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1. UvOD

Biokonjugati ferocena i nukleobaza posebno su zanimljivi jer su nedovoljno ispitani derivati,
a njihove strukture sadrze bioloski i elektrokemijski aktivnhe komponente. Prije svega
zanimljiva je interakcija ferocenilnih supstituenata s aromatskim sustavom nukleobaze
uzimajuci u obzir redukcijski potencijal 1 posebna elektrokemijska svojstva ferocena. Ferocen
se u tim biokonjugatima veze kao N-supstituent, a mjesto na kojem se veze odreduje njihovu
biolosku aktivnost.

U ovom zavr$nom radu pripremit ¢e se i okarakterizirati produkti reakcije kopulacije
pirimidinske nukleobaze uracila i ferocenoil klorida (3) te ispitati utjecaj dioksana kao otapala
na navedenu reakciju. Sintetska procedura ukljucivat ¢e i uporabu natrijeva hidrida (NaH),
kalijeva karbonata (K2CO3) i trietilamina [(C2Hs)3N] kao deprotekcijskih baza, te razli¢it odnos
ferocenoil klorida (3) i1 nukleobaze. Cilj je ovog rada ispitati utjecaj dioksana kao otapala na
regioselektivnost reakcije N-ferocenoiliranja uracila. Karakterizacija spojeva provest ¢e se

FTIR, 'H i 3C NMR spektroskopijom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. NUKLEOBAZE, NUKLEOZIDI | NUKLEOTIDI

Nukleobaze su organske molekule podijeljene u dvije skupine: purinske i1 pirimidnske.
Purinske baze su adenin i gvanin, a sastoje se od primidinskog 1 imidazolnog prstena.
Primidinske baze su citozin, timin 1 uracil, a u svojoj strukturi sadrze samo pirimidinski prsten.
Nukleozid je organska molekula sastavljena od purinske ili pirimidnske baze povezane sa
Se¢erom putem N-glikozidne veze. Fosforilacijom nukleozida dobiva se osnovna gradivna

jedinica deoksiribonukleinskih kiselina (DNA), a to je nukleotid (slika 1). [1]
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Slika 1. Struktura nukleozida, nukleotida i nukleinskih baza [1]

Osim $to imaju ulogu nosica geneticke informacije, nukleotidi i nukleozidi imaju vaznu ulogu
u reguliranju 1 prenoSenju energije u stanici te kao nosaci aktivnih grupa u biokemijskim
reakcijama. Medu najvaznijim spojevima u stanici je adenozin-trifosfat (ATP) (slika 2) kao
osnovna energijska valuta u stanici, gdje se prilikom cijepanja anhidridne veze izmedu atoma
fosfora oslobada velika koli¢ina energije. Adenin je takoder sastavni dio strukture koenzima
nikotinamid-adenin dinukleotida (NAD™), flavin-adenin dinukleotida (FAD) i koenzima A
(CoA), odnosno koenzima vaZznih za odvijanje biokemijskih reakcija u organizmu. U
zivotinjskim 1 ljudskim stanicama vaznu ulogu ima i uridin-difosfat (UDP) i uridin-trifosfat

(UTP) u sintezi glikogena.[1]
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Slika 2. Adenozin-trifosfat (ATP) [1]

2.2.  HETEROCIKLICNI AROMATSKI SPOJEVI

Heterocikli¢ni aromatski spojevi su cikli¢ni spojevi koji u svom prstenu imaju najmanje jedan
atom koji nije ugljikov te spadaju u najrasprostranjeniju skupinu organskih spojeva.[2]
Opcenito se dijele na peteroclane, Sesteroclane 1 policiklicne spojeve. Najpoznatiji predstavnici
peteroclanih heterociklickih sustava su pirol, furan i tiofen, a piridin je predstavnik
SesteroClanih heterocikliCkih aromatskih spojeva. Piridin (slika 3) se smatra prekursorom u

pripravi pirimidina.|[2]

Slika 3. Piridin [2]

Pirimidin (slika 4) je heterocikli¢ki aromatski spoj koji sadrzi duSikove atome na 1.1 3.
poloZaju u Sestero¢lanom prstenu. Zahvaljujuéi svojoj strukturi i fizikalno-kemijskim
svojstvima pirimidin podlijeze razli¢itim kemijskim reakcijama od kojih su najceSce
nukleofilna 1 elektrofilna aromatska supstitucija.[2] Derivati pirimidina imaju Siroki spektar
bioloSkog djelovanja poput antivirusnih (Zidovudin) [3], antibakterijskih (Bacimetrin)[4] 1
antikancerogenih (Adrucil).[5]
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Slika 4. Pirimidin [2]

Pirimidinska struktura sastavni je dio primarno nukleinskih baza uracila, timina i citozina,
medutim osnova je i za druge spojeve poput riboflavina (vitamina B2) (slika 5) 1 folne kiseline

(vitamin B9) (slika 6) 1 lijekova.[6]

Slika 5. Riboflavin (vitamin B2) [6] Slika 6. Folna kiselina (vitamin B9) [6]

2.2.1. Uracil

Uracil (slika 7) je derivat primidina koji se nalazi u strukturi ribonukleinske kiseline (RNA) te
je povezan s dvije vodikove veze s komplementarnom bazom, adeninom. Derivati uracila
pokazuju veliku bioloSku aktivnost te pokazuju veliki potencijal za primjenu kao novih
lijekova. Iako neki derivati uracila ve¢ postoje na trzistu, u tijeku su istrazivanja kako bi se
prosirio spektar alternativnih lijekova protiv virusa, tumora ali i dugih bolesti poput dijabetesa.
Zidovudin (AZT) 1 Stavudin (d4T) komercijalni su lijekovi koji u svojoj strukturi sadrze
nukleobazu timin te u¢ikovito djeluju na virus humano imunodeficijencije (HIV). Ti lijekovi
spadaju u grupu nukleozidnih inhibitora reverzne transkriptaze (NRTI) odnosno ugraduju se u

RNA kalup za sintezu DNA umjesto nukleobaza te se tako terminira sinteza DNA. [7]



Slika 7. Uracil [2]

Posebice vazna skupina derivata uracila su spojevi koji imaju na C5 poziciji u pirimidinskom
prstenu supstituiran halogeni element. Ti derivati posjeduju jaka antitumorska svojstva te je
jedan od najvaznijih spojeva 5-fluorouracil (5-FU) (slika 8) koji se ve¢ godinama koristi u
medicini kao efikasan kemoterapeutik. Njegovo antitumorsko djelovanje temelji se na
stvaranju kompleksa s enzimom timidilat sintazom umjesto uracila, ¢ime se inhibira sinteza

DNA.[8]
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Slika 8. 5-fluorouracil [2]

2.3. FEROCEN

Otkricem ferocena pocinje se razvijati nova grana kemije, a to je kemija metalocena.
Metaloceni su spojevi u kojima je atom metala sastavni dio strukture spoja te sudjeluje u
kemijskim reakcijama. Ferocen je organometalni spoj ,,sendvi¢* strukture (slika 9). Sastoji se
od dva paralelna ciklopentadienilna prstena s atomom zeljeza u sredini.[9] Dolazi u obliku
naranCastih kristala ili praha mirisa sliéna kamforu. Bioloski je inertan i netoksican, ali
pokazuje elektrokemijsku aktivnost te je zapaljiv. Molekulska masa iznosi 186,035 g mol™!,
temperatura vrelista 249 °C (522,15 K), temperatura talista 172,5 °C (445,65 K), a stabilan je
do temeprature od 400 °C (673,15 K). Gotovo je netopljiv u vodi (0,1 mg mL™), ali je dobro
topljiv u organskim otapalima poput dimetilsulfoksida (DMSO) (100 mg mL™") i acetonu (50

5



mg mL™). [10] Zbog svoje strukture i elektrokemijskih svojstava ferocen podlijeze velikom
broju reakcija poput alkiliranja, aciliranja i sulfoniranja te u mnogim reakcijama pokazuje
analogiju s benzenom. Jedna od najistrazivanijih reakcija je aciliranje ferocena, te se prilikom
brojnih sinteza zakljucilo da mehanizam slijedi mehanizam Friedel-Craftsovog aciliranja. Kao
primjer jedne takve sinteze moZe se uzeti reakcija ferocena s acetil kloridom uz prisustvo

aluminijevog klorida (AICl3).[9]

Fe

Slika 9. "Sendvic" struktura ferocena [10]

2.3.1. (Bio)konjugati ferocena

Iako je sam po sebi ferocen bioloski inertan, njegovi derivati s raznim organskim spojevima,
zbog svoje strukture 1 stabilnosti u bioloSkim uvjetima, posjeduju brojna bioloska djelovanja.
Medu istrazivanijim derivatima ferocena su ferocifen 1 ferokin. Ferocifen (slika 10) ili 1-[4-(2-
dimetilaminoetoksi)]-1-(fenil-2-ferocenilbut-1-en) organska je molekula koja pokazuje
antikancerogeno djelovanje prema hormon-ovisnom karcinomu dojke te se njegova ucikovitost
temelji na kompetetivnom vezanju na receptor ¢ime se inhibira transkripcija DNA. Ferokin
(slika 11) je derivat klorokina 1 ferocena koji pokazuje antimalarijsko djelovanje. Klorokin je
antimalarik koji se koristi u klini¢ke svrhe, a djeluje na principu inhibicije transportnih enzima
uslijed kojih dolazi do nakupljanja toksi¢nih spojeva u stanici. Za razliku od klorokina ferokin
ima dva mehanizma djelovanja na stanicu. Prvi mehanizam je isti kao 1 kod klorokina, a drugim
mehanizmom ferokin generira hidroksilne radikale za koje je poznato da negativno utjecu na

uzro¢nika malarije.[11]

Fe
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Slika 10. Ferocifen [11] Slika 11. Ferokin [11]
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Zbog sve ucestalije pojave rezistencije bakterija, virusa i tumora na postojece lijekove postoji
potreba za stalnim pronalaskom novih lijekova te su tu mjesto nasli i biokopulati nukleozida i
ferocena. Ferocenski nukleozidi su organski spojevi u kojima ferocen zamjenjuje Secernu
komponentu nukleozida. Zbog svojih redoks i bioaktivnih svojstava, ovi konjugati imaju
uporabu u bioanalitickoj 1 medicinskoj kemiji. Razumijevanje utjecaja biomolekule
konjugirane s ferocenom na elektrokemijska i bioloska svojstva od velike je vaznosti u dizajnu
novih molekula temeljene na ferocenu. Elektronska struktura metalocena, skupine u
molekulskom mostu i polozaj supstitucije na heteroaromatskom prstenu utjeCu na redoks
potencijal i elektrokemijsko ponasanje spojeva Sto ima za posljedicu 1 razliCitu biolosku

aktivnost i mehanizam te aktivnost.[12].

Iako postaju sve ¢eS¢a tema istrazivanja, kopulati derivata ferocena s derivatima pirimidinskih
baza i dalje su relativno neistrazena skupina spojeva te su stoga provedene reakcije vezanja
derivata ferocena s karbonilnom razmaknicom na uracil, timin i 5-fluorouracil. Sinteza
ferocenskih nukleozida zahtjeva regiospecifi¢nu reakciju vezanja derivata ferocena na N1-
poziciju te su razvijeni protokoli za sintezu N1-produkta. Sinteza se odvija u dva koraka. U
prvom koraku se uracil, timin 1 5-fluororacil deprotoniraju s NaH te u drugom koraku nastali
anion reagira s derivatom ferocena. Kao otapalo u ovim je reakcijama KkoriSten

dimetilformamid (DMF) (slika 12).[13]

R=H,CH,,F X = Clili OCOOEt

NaH/DMF
25C
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ﬂ o O o
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Slika 12. Shema reakcije derivata ferocena s derivatima uracila [13]

Ovim postupkom kao jedini produkt sinteze nastaje N1-produkt. Daljnjim istrazivanjem
utvrdeno je da za provedbu regiospecifi¢ne reakcije na N1-poziciji nije potrebno zastiti N3

7



poziciju jer je otkriveno da regioselektivnost ove reakcije ovisi o kinetickim parametrima t;.
ovise o temperaturi reakcije, koriStenoj bazi, katalizatoru i aciliraju¢em agensu. Prouc¢avanjem
mehanizma reakcije uoceno je da aciliranje baze slijedi Sn2-slican mehanizam bez nastanka
karakteristi¢nog tetraedarskog meduprodukta, odnosno stvaranje N—C veze i pucanje C—Cl
veze odvija se simultano. U slucajevima kada je loSa izlazec¢a skupina dio aciliraju¢eg agensa,
uocava se nastajanje tetracdarskog meduprodukta te reakcija slijedi klasi¢ni dvostupanjski

mehanizam kao §to je prikazano na slici 13.[13]

(\“’1 H H :0:
“, o Sn2 AN /
CH ;(:Hl_‘\lglh p N\ —— I [“u"C—C "'um] I
H CH; el
; CH;CH; CH;
s O o3
H /l ): H\/_\ H :OH
Hw C—C oy 10—CH; =—= Hwe C—Commpy  + CH;—Q:
. CH;CH, CH3 CH3;CH, CHj;

Slika 13. Primjer reakcije koja se odvija Sn2- mehanizmom [14]

U nastavku istrazivanja odredivali su se redoks potencijali kopulata racunski i eksprimentalno
koriStenjem kvantno-kemijskih racuna i cikli¢ke voltamterije. U kopulatima derivata ferocena
1 derivata uracila otkrivena je redoks aktivnost jednog elektrona. Mjerenjem redoks potencijala
kopulata vidljivo je da se redoks potencijal nalazi za 281-296 mV iznad referentne vrijednosti
redoks potencijala para Fc¢'/Fc (slika 14) $to u konacnici rezultira da se ferocenska jedinica u

kopulatu puno teZe oksidira od samog ferocena.[15]
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Slika 14. Ciklicki voltamogram kopulata derivata ferocena i derivata uracila [15]

Kako bi se ustvrdilo da 1i je karbonilna skupina kao supstituent u ferocenskoj podjedinici
utjecala na promjenu redoks potencijala ispitao se redoks potencijal kopulata s ferocenskom
jedinicom koja sadrzi metilensku skupinu kao supstituent. Rezultati mjerenja redoks
potencijala kopulata koji sadzi metilensku skupinu pokazuju slican redoks potencijal kao 1
referetni par. Mijenjanjem supstituenta na C5 poziciji u pirimidinskom prstenu uoceno je da

susptituent nema veliki utjecaj na redoks potencijal kopulata.[15]

U svrhu upoznavanja mehanizma reakcije, kao temelj za daljnja istraZivanja, provedene su
reakcije kopulacije derivata ferocena (slika 15) s purinskim bazama. Sinteza kopulata odvija
se u dva koraka. U prvom koraku se nukleobaza aktivira jakim deprotoniraju¢im agensom
(NaH) te u drugom koraku dolazi do reakcije purinskog aniona s derivatom ferocena. Sintezom
kopulata u svim slucajevima uoceno je nastajanje dva produkta te se detaljnom 2D NOESY
analizom ustvrdilo da derivati ferocena reagiraju s duSikovim atomima na N7 i N9 poziciji u
prstenu. Kao i u reakciji benziliranja purina, nisu nastali produkti kojima su derivati ferocena

vezani na dusSikove atome na N1- 1 N3- poziciji u prstenu.[16]



KoriStenjem C6 supstituiranih derivata purina primjeen je utjecaj
regioselektivnost reakcije te je daljnjim istrazivanjem potvrdeno da C6 supstituent utjeCe na
omjer nastajanja N7 i N9 produkata. Tako se koriStenjem odredenih supstituenata ova, inace

regioselektivna, reakcija kopulacije moze usmjeriti prema nastajanju samo N9 produkta ¢ime
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. ?f cl ROJ@
e e e
— — —

R= Me, NH,

NHBz, OBz

N7 N9

Slika 15. Shema reakcije derivata ferocena s purinom [16]

ova reakcija postaje regiospecifi¢na.[16]

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.

Za provedbu reakcija koriSteni su kupovni reagensi i kemikalije bez prociS¢avanja. Najveci dio

reakcija izvedene su u atmosferi argona i1 bezvodnoj okolini. Od laboratorijskih uredaja,

MATERJALI

koristeni su analiti¢ka vaga, FTIR spektrometar, 'H-NMR, '*C-NMR i UV lampa.
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Tablica 1. Nukleobaza uracil

NAZIV

STRUKTURNA
FORMULA

PROIZVODPAC

Uracil, 98 %

TCI, Japan

Tablica 2. Popis kemikalija koriStenih prilikom izrade eksperimentalnog dijela rada

Naziv Formula Molekulska masa (g mol™)
Ferocen Fe(CsHs)2 186,04
2-klorbenzoil klorid C7H4CLO 174,94
Aluminijev klorid AlCI3 133,33
Diklormetan CHxCl, 84,92
Natrijev hidroksid NaOH 40,01
Natrijev sulfat NaxSOq4 142,06
Kalijev tert-butoksid t-C4HoO'K* 112,21
1,2-dimetoksietan CsH1002 90,1
Klorovodic¢na kiselina HCl 36,46
Oksalil klorid C2CL 0, 126,9
Piridin CsHsN 79,05
Uracil C4H4N202 112,09
Dioksan C4H302 88,01
Natrijev hidrid NaH 29,998
Trietilamid [(C2Hs)3N] 101,2
Kalcijev karbonat K>COs 138,205
Aceton CH3;COCH; 58,06

11




3.2. METODE

Pracenje tijeka reakcija provedeno je pomoc¢u metode tankoslojne kromatografije. Tankoslojna
kromatografija (TLC) (slika 16) je provedena na plocama 60F-254 presvucenim slojem silika
gela (Merck) u odgovaraju¢em eluensu. Za detekciju izoliranih komponenata je koristena UV-

svjetlost valne duljine 254 nm.

© “

Slika 16. Primjer plocice presvucene silikagelom nakon provedene tankoslojne

kromatografije (vlastita fotografija)

Kromatografija na koloni (slika 17) je provedena na silika gelu (Fluka, 0.063—-0.2 mm), dok su
staklene kolone punjene pod utjecajem gravitacijske sile, a kao eluens je sluzio Cisti
diklormetan ili sustav otapala diklormetan/aceton. Preparativna tankoslojna kromatografija
provedena je na staklenim plo¢ama prevucenim silika gelom (Merk, Kisagel 60 HF2s4), a za

mobilnu fazu je koriSten sustav otapala diklormetan/aceton.
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Slika 17 Primjer kromatografske kolone na stupcu od silika gela (vlastita fotografija)

Spektri 'H- i >*C-NMR su snimljeni na spektrometru Bruker Avance 300 i 600 MHz. Svi uzorci
su otopljeni u CDCI3 (deuterirani kloroform), DMSO-ds (deuterirani dimetilsulfoksid) i mjereni
pri 298 K u NMR cjev¢ici od 5 do 18 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). Pojedina¢ne rezonancije su asignirane na temelju njihovih kemijskih

pomaka, intenziteta signala, multipliciteta signala i konstanti sprega H-H.

Tumacenje spektroskopskih oznaka i kratica:

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

"H-NMR-spektri: s = singlet, d = dublet, t = triplet, q = kvartet, m = multiplet.

13



3.3.

SHEME PRIPRAVE KOPULATA FEROCENA | URACILA

1. Priprava ferocenkarboksilne kiseline (2) i ferocenoil klorida (3)
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2. Priprava Nl-ferocenoil uracila (4), N1/N3-ferocenoil uracila (5)
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3.4. PROTOKLI ZA PRIPRAVU SPOJEVA

3.4.1. Sinteza 2-klorbenzoil ferocena (1)

U suhom diklormetanu (30 mL) otopi se 3,38 g (0,018 mol) ferocena u atmosferi argona te se
otopina ohladi na 0-5 °C. Nakon hladenja dodaje se 2,45 mL (0,019 mol) 2-benzoilklorid i
AICl3 (2,53 g, 0,019 mol) u obrocima te se smjesa mijesa 45 minuta pri temperaturi od 0-5 °C,
a potom 75 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon mijeSanja reakcijska smjesa se ohladi
hladnom vodom te se vodena faza ekstrahira diklormetanom. Organska faza se potom
ekstrahira sa 10 % NaOH i ispire vodom do neutralne reakcije. Nakon ekstrahiranja smjesa se
osusi bezvodnim Na>SOys 1 upari do suha pri ¢emu nam ostaje sirovi 2-klorbenzoil ferocen (1)

(6,34, 92 %).
IR (CH,Cl2) vmax/em™: 1660 j (C=0).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz, 298 K, ppm) &/ppm: 7.37 (4H, m, Ph), 4.70 (d, 2H, H? H>, Fc),
4.54 (d, 2H, H? H* Fc), 4.22 (s, 5H, Cp).

3.4.2. Sinteza ferocenkarboksilne kiseline (2)

Dobiveni 2-klorbenzoil ferocen (1) (6 g, 0,0185 mol) se doda suspenziji kalijev tert-butoksida
(25 g, 0,2228 mol) u 1,2-dimetoksietanu (135 mL) 1 vodi (1 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 zutonarancasti kristali ferocenkarboksilne kiseline (2); # = 193-200 °C. Kristali su
odsisani preko Biichnerovog lijevka, osuSeni u eksikatoru te je dobiveno 1,7 g (48,75 %)

kristala ferocenkarboksilne kiseline (2)

IR (CHa2Cla) vimax/em’': 3100-2700 (3, OH, COOH), 1657 (j, C=0)
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3.4.3. Sinteza ferocenil klorida (3)

Suspenziji ferocenkarboksilne kiseline (2) (300 mg, 1,33 mmol) u suhom diklormetanu (3 mL)
doda se svjeze destilirani oksalil-klorid (0,34 mL, 3,91 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 247,25 mg (77 %) crvenih kristala ferocenoil klorida (3).

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

'"H NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C) &/ppm: 4.9 (t, *Jun = 1.9 Hz, 2H, H%), 4.6 (t, *Jun=1.9
Hz, 2H, H?), 4.4 (s, 5H, Cp).

13C NMR (100 MHz, CDCl;, 25 °C) 8/ppm: 178.3 (CO), 73.3 (Ci), 71.7 (Cp), 71.2 (C*), 70.4
(C%)

3.4.4. Ferocenoil uracil biokonjugati 415

Uracil (0,16 mmol ili 0,096 mmol) se otopi u 1 ml dioksana, a zatim se u otopinu doda (0,208
mmol ili 0,125 mmol) baze NaH, K,COs ili [(C2Hs)3N] te se reakcijska smjesa mijeSa 1 sat na
sobnoj temperaturi u atmosferi argona. Nakon 1 sata u reakcijsku smjesu se doda (0,24 mmol)
ferocenil klorida(3) te se reakcijska smjesa mijeSa 30 minuta. Nakon 30 minuta reakcijska
smjesa se upari do suha te se sirovi produkt nanese na kolonu gdje se kromatografija provodi
prvo Cistim diklormetanom, a zatim uz postupno povecanje polarnosti eluensa dodavanjem

acetona do omjera 10:0,5.
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Tablica 3. Rezultati provedenih eksperimenata u dioksanu

Produkt
Omjer
Omjer
Vrijeme 4 5 produkta
Deprotonirajuci | ferocenoil )
aktivacije 4i5
agens klorida i
baze /min m m
uracila n (%) n (%)
(mg) (mg)
1,5:1 - - - - -
NaH
25:1 - - - - -
1,5:1 - - - - -
K2COs3 60
2,5:1 10,3 19,7 - - -
1,5:1 19 36 4,3 5 87:13
[(C2H5)3N]
25:1 11,8 38 7,9 16 71:29

Nakon tankoslojne kromatografije u sustavu diklormetan : aceton = 10 : 0.2 izmjerene su Ry
vrijednosti produkata na plo¢icama silikagela. Ry vrijednost za kopulat 4 iznosi 0.469, dok

vrijednost za kopulat 5 iznosi 0.493.

N1-ferocenoil uracil (4): IR (CH2Clz) vmax/cm™: 3374, (sl., NH), 3099 (sl., CH aromatski),
1700 (j., C=0), 1633 (j., C=0, amid).

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K) &/ppm: 11.5 (1H, s, NH), 8.00 (1H, d, H6), 5.7 (1H, d,
HS), 4.9 (2H, d, CH-Fc¢), 4.7 (2H, s, CH-Fc), 4.3 (5H, s, Fc-Cp).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C) 8/ppm: 173.6 (C=0), 163.8 (C4), 149.9 (C2), 141.3
(C6), 102.9 (C5), 74.1 (2CH-Fc), 72.6 (Cq, Fc), 71.9 (2CH-Fc), 71.1 (Fe-Cp).

N1, N3-bisferocenoil uracil (5): '"H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K) &/ppm: 8.17 (1H, d,
Ho), 5.97 (1H, d, HS), 4.93 (4H, s, CH-Fc¢), 4.80 (2H, s, CH-Fc), 4.74 (2H, s, CH-Fc), 4.39
(5H, s, Fc-Cp), 4.36 (5H, s, Fc-Cp).

3C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C, &/ppm: 173.11 (C=0), 172.81 (C=0), 162.04 (C4),
148.38 (C2), 141.46 (C6), 102.59 (CS), 74.33 (2CH-Fc¢), 73.94 (Cq, Fc), 72.23 (2CH-Fc),
71.30 (Fc-Cp), 71.07 (Fc-Cp).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Uvod

Cilj je ovog rada bio ispitati utjecaj dioksana kao otapala na regioselektivnost reakcije N-
ferocenoiliranja uracila. Nukleofilna svojstava dusSikovih atoma nukleobaza omogucéuju
vezanje organometalnog dijela na razli¢itim N-atomima, Sto moze utjecati na tijek i
regioselektivnost reakcije. U vecini reakcija na nezaStiCenom uracilu sa supstratima za
aciliranje, u nasem slucaju ferocenoil klorid (3), nastaje smjesa N1- i N3- produkata, medutim
moze nastati 1 samo jedan od tih produkata, ili bioskopulat N1/N3. Stoga ¢e se u ovom radu
koriStenjem dioksana kao otapala i razliitih baza (NaH, K>COs, [(C2Hs)3N]), moderirati
relativna razlika nukleofilnosti N-polozaja u nukleobazama. Kao jos jedan parametar kojim se
moze utjecati na tijek ovih reakcija je razli¢iti omjer ferocenoil klorida (3) i nukleobaze.

Prvi dio rada ukljucuje sintezu klju¢nog intermedijera ferocenoil klorida (3) koji se zatim
kopulira s aktiviranim uracilom. U drugom dijelu rada provedeno je ispitivanje uvjeta reakcije
N-ferocenoiliranja uracila (shema 1) s posebnim osvrtom na regioselektivnost reakcije. Za
potvrdu strukture pripravljenih spojeva koristene je FTIR i NMR spektroskopija. U ovom radu
koriSten je dioksan kao otapalo u reakcijama N-ferocenoiliranja uracila, a koristene su i ve¢
navedene baze za deprotekciju. Dioksan je nepolarno aproti¢no otapalo te ne stvara vodikove
veze s anionima ¢ime ih ¢ini nukleofilnijima 1 reaktivnijima. Reakcijom aktiviranog uracila i
ferocenoil klorida (3) (u razli¢itim omjerima), reakcije mogu biti ili regioselektivne ili

regiospecifi¢ne. Reakcije su pracene TLC-om uz eluens diklormetan/aceton.

3NH NaH ili K ,CO5 ili Et 3N
dioksan

=
: -

0 o) o

i 5 —3NH i N

C—N1 4%=0 @—C —N\ljo
6 5 6 5

ol

Fe + Fe
— —
4 5

Shema 1. Priprava N1-ferocenoil uracila (4), N1/N3-ferocenoil uracila (5)
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4.2. SINTEZA PREKURSORA

4.2.1. Ferocenkarboksilna kiselina (2)

Reakcijom ferocena s 2-klorbenzoil kloridom uz prisustvo AICI3 nastaje 2-klorbenzoil ferocen
(1) uz iskoriStenje od 94 %. Potom slijedi hidroliza 2-klorbenzoil ferocena (1) uz prisustvo ¢-
C4HoO K" te nastaju tamnoZzuti kristali¢i ferocenkarboksilne kiseline (2) uz iskoristenje od 92
%. (Shema 3).[17]

U IR-spektru (2-klorbenzoil) ferocena (1) vidljiva je vrpca pri 1660 cm™ koja se pripisuje
karbonilnoj kupini. U IR-spektru ferocenkarboksilne kiseline (2) vidljiva je Siroka apsorpcijska
vrpca u podruéju od 3100 do 2700 cm™ koja odgovara frekvenciji istezanja hidroksilne skupine
karboksilne kiseline te vrpca pri 1676 cm’! koja je karakteristicna za karbonilnu skupinu

karboksilne kiseline.
Cl

@ cl AlC,
Fe + —_—

1-C4Hy-OK

: al CH;0CH,CH,OCH; @

Shema 2. Priprava ferocenkarboksilne kiseline (2)

4.2.2. Ferocenoil klorid (3)

Reakcijom ferocenkarboksilne kiseline (2) i oksalil-klorida u suhom diklormetanu uz
prisutnost piridina sintetiziran je kljucni intermedijar ferocenoil klorid (3). Reakcija se
zavrSava viSestrukim zagrijavanjem sirovog produkta u petroleteru te uparavanjem filtriranog
produkta. Ferocenoil klorid (3) je crvena tvar u obliku krutine, a dobiven je iskoriStenju od 48,8
% (Shema 4). [18]

U IR spektru ferocenoil klorida (3) vidljiva je apsorpcijska vrpca karakteristi¢na za kiselinske
kloride pri 1755 cm’!.
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Shema 3. Priprava ferocenoil klorida (3)

4.3. SINTEZA BIOKONJUGATA URACILA | FEROCENOIL KLORIDA (3)

Nastavak istraZivanja opisanih u ovom radu posvecen je ispitivanju uvjeta reakcije N-
ferocenoiliranja uracila s posebnim osvrtom na regioselektivnost reakcije. Kao §to je vec
navedeno, nukleobaza uracil posjeduje dva dusikova atoma (N1 i N3) koji mogu djelovati kao
nukleofili 1 pri tome mogu nastati razliciti produkti kopulacije. Prijasnja istrazivanja provedena
u nasem Laboratoriju ukljucila su sintezu N1-ferocenoil uracila (4) uz ferocenoil klorid (3)
koriStenjem natrijeva hidrida kao deprotonirajuce baze, a reakcija je provedena u suhom DMF.
Vrijeme aktivacije baze u ovoj je reakciji bilo 30 minuta te je nastao isklju¢ivo Nl-izomer
ferocenoil uracila (4). Regioselektivnost te reakcije potvrdena je koriStenjem NMR
spektroskopije te kvantno-kemijskim ratunom koji ukazuje da je prijelazno stanje u reakciji
aciliranja na N1-poloZaju stabilnije od odgovarajuceg prijelaznog stanja za nastajanje N3-
izomera. [11] S obzirom da se nukleofilnost duSikovih atoma uracila razlikuje, u nastavku
istrazivanja ispitano je kako promjena otapala, baze ili vremena aktivacije utjeCe na
regioselektivnost modelne reakcije.[19] Nakon provedenih istrazivanja uoceno je nastajanje
isklju¢ivo N1-ferocenoil uracila (4) kada je kao otapalo koriSten DMF, neovisno o drugim
ispitanim uvjetima reakcije. Zakljuceno je da su reakcije provedene u DMF-u regispecifi¢ne.
U nastavku istrazivanja koriSten je suhi acetonitril kao otapalo te je uo€eno nastajanje N1/N3-
kopulata 5 uz Nl-kopulat 4. Tijekom ovog dijela istraZivanja uo€eno je da na nastajanje
kopulata 5, kao i na njegov udio, utjece koriStena baza i vrijeme deprotekcije. Najveci udio bis-
kopulata 5 dobiven je upotrebom trietilamina ([(C2Hs)sN]) kao deprotekcijske baze, te
produljenim vremenom aktivacije baze (120 minuta).[19]

U ovom zavr$nom radu koriSten je dioksan kao otapalo u reakcijama N-ferocenoiliranja uracila,

a koriStene su i ve¢ navedene baze za deprotekciju. Reakcijom aktiviranog uracila i ferocenoil

20



klorida (3) (u razli¢itim omjerima) reakcije mogu biti ili regioselektivne ili regiospecifi¢ne.
Reakcije su pracene TLC-om uz eluens diklormetan/aceton.

4.3.1. Reakcija kopulacije uz NaH kao deprotonirajuéi agens

Kao prva reakcija koja je provedena ukljucuje aktivaciju uracila provedenu natrijevim
hidridom (NaH) u dioksanu tijekom 60 minuta. Ferocenoil klorid (3) dodan je u suvisku u
odnosu na uracil i to 1,5:1 1 2,5:1, te je u reakcijskoj smjesi zamijecen crveni ili tamnocrveni
talog, no TLC je dokazano da nije doSlo do nastajanja ciljanih produkata. U prijaSnjim
ispitivanjima dokazana je regiospecificnost reakcije provedene u DMF, a u CH3CN je
primjeceno nastajanje oba kopulata pri ¢emu je bis-kopulat 5 nastao u vrlo niskom
iskoristenju.[19] Mozemo zakljuciti da dioksan uz NaH nije pogodno otapalo jer nije doslo do

reakcije kopulacije.

4.3.2. Reakcija kopulacije uz K2COs kao deprotonirajuci agens

U nastavku istraZivanja koristen je K2COs kao deprotekcijska baza, te je uoceno da na tijek
reakcije utjece veci suvisak ferocenoil klorida (3). Naime, kada je reakcija provedena uz manji
suviSak spoja 3 nije doslo do reakcije kopulacije. Dodatkom veceg suviska ferocenoil klorida
(3) u reakciji je nastao Nl1-produkt 4. Nakon prociS¢avanja reakcije smjese kolonskom
kromatografijom dobiveno je 19,7 % produkta 4. U prijaSnjim ispitivanjima dokazano je
nastajanje isklju¢ivo N1-produkta 4 kada je kao otapalo koriSten DMF, dok su upotrebom
CH3CN nastala oba produkta i1 to u omjeru 4:5 85:15.[19] Izvodi se zakljucak da je reakcija
regiospecifi¢na koriStenjem DMF-a 1 dioksana, dok je regioselektivna kada se koristi CH3CN.

Reakcije provedene u dioksanu su u znatno niZzem iskoriStenju od reakcija provedenih u DMF.

4.3.3. Reakcija kopulacije uz [(CzHs)3N] kao deprotonirajuéi agens

Reakcija N-ferocenoiliranja uracila provedena uz trietilamin kao deprotekcijske baze, neovisno
o omjeru ferocenoil klorida (3) 1 baze, vodi do nastajanja oba produkta. Kada je suviSak spoja
3 u odnosu na uracil 1,5 :1 nastaju oba produkta te je nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom dobiveno 36 % Nl-kopulata 4 1 5 % N1/N3-biskopulata 5. Omjer nastalih
produkata N1: N1/N3 iznosi 87:13. U nastavku je provedena reakcija uz veci suvisSak spoja 3

od 2,5 mola te je odnos dobivenih produkata promijenjen i to uz poveéanje udjela spoja 5.
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Nakon prociS¢avanja je dobiveno 38 % N1-produkta 41 16 % N1/N3-kopulata 5, odnosno omjer
nastalih produkata N1: N1/N3 iznosi 71:29. Prijasnja istrazivanja provedena u naSem
Laboratoriju ukazala su da se koriStenjem DMF-a i dalje provode regispecifi¢ne reakcije uz
nastanak samo N1-kopulata 4, dok upotrebom CH3CN nastaju oba kopulata u omjeru 4:5 62:38.
[19] Temeljem provedenih ispitivanja mozemo zakljuciti da su reakcije provedene u dioksanu
regioselektivne, odnosno nastaju oba produkta, ali u nizem omjeru kopulata 5 nego koriStenjem

CH3CN kao otapala

44. SPEKTRALNA ANALIZA NI1-FEROCEOIL URACIL (4) I N1I1/N3-
BISFEROCENOIL URACIL (5)

Pro¢iséenim je kopulatima 4 i 5 struktura potvrdena 'H i '*C-NMR spektroskopijom (Slika 18
i 19). U '"H NMR spektru spoja 4 snimljenom u DMSO slijedom kemijskih je pomaka
potvrdena prisutnost ferocenske podjedinice, odnosno jedan monosupstituirani (tripleti pri &
4.914.7 ppm) i1 jedna nesupstituirani (singlet pri 6 4.3 ppm) ciklopentadienilni presten. Nadalje,
vidljiv je signal pri & 11.5 ppm koji potvrduje prisutnost protona nesupstituirane amidne
skupine uracila, signal pri & 8.0 ppm koji odgovara kemijskom pomaku protona na poloZaju
C6 pirimidinskog prstena 1 signal pri 5.7 ppm koji odgovara kemijskom pomaku protona na
polozaju C5 pirimidinskog prstena. U 'H-NMR spektru biskopulata 5 snimljenom u DMSO
signal pri & 8.17 ppm odgovara kemijskom pomaku protona na poloZaju C6 pirimidinskog
prstena 10 5.94 ppm koji se pripisuje kemijskom pomaku protona na polozaju C5 pirimidinskog
prstena. Takoder je potvrdena prisutnost dviju ferocenskih podjedinica, dva nesupstituirana
prstena (Cp) pri & 4.39 1 436 ppm, te pomaci koji karakteriziraju CH skupine

monosupstituiranog Cp prstena.
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Slika 18 '"H NMR spektar N1-ferocenoil uracila (4) i N1/N3-bisferocenoil uracila (5)

U 3C-NMR spektru spoja 4 signal pri § 173.6 ppm pripisuje se ugljikovom atomu
karbonilne skupine koji je poveznica ferocenske i uracilne podjedinice. Signali pri 6 163.8 1
149.9 ppm odgovarju karbonilnim ugljikovim atomima pirimidinskog prstena, a pri 6 141.3 1
102.9 ppm ugljikovim atomima uracilne podjedinice (C5 1 C6). Ferocenskim ugljikovim
atomima, supstituirani ciklopentadienilni prsten C*, C' i CP, pripisani su kemijski pomaci pri
S 74.1, 72.6 1 71.9 ppm, dok kemijski pomak pri & 71.1 ppm odgovara ugljikovim atomima
nesupstituiranog ciklopentadienilnog prstena. U *C-NMR spektru spoja 5 uocena su dva
signala koji se pripisuju ugljikovim atomu karbonilne skupine pri 6 173.1 1 172.8 ppm. Signali
pri 8 162.0 1 148.4 ppm pripisani su karbonilnim ugljikovim atomima pirimidinskog prstena, a
pri & 141.5 1 102.6 ppm ugljikovim atomima uracilne podjedinice (C5 1 C6). Ferocenski
ugljikovi atomi koji se pripisuju ugljikovim atomima nesupstituiranog ciklopentadienilnog

prstena nalaze se pri & 71.31 71.1 ppm.
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5. ZAKLJUCCI

1. Uspjesno su provedene reakcije kopulacije ferocenoil klorida (3) kao acilirajuéeg
agensa te natrijeva hidrida (NaH), kalijeva karbonata (K>CO3) i trietilamina [(C2Hs)3N]

kao deprotonirajuc¢ih agenasa u dioksanu.

2. Provedbom reakcije u dioksanu uz natrijev hidrid za deprotoniranje, nije doslo do
reakcije kopulacije neovisno o povec¢anom udjelu acilirajuéeg agensa. Kada je kao baza
koristen kalijev karbonat, nastaje iskljuc¢ivo N1-produkt 4, no u slabijem iskoristenju
od reakcija provednih u DMF-u. KoriStenjem trietilamina kao deprotekcijske baze u
reakciji nastaju oba produkta, odnosno N1-produkt 4 1 N1/N3-biskopulat 5, ali kopulata

5 nastaje u nizem omjeru nego koristenjem CH3CN kao otapala.

3. Reakcije provedene u dioksanu uz K>COs; su regiospecificne, dok uporabom

[(C2Hs)3N)] regioselektivne.

4. Struktura svih dobivenih produkata potvrdena je FTIR i NMR spektroskopijom. Na
osnovu kemijskih pomaka u 'H spektrima N1-produkta 4 potvrdena je supstitucija
pirimidinske baze na jednom ciklopentadienilnom prstenu ferocena, dok je kod N1/N7-

biskopulata 5 potvrdena supstitucija baze s dvije ferocenske podjedinice.

25



6. POPIS LITERATURE

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

Stryer L (1991) Biokemija, 6. izd., (preveli Weygand-Purasevi¢ I, Jernej B, i Kuéan 2),
Skolska knjiga

Pine H S (1994) Organska kemija, 3. izd., (preveo Bregovec I), Skolska knjiga, Zagreb,
str. 703-715

Butanda-Ochoa A, D R Hernadez-Espinosa, M Olguin-Martinez, L Sanchez-Sevilla, M
R Rodriguez, B Chavez-Renteria, i suradnici (2017) Administration Delays Hepatic Cell
Proliferation by Altering Oxidative State in the Regenereting Rat Liver. Oxidative
medicine amd cellular longevity 2017, 8356175. doi:10.1155/2017/8356175

Sharma V, Citranshi N, Agarwal A K (2014) Significance and biological importance of
pyrimidine in the microbal world. International journal of medical chemistry, 2014,
202784. https://doi.org/10.1155/2014/

Goel S, Bulgaru A, Hochster H, Wadler S, Zamboni W, Egorin M (2003) Phase I clinical
study of infusional 5-fluorouracil with oxaliplatin and gemcitabine (FOG regimen) in
patients with solid tumors. Annals of oncology: offical journal of the European Society
for Medical Oncology 14, 1682-1687. https://doi.org/10.1093/annonc/mdg453
Cerecedo L (1940) Physiology of Pyrimidines, Nature 146, 274.
https://doi.org/10.1038/146274a0

Ramesh D, Vijayakumar B G, Kannan T (2020) Therapeutic potential of uracil and its
derivate sin countering phatogenic and physiologial disorders. European Journal of
Medicinal Chemistry 207, 112801. https://doi.org/10.1016/j.ejmech.20202112801
Miura K, Kinouchi M, Ishida K, Fujibuchi W, Naitoh T, Ogawa H, Ando T, Yazaki N,
Watanabe K, Haneda S, Shibata C, Sasaki | (2010) 5-FU metabolism in cancer and
orally-administrable 5-FU drugs. Cancers 2, 1717-1730.
https://doi.org/10.3390/cancers2031717

Rausch M (2011) Metallocene chemistry — a decade of progress. Canadian Journal of
Chemistry 41, 1289-1314. doi:10.1139/v63-182

Chemist Note (2022) Ferrocene: Preparation, properties, structure, uses. https://
chemistnotes.com/inorganic/ferrocene-properties-structure-uses/.  Pristupljeno  20.

kolovoza 2023
26



[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

Huang X-F, Wang L-Z, Tang L, Lu Y-X, Wang F, Song G-Q, Ruan B-F (2014)
Synthesis, characterization and antitumor activity of novel ferrocene derivates containing
pyrazolyl-moiety. Journal of Organometallic Chemistry 749, 157-162. doi:
10.1016/j.jorganchem.2013.08.043

TomaM, Vrcek V (2020) Redoks-svojstva ferocenom supstituiranih nukleobaza. Kemija
u industriji:  casopis kemicara i tehnologa Hrvatske 69, str 21-20.
https://doi.org/10.15255/KUI.2020.025

Lapi¢ J Havai¢ V, Sakié¢ D, Sankovi¢ K, Djakovié¢ S, Vréek V (2015) Ferrocenoyl-
substituted pyrimidine nucleobases: An experimental and computational study of
regioselective acylation of uracil, thymine, and 5-fluorouracil. European Journal of
Organic Chemistry 24, 5424-31.doi: 10.1002/ejoc.201500647

Quellette R J, Rawn D J (2015) Principles of Organic Chemistry- Science Direct.
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/sn2-mechanism. Pristupljeno 4. rujna
2023.

Havai¢ V, Djakovi¢ S, Lapi¢ J, Weitner T, Sakié D, Vréek V (2017) Reduction Potential
of Ferrocenoyl-Substituted Nucleobases.Experimental and Computational Study.
Croatica chemica acta 90, 589 — 594. https://doi.org/10.5562/cca3229

Lapi¢ J, Havai¢ V, Saki¢ D, Sankovié K, Djakovi¢ S, Vréek V (2015) Ferrocenoyl-
substituted pyrimidine nucleobases: An experimental and computational study of
regioselective acylation of uracil, thymine, and 5-fluorouracil. Eurpean Journal of
Organic Chemistry 24, 5424-31. doi: 10.1002/ejoc.201500647

Biehl E R, Reeves P C (1973) A Convenient, High-Yield Synthesis of the Carboxylic
Acid Derivates of Ferrocene and Cyclopentadienylmanganese Tricarbonyl. Synthesis
1973, 360-361. doi:10.1055/S-1973-22216

Knobolch F W, Raucher W H (1961) Condensation polymers of ferrocene derivates.
Journal of Polymer Sience 54. 651-656. https://doi.org/10.1002/p0l.1961.1205416029
Kuzman | (2020) Modelna reakcija N-ferocenoiliranja uracila (rektorov rad),

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, Zagreb

27



Izjava o izvornosti

Ja Anja Hruskar izjavljujem da je ovaj zavr$ni rad izvorni

rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih

koji su u njemu navedeni.

s

!
v
)

d

171 14
J UL

Vlastoruéni potpis



