mmol) u
diklormetanu (5 mL) doda se 0,72 mL oksalil klorida (8,44 mmol) i kap piridina. Smjesa se
refluksira 4 h te se upari do suha. Sirovi produkt se obraduje na isti nacin kako je opisano u
postupku priprave ferocenoil-klorida (3) pri ¢emu je dobiveno 470 mg (73 %) crvenih

kristala, 1'-Metoksikarbonilferocen-klorida.
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3.4.10. Ferocenoil-uracilni derivati (10a-e)

Op¢i postupak: Suspenzija uracila (18 mg, 0.162 mmol) i K,CO3 (22 mg, 0.162 mmol) u
DMF-u mijesana je kroz 1 h na sobnoj temperaturi pri ¢emu nastaje kalijeva sol uracila. Uz
mijesanje, reakcijskoj se smjesi dodaje prethodno pripremljeni ferocenoil-klorid (3) (60 mg,
0.243 mmol). Nakon 15 minuta mijeSanja na sobnoj temperaturi reakcijska se smjesa
neutralizira dodatkom 10% otopine limunske kiseline, te ekstrahira diklormetanom. Organski
se sloj ispere vodom do neutralnog i upari na rotacijskom vakum-upariva¢u do suha. Sirovi
produkt se procisti kromatografijom na koloni silikagela uz eluens diklormetan : aceton 10:1

te upari pri ¢emu su dobiveni kristali.
Ferocenoil-uracil (10a): Iskoristenje 110 mg (31.94 %), narancasti kristali, R = 0.195

IR (CH,Cl,) vmadcm™: 3374, (sl., NH), 3072 (sl., CH-aromatski), 1700 (j., C=0), 1667
(., amid)

Ferocenoil-5-florouracil (10b): Iskoristenje 56.18%, narancasto-crveni kristali, R¢=
0.439

IR (CH,Cl,) vmadcm™: 3363, (sl., NH), 3020 (sl., CH-aromatski), 1735, 1700 (j., C=0),
1667(j., amid).

Ferocenoil-5-klorouracil (10c): Iskoristenje 62%, tamno-crveni kristali, R¢= 0.488

IR (CH,Cl,) vmadcm™: 3363, (sl., NH), 3023 (sl., CH-aromatski), 1710 (j., C=0),
1678(j., amid).

Ferocenoil-5-bromouracil (10d): IskoriStenje 72.74%, crveni kristali, Rf= 0.536

IR (CHCly) vimadem™: 3363, (sl., NH), 3024 (sl., CH-aromatski), 1730, 1706 (j., C=0),
1628(j., amid).

Ferocenoil-5-iodouracil (10e): Iskoristenje 76.1%, tamno crveni kristali, R = 0.585

IR (CH2Cly) vimadem™: 3363, (sl., NH), 3017 (sl., CH-aromatski), 1733, 1700 (j., C=0),
1616(j., amid).
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3.4.11. 1'-Metoksikarbonil-ferocnoil-uracilni derivati (11a-€)

Opéi  postupak. Suspenziji nezaSticenog uracila (22.6 mg, 0,202 mmol) u
dimetilformamidu (DMF) doda se K,COs; (28 mg, 0,202 mmol). Nastala suspenzija
mijeSanjem polako prelazi u guséu bijelu otopinu koja se mijesa 1 h, a zatim se doda
pripremljeni 1'-metoksikarbonilferocen-klorid (9) (80 mg, 0,262 mmol). Dobivena reakcijska
smjesa mijeSa se oko 15 min, a zatim neutralizira 10 %-tnom limunskom kiselinom i
ekstrahira diklometanom. Organski sloj se ispire vodom, a potom upari na rotacijskom
uparivatu do suha. Procis¢avanjem produkta kolonskom kromatografijom uz eluens

diklormetan : aceton 10:1 te uparavanjem dobiveni su crveni kristali.

1'-Metoksikarbonil-ferocnoil-uracil (11a): Iskoristenje 44.54%, narancasto-Crveni
kristali, Rf = 0.164

IR (CHCly) vmadem™: 3370, (sl., NH), 3020 (sl., CH-aromatski), 1717 (j., C=0),
1682(j., amid).

1'-Metoksikarbonil-ferocnoil-5-fluorouracil (11b): Iskoristenje 54.09%, crveni
kristali, Rf = 0.382

IR (CHCly) vmadem™: 3362, (sl., NH), 3022 (sl., CH-aromatski), 1718 (j., C=0),
1677(j., amid).

1'-Metoksikarbonil-ferocnoil-5-klorouracil (11c): Iskoristenje 65.01%, tamno-crveni
kristali, Rf = 0.509

IR (CH.Cly) vmadem™: 3367, (sl., NH), 3020 (sl., CH-aromatski), 1714 (j., C=0),
1682(j., amid).

1'-Metoksikarbonil-ferocnoil-5-bromouracil (11d): Iskoristenje 69.15%, crveni
kristali, Rs = 0.564

IR (CH2Cly) vmadcm™: 3362, (sl., NH), 3027 (sl., CH-aromatski), 1709 (j., C=0),
1628(j., amid).

1'-Metoksikarbonil-ferocnoil-5-iodouracil (11e): Iskoristenje 79%, tamno crveni
kristali, Ry = 0.618
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IR (CH,Cl,) vmadcm™: 3364, (sl., NH), 3023 (sl., CH-aromatski), 1710 (j., C=0),
1617(j., amid).

3.4.12. Ferocenoil-1,1'-bisuracilni derivati (12a-€)

Op¢i postupak:. Suspenzija 29 mg (0.26 mmol) uracila i 6.24 mg (0.26 mmol) NaH u
DMF-u mijesana je tijekom 30 minuta te je dodano 40 mg (0.13 mmol) ferocenoil-1,1'-
diklorida (6). Dobiveni produkt se odsise preko Hirschovog lijevka pri ¢emu se dobiveni

kristali isperu razli¢itim otapalima (diklormetan, aceton).

Ferocenoil-1,1'-bisuracil (12a) Iskoristenje 38.77%, narancasti kristali
IR (KBr) vmadcm™: 3464, (3. sl., NH), 3109 (sr., CH, Fc), 1715 (j., CO), 1675 (j.,
amid).

Ferocenoil-1,1'-bis-5-floruracil (12b): Iskoristenje 69.51%, crveni kristali

IR (KBF) vina/cm™: 3464, (5. sl., NH), 3109 (sr., CH-aromatski), 1715 (j., CO), 1675,
1630 (j., amid).

Ferocenoil-1,1"-bis-5-klorouracil (12c): Iskoristenje 20.85%, crveni kristali

IR (KBr) vmadcm™: 3438, (3. sl., NH), 3060 (sr., CH, Fc), 1694 (j., CO), 1659 (.,

amid).

Ferocenoil-1,1'-bis-5-bromouracil (12d): Iskoristenje 80.9%, crveni kristali

IR (KBr) vmadcm™: 3454, (3. sl., NH), 3061 (sr., CH, Fc), 1694 (j., CO), 1654 (.,

amid).

Ferocenoil-1,1'-bis-5-iodouracil (12e): Iskoristenje 71.5%, tamno-crveni kristali

IR (KBr) vmadem™ 3469, (5. sl., NH), 3038 (sr., CH, Fc), 1710 (j., CO), 1650 (.,

amid).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. UVOD

Nukleozidni analozi supstituirani u polozaju C-5 pirimidinskog prstena isticu se
snaznim bioloskim djelovanjem stoga su u taj polozaj uvedeni razliiti supstituenti u
dizajniranju molekula koje ¢e intereagirati sa procesima u tijelu 1 imati Zeljenu aktivnost.
Analizom njihovih struktura i odredivanjem odnosa bioloskog djelovanja utvrdeno je da
elektron-odvlacec¢a skupina u C-5 polozaju pirimidinskog prstena ima znacajan utjecaj na
antivirusno djelovanje. Imajuéi u vidu zanimljiva svojstva analoga nukleozida, tj. njihovu
znacajnu biolosku aktivnost i zanimljiva elektrokemijska svojstva, cilj ovog diplomskog rada
je priprava te spektroskopska karakterizacija modificiranih analoga nukleozida, homo- i
heteroanularno supstituiranih derivata ferocena i derivata uracila s karbonilnom skupinom kao

razmaknicom (Slika 15).

@kb: @kb: @kb:

Fe

R=H, FCI, Br, |

Slika 15. Homo i heteroanularno supstituirani ferocenoil uracilni derivati

Da bi se ocuvala potencijalna bioloska aktivnost pripravljenih spojeva potrebno je
reakciju kopulacije ferocena i nukleobaza usmijeriti regioselektivno odnosno ferocenoilni
supstituent vezati na N1 poziciju nukleobaze gdje se prirodno nalazi vezana Secerna
komponenta. U veéini reakcija na nezaSticenom uracilu, odnosno timinskom derivatu sa
supstratima za aciliranje (acilkloridi, esteri, anhidridi) nastaje smjesa N1- i N3- produkata.
Polozaj suspstitucije na dusikovom atomu i udio izomera ovisi 0 temperaturi reakcije, baznom
katalizatoru i koriStenom supstratu za aciliranje [37]. Svrha ovog rada je ispitati K,CO3 kao
bazni katalizator, te ferocenoil-klorid kao acilirajuci reagens na iskoristenje i regioselektivnost
reakcija. Ovaj rad je podijeljen u dva dijela pri cemu se prvi dio odnosi na sintezu supstrata za
aciliranje, ferocenoil-klorida, 1'-metoksikarbonilferocen-klorida i ferocenoil-1,1'-diklorida,

koji se zatim kopuliraju s nezasticenom nukleobazom, uracilom i C-5 supstituiranim
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derivatima uracila. U drugom dijelu su strukture sintetiziranih spojeva potvrdene korisStenjem

IR i NMR spektroskopije.

4.2. SINTEZA | SPEKTRALNA ANALIZA PREKURSORA

4.2.1. Ferocenkarboksilna kiselina (2)

U reakeciji ferocena s N,N-difenilkarbamoilkloridom u prisutnosti aluminijeva klorda
nastaje N,N-difenilferocenkarboksamid (1) u iskoristenju od 60%. Za snimanje IR-i NMR
spektra dio sirovog produkta proc¢iséen je tankoslojnom preparativnom kromatografijom.
Hidrolizom N,N-difenilferocenkarboksamida (1) u etanolnoj otopini kalijeva hidroksida
nastaje ferocenkarboksilna kiselina (2) uz iskoristenje od 80% (Slika 16) [38]. IR-spektar
N,N-difenilferocenkarboksamida sadrzi signale pri 1642 i 1594 cm™ koji odgovaraju
karbonilnoj skupini amida. U IR-spektru ferocenkarboksilne Kkiseline (2) vidljiva je
apsorpcijska vrpca pri 3089 cm™ koja odgovara frekvenciji istezanja intermolekulskih

vodikovih veza te vrpca pri 1676 cm™ koja je karakteristi¢na za karbonilnu skupinu.

@CONth
Fe Ph,NCOCI

Fe
@ A1C13/C1CEQC1

1
KOH/EtOH : COOH
—_—

Fe

—

2

Slika 16. Shema pripreme ferocenkarboksilne kiseline

4.2.2. Ferocenoil-klorid (3)

Priprava ferocenoil-klorida (3) provodi se reakcijom ferocenkarboksilne kiseline (2) s
oksalil-kloridom i pirimidinom kao bazom u iskoristenju od 85 % (Slika 17).
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Slika 17. Shema pripreme ferocenoil-klorida

IR-spektar ferocenoil-klorida snimljen u diklormetanu pokazuje apsorpcijsku vrpcu pri
1755 cm™ §to ukazuje na prisutnost karbonilne skupine acil-klorida. *H NMR spektri
potvrduju supstituciju na jednom ciklopentadienilnom prstenu ferocena buducéi da su signali
vidljivi u rasponu od & 4.38 do 4.91 ppm i to kao jedan singlet i dva tripleta. **C NMR-
spektar sadrzi vrpcu karbonilnog ugljikovog atoma klorida pri & 178.3 ppm i Cetiri vrpce
ugljikovih atoma ferocena i to pri & 73.3 ppm za kvaterni ugljikov atom, pri & 71.7 ppm za
ugljikove atome ne-supstituiranog prstena te takoder pri 6 71.2 i 70.4 ppm za C-atome

supstituiranog prstena.
4.2.3. Ferocen-1,1'-dikarboksilna kiselina (5)
Prema postupcima opisanim u literaturi pripravljena je ferocen-1,1'-dikarboksilna kiselina

(5) oksidacijom 1,1'-diacetilferocena (4) s bromom, dok je 1,1'-diacetilferocen pripravljen
reakcijom Perrierovog kompleksa s ferocenom u iskoristenju od 88% (Slika 18).

@CH3COCI/AIC13 @COCHz | ©COOH
> Fe Br,/dioksan Fe
e CHCh NaOH/H,0
< "y cocH; * oo
4 5

Slika 18. Shema pripreme ferocen 1,1'-dikarboksilne kiseline

4.2.4. Ferocenoil-1,1'-diklorid (6)

1,1'-Ferocenoil-diklorid (6) pripravljen je u reakciji ferocen-1,1'-dikarboksilne kiseline
(5) i oksalilklorida u piridinu uz iskoristenje od 41% (Slika 19). IR-spektar 1,1'-ferocenoil-
diklorida snimljen u diklormetanu pokazuje jaku apsorpcijsku vrpcu pri 1755 cm™ §to ukazuje

na prisutnost karbonilne skupine acil-klorida.
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Slika 19. Shema pripreme 1,1-ferocenoil diklorida

4.2 5. 1'-Metoksikarbonil-ferocenoil-klorid

Esterifikacijom dikiseline (5) te djelomi¢nom hidrolizom nastalog estera (7) dobiva se
ester-kiselina (8) u 66%-tnom iskoriStenju. Neizreagirani se supstrat (7) ponovno podvrgne
istom postupku u cilju dobivanja ester-kiseline (8) u §to boljem iskoristenju (Slika 20).

Struktura dobivenih spojeva potvrdena je IR i NMR spektroskopijom.

g
'

H COOCH
BF, X Et,0 COOCH;  \teoH NaoH ’
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Slika 20. Shema pripreme 1'-metoksikarbonilferocen-1-karboksilne kiseline

U nastavku je pripravljen kljuéni intermedijer, 1'-metoksi karbonilferocenoil klorid
(9), u iskoristenju od 79% (Slika 21). Nastaje u reakciji ester-kiseline i oksalil-klorida u
suhom diklormetanu uz prisustvo piridina, a nakon uparavanja sirovi produkt se proc¢is¢ava

viSestrukim zagrijavanjem u petroleteru te uparavanjem filtriranog produkta.

@COOCHB oksalil-Klorid @COOCHs

Fe >~ Fe
CH,Cl,/ Py
N oo N oo
8 9

Slika 21. Shema pripreme 1'-metoksi karbonil-ferocenoil klorida
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U IR spektru ester-klorida vidljiva je karakteristi¢na vrpca za kiselinske kloride pri 1755
cm™ i apsorpcijska vrpca pri 1715 cm™ karakteristiéna za karbonilnu skupinu estera vezanog

na 1'-ciklopentadienilni prsten ferocena.

4.3. SINTEZA | SPEKTRALNA ANALIZA FEROCENOIL URACILNIH DERIVATA
4.3.1. Sinteza ferocenoil-uracilnih derivata (10a-e)

Sljedec¢i dio istrazivanja u ovom radu posveéen je pripravi ferocenoil-uracilnih derivata
10a-e. U litaraturi je opisana sinteza ferocenil uracila i ferocenil 5-floruracila uporabom natrij
hidrida kao deprotonirajuceg reagensa pri ¢emu su dobiveni isklju¢ivo N1-izomeri ferocenoil
supstituirane nukleobaze uracila. Kiselost protona na N1- i N3- polozaju uracila i njegovih
derivata je sli¢na, te se na 0snovi toga ne moze objasniti uocena regioselektivnost reakcije. Za
interpretaciju uocene regioselektivnosti koristena je NMR spektroskopija i kvantno — kemijski
racun. Prijelazna stanja u reakciji aciliranja na N1-polozaju znatno su stabilnija od
odgovarajucih prijelaznih satanja za formiranje N3-izomera $to upucuje na kineticku kontrolu
reakcije supstitucije na N1-polozaju odnosno nastajanje N1-izomera [39]. U ovom radu
pozornost je usmjerena na regioselektivnosti i prinosu reakcije upotrebom kalijeva karbonata

kao deprotonirajuc¢eg agensa, te produljenog vremena deprotekcije (Slika 22).
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10d; R=ClI
10e; R=Br

Slika 22. Shema priprave ferocenoil-uracilnih derivata (10a-e)

Prvi stupanj ove sinteze zapoCinje deprotekcija purinske baze koja je provedena je s
kalij karbonatom u dimetilformamidu kroz 60 minuta pri ¢emu nastaje kalijeva sol baze.

Pripravljenoj kalijevoj soli nukleo baze dokapa se ferocenil-klorid uz mjesanje, a tijek
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reakcije se prati tankoslojnom kromatografijom. Kalij iz soli je parcijalno pozitivan dok je
dusik u ovom slucaju parcijalno negativan te ¢e odvuéi elektrone iz veze viSe prema sebi Sto
mu daje mogucnost da kao jak nukleofil napada ugljik acilne skupine dajuci elektronski par za
stvaranje nove veze. Kako ugljik moze primiti samo 8 elektrona, veza sa klorom puca te klor
kao dobra izlazeéa skupina izlazi iz molekule zajedno sa elektronskim parom s kojim je bio
vezan za C-atom. lIzolacija zeljenog produkta je provedena na nacin da se reakcijska smjesa
neutralizira dodatkom 10 % otopine limunske kiseline, te ekstrahira diklormetanom. Organski
se sloj ispere vodom do neutralnog i upari na rotacijskom vakum-upariva¢u do suha. Sirovi
produkt se procisti kromatografijom na koloni silikagela uz eluens diklormetan : aceton 10:1

te upari pri ¢emu su dobiveni kristali kopulata 10a-e u iskoristenju 31-77%.

4.3.2 Strukturna karakterizacija ferocenoil-uracilnih derivata (10a-e)

U IR spektrima spojeva 10a-e (Slika 23) zabiljezene su apsorpcijske vrpce
karakteristiéne za NH skupinu pri 3300 cm™ te apsorpcijska vrpca oko 1710 cm™ koje
odgovaraju karbonilnim skupinama prisutnim u kona¢nim produktima. Odsutnost
apsorpcijske vrpce pri 1755 cm’ koja se prepisuje kiselinskom kloridu potvrduje uspjesnost

provedene kopulacije.

T (%) |

N-H

3500 3000 2500 2000 1500

valni broj (cm)

Slika 23. Dio IR spektra spojeva 10a-e
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U *H NMR spektrima ferocenoil-uracilnih derivata 10a-e snimljenih u DMSO vidljiv je
karakteristi¢an kemijski signal ~ & 11.7 ppm koji potvrduje prisutnost protona amidne skupine
i signal za proton pirimidinskog prstena (H-6) ~ & 8.4 ppm. U *H NMR spektru derivata
vidljivi su i kemijski pomaci karakteristi¢ni za monosupstituirani ferocen kemijski pomaci u
podrucju od & 4.40 do 4.81 ppm pripisuju se CH skupinama supstituiranog Cp-prstena, dok
pomak oko & 4.31 ppm potvrduje prisutnost SH nesupstituiranog Cp-prstena (Tablica 1, Slika
24).

Tablica 1. Kemijski pomaci (5/ppm) intezite signala u *H NMR za spojeve 10a-e

Spoj N3-H H-C5 H-C6 Fc-H Fc-H
supst. nesupst.
10a | 1151 (1H,s) | 573 (1H,d) | 7.99 (1H,d) | 4.84 (2H, pt) | 4.32 (5H, s)
4.74 (2H, pt)
10b | 11.98 (1H,s) - 8.42 (1H,d) | 4.89 (2H, pt) | 4.34 (5H,s)
4.72 (2H, pt)
10c | 12.02 (1H, s) - 8.46 (1H, d) | 4.90 (2H, pt) | 4.35 (5H, s)
4.75 (2H, pt)
10d | 11.63 (1H, s) - 8.40 (1H, d) | 4.87 (2H, pt) | 4.38 (5H, s)
4.73 (2H, pt)
10e | 11.67 (1H,s) - 8.46 (1H,d) | 4.88 (2H, pt) | 4.37 (5H,s)
4.77 (2H, pt)
Fe-H
nestupst.
Fc-H
supst

1160 =
=
I
—B.40
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[=2]

0.87
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Slika 24. *H-NMR-spektar spoja 10c
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U ®C NMR spektrima spojeva 10a-e kemijski pomak oko & 172 ppm se pripisuje
karbonilnoj skupini premosnice ferocenske i uracilne podjedinice, a signali oko & 140 ppm C-
6 ugljikovom atomu. Signal C-5 ugljikovog atoma uracila i njigovih derivata pomaknuti su u
nize magnetsko polje od odgovaraju¢eg signala u pocetnoj strukturi nukleobaze. Ugljikovi
atomi ferocenske podjedinice potvrdeni su kemijskim pomacima u podru¢ju od 6 71.1 do 74.2
ppm za supstituirani Cp-prsten i oko & 71 ppm za nesupstituirani Cp-prsten (Tablica 2, Slika
25).

Tablica 2. Kemijski pomaci (5/ppm) u **C NMR za spojeve 10a-e.

Spoj | Fc-CO C-14 C-2 C-6 C-5 Fc-Cq C-Fc C-Fc
supst. nesupst.

10a | 173.58 | 163.86 | 149.88 | 141.33 | 1029 | 71.05 74.11 71.15
71.21

10b | 172.73 | 158.17 | 148.62 | 142.16 | 139.83 | 71.99 73.97 71.12
71.19

10c | 171.94 | 159.28 | 148.56 | 139.63 | 108.75 | 71.96 73.63 7151
71.51

10d | 172.24 | 159.79 | 149.23 | 140.24 | 97.88 | 71.06 74.08 71.19
72.00

10e | 172.47 | 161.32 | 149.62 | 144.89 | 72.50 | 71.83 74.14 71.18
71.97

(=)}
]
w

FcCO
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f1 (ppm)

Slika 25. **C-spektar spoja 10c
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U ®C NMR spektrima acil-supstituiranih baza uracila i timina kemijski pomak za
ugljikov atom pirimidinske baze (C-5) se razlikuje ovisno o mjestu supstitucije na bazi [40].
Signal za taj ugljikov atom u supstituiranom derivatu pomice se u nize polje za cca. 3 ppm U
usporedbi s nesupstituiranom bazom ako se supstitucija odvija u polozaju N1. No takva
razlika u kemijskim pomacima nije uo¢ena uvodenjem benzoila na N1-polozaju [41]. Buduéi
da je u spektrima ferocenoil uracilnih derivata 10a-e kemijski pomak za taj ugljikov atom
pomaknut u nizem polju za 3 ppm u odnosu na odgovaraju¢i signal reaktanta moze se
zakljuciti da je se ovim sintetskim postupkom dobiva isklju¢ivo N1-regioizomer bez uporabe
zaStite N3-polozaja baze uz Kalijev karbonat kao deprotekcijski reagens. U usporedbi s
literaturnim podacima moze se uociti da produljeno vrijeme deprotekcije bazes 30 minuta na

60 minuta poveceva prinos reakcije.

4.3.3. Sinteza 1'-metoksikarbonil-ferocnoil-uracilni derivati (11a-e)

Slijede¢i dio istrazivanja posvecen je kopulaciji klorid-estera (9) i nezastiene
pirimidnske baza pri ¢emu nastaju 1'-metoksikarbonil-ferocnoil-uracilni derivati (11a-e) u
iskoriStenju od 44 — 79 % (Slika 26).
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H
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11a;R=H

11b;R=F
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11d; R=Br
1le; R=1

Slika 26. Priprava 1'-metoksikarbonil-ferocnoil-uracilnih derivata

Deprotekcija baze provedena je kalijevim karbonatom (K,COs) u DMF-u tijekom 60
minuta pri ¢emu nastaje kalijeva sol baze, odnosno aktivirana nukleobaza. Slijedi kopulacija
aktivirane nukleobaze i klorid-estera (9) tijekom 15 minuta uz jasnu promjenu boje iz crvene
u tamnocrvenu. Reakcije je pracena tankoslojnom kromatografijom na silika gel plo¢ama uz

eluens diklormetan/aceton 10:1. Reakcijska smjesa prije procis¢avanja kolonskom
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kromatgrafijom neutraliziran 10 % limunskom Kkiselinom, te ekstrahiran diklormetanom.
Sirovi produkt se procisti kromatografijom na koloni silikagela uz eluens diklormetan /aceton

10:1 te upari pri ¢emu su dobiveni crveni kristali kopulata 11a-e u iskoristenju 44 - 79 %.
4.3.4. Strukturna karakterizacija 1'-metoksikarbonil-ferocnoil-uracilni derivati (11a-e)

U IR spektrima kopulata 1la-e zabiljezene su apsorpcijske vrpce koje odgovaraju
isteznim frekvencijama NH-skupini pri 3370 cm™ te apsorpcisjka vrpca oko 1710 cm™ koja je
dokaz karbonilne skupine metilnog estera, karbonilne skupine koja je poveznice ferocena i
baze i karbonilna amidnih skupina nukleobaze. Amidna skupina dodatno je dokazana

apsorpcijskom vrpcom pri 1670 cm™ (Slika 27).
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Slika 27. Dio IR spektra spojeva 11a-e

U '"H NMR spektru spojeva 11a-e snimljenih u DMSO vidljiv je signal oko & 11.5 ppm
koji potvrduje prisutnost protona nesupstituirane amidne skupine baze (N-3), signali u
podrucju od 7,99 do 8,46 ppm odgovara kemijskom pomaku protona na polozaju C-6
pirimidisnkog prstena te pri & 5.73 ppm koji odgovara proton na polozaju C-5 uracila. U 'H
NMR spektrima iz kemijskih je pomaka potrvdena prisutnost ferocenske podjedinice, signala
u podrucju od 6 4.90 do & 4.60 ppm koja odgovaraju CH skupinama ciklopentadielnih prstena
koji odgovaraju heteroanularno supstituiranom ferocenskom derivatu. U spektru je asigniran 1
jedan singlet pri 6 3.68 ppm koji se pripisuje metoksi skupini estera koja je vezana na 1'-

prstenu ferocena (Tablica 3, Slika 28).

33



Tablica 3. Kemijski pomaci (8/ppm) intezite signala u *H NMR za spojeve 11a-e

Spoj

N3-H

H-C5

H-C6

Fc-H

OCHjs

1la

11.51 (1H, s)

5.73 (1H, d)

7.99 (1H, d)

4.84 (2H, s)
4.74 (2H, s)
4.84 (2H, s)
4.74 (2H, s)

3.61 (3H, s)

11b

11.98 (1H, s)

8.42 (1H, d)

4.89 (2H, s)
4.72 (2H, s)
4.84 (2H, s)
4.74 (2H, s)

3.65 (3H, 5)

1ic

12.02 (1H, s)

8.46 (1H, d)

4.90 (2H, s)
4.75 (2H, s)
4.84 (2H, s)
4.74 (2H, s)

3.71(3H, 5)

11d

11.84 (1H, s)

8.36 (1H, d)

4.87 (2H, s)
4.73 (2H, s)
4.84 (2H, s)
4.74 (2H, s)

3.71(3H, 5)

11e

11.67 (1H, s)

8.46(1H, d)

4.88 (2H, s)
4.77 (2H, s)
4.84 (2H, s)
4.74 (2H, s)

3.61 (3H, 5)

N-H

—8.36

H-Co

Fc

—4.93

—~463

1002

2,33 =
2.00-"
2,48
2.04-T

MG*J |—11 a4

12.0 11.5

T T
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Slika 28. *H-NMR-spektar spoja 11d
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U C NMR spektru spojeva 11a-e vidljiv je signal pri 8 172.9 ppm koji se pripisuje
ugljikovom atomu karbonilne skupine koji je poveznica ferocena i baze. Signal pri 6 164.5 i
149.9 ppm pripisani su karbonilnim ugljikovim atomima pirimidinskog prstena, a pri 136.63 i
110.9 ppm ugljikovim atomima uracilne podjedinice (C-5 i C-6). Ferocenskim ugljikovim
atomima pripisani su kemijski pomaci pri 6 74.8 i 72.6 ppm. Metoksi skupina estera vezanog

na 1 -prstenu ferocena potvrden je signalom pri 52.1 ppm (Tablica 4, Slika 29).

Tablica 4. Kemijski pomaci (8/ppm) u **C NMR za spojeve 11a-e.

Spoj | Fc-CO| C4 | C2 | C6 | C5 |FcCq| C-Fc | COOCHS;
11a | 173.58 | 163.86 | 149.88 | 141.33 | 102.9 | 71.05 | 7411 | 52.10
71.21
74.11
71.21
11b | 172.73 | 158.17 | 148.62 | 142.16 | 139.83 | 71.99 | 73.97 | 52.10
71.19
74.11
71.21
11c | 171.94 | 150.28 | 148.56 | 139.63 | 108.75 | 71.96 | 73.63 | 52.10
71.51
74.11
71.21
11d | 172.24 | 159.79 | 149.23 | 140.24 | 97.88 | 71.06 | 74.08 | 52.10
72.00
74.11
71.21
1le | 172.47 | 161.32 | 149.62 | 144.89 | 7250 | 71.83 | 74.14 | 52.10
71.97
74.11
71.21
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Slika 29. **C NMR-spektar ferocenoil-5-joduracila (11d)

Temeljem provedene reakcije kopulacije ester-klorida (9) i nezasti¢ene nukleobaze uz
K2COs, kao deprotekcijskog sredstva, i DMF kao otapala, te provedene spektralne analize
svih dobivenih produkata moze se uoditi nastajenje isklju¢ivo samo jedan N1-regioizomer bez
uporabe zastite N3 polozaja baze. Takoder se moze zakljuciti da s povecanjem veliCine

supstituenta na C-5 polozaju uracila povecava se i prinos nastalog produkta.

4.3.5. Sinteza ferocenoil-1,1'-bisuracilni derivati (12a-e)

Ferocenoil-1,1'-bisuracilni derivati (12a-€) pripravljen je u reakciji uracila i njegovih
derivata s ferocenoil-1,1'-dikloridom (6) (Slika 30). Reakcija se provodi u bezvodnim
uvjetima u otapalu dimetilformamidu in situ nakon deprotoniranja baze s kalij karbonatom pri
¢emu dolazi do talozenja crvenih kristala u reakcijskoj smjesi. Zbog slabe topljivosti nastalog
produkta sirovi produkt je odsisan i ispran organskim otapalima diklormetanom, etil-acetatom
i acetonitrilom. Sirovi produkt takoder je ispiran i vodom kako bi se uklonili zaostale soli,
kalijev karbonat i nastali kalijev klorid pri ¢emu je uo¢eno otapanje produkta i promjena boje
otopine u zuto S§to ukazuje na razgradnju nastalog kopulata. Zbog gore navedeno kao
deprotoniraju¢e sredstvo U ovim reakcijama aciliranja kao bazni katalizator koristi se natrijev
hidrid budué¢i da u reakciji kopulacije kao nusprodukt nastaje natrij klorid koji je za razliku od

kalijevog klorida topljiv u nekim organskim otapalima te je na taj nacin uklonjen iz produkta.
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Slika 30. Shema pripreme ferocenoil-1,1'-diuracilnih derivata (12a-e)

4.3.6. Strukturna karakterizacija ferocenoil-1,1'-bisuracilnih derivata (12a-e)

Struktura ferocenoil-1,1'-bisuracilni derivati (12a-e) potvrdena je IR i NMR

spektroskopijom. U IR spektru snimljenom u KBr-u, vidljiva je apsorpcijska vrpca oko 3460 i

3300 cm™ koja se pripisuje slobodnoj i asociranoj asociranoj amidnoj (NH) skupini na N3-

poziciji, te su vidljive i apsoprcijske vrpce jakog intenziteta pri 1695, 1659 i 1630 cm™ koje

odgovaraju karbonilnoj skupini premosnice ferocena i baze i amidnim karbonilnim skupinama

baze (Slika 31).

T (%) |
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Slika 31. Dio IR spektra spojeva 12a-e
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Zbog slabe topljivosti i nestabilnosti kopulata 12a-e, $to je uo¢eno naglom promjenom
boje otapanjem u DMSO-d6, snimljen je samo *H NMR-spektar. U spektrma su vidljivi
kemijski pomaci pri & 8.40 ppm Koji se pripisuju protonu na C-6 polozaju i kod kopulata 12a
pri & 5.75 ppm Koji se prepisuje protonu na C-5 polozaju pirimidinskog prstena. Dva singleta
oko 6 4.80 i 5.00 ppm pripisuju se protonima ciklopentadienilnih prstena ferocena, a dokaz su
supstitucije nukleobaze na oba ciklopentadienilna prstena ferocena. U *H NMR spektrima
vidljiv su dodatni set kemijskih pomaka u podrucju signala pirimidinske baze $to ukazuje da

je u kopulatima prisutna i neizreagirana baza (Tablica 5, Slika 32).

Tablica 5. Kemijski pomaci (8/ppm) intezite signala u *H NMR za spojeve 12a-e

Spoj N3-H H-C5 H-C6 Fc-H
12a (2H, s) 5.75 (2H, s) (2H, s) 5.03 (4H, s)
4.84 (4H, s)
12b | 12.24 (2H,s) 8.41(2H,s) | 5.03 (4H,s)
4.84 (4H, s)
12c | 12.24 (2H, s) 8.41 (2H, s) | 5.03 (4H, s)
4.84 (4H, s)
12d | 11.94 (2H, s) 8.42 (2H,s) | 5.02 (4H, s)
4.83 (4H, s)
12e | 11.80 (2H, s) 8.38 (2H, s) | 4.99 (4H, s)
4.82 (4H, s)
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Slika 32. *H-NMR-spektar spojeva 12c-e

Na temelju provedene spektralne analize moze se potvrditi nastajanje ferocenoil-1,1'-
bisuracilni derivati (12a-e) u ovim reakcijama kopulacije. Takoder moze se zakljuciti da je na
svakom ferocenska prstenu vezana nukleoobaza. Samo iskoristenje reakcije nije svrsishodno

komentirati budu¢i da je iz spektralne analize evidentno prisustvo neizreagirane nukleobaze u

kona¢nom produktu.
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5. ZAKLJUCCI

> Visestupanjskom sintezom pripravljeni su intermedijeri ferocenoil-klorid (3),
ferocenoil-1,1"-diklorid (6) i 1 -metoksikarbonilferocen-klorid (9)  koji se
reakcijom s uracilom i 5-supstituiranim derivatima uracila prevedeni u homo- i
heteroanularno supstituirane biokonjugate ferocena 10-12

> Na osnovu provedenih istrazivanja moze se zakljuCiti da produljeno vrijeme
deprotekcije nukleobaze povecava prinos produkata 10 i 11.

> Strukture dobivenih produkata potvrdene su IR i NMR spektroskopijom. Na
osnovu kemijskih pomaka u *H i **C NMR spektrima spojeva 10 i 11 potvrdena je
supstitucija pirimidinske baze na jednom ciklopentadielnom prstenu ferocena, a na
temelju *H NMR spektara spojeva 12 potvrdena je supstitucija pirimidinske baze
na oba prstena ferocena.

> Kemijski pomak oko & 172 ppm u C NMR spektru spojeva 10 i 11 te
apsorpcijske vrpce jakog inteziteta u podru&ju oko 1670 cm-' IR spektrima svih
spojeva potvrduje prisutnost karbonilnog ugljikovog atoma smjeStenog izmedu
ferocena i baze.

> Povezivanje ferocenske podjedinice na N-atom pirimidinskog prstena u polozaju
N1 u produktima 10-12 dokazano je **C NMR spektroskopijom te se moZe
zakljuciti da se ovim sintetskim postupkom dobiva isklju¢ivo N1-regioizomer bez

uporabe zaStite N3 polozaja baze.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi
nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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