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1. Uvod

Ovaj zavrsni rad dio je istrazivanja na podrucju metalocena, odnosno biokonjugata
ferocena s pirimidinskim i purinskim nukleobazama koji se izvodi u okviru Potpore
istrazivanju pod naslovom: "Pracenje udjela produkata u reakciji AMferocenoiliranja G5
derivata uracila uporabom !H-NMR spektroskopije" na Prehrambeno-biotehnoloskom

fakultetu u Laboratoriju za organsku kemiju u Zagrebu.

Mnogi supstituirani analozi prirodnih nukleozida imaju snaznu bioloSku aktivnost te
efikasno djelovanje u sprjeCavanju razmnozavanja malignih stanica (Ewald i sur., 2008). S
tim u vezi, do sada su poduzeti opsezni napori u sintezi strukturno razli¢itih nukleozida,
buduc¢i da prisutnost viSe nukleofilnih mjesta u nukleobazama sa slichom reaktivnoScu u
reakciji Aralkiliranja i AMtaciliranja daje smjesu produkata s niskom regioselektivnoséu (Rad i
sur., 2014). Reakcijski uvjeti, otapala, acilirajuéi agens i baza mogu preferirati kineticku i/ili
termodinamicku kontrolu reakcijskih smjerova. U Laboratoriju za organsku kemiju
istrazivacka skupina razvila je sinteticki put u jednom koraku za pripremu ferocenoil derivata
nukleobaza, a fragment Fc-C=0 povezan je sa "standardnim" pirimidinskim bazama. U gore
navedenim reakcijama baze su ferocenoilirane selektivno na polozaju ANl pirimidinskog
prstena (Lapi¢ i sur., 2015). U nastavku su ispitane reakcije provedene u acetonitrilu
koristeci bazu trietilamin i acilirajuéi agens klorid pri ¢emu nastaje i N1/A3-biskopulat u
iskoriStenju 15-35 % kao tamnocrveni kristali uz M-izomer u iskoristenju 23-59 % kao
crveni kristali. Tijekom izolacije i prociS¢avanja dobivenih kopulata uporabom kolonske
kromatografije uoceno je nastajanje razgradnih produkata. Slijedom toga, u ovom zavrSnom
radu usredotocCit cemo se na ispitivanje udjela nastalih produkata u reakcijskoj smjesi pri

istim reakcijskim uvjetima uporabom H-NMR spektroskopije (slika 1).
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Slika 1. N-ferocenoiliranje -5 derivata uracila



2. Teorijski dio

2.1. Ferocen

Ferocen je organometalni spoj molekulske formule Fe(CsHs). koji pripada skupini
metalocena te je graden od dva ciklopentadienilna prstena koja su povezana i stabilizirana
centralnim atomom Zeljeza. Dolazi u obliku narancastih kristala (slika 2), karakteristicnog
mirisa slicnog kamforu, netopljivih u vodi. Stabilan je pri sobnoj temperaturi te je visoko
zapaljiv i netoksi¢an spoj. Molekulska masa ferocena iznosi 186,04 g/mol, ima gustocu 1,49

g/cm?3, temperatura vreliSta iznosi 249 °C, a temperatura talista 172,5 °C (NCBI, 2005).

Slika 2. Narancasti kristali ferocena

Otkriéem ferocena 1954. godine kao prvog ,sandwich" spoja (slika 3), odnosno
strukture gdje se metalni atom nalazi izmedu lica dviju paralelnih i ravnih prstenastih
struktura, izazvalo je veliko zanimanje za njega, ne samo zbog strukture vec i izrazitih
svojstava kao Sto su stabilnost do 400 °C, reaktivnost kao superaromatski elektrofil, dobra
topljivost u svim uobiajenim organskim otapalima te stabilnost na zraku. Ubrzo je
pokrenuto cijelo novo podrudje istrazivanja pri ¢emu su sintetizirani i zabiljezeni brojni
ciklopentadienilni derivati razli¢itih metala i metaloida koji su pridonijeli teorijskom znanju o
kemijskom vezivanju, te u industriji u rasponu od ,antiknock" benzinskih aditiva do

polimerizacijskih katalizatora (Astruc, 2017).

Fe

Slika 3. ,Sandwich" struktura ferocena



Sinteza ferocena najcesce se vrsi iz Zeljeznog klorida i ciklopentadienilnatrija:
FeCl, + 2 NaCp — FeCpz + 2 NaCl

Ferocen se takoder moZe pripremiti reakcijom Zeljeznog klorida s
ciklopentadienilmagnezij bromidom, izravhom toplinskom reakcijom ciklopentadiena sa
Zeljeznim metalom, izravnom interakcijom ciklopentadiena sa Zeljezovim karbonilom,
reakcijom Zeljeznog oksida i ciklopentadiena u prisutnosti kromova oksida i drugim
reakcijama (Organic Syntheses, 2014).

Derivati ferocena predmet su brojnih istrazivanja u podrucju medicinske kemije.
Takva istrazivanja Cesto su poznata po nazivima ljekovita organometalna kemija ili
bioorganometalna kemija. Veliki broj ferocenskih derivata pokazali su se dobrim
antitumorskim, antibakterijskim, antifungalnim ili antiparazitskim kandidatima za lijekove. Za
dva najuspjesnija primjera, ferocifen i ferokin (slika 4), su u odredenoj mjeri razjasnjeni
mehanizmi djelovanja te su se opsezno proucavali za lijeCenje malarije i raka. Ferocenilni dio
u ta dva spoja sudjeluje u vaznim metal-specificnim mehanizmima koji pridonose ukupnoj
terapeutskoj ucinkovitosti molekula. Iako je ferokin trenutno u drugoj fazi klinickih
ispitivanja, a ferocifen u pretklinickoj procjeni, niti jedan drugi ne-radioaktivni organometalni

spoj bilo koje vrste nije joS napredovao do klinickih ispitivanja (Patra i Gasser, 2017).
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Slika 4. Struktura ferokina

2.2. Nukleozidi i nukleotidi

Nukleozidi su glikozamini koji se sastoje od SeCera riboze ili 2-deoksiriboze te
pripadajuc¢e dusSikove baze koja je povezana A-glikozidnom vezom na Secer (slika 5).
Nukleobaze, odnosno dusikove baze su prirodni spojevi koji se dijele u dvije skupine, purine
i pirimidine, ovisno o njihovoj kemijskoj strukturi. Pirimidini se sastoje od Sesteroclanog

prstena koji sadrzi dva dusikova atoma, dok purini sadrze prstenastu strukturu pirimidina s



dodatkom fuzioniranog peteroclanog imidazolnog prstena. Pirimidine Cine citozin, uracil i
timin, a purine adenin i gvanin (slika 5), (Hess i Greenberg, 2012). Hipoksantin, ksantin i
mokracna kiselina su dodatni purini koji se mogu naéi u prirodi (Rudolph, 1994).

> Purini
NH, 0
N N N N
Glikozidna
i o N N
VEZi H N H N NH
Pentoza ir Guanin
| r
(Riboza- HO) OH Pirimidini
(I ozi- H) 0 N, o0
Nukleozd HC - NH N NH
MNukleorid monofosfat A :
N© O Y N~ O

Nukleozid difosfat H ” “

Nukleosid rifosfat I Cit . I
min nozin uvraci

Slika 5. Struktura nukleozida, nukleotida i dusi¢nih baza (Anonymous, 2017)

Nukleozidi se u stanici prevode u fosfatne derivate, nukleotide koji predstavljaju
osnovne gradevne jedinice DNA i RNA molekula. Ova reakcija se odvija uz djelovanje enzima
kinaze pri ¢emu dolazi do fosforiliranja na primarnoj hidroksilnoj skupini Secera nukleozida
(Mintas i Rai¢-Mali¢, 2009).

Nukleotidi i njihovi derivati imaju razli¢éite uloge u energetskom metabolizmu,
enzimskoj regulaciji, prijenosu signala te su dio strukturnih komponenti koenzima
(Tablica 1).

Tablica 1. Glavne metabolicke funkcije nukleotida

Prekursori nukleinskih kiselina

Energetski metabolizam

Aktivirani intermedijeri

Fizioloski posrednici

Alostericka regulacija

Stani¢ni agonisti

Strukturne komponente koenzima




Adenozin trifosfat (ATP) je primjer nukleotida koji ima vaznu ulogu u opskrbljivanju
stanica energijom. Energija se oslobada kao produkt hidrolize ATP-a u adenozin-difosfat
(ADP) koji potom prelazi u adenozin-monofosfat (AMP). ATP je jedan od krajnjih produkata
procesa fotofosforiliranja i stanicnog disanja. Adenozin je sastavni dio vaznih koenzima
poput nikotinamid adenin dinukleotida (NADH/NAD®*), flavin adenin dinukleotida
(FADH,/FAD) te koenzima A (CoA) (Mintas i Rai¢-Mali¢, 2009).

Nukleotidi nose aktivirane biosintezne meduprodukte kada su povezani sa Secerima ili
lipidima. Uridin difosfat (UDP)-glukoza i UDP-galaktoza ukljuceni su u interkonverzije Secera i
biosintezu glikogena, glikoproteina i proteoglikana; citidin difosfat (CDP)-diacilglicerol je
meduprodukt u sintezi lipida. Nukleotidi sluZe i kao fizioloski posrednici u metabolickom
reguliranju. Ciklicki nukleotidi poput ciklickog adenozin monofosfata (cAMP) i gvanozin
monofosfata (cGMP) djeluju kao drugi glasnici u fizioloSkim dogadajima hormonske

regulacije (Hess i Greenberg, 2012).

Nukleotidi takoder pokazuju pozitivan ucinak na imunoloski sustav koji djeluje preko
humoralno imunog odgovora i stani¢no posredovanog odgovora. Poticu proizvodniju limfocita
B (narocito IgM) te pozitivno utjecu na lokalni imuni odgovor, Sto je indicirano pove¢anom
proizvodnjom IgA. Nukleotidi stimuliraju proliferaciju, diferencijaciju i sazrijevanje neutrofila,
povecavajuéi tako otpornost na patogene. KoriStenje nukleotida, samih ili u kombinaciji s
lijekovima, vrlo je ucinkovito u slucajevima kemoterapije, imunosupresivnih patologija i
presadivanja organa. Takoder, veliki ucinak se pokazao pri lije¢enju infekcija uzrokovanih
bakterijama Candida, Staphylococcus aureus i Cryptosporidiosis (Gutiérrez-Castrellon i sur.,
2007).

2.3. Analozi nukleozida

Nukleozidni analozi su grupa spojeva Cija se struktura temelji na modifikaciji
postojeCe dusSicne baze ili Secerne skupine prirodnog nukleozida. Nukleozidni analozi
predstavljaju vaznu klasu antimetabolita koji se koriste u lijeCenju malignih hematoloskih
bolesti i, u novije vrijeme, tumora. Takvi terapeutski spojevi oponasaju fizioloSke nukleozide
u smislu unosa i metabolizma te ugradnje u novo sintetiziranu DNA, Sto rezultira blokiranjem
daljnjeg produljenja nastalog lanca i uzrokuje ustaljivanje replikacijskih vilica. Odredeni
molekularni mehanizmi prepoznaju zakasnjelu replikacijsku vilicu te aktiviraju kontrolne

tocke stani¢nog ciklusa i procese popravljanja DNA, Sto moze pridonijeti otpornosti na

5



lijekove. Medutim, kada ove molekule nisu stabilizirane ili kada su naknadni procesi
popravljanja DNA preoptereceni, inicira se apoptoza, ili istim senzorima koji prepoznaju

osStecenu DNA, ili alternativnim mehanizmima (Ewald i sur., 2008).

Lijekovi koji sadrze nukleozidne analoge sa slicnim strukturama Cesto imaju razliCite
mehanizme djelovanja i pokazuju raznolikost u njihovim klinickim aktivnostima. Mnogi od tih
agensa pokazuju svoje citotoksi¢ne ucinke prekidanjem normalne sinteze DNA izravnim
inkorporiranjem  u  novosintetiziraju¢i DNA lanac ili  destabiliziranjem  bilance
deoksinukleotidnih baza. Nekoliko nukleozidnih analoga moze izravno inicirati apoptozu
aktiviranjem proteina apoptosoma, a dokazali su se klini¢ki aktivnima kod inolnih bolesti u
kojima se stanice ne repliciraju aktivho (Ewald i sur., 2008). Neki od ovih lijekova takoder
inhibiraju kljucne enzime koji su ukljuCeni u stvaranje purina i pirimidinskih nukleotida te
sinteze RNA i izravno aktiviraju kaskadu kaspaze Sto moze dovesti do smrti stanice (Ried! i
Salvesen, 2007; Sampath i sur., 2003).

2.4. Pirimidinske baze

Pirimidin (slika 6) je ciklicki, aromatski spoj koji sadrzi Cetiri atoma ugljika te dva
atoma dusika na pozicijama 1 i 3 Sesteroclanog prstena. Zbog slicne strukture, pirimidin ima
mnoga zajednicka svojstva s piridinom. LakSe podlijeze reakcijama nukleofilne aromatske

supstitucije zbog veceg broja dusSikovih atoma koji utjeCu na smanjivanje energije n

(:/)N

Slika 6. Struktura pirimidina

elektrona u prstenu (Gilchrist, 1997).

Pirimidini se sintetiziraju de novo iz jednostavnih prekursora. Sinteza se obavlja u
Sest koraka, celularnom kompartmentalizacijom specificnih koraka u citosolu ili
mitohondrijima Sto omogucuje promjene u brzini metabolizma po potrebi. Sinteza pirimidina
se razlikuje od sinteze purina, buduéi da se pirimidinski prsten sastavlja prvi, a zatim se

povezuije s riboznim fosfatom radi formiranja uridin monofosfata (UMP) (NCBI, 2004a).



Heterocikli koji sadrze pirimidinsku skupinu su od velikog interesa jer predstavljaju
vaznu skupinu prirodnih i sintetiziranih proizvoda, od kojih mnogi pokazuju korisne bioloske
aktivnosti i klinicke primjene. Supstituirani purini i pirimidini ¢esto su prisutni u Zivim
organizmima i bili su neki od prvih spojeva koje su proucavali organski kemicari (Elderfield,
1957; Katritzky i Rees, 1984).

Pirimidini imaju vazne bioloSke funkcije kao ribonukleotidne baze u RNA (uracil i
citozin, slika 7) i kao deoksiribonukleotidne baze u DNA (timin i citozin, slika 7) molekuli te
su povezani fosfodiesterskim mostovima s purinskim nukleotidima u dvolan¢anim DNA u
jezgri i mitohondrijama. Pirimidini pokazuju /n vitro aktivnost prema nepovezanim DNA i RNA
molekulama, virusima, ukljucujuci polioherpes viruse, diureticku, antitumorsku i anti-HIV
aktivnost, imaju Siroku primjenu u kardiovaskularnoj medicini te su posluzili kao vazan alat
za proucavanje strukture i funkcije kanala kalcija (Kappe, 1993). Ukljuceni su u sintezu
polisaharida i fosfolipida, glukuronidaciju u procesima detoksifikacije te glikozilaciju proteina
i lipida (NCBI, 2004a). Kostur pirimidina takoder je prisutan u mnogim prirodnim
proizvodima kao Sto su vitamin B; (tiamin) te sintetickim poput barbiturne kiseline i Veranala

koji se koriste kao hipnotici (Porter, 1979).

NH, 0 0

C

AN N H3
N 0
a) H b)

Slika 7. Pirimidinske baze: a) citozin, b) timin, ¢) uracil



2.5. Uracil i analozi uracila

Uracil (C4HaN2O2, Mr = 112,088 g mol?) je bezbojna, kristalna nukleobaza ciju
strukturu Cini heterociklicki aromatski prsten s dvije keto skupine na poloZajima G2 i 4.
Uracil je glavha komponenta pirimidinskog sastava u ribonukleinskoj kiselini kao i u raznim
vrstama uridina. RNA molekula se sastoji od slijeda nukleotida od kojih svaki sadrZi Secer
ribozu, fosfatnu skupinu i duSikovu bazu. Prekursorski oblik uracila u biosintezi RNA je uridin
trifosfat (UTP) koji takoder djeluje kao koenzim koji je uklju¢en u biosintezu odredenih
Secera. U DNA molekuli, bazni parovi s adeninom zamijenjeni su s timinom koji nastaje
metiliranjem uracila (NCBI, 2004b).

Uracil i njegovi derivati imaju vaznu ulogu u otkrivanju i razvoju lijekova sa Sirokim
spektrom bioloskog djelovanja. NajceSce su opisane antivirusne i antitumorske aktivnosti
analoga uracila, a takoder pokazuju herbicidno, insekticidno i baktericidno djelovanje.
Analozi uracila s halogenom supstitucijom na polozaju 5 (slika 8) predstavljaju vaznu klasu
spojeva zbog njihove mutagene i antiviralne aktivnosti (Lindahl, 1993). Alkinilna skupina na
polozaju -5 pirimidina je povoljna za kemijske transformacije, a selektivnost antivirusnog

djelovanja ovih spojeva raste s povecanjem veli¢ine supstituenta (Blewett i sur., 2001).

@)

NH

N/KO
H

R=F, Cl, Br, |

Slika 8. Struktura 5-supstituiranih derivata uracila

Njihov antivirusni potencijal temelji se na inhibiranju klju¢nog koraka na putu viralne
replikacije, Sto rezultira snaznim aktivnostima protiv HIV-a, hepatitisa B i C, herpesa i ostalih
virusa. Mehanizam se temelji na pretvorbi 5-fluorouracila (5-FU) u FAUMP (2'-deoksi-5-
fluorouridin-5'-dihidrogen fosfat) u ljudskom tijelu, nakon ¢ega slijedi interakcija s enzimom
timidilat sintaza (TS) radi formiranja kovalentne veze koja dovodi do inhibicije TS i
zaustavljanja sinteze DNA. Kao rezultat, replikacija i podjela stanica su sprijeceni (Abdel-
Mottaleb i Abdel-Mottaleb, 2006).



5-Fluorouracil i 5-klorouracil bili su prvi generirani farmakoloski aktivni derivati
uracila. 5-Fluorouracil jedan je od najcesce koristenih lijekova za lijecenje oboljelih od raka
dojke i raka jetre (Klaassen i sur., 1998). Kombinacijom s mitomicinom postize se dobra
ucinkovitost kod lijeCenja naprednog raka Zeluca (Rudi i sur., 2005). 5-Klorouracil i
5-bromouracil (CIU i BrU) povezani su s upalama zbog prisutnosti u upaljenom ljudskom
tkivu bogatom neutrofilima (Henderson i sur., 2003). Pokazalo se da 5-jodouracil (IU) ima
smrtonosne i mutagene ucinke na bakteriofag T4 te se pretpostavlja da je takav ucinak
posljedica njegove ugradnje u DNA (Byrd i Prusoff, 1975). Takoder ima smrtonosni ucinak
na odrasle jedinke Drosophila melanogaster, onemogucavajuéi polaganje njihovih jaja
(Freese i Freese, 1966). IstraZivanja su pokazala da odredeni kompleksi 5-jodouracila s
prijelaznim metalima poput Mn(II)-5IU i Co(R)-5IU imaju jaku antitumorsku aktivnost i
in vivoi in vitro protiv tumorskih stanica S-180 i L-929 (Singh i sur., 1991).



3. Eksperimentalni dio

3.1. Materijali

Kupovni reagensi i kemikalije su koristeni bez procCiS€avanja, a otapalo acetonitril

(CH3CN, & = 82 °C) se destilira pod vakuumom te prebaci u tikvicu s molekulskim sitima

(4R) do upotrebe. Nukleobaze koristene tijekom izvodenja eksperimenta su uracil, timin i

C-5 supstituirani derivati uracila koji su prikazani u Tablici 2, a kemikalije koriStene za

eksperimentalni dio rada prikazane su u Tablici 3.

Tablica 2. Popis -5 supstituiranih derivata uracila koristenih prilikom izvodenja

NAZIV MOLEKULSKA FORMULA PROIZVODAC
5-klorouracil, 98 % C4H3CIN;0; TCI, Japan
5-jodouracil, 97 % C4H3IN0O; Alfa Aesar, SAD

5-bromouracil, 98 % C4H3BrN,O> Alfa Aesar, SAD

5-fluorouracil, 97 % C4H3FN20; TCI, Japan

5-cijanouracil, 97 % CsHsNs0O; Alfa Aesar, SAD
Uracil, 98 % C4HaN20; TCI, Japan
Timin, 98 % CsHesN20:2 TCI, Japan

Tablica 3. Popis kemikalija koristenih prilikom izrade eksperimentalnog dijela rada

NAZIV FORMULA
2-klorbenzoil klorid C7/H4Cl20
Aluminijev klorid AICI3
Kalijev tert-butoksid t=C4HsO™K*
1,2-dimetoksietan CHsOCH>CH>0OCH3
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Acetonitril CH3CN
Trietilamin (CHs)sN
Diklormetan CH.Cl;
Aceton CH3COCH;3
Piridin CsHsN
Oksalil klorid C.ClL0;

3.2. Metode rada

Za pracenje udjela produkata u reakcijskoj smjesi A-ferocenoiliranja -5 uracilnih

derivata koristena je *H-NMR spektroskopija.

Spektri *H snimljeni su na spektrometru Varian Gemini 3000. Svi uzorci su otopljeni u
DMSO-a6 i mjereni pri 298 K. Kemijski pomaci (d) u 'H spektrima izrazeni su u ppm u
odnosu prema signalu DMSO na d2,50 ppm za 'H. Pojedinacne rezonancije su asignirane na
temelju njihovih kemijskin pomaka, intenziteta signala, multipliciteta signala i konstanti

sprega H-H.
Tumacenje spektroskopskih oznaka i kratica:

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

srednja vrpca, $ = Siroka vrpca.
'H-NMR-spektri: s = singlet, d = dublet, t = triplet, g = kvartet, m = multiplet.

Najvedi dio pokusa izveden je u atmosferi inertnog plina (Ar) i u bezvodnoj sredini.
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3.3.

Sheme priprave kopulata ferocena i derivata pirimidinskih baza

< ?
C
ClI~. | AlCl @ @
Fe + //C@ CH,Cl, Fe cl
O
— c —Y
1
1-C Hy-OK - Fe ClOCCOCL Fe
2

Shema 1. Priprava ferocenkarboksilne kiseline (2) i ferocenoil klorida (3)

R:H, CH;, F, Cl, Br, [, CN

+ Fe
@ " — ’
Sa-f
a:R=H eR=DBr
b:R=CH; f: R=1
c.R=F g R=CN
d:R=Cl

Shema 2. Priprava V- i M/A3 ferocenoil-uracilnih derivata (4a-f i 5a-f)
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3.4. Protokoli za pripravu spojeva

3.4.1. 2-Klorbenzoil-ferocen (1)

Otopini ferocena (2,65 g, 0,014 mol) u suhom CH.Cl, (25 mL), ohladenoj na 0-5 °C
pomoc¢u leda doda se 2-klorbenzoil klorid (2 mL) te AICls u obrocima (2 g, 0,015 mol).
Reakcijska smjesa se mijeSa na temperaturi 0-5 °C 45 minuta te 75 minuta na sobnoj
temperaturi. Potom se reakcijska smjesa prenese u posudu s ledom te ekstrahira s CHCl..
Organski sloj potrebno je isprati vodom, zatim 10 % otopinom NaOH te opet vodom, osusiti
bezvodnim Na,SOs i upariti do suha pri ¢emu zaostaje sirovi produkt 1 (4,2 g, 92 %). Za
snimanje IR- i NMR- spektra, 200 mg sirovog produkta 1 prociSceno je tankoslojnom
preparativnom kromatografijom (eluens: CH.Cl;) pri ¢emu je dobiveno 120 mg (60 %)
narancastih kristala 2-klorbenzoil-ferocena (1); &= 98-100 °C (Biehl i Reeves, 1973).

IR (CHaCl2) vimadcm't: 1660 j (C=0).

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K, ppm) &ppm: 7,37 (4H, m, Ph), 4,70 (d, 2H, H? H°, Fc),
4,54 (d, 2H, H3 H?%, Fc), 4,22 (s, 5H, Cp).

3.4.2. Ferocenkarboksilna kiselina (2)

Sirovi 2-klorbenzoil-ferocen 1 (3 g) doda se suspenziji kalij-tert-butoksida (10 g, 0,06
mol) u 1,2-dimetoksietanu (67,5 mL) i vodi (0,4 mL). Reakcijska se smjesa grije u povrat 60
min nakon ¢ega se prebaci u posudu s ledom i vodom te ekstrahira diklormetanom kako bi
se izdvojio neizreagirani spoj 1. Zakiseljavanjem vodene faze koncentriranom HCl istaloze se
Zuto-narancasti kristali ferocenkarboksilne kiseline (2); # = 193-200 °C. Kristali su odsisani
preko Biichnerovog lijevka, osuseni u eksikatoru te je dobiveno 1,89 g (89 %) kristala

ferocenkarboksilne kiseline (2) (Biehl i Reeves, 1973).

IR (CHaCly) vimadcm': 3100-2700 & (OH, COOH), 1657 j (C=0).
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3.4.3. Ferocenoil klorid (3)

Suspenziji ferocenkarboksilne kiseline (2) (480 mg, 2 mmol) u suhom diklormetanu
(2 mL) doda se svjeze destilirani oksalil-klorid (3,2 mL, 6 mmol) te piridin (1 kap).
Reakcijska smjesa se grije u povrat 3 sata. Nakon 3 sata reakcijska smjesa se upari do suha
te je dobiven tamno-smedi talog. Sirovi produkt zagrijava se u petroleteru na 80 °C tijekom
10 minuta. Zatim se organski sloj profiltrira preko vate te se upari do suha. Postupak se
ponovi joS dva puta pri ¢emu je dobiveno 395,6 mg (77 %) crvenih kristala ferocenoil
klorida (3) (Knobolch i Raucher, 1961).

IR (CH:Cl2) vimadcm™: 2958 (sl., C-H, Fc), 1755 (j., C=0).

IH-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C) §/ppm: 4,9 (t, 3hn = 1,9 Hz, 2H, HY), 4,6 (t, 3Ku = 1,9
Hz, 2H, H®), 4,4 (s, 5H, Cp).

13C-NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C) §/ppm: 178,3 (CO), 73,3 (Ci), 71,7 (Cp), 71,2 (C), 70,4
(C%).

3.4.4. Ferocenoil-uracil derivati (4a-f i 5a-5f)

Uracil i -5 supstituirani derivati uracila (0,20 mmol) suspendiraju se u acetonitrilu
(1 mL) i deprotoniraju dodatkom trietilamina (70 pL) kroz 90 minuta na sobnoj temperaturi
uz konstantno mijeSanje. Reakcijskoj smjesi se potom dodaje prethodno pripremljeni
ferocenoil klorid (3) (100 mg, 0,42 mmol). Nakon 30 minuta mijeSanja na sobnoj
temperaturi reakcijska se smjesa upari do suha. Slijedi snimanje *H-NMR spektra uparene
reakcijske smjese na spektrometru Varian INOVA 400 pri ¢emu uredaj radi na 399,6 MHz.

Uzorci su otopljeni u DMSO-ab i mjereni pri 298 K u NMR cjevcici promjera 5 mm.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Uvod

Cilj ovog zavrsnog rada je ispitivanje udjela nastalih produkata u reakcijskoj smjesi
N-ferocenoiliranja -5 derivata uracila uporabom *H-NMR spektroskopije (slika 9).

L1
H FC)KN NH
X

X i i
0 X
HN N FC)J\ )k
EtsN N N Fc
oy I
Fc Cl AN 0 CHsCN S
R

0 0]
R R
a;R=H, d;R=Cl, 4a-f 5a-f
b; R = CH3I e; R = Br,
c;R=F, f, R=1

Slika 9. NA-ferocenoiliranje G5 derivata uracila

Pirimidinske nukleobaze i njihovi derivati supstituirani na poloZajima G5 i 6
pirimidinskog prstena istiCu se snaznim bioloskim djelovanjem te se proucavaju kao
antivirusna sredstva, neradioaktivni fluorescentni markeri za DNA i antitumorski lijekovi.
Stoga se tezi dobiti spoj koji je strukturno sli¢an nukleozidu, pri ¢emu ferocenski dio mora
biti selektivno supstituiran na M polozaju baze umjesto Secernog dijela s ciljem ocuvanja
potencijalne bioloske aktivnosti pripravljenih spojeva. Literaturni podaci o regioselektivnom
aciliranju uracila i timina vrlo su rijetki (Rad i sur., 2014; Lahsasni, 2013). Veéina reakcija
nezasti¢enih uracilnih, odnosno timinskih derivata sa supstratima za aciliranje (acilkloridi,
esteri, anhidridi) daje smjesu M- i A3- produkata (Kametani i sur., 1980). PolozZaj
supstitucije na dusikovom atomu ovisi o temperaturi reakcije, baznom katalizatoru i

koriStenom supstratu za aciliranje (Ardura i sur., 2005; Novacek i Hedrlin, 1967).

SrediSte istraZzivanja ovog zavrSnog rada je ispitivanje utjecaja supstituenta na
regioselektivnost reakcije A-ferocenoiliranja gdje se ferocenoil klorid koristi kao acilirajuci
reagens, a EtsN kao deprotonirajuc¢a baza u acetonitrilu. Takoder, obuhvacéena je i sinteza
ferocenoil klorida (3) te njegova kopulacija s uracilom i 5 supstituiranim derivatima
uracila. Nakon toga ispitana je regioselektivnost reakcija praéenjem udjela nastalih
produkata pomoc¢u 'H-NMR spektroskopije.
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4.2. Sinteza i spektralna analiza prekursora

4.2.1. Ferocenkarboksilna kiselina (2)

Ferocenkarboksilna kiselina (2) pripravljena je u dva stupnja. U prvom stupnju
provedena je reakcija ferocena s 2-klorbenzoil kloridom u prisutnosti AICI; pri ¢emu nastaje
2-klorbenzoil-ferocen (1) u visokom iskoristenju (92 %). U drugom koraku provedena je
rekacija hidrolize 2-klorbenzoil-ferocena (1) uz #C4HsO'K* pri ¢emu nastaje tamno-zuta
kristalicna tvar, ferocenkarboksilna kiselina (2) uz iskoriStenje od 89 % (shema 3), (Biehl i
Reeves, 1973). Jedan dio sirovog produkta 1 procis¢en je tankoslojnom preparativnom
kromatografijom u svrhu IR i NMR snimanja. IR-spektar 2-klorbenzoil-ferocena (1) sadrzi
signale pri 1660 cm™ koji se pripisuju keto-skupini. U IR-spektru ferocenkarboksilne kiseline
(2) vidljiva je Siroka apsorpcijska vrpca pri 3389 cm™ koja odgovara frekvenciji istezanja

hidroksilne skupine asocirane intermolekulskim vodikovim vezama te vrpca pri 1676 cm™

koja je karakteristi¢na za karbonilnu skupinu.

° - °

©COOH
-C,Hy-OK

Fe

CH,OCH,CH,0OCH, —

2

- ©_(”)
C
Cl~ AICI; @
Fe + //C@ CH,CI, Fe

Shema 3. Priprema ferocenkarboksilne kiseline (2) (Biehl i Reeves, 1973)
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4.2.2. Ferocenoil klorid (3)

U nastavku je pripremljen klju¢ni intermedijer, ferocenoil klorid (3), reakcijom
ferocenkarboksilne kiseline (2) i oksalil-klorida u suhom CHyCl, uz prisutnost piridina.
Reakcija se zavrSava viSestrukim zagrijavanjem sirovog produkta u petroleteru te
uparavanjem filtriranog produkta. Ferocenoil klorid (3), crvena kruta tvar, dobiven je u
iskoristenju od 77 % (shema 4), (Knobolch i Raucher, 1961).

@COOH @ cocl

F CICOCOC]

e - Fe

— Py, CHCl -
2 3

Shema 4. Priprema ferocenoil klorida (3) (Knobolch i Raucher, 1961)

U IR spektru ferocenoil klorida (3) asignirana je apsorpcijska vrpca karakteristi¢na za
kiselinske kloride pri 1755 cm?, a u 'H-NMR spektru prisutni su kemijski pomaci
monosupstituiranog ferocena buduci da su signali vidljivi u rasponu od &§ 4,38 do 4,91 ppm i
to kao jedan singlet i dva tripleta. U 3C-NMR spektru uz ferocenske ugljikove atome prisutan
je i kemijski pomak karakteristi¢an za karbonilnu skupinu pri 178,3 ppm. Kemijski pomaci za

ugljikove atome ferocenske podjedinice asignirani su u podrucju od 6 70,4 do 73,3 ppm.
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4.3. Pracenje utjecaja nukleobaza na regioselektivnost reakcije /-
ferocenoiliranja uracila i C-5 derivata uracila uporabom *H-NMR

spektroskopije

U Laboratoriju za organsku kemiju provedeno je ispitivanje reakcija N-ferocenoiliranja
nezasti¢ene pirimidinske baze uracila i -5 derivata uracila pri razlicitim reakcijskim uvjetima.
Reakcija provedena u N, M-dimetilformamidu iskljuCivo vodi do nastajanja A1-konjugata
neovisno o ispitanom deprotoniraju¢em agensu (NaH, K>COs i EtsN). U nastavku su ispitane
reakcije provedene u acetonitrilu koristeci bazu trietilamin i acilirajui agens klorid pri ¢emu
nastaje i M/MN3-biskopulat u iskoristenju 15-35 % kao tamnocrveni kristali uz M-izomer u
iskoriStenju 23-59 % kao crveni kristali. Tijekom izolacije i pro¢iS¢avanja dobivenih kopulata
uporabom kolonske kromatografije uoceno je nastajanje razgradnih produkata, stoga je udio
nastalih kopulata u ovom zavrsSnom radu pracen uporabom 'H-NMR spektroskopije. Sama
reakcija provedena je deprotekcijom pirimidinske baze s trietilaminom u acetonitrilu kroz 90
minuta te kopulacijom aktivirane nukleobaze i ferocenoil klorida kroz 30 minuta. Slijedi
snimanje 'H-NMR spektra (slika 10 i 11) uparene reakcijske smjese na spektrometru Varian
INOVA 400, pri ¢emu uredaj radi na 399,6 MHz. Uzorci su otopljeni u DMSO-ab i mjereni pri

298 K u NMR cjevcici promjera 5 mm.

Fc-Cp_N1
Fc-Cp_N1/N3
H6_N1 H5_N1/N3 Ho-N1
NH_N1 H6_N1/N3 - -
M D\ S ——
T Y T & ) LY
T

T T T T T T T T T T T T T f T T T T T T T T
114 11.2 11.0 10.8 10.6 104 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7. 7.0 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.4 4.0 3.8 3.6

4 72
f1 (ppm)

Slika 10. Dio !H-NMR spektra reakcijske smjese A-ferocenoiliranja uracila
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Slika 11. Dio 'H-NMR spektra reakcijske smjese N-ferocenoiliranja -5 derivata uracila

U 'H-NMR spektru svih snimljenih reakcijskih smjesa vidljivi su kemijski pomaci
protona NH amidne skupine uracila i -5 derivata oko & 11 ppm. Dva signala u podrucju od
&7 do 8 ppm odgovaraju kemijskom pomaku protona na polozaju -6 pirimidinskog prstena.
U spektrima je asignirano viSe signala u podrucju od 4 do 5 ppm Sto potvrduje supstituciju
uracila s jednom ferocenskom podjedinicom, odnosno nastajanje M-kopulata, te
supstituciju baze s dvije ferocenske podjedinice, odnosno nastajanje NV1/A3 kopulata. Udio
nastalih produkata izracunat je iz odnosa intenziteta signala ferocenskih protona te protona

na polozaju -6 pirimidinskog prstena u AV1- i /A3 produktima.
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Tablica 4. Odnos kopulata uracila i -5 derivata uracila u reakcijskoj smjesi i hakon izolacije

Odnos kopulata Odnos kopulata u
nakon izolacije reakcijskoj smjesi
Baza Spoj 4a-f | Spoj 5a-f | Spoj 4a-f | Spoj 5a-f
Uracil 60 40 75 25
Timin 68 32 78 22
F-uracil 55 45 68 32
Cl-uracil 51 49 66 34
Br-uracil 52 48 65 35
I-uracil 54 46 65 35

Usporedbom udjela kopulata M i M/A3 u reakcijskoj smjesi vidljivo je da na
regioselektivnost ovih reakcija utjeCe supstituent na polozaju 5. Kada je supstituent na
polozaju 5 halogeni atom, odnosno elektron-akceptorska skupina, dolazi do povecanog
udjela bisprodukata, dok je prisutnost elektron-donorske skupine na uracilu dovelo do veéeg
udjela M-kopulata. Usporedbom medusobnog odnosa kopulata u reakcijskoj smijesi i
njihovog odnosa nakon provedene izolacije i CiScenja vidljivo je da se udio bisprodukata

nakon izolacije povecava, sto se moZze pripisati nestabilnosti M-kopulata.
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5. Zakljucak

Kao kljuni intermedijer sintetiziran je ferocenoil klorid (3) te su uspjesno provedene
reakcije kopulacije izmedu ferocenoil klorida (3) i ¢-5 supstituiranih derivata uracila pri
C¢emu se dobije smjesa NMl-izomera 4a-f i NV1/N3-konjugata 5a-f.

Usporedbom udjela kopulata A1 i M/AN3 u reakcijskoj smijesi vidljivo je da na
regioselektivnost ovih reakcija utjeCe supstituent na polozaju 5. Kada je supstituent
elektron-akceptorska skupina dolazi do povecanog udjela bisprodukata, dok je kod

derivata s elektron-donorskom skupinom izolirano nesto vise NV-kopulata.

Struktura i udio M- i M /M3 produkata te regioselektivnost reakcija potvrdeni su *H-NMR

spektroskopijom.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj zavrsni 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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