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1. UVOD

Ovaj diplomski rad uklapa se u istrazivanje na podru¢ju organometalnih derivata
nukleobaza (OrDeN-a), a izvodi se u Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-
biotehnoloSkog fakulteta u Zagrebu.

Organometalni derivati nukleobaza (OrDeN-i) nova su generacija konjugata u kojima su
povezani metaloceni s temeljnim strukturnim elementima nasljedivanja. Zbog elektrofornih i
bioaktivnih svojstava, OrDeN-i nalaze primjenu u (bio)analitickoj i medicinskoj kemiji.
Organometalni spoj koji se najces¢e koristi kao bioizosteri¢na grupa je ferocen zbog svoje
stabilnosti i dobro istrazene reaktivnosti i elektrokemije (Chellan i Sadler, 2020). U prethodnim
istrazivanjima u Laboratoriju za organsku kemiju PBF-a, ispitano je nekoliko postupaka za
pripravu N-ferocenoiliranih derivata nukleobaza, pri ¢emu karbonilna skupina povezuje
organometalni 1 heterociklicki dio. Reakcija ferocenoiliranja pirimidinskih baza u
dimetilformamidu uporabom natrijeva hidrida kao deprotonirajueg agensa je regiospecifi¢na i
nastaju samo N1-produkti (Lapi¢ i sur., 2015). U slucaju derivata purina, supstituenti na
egzociklickoj amino skupini adenina utjeu na reaktivnost korespondirajucih purinskih aniona i
time odreduju regioselektivnost reakcije $to dovodi do stvaranja N7 i N9 izomera (Toma i sur.,
2019).

Cilj ovog diplomskog rada je sinteza i spektroskopska karakterizacija kopulata ferocena
I 2-tiouracila kao i njegovih C6 supstituiranih derivata (slika 1). Stoga ¢emo se u ovom radu
usredotoditi na ispitivanje reakcijskih uvjeta te utjecaja supstituenta na polozaju C6 2-tiouracila
na iskoriStenje i regioselektivnost reakcije. Za karakterizaciju strukture nastalih kopulata koristit

ée se IR, 'H i 1*C NMR spektroskopija.

(0] 0 O
3N)I\Fc 3N)l\Fc
‘ 0
1 / %
N S R N S
/& ' /§ i
Fc (0) Fc (0}

NI- N3- NI1/N3-

o]

C

S/N3-

Fc = ferocenil R = H; CH;; CH,CH,CHj,4

Slika 1. Biokonjugati ferocenoil-2-tiouracila



2. TEORIJSKI DIO

2.1. FEROCEN
Organometalni spojevi sadrze izravnu vezu ugljik-metal, a tipi¢ni predstavnici su

Grignardovi reagensi. Struktura organometalnih spojeva koji sadrze s- i p-orbitale razja$njena je
ve¢ pocetkom 20. stoljeca, uzimajuéi u obzir da metali Ia 1 Ila skupine grade ionske spojeve, a
pripadnici skupina od Illa do Vlla stvaraju hlapive produkte vezujuci se s organskim ostacima
preko kovalentnih veza. Kemicari organometalne spojeve smatraju nestabilnima, tj. nisu otporni
na djelovanje zraka i vode. Neki od njih izrazito su osjetljivi pa se mogu odrzati samo u
bezvodnim uvjetima i u atmosferi inertnog plina. S druge strane pak se neki od spojeva mogu
odrzati u bioloskim uvjetima $to je vazan preduvjet za upotrebu tih molekula u farmakologiji.
(Powell, 1988; Shriver i Atkins, 2006).

Ferocen je spoj s 18-elektronskom strukturom, jako je stabilan, najcesée sudjeluje u
reakcijama elektrofilne supstitucije, a prouc¢ava ga organometalna kemija (slika 2). Otkriven je
1951. godine kada su Pauson i Kealy pokusali sintetizirati fulvalen (CioHg) reakcijom
ciklopentadien bromida i Zeljezovog (II) klorida. Umjesto fulvalena, dobili su narancastu
krutinu, a godinu dana kasnije Wilkinson i Woodward otkrili su novi spoj formule Fe(CsHs):
gdje dva anionska ciklopentadienilna prstena doniraju 6m elektrone Fe?* kationu koji se nalazi u
,sendvicu izmedu njih (Kealy i Pauson, 1951). Ferocen je stabilan na sobnoj temperaturi, lako
je zapaljiv, molekulska masa mu iznosi 186.03 g/mol, ima gustoéu 1.49 g/cm?, temperatura

vreliSta mu je 249 °C dok mu temperatura taliSta iznosi 172 °C. Otkrice tog spoja dovelo je do

Fe

Slika 2. Struktura ferocena (Kealy i Pauson, 1951)

naglog rasta organometalne kemije.

Ferocen je netoksiCan, stabilan spoj, elektrokemijski aktivan i bioloski inertan te sluzi
kao standard za elektrokemijska mjerenja u organskim otapalima. Zbog lake funkcionalizacije
ugljikovih atoma na jednom ili oba ciklopentadienilna prstena, sintetizirano je mnogo
ferocenskih konjugata od kojih brojni pokazuju bioloSku aktivnost poput antitumorske,
antibakterijske, antiparazitske 1 antifungalne. Ferocen se kao takav moZze uvoditi u strukturu ve¢

poznatih lijekova, a takoder se i konjugira s nukleobazama kako bi se sintetizirali biokonjugati s



poboljsanom bioloskom aktivnos¢u u svrhu koriStenja u medicinskoj i farmaceutskoj kemiji za
razvoj novih terapeutskih agenasa (Toma i Vréek, 2020).

Tri su organometalna ferocenska kompleksa jako istrazivana u farmaceutskoj kemiji kao
potencijalni terapeutici, a to su feroceron, ferokin i ferocifen. Feroceron (slika 3) je prvi lijek na
trziStu odobren 70-ih godina proslog stolje¢a no s vremenom je povucen iz uporabe. Sluzio je za

lijeCenje deficijencije zeljeza (Patra i Gasser, 2017).

Slika 3. Struktura ferocerona (Patra i Gasser, 2017)

Ferokin (slika 4) je ferocenski derivat antimalarika klorokina u kojem je N-alkilni lanac
zamijenjen ferocenskom jezgrom. Pokazao se in vivo aktivnim protiv Plasmodium falciparum
vrsta koje su klorokin-rezistentne. Mehanizam njegove bioloSke aktivnosti temelji se na dvije
aktivnosti od kojih je prva ta da se klorokin nakuplja u vakuoli parazita i usmréuje ga, a druga je

ta da stvara hidroksilne radikale u Fentonovoj reakciji (Patra i Gasser, 2017; Biot i sur., 2011).

~
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Slika 4. Struktura ferokina (Patra i Gasser, 2017)

Ferocifeni (slika 5) su skupina spojeva koji pokazuju brojna antitumorska svojstva i u in
Vvivo i u in vitro uvjetima. Mehanizam djelovanja temelji im se na posjedovanju redoks svojstava,
koja pod oksidativnim uvjetima generiraju reaktivne oksidativne vrste koje imaju moguénost
alkiliranja bioloskih nukleofila s posljedicom poticanja jakog antiproliferativnog djelovanja

(Garcia 1 sur., 2022). Ferocifen je primarni kemoterapeutik kod raka dojke, a po gradi je

3



ferocenski derivat tamoksifena kod kojeg je fenilna skupina zamijenjena ferocenskim prstenom.
Osim $to pokazuju antikancerogena svojstva, ferocifeni takoder pokazuju citotoksi¢no i

imunolosko djelovanje (Idlas i sur., 2021).

Slika 5. Struktura ferocifena (Idlas i sur., 2021)

Poboljsana bioloska aktivnost javila se kao rezultat uvodenja ferocena u strukturu
tamoksifena i klorokina. Slijedom toga takoder su pripravljeni brojni metalocenski derivati poput
rutenocenskih, renijevih i cimantrenskih derivata kod kojih je pobolj$ana bioloska aktivnost
izostala uslijed razlika u elektronskoj strukturi i elektrokemijskoj aktivnosti (Patra i Gasser,
2017).

2.2. NUKLEOZIDI | NUKLEOTIDI

Nukleinske kiseline su biopolimeri nukleotida koji sudjeluju u brojnim bioloSkim
procesima, a ovisno o Sec¢eru koji ih gradi dijele se u dvije skupine, deoksiribonukleinska kiselina
(DNA) i ribonukleinska kiselina (RNA). DNA i RNA sudjeluju u procesu pohranjivanja gena,
replikaciji, transkripciji te drugim vaznim bioloskim procesima. (Wang i sur., 2016). DNA je
gradena od Secera deoksiriboze, fosfata te dusi¢nih baza, adenina (A), gvanina (G), citozina (C)
i timina (T). S druge strane, RNA je gradena od Secera riboze, a umjesto timina sadrzi uracil (U)
dusi¢nu bazu. Jednolan¢ane nukleinske kiseline mogu tvoriti strukturu ,,dvostruke zavojnice*
gdje se, prema Watsonu i Cricku, dusicne baze spajaju komplementarno (A:T, G:C, A:U) (Zhao
i sur., 2021).

Nukleozidi su strukturne podjedinice nukleinskih Kkiselina koje sudjeluju u
komponentama nasljedivanja svih zivih stanica, a gradene su od $ecera riboze ili 2-deoksiriboze
te odgovarajuce dusi¢ne baze koja je N-glikozidnom vezom povezana na secer (slika 6) (Verma
i sur., 2021). Kada se nukleozid veze na fosfatnu grupu dobivamo nukleotid. Nukleotidi se
sintetiziraju na dva moguca nacina: de novo i ostacima nukleozida. S jedne strane, de novo

sintezom nukleotidi se sintetiziraju iz aminokiselina i glukoze, a s druge strane, ostaci nukleozida

4



ili baza koji se koriste za sintezu nastaju prilikom degradacije DNA ili RNA (Walter i Herr,
2022). U nukleozidu, anomerni ugljik povezan je na N9 purina ili N1 pirimidina pomoc¢u N-

glikozidne veze.

HO oy HO
(@]
H HA1
H 2H
OH

H
CH(H) OH OH{H)

OH OH(H)

riboza (2=0H) ili . fosfat L
deoksiriboza (2=H) nukleozid osta nukleotid

Slika 6. Grada nukleozida i nukleotida (Berg i sur., 2013)

Ovisno o Sec¢eru pentozi, nukleozidi mogu biti ribonukleozidi ili deoksiribonukleozidi.
Ribonukleozidi, ovisno o dusi¢noj bazi, mogu biti adenozin, gvanozin, citidin ili uridin, a
deoksiribonukleozidi mogu biti deoksiadenozin, deoksigvanozin, deoksicitidin ili timidin.
Nukleozidi i nukleotidi imaju vaznu ulogu u pohranjivanju energije, signalizaciji i regulaciji
brojnih aspekata metabolizma te su takoder jako vazni kao antioksidansi. Nedostatci nukleozida
ili nukleotida esto vode do smrti, a pretjerana koli¢ina ovih molekula takoder vodi do
medicinskih problema. Kemijskim modifikacijama prirodne riboze ili 2'-deoksiriboze dobivena
je grupa spojeva koji se nazivaju analozi nukleozida. Osnovna uloga analoga nukleozida je ta da
se koriste u terapiji za virusne ili kancerogene bolesti (Koszytkowska-Stawinska i Buchowicz,
2014). 1960-ih godina predstavljena je ideja da bi analozi nukleozida mogli mijenjati
biokemijske procese u stanicama inficiranima virusima tako da bi inhibirali viralnu replikaciju,
odnosno ponasali bi se kao antivirusni lijekovi. Tijekom proslih 50-ak godina, vise od devedeset
spojeva odobreno je za koristenje kao lijekovi. Sinteza analoga nukleozida provedena je da se
modificira struktura originalnih nukleozida na tri nacina. Prvi nacin je modifikacija nukleobaza
funkcionaliziranjem baze razli¢itim supstituentima, zamjenjuju¢i nukleobazu nekim drugim
heterociklickim spojem koji sadrzi dusik. Drugi na¢in je modifikacija D-ribofuranozila,
funkcionalizacijom razli¢itim supstituentima, eliminacijom jedne ili obje hidroksi skupine na C2
i C3 atomima, zamjenom kisikovog atoma sumporom te zamjenom ostatka D-ribofuranozila
ciklopentanom. Tre¢i nacin je fosforilacija hidroksi skupine na C5 atomu (Kataev i Garifullin,
2021). Temeljni princip aktivnosti takvih spojeva je ugradnja u DNA ¢ime se sprjecava daljnje
produljenje lanca. Odredeni mehanizmi unutar molekula mogu prepoznati odgodenu replikaciju
1 aktivirati mehanizme za popravak DNA $§to doprinosi otpornosti na lijekove. S druge strane,

ako se odgodena replikacija ne prepozna, dolazi do apoptoze. Ako se razli¢iti nukleozidni analozi



slicnih struktura ugrade u razlicite lijekove, ti lijekovi Cesto pokazuju razlic¢it mehanizam
djelovanja i nasljedno tome razlicite klinicke aktivnosti. Vecina tih agenasa djeluje tako da se
ugraduje u novo sintetizirani lanac DNA i time zaustavlja normalnu sintezu DNA pokazujuci
svoje citotoksicne ucinke. Odredeni nukleozidni analozi imaju sposobnost aktiviranja
apoptosoma i induciranja apoptoze (Ewald i sur., 2008). Neki od poznatijih derivata nukleobaza
su 5-fluorouracil, 6-tiogvanin i 6-merkaptopurin koji se koriste kao kemoterapeutici, a djeluju
kao citostatici Sto znaci da sprjecavaju sintezu DNA i RNA. Nukleozidni analozi se takoder
koriste kao antivirusni lijekovi u terapiji protiv bolesti uzrokovanih virusima herpesa, hepatitisa
i HPV-a. Jedan od najpoznatijih je azidotimidin koji se koristi za lijeGenje infekcije uzrokovane
HIV-om, odnosno za usporavanje bolesti AIDS-a tako da djeluje kao inhibitor reverzne
transkriptaze virusa. Analozi u kojima je Sec¢erna podjedinica zamijenjena N-hidroksialkilnim
lancem djelotvorni su protiv infekcija uzrokovanih virusom herpes simplex i varicella zoster te

citomegalovirusom, a to su aciklovir, penciklovir i ganciklovir (Shelton i sur., 2016).

2.3. NUKLEOBAZE | NJIHOVI DERIVATI

Nukleinske kiseline glavni su nositelji geneticke informacije koja se prenosi s generacije
na generaciju, a gradene su kao linearni polimeri velikog broja povezanih nukleotida koji se
sastoje od Secera, fosfata i jedne od Cetiriju baza. Baze dijelimo na pirimidinske (citozin, uracil

i timin) (slika 7) i purinske (adenin i gvanin) (slika 8) (Berg i sur., 2013).
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Slika 7. Pirimidin i glavne pirimidinske baze (Berg i sur., 2013)
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Slika 8. Purin i glavne purinske baze (Berg i sur., 2013)

Pirimidin je najpoznatiji diazin i bitan je za svaku formu zivota, a najzanimljiviji je kao
komponenta raznih bioloSki aktivnih struktura, terapeutskih agenasa i pesticida (March i sur.,
2020). Pirimidinski prsten je aromatski, ali za razliku od benzena, formira nepravilni heksagon
sa 6 razli¢itih duljina veza i 4 razlicita kuta.

Pirimidin pripada skupini alkaloida, a sudjeluje u brojnim bioloskim procesima vitamina,
nukleinskih kiselina, purina, citozina, uracila, timina, folne Kiseline te koenzima. Pirimidin je,
strukturno, cikli¢ki amin 1,3-diazina tako da ima simetri¢nu strukturu s dva dusikova atoma na
pozicijama 1 i 3 te ima 9 hidrogeniranih derivata od kojih je jedan heksahidropirimidin, tri su
tetrahidropirimidina, a pet je dihidropirimidina. U terapeutskoj industriji, pirimidini su spojevi s
brojnim terapeutskim svojstvima, kao npr. antikancerogeno, antihistaminsko, antiparazitsko,
antioksidativno te antimikrobno djelovanje (Farooq i Ngaini, 2021). Antikancerogeno djelovanje
pirimidina temelji se na de novo sintezi pirimidina, ¢ime su nastali razli¢iti antikancerogeni
agensi 1 analozi pirimidina. Usprkos tome, kancerogene stanice mogu izbjeci inhibiciju
pirimidinom tako da adaptiraju svoj put sinteze, tj. da se sintetiziraju pomocu ostataka nukleozida
(Walter i Herr, 2022). Tautomerizacija u pirimidinima nastaje kad se napravi zamjena s hidroksi,
sulfanil ili amino grupama. U vecini slu¢ajeva, 2-, 4- ili 6-hidroksi supstituirani pirimidini, ne
egzistiraju kao pirimidinoli nego kao pirimidin-2(1H)-on, pirimidin-3(3H)-on te kao pirimidin-
6(1H)-on. Sumporni analozi pirimidina tvore tiolaktamske strukture dok aminopirimidini ne
postoje u imino-strukturama, ve¢ kao aromatski pirimidinamini. Dva atoma duSika u
pirimidinskom prstenu pokazuju jaki efekt privlaéenja elektrona, tako da su C2, C4 i C6 pozicije
pogodne za nukleofilni napad, dok je elektrofilna reakcija moguéa na C5 atomu ili atomima
dusika. Vecina pirimidina je termicki vrlo stabilna kao posljedica njihovih aromatskih svojstava,
a sam pirimidin je slaba baza s pKa 0d 1,31 za protoniranje i -6,92 za deprotoniranje. UV spektar
pirimidina jako ovisi 0 tautomernoj strukturi prstena, o supstituciji te o supstituentima u prstenu.

Najvaznija metoda za odredivanje strukture pirimidina je NMR spektroskopija, tako da su



pirimidinski spojevi u *H-NMR asignirani u podru¢ju aromatskih struktura (Kunesch i sur.,
1994).

Uracil (slika 9) je bezbojna, kristalna nukleobaza ¢iju strukturu ¢ini heterociklicki
aromatski prsten s dvije keto skupine na polozajima C2 i C4. Uracil i njegovi derivati imaju
vaznu ulogu u otkrivanju i razvoju lijekova sa Sirokim spektrom bioloSkog djelovanja. Najcesce
su opisane antivirusne i1 antitumorske aktivnosti analoga uracila, a takoder pokazuju herbicidno,

insekticidno i baktericidno djelovanje.
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Slika 9. Kemijska struktura uracila (Becker i Kogan, 1980)

Analozi uracila s halogenom supstitucijom na polozaju 5 (slika 10) predstavljaju vaznu
klasu spojeva zbog njihove mutagene i antiviralne aktivnosti. Alkilna skupina na polozaju C5
pirimidina je povoljna za kemijske transformacije, a selektivnost antivirusnog djelovanja ovih

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

R=F, Cl Br, I

Slika 10. Uracilni analozi s halogenim supstituentom na C5-poziciji (Blewett i sur., 2001)

5-Fluorouracil i 5-klorouracil bili su prvi generirani farmakolo$ki aktivni derivati uracila.
5-Fluorouracil (5-FU) je nukleobazni analog, derivat uracila, gdje je ugljikov atom na poziciji 5
zamijenjen atomom fluora. 5-FU je citotoksi¢ni lijek koji blokira DNA sintezu inhibicijom
timidilat sintaze, enzima odgovornog za konverziju deoksiuridilne kiseline u timidilnu Kkiselinu
i time je jedna od prvih linijja kemoterapeutskog lije€enja metastaziranog kolorektalnog
karcinoma (Mashagbeh 1 sur., 2022). Osim §to sprjecava sintezu DNA ili RNA blokirajuci
djelovanje timidilat sintaze, moze se ugraditi u polinukleotidni lanac i izazvati osteenja. 5-FU

koristi se i kao terapija za gastrointestinalni rak, rak dojke, glave i vrata i za genitourinarni



karcinom, no usprkos brojnim provedenim istrazivanjima, znanstvenici se nisu slozili s
optimalnom dozom lijeka koja se daje. U klini¢kim istraZivanjima, naj¢e$c¢e se 5-FU dozirao na
dva razli¢ita nacina. Prvi nacin je kratkotrajna infuzija visokih doza 5-FU, a drugi nacin je
dugotrajna infuzija nizih doza 5-FU (kroz tridesetak dana). Vazno je napomenuti da su sva
istrazivanja provedena in vitro. Vezano uz in vivo studije, jo$ nije odredena optimalna doza i
duljina trajanja tretmana kako bi se dobio pozitivan odgovor (Fujii i sur., 1989).

Tiouracil (slika 11) je sumporni analog uracila, molekulske mase 128.149 g/mol i formule
C4HsN20S. Posljednjih godina tio-derivati predmet su raznih istrazivanja zbog svojih bioloskih,
farmakoloskih 1 spektroskopskih aktivnosti zbog kojih se potencijalno mogu koristiti kao
antivirusni i antitumorski agensi, odnosno kao kemoterapijska sredstva (Taher i Abou-seri,
2012). 6-Metil-2-tiouracil derivat 2-tiouracila antitiroidni je pripravak koji inducira modifikacije
unutar $titnjace te se koristi kao lijek za hipotireozu (Peebles i sur., 1997). Takoder i analog 6-
propil-2-tiouracil Koristi se za lije¢enje hipertireoze nac¢inom djelovanja da inhibira aktivnost
tiroidne peroksidaze i time blokira konverziju tiroksina u trijodtironin, a ucinkovitost mu

djelomi¢no ovisi o sposobnosti da stvara tautomerni oblik, tiol (Pospieszny i sur., 2010).
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Slika 11. Struktura tiouracila (Taher i Abou-seri, 2012)

U seriji derivata 2-tiouracila, pronadene su komponente s antimikoti¢nim i
antibakterijskim svojstvima. Glavni nacin za sintezu tih spojeva je reakcija amido-alkilacije
derivata 2-tiouracila u prisutnosti kalijevog karbonata (K2COz) i dimetilformamida (DMF).
Pokazalo se da strukturni analozi 2-tiouracila ispoljavaju anti-HIV-1 aktivnost. Novakov i
suradnici 2019. godine proveli su reakciju amido-alkilacije (Tscherniac-Einhorn reakcija) 2-
tiouracila koriste¢i N-(bromometil)-ftalimid kao alkiliraju¢i agens. Generalno, u ovom
istrazivanju koristi se kombinacija K.COs i DMF-a kao baza i kao otapalo (shema 1). Za
supstituente na poziciji 6 2-tiouracila koristene su CHs, NH2 i CFs grupe. Derivati 6-
trifluorometil-2-tiouracila i derivati 6-polifluoroalkil-2-tiouracila istrazivali su se zbog svoje

potencijalne farmakoloske aktivnosti (Novakov i sur., 2019).
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Shema 1. Tscherniac-Einhorn reakcija (Novakov i sur., 2019)

6-n-Propil-2-tiouracil moze se koristiti kao antitiroidni lijek ¢iji produkti S-alkilacije i
N3-alkilacije mogu ispoljavati antibakterijska, antimalarijska i citotoksi¢na svojstva.
Prachayasittikul i suradnici su 2011. godine proveli istrazivanje u kojem su sintetizirali seriju S-
supstituiranih 2-tiouracila te su ih testirali pokazuju li gore spomenuta svojstva. Sinteza je
provedena reakcijom alkilacije, a nastalo je pet produkata: 2-(1-butiltio)pirimidin-4(3H)-on, (2-
(2-butiltio)-pirimidin-4(3H)-on,  2-(cikloheksilmetiltio)-pirimidin-4(3H)-on,  2-(benziltio)-
pirimidin-4(3H)-on i 2-(1-adamantiltio)-pirimidin-4(3H)-on (slika 12).
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Slika 12. Kemijske strukture derivata 2-tiouracila (Prachayasittikul i sur., 2011)

Pripravljeni su analozi testirani na antimikrobnu aktivnost protiv dvadeset i sedam
razli¢itih vrsti mikroorganizama koriste¢i metodu razrjedivanja agara. Svi analozi inhibirali su
rast bakterije Streptococcus pyogenes i Branhamella catarrhalis. Samo produkt 2-
(cikloheksilmetiltio)-pirimidin-4(3H)-on pokazao je inhibiciju rasta diploidne gljive, Candide
albicans. Analozi su takoder testirani za antimalarijsku aktivnost protiv Plasmodium falciparum
parazita te nisu pokazali nikakvu antimalarijsku aktivnost. Citotoksi¢na aktivnost testirana je na
jedanaest linija kancerogenih stanica, a rezultati su pokazali da su analozi inaktivni prema svim
testiranim kancerogenim stanicama. Takoder, nikakva citotoksi¢na aktivnost od strane svih

analoga nije ispoljena prema HUCCA-1, MDA-MB 231, A549, HelLa, HCC-S102 i HL-60
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stani¢nim linijama. Analog 2-(cikloheksilmetiltio)-pirimidin-4(3H)-on pokazao je citotoksi¢nu
aktivnost prema P338 stanicama, a analog 2-(1-adamantiltio)-pirimidin-4(3H)-on imao je
citotoksi¢ni ucinak prema brojnim kancerogenim stanicama (T47D, H69AR, HepG2, P338)
(Prachayasittikul i sur., 2011).

2.4. KOPULATI FEROCENA | NUKLEOBAZA

Od otkri¢a ferocena prije 70-tak godina, ferocenilni fragment povezivan je s mnostvom
bioloski vaznih spojeva, poput peptida, Secera, lijekova i nukleozida (Sai i sur., 2009; Mwande-
Maguene i sur., 2011; Lapi¢ i sur., 2010; Moriuchi i Hirao, 2010). Ferocen se konjugira i s
nukleobazama kako bi se sintetizirali biokonjugati s poboljsanom bioloskom aktivnos$éu u svrhu
koriStenja u medicinskoj i1 farmaceutskoj kemiji za razvoj novih terapeutskih agenasa.
Sintetizirani mono- i bis- derivati ferocena i nukleinskih baza slazu se u Watson-Crick i obratne
Watson-Crick parove ¢ime stvaraju dvodimenzionalnu uzvojnicu (Patwa i sur.,2010). Kod
ferocenilnih derivata nukleobaza, ferocenska podjedinica zamjenjuje Secer ribozu u nukleozidu
I preko molekulskog mosta je kovalentno vezana s razli¢itim skupinama na nukleobazu (slika
13). Ferocenski derivati nukleobaza su spoj dvaju potpuno razli¢itih molekulskih fenomena:
organski heterociklicki sustav (prirodne ili modificirane nukleobaze) 1 elektroaktivni
organometalni sustav (ferocen). Ferocenski dio moze graditi strukturnu premosnicu u bioloskim
makromolekulama zbog svojih specifiénih elektrokemijskih svojstava. Cilj nastajanja
ferocenskih kopulata nukleobaza je taj da se nastali spojevi koriste za razvoj novih terapeutika
(kseno-nukleinskih kiselina), samoorganiziraju¢ih supramolekula te elektrokemijskih i

biokemijskih senzora (Kowalski, 2016).

Nukleobaza
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Nukleobaza Nukleobaza
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Nukleozid Ferocenil-nukleobaza 1,1'-diferocenil-nukleobaza

Slika 13. Osnovna struktura ferocenil- i 1,1'-diferocenil nukleobaza (Kowalski, 2016)

N-supstituirani ferocenilmetil-adenini bili su medu prvim sintetiziranim derivatima

ferocena s nukleobazama, sintetizirani 1980. godine (Chen, 1980). Dobiveni su nukleofilnom
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supstitucijom metilaminoferocena i klorpurina ¢ime je nastala smjesa N6-ferocenilmetil adenina
(ve¢inski produkt) i N6,N9-diferocenilmetil-adenina (shema 2). Kasnije je sintetiziran N9-
ferocenilmetil-adenin sli¢énim reakcijskim putem, a on predstavlja prvi primjer ferocenskog
konjugata nukleobaze u kojem je ferocenska podjedinica preko metilenskog mosta uvedena na

polozaj 9 i1 time oponasa prirodne nukleozide.

Tc l|~“c
CH2 H,C
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/N SN CH,0CH CHZOH N
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NN Trofluks ) N
H N II\I
H,C
\
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Shema 2. Reakcija derivata ferocena i derivata adenina (Chen, 1980)

Takoder su pripravljeni ferocenski i rutenocenski derivati uracila, timina i S-fluorouracila
s metilenskim mostom izmedu dva fragmenta (slika 14) te su kori$teni za ispitivanje citostatske
aktivnosti na stanicama karcinoma dojke MCF-7 i na stanicama kolorektalnog adenokarcinoma
HT-29. Svi derivati su pokazali relativno slabu aktivnost, a najaktivnijim se pokazao ferocenski

derivat timina na MCF-7 stanicama (Kowalski i sur., 2013).
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Slika 14. Bioloski aktivni ferocenski derivati pirimidinskih i purinskih nukleobaza (a, b,
d-f) te rutenocenski analozi (c) (Kowalski, 2013)

U literaturi je opisana sinteza ferocenoil-timinskih derivata, aciklonukleozida i njegovog
prekursora (shema 3). Kljucni stupanj ove reakcije je Michaelova adicija akrilolilferocena s
timinom. Reakcija se provodi u dimetilformamidu uz prisutnost trietilamina pri 70 °C kroz pet
sati. Redukcijom dobivenog derivata s natrijevim borohidridom (NaBH.), dobije se
aciklonukleozid uz iskoristenje od 51 %. Ferocen-timinski derivat pokazao se kao aktivni agens
prema stani¢nim linjjama humanog adenokarcinoma dojke (MCF-7) i humanog T-
limfoblasti¢nog limfoma (CCRF-CEM), dok je aciklonukleozid neaktivan (Kowalski i sur.,
2012).
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Shema 3. Priprema ferocenoil-timinskog derivata (Kowalski i sur., 2012)

Lapi¢ i suradnici pripravili su konjugate ferocena s pirimidinskim bazama pri ¢emu je
karbonilna skupina koriStena kao razmaknica izmedu ferocena i baze. Konjugati su sintetizirani
u reakciji ferocenoil klorida (FcCOCI) uz deprotoniraju¢i agens natrijev hidrid (NaH) u
dimetilformamidu (DMF) (shema 4). Reakcija je regiospecifi¢na te je nastao samo N1-izomer,
mehanizam reakcije je SN2-tipa i objasnjava regiospecificnost kao posljedicu kineticke kontrole
reakcije. Voltametrijom i kvantno-kemijskom metodom odredeni su redoks potencijali
ferocenoil nukleobaza ¢ime su i eksperimentalne (281-296 mV) i izraunate (271-293 mV)
vrijednosti pokazale kako su konjugati bolji oksidansi od ferocenskog sustava. Preliminarna

ispitivanja sintetiziranih konjugata pokazuju potencijalnu biolosku aktivnost (Lapi¢ i sur., 2015).
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Shema 4. Regioselektivno N1-aciliranje pirimidinskih nukleobaza (uracil, R = H; timin,
R = Me; 5-fluorouracil, R = F) (Lapi¢ i sur., 2015)
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Na isti nacin sintetizirani su ferocenoil purinski derivati te bis-ferocenoil-6-
merkaptopurin (shema 5). Aciliranjem purinskih nukleobaza nastaju N7- i N9- produkti. NMR
spektroskopskom analizom reakcijske smjese i produkata reakcije utvrdeno je da omjer N7/N9-
regioizomera ovisi o supstituentu u polozaju C6 adenina i to tako da veci, stericki ometaniji
supstituent, zaklanja polozaj N7 i usmjerava reakciju u smjeru nastanka N9 regioizomera. U
reakciji ferocenoil-klorida i 6-merkaptopurina nastaje bis-ferocenoilirani produkt, N9,C6-S-bis-
ferocenoil-purin (Toma i Vrcek, 2020). Takav tijek reakcije je ocekivan bududi da je literaturno
opisan nastanak S,N-disupstituiranih pirimidinskih nukleobaza. Za takav je ishod odgovorna
vecéa nukleofilnost sumpora od dusika koji se deprotonira kao i dusikov atom te dolazi do N9- i

C6-S aciliranja merkaptopurina (Pospieszny i Wyrzykiewicz, 2008).

A \H e )ﬁ o )\)I‘%"

R = Me, NH5, NHBz, OBz “ v

3= Me '|"\' 4= Me
§ = NH, @ 6~ NH,
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Shema 5. Sinteza ferocenskih derivata razli¢ito supstituiranih purinskih nukleobaza

(Toma i Vrcek, 2020)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

Acetonitril (CH3CN) (tv = 82 °C) i dioksan (tv = 101 °C) destiliraju se na bezvodnom
magnezijevom sulfatu, te prebace u tikvicu s molekulskim sitima (4 A) do upotrebe. Ostali
kupovni reagensi 1 kemikalije su koriSteni bez proc¢is¢avanja. Najveci dio pokusa izveden je u
atmosferi inertnog plina i u bezvodnoj sredini. Od laboratorijskih uredaja, koriSteni su analiticka

vaga, IR spektrometar Bruker Alpha, NMR spektrometar Varian INOVA 400 i UV lampa.

Tablica 1. Popis koriStenih nukleobaza

Naziv Proizvodaé
2-Tiouracil, 99% Sigma, SAD
6-Metil-2-tiouracil, 98% Alfa Aesar, SAD
6-Propil-2-tiouracil, 99% TCI, Japan

3.2. METODE RADA

Pracenje tijeka reakcija izvrSeno je pomocu metode tankoslojne kromatografije.
Tankoslojna kromatografija je provedena na plo¢ama 60F-254 presvuc¢enim slojem silika gela
(Merck) u odgovarajuc¢em 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), dok su
staklene kolone punjene pod utjecajem gravitacijske sile, a kao eluens je sluzio 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.

Spektri tH-NMR i Y3C-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 2908 K u NMR cjevéici od 5 do 18 mm. Kemijski pomaci (8) u *H-NMR i 3C-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.

16



3.3. SHEME PRIPRAVE KOPULATA FEROCENA
3.3.1. A. Priprava ferocenkarboksilne kiseline (2) i ferocenoil klorida (3)

it
Fe TCILCL Fe cl
1
©COOH @COC]
1-CyHo-OK ~  Fe ClOCCOCI Feo
CH:;OCHzCHZOCH:; @ CHzC]z, Py :
2 3

B. Priprava ferocenoil-2-tiouracilnih derivata (4a-c, 5a-c, 6a-c i 7a-c)

0
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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 diklormetanu (25 mL) koja se ohladi na O -
5 °C pomocu leda doda se 2-klorbenzoil klorid (2 mL) te AICI3 u obrocima (2 g; 0,015 mol).
Reakcijska smjesa se mijeSa na temperaturi 0 - 5 °C 45 minuta te 75 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon toga se reakcijska smjesa prenese u posudicu s ledom te ekstrahira pomoc¢u
CH2Cls. Organski sloj ispire se vodom, 10 % otopinom NaOH te opet vodom, osusi bezvodnim
Na>S04 1 upari do suha pri ¢emu zaostaje sirovi produkt 1 (4,2 g; 92 %). Za snimanje IR- i NMR-
spektra 200 mg sirovog produkta 1 proc¢iséeno je tankoslojnom preparativnom kromatografijom
(eluens: CH2Cl2) pri ¢emu je dobiveno 120 mg (60 %) narancastih kristala 2-klorbenzoil-
ferocena (1); t;= 98 - 100 °C.

IR (CH2Cl2) vmad/cm™: 1660 j (C=0).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz, 298 K, ppm) 8/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. Ferocenkarboksilna kiselina (2)
Sirovi 2-klorbenzoil-ferocen (1) (3 g) dodaje 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 refluksira 60 min, a
nakon toga se prebaci u posudu s ledom i vodom te ekstrahira diklormetanom kako bi se izdvojio
neizreagirani spoj 1. Zakiseljavanjem vodene faze koncentriranom HCI istaloze se
zutonarancasti kristali ferocenkarboksilne kiseline (2); t: = 193-200 °C. Kristali su odsisani preko
Biichnerovog lijevka, osuseni u eksikatoru te je dobiveno 1,89 g (89 %) kristala

ferocenkarboksilne kiseline (2).
IR (CH2Cl2) vma/em™: 3100-2700 § (OH, COOH), 1657 j (C=0).

3.4.3. Ferocenoil klorid (3)

Svjeze destilirani oksalil klorid (3,2 mL; 6 mmol) i piridin (1 kap) dodaju se suspenziji
ferocenkarboksilne kiseline (2) (480 mg, 2 mmol) u suhom diklormetanu. Reakcijska smjesa se
refluksira 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 filtrira preko vate te se upari do suha. Postupak se ponovi jo§ dva puta pri ¢emu je dobiveno

395,6 mg (77 %) crvenih kristala ferocenoil klorida (3).
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IR (CH2Cl2) vima/cm™: 2958 (sl., C—H, Fc), 1755 (j., C=0).

"H NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C) 8/ppm: 4,9 (t, *Jiun = 1.9 Hz, 2H, H%); 4,6 (t, *Jun =
1.9 Hz, 2H, HP); 4,4 (s, 5H, Cp).

13C NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C) 8/ppm: 178,3 (CO); 73,3 (Ci), 71,7 (Cp); 71,2 (CP);
70,4 (C%).

3.4.4. Ferocenoil-2-tiouracil derivati

2-Tiouracil i C6 supstituirani derivati 2-tiouracila (0,20 mmol) se suspendiraju u 1 mL
otapala (acetonitril ili dioksan) i deprotoniraju dodatkom baze (NaH ili EtsN) (0,26 mmol) kroz
60 minuta na sobnoj temperaturi uz konstantno mijesanje. Reakcijskoj smjesi se potom dodaje
prethodno pripremljeni ferocenoil klorid (3) (60 mg; 0,26 mmol). Nakon 60 minuta mijeSanja na
sobnoj temperaturi reakcijska smjesa upari se na rotavaporu do suha. Sirovi produkt otopi se u
CH:Cl: te se procisti kolonskom kromatografijom na silika gelu uz eluens CH2Cl, : CH:COCHz3
=10: 0,2. Pro¢isc¢eni produkt ¢isti se jo$ jednom kromatografijom na plo¢i silika gela uz eluens
CHCI, : CH3COCHz = 10 : 0,1. U reakciji provedenoj s 2-tiouracilom nakon pro¢is¢avanja
izolirana je smjesa monosupstituiranih izomera 4a i 5a te su izolirana i dva bisizomera 6a i 7a,
dok su u reakcijama provedenim s 6-metil- i 6-propil-2-tiouracilom izolirana dva spoja i to
smjesa monosupstituiranih izomera 4b i 5b odnosno 4c i 5¢ te jedan S/N3-biskopulat 7b odnosno
7c.

N1-ferocenoil-2-tiouracil (4a) i N3-ferocenoil-2-tiouracil (5a): crvena praskasta
krutina

IR (CH2Cl2) vmax/cm™: 3380, 3250 (sl., NH), 3017 (sl., CH aromatski), 1730 (j., C=0),
1676 (j., C=0, amid).

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): 5 12,71 (s, 1 H, NH); 8,05 (d, 1H, H6);
6,11 (d, 1H, H5); 4,78 (s, 4H, CH-Fc); 4,37 (s, 5H, Fc-Cp).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C, ppm): § 175,10 (C2); 174,10 (C=0); 160,87 (C4);
142,83 (C6); 106,88 (C5); 75,19 (Cq, Fc); 74,49 (CH-Fc): 71,31 (CH-Fc); 71,18 (Fc-Cp); 70,97
(CH-Fc); 69,93 (CH-Fc).

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): & 12,41 (s, 1H, NH); 7,56 (d, 1H, H6); 6,08
(d, 1H, H5); 4,89 (m, 1H, CH-Fc); 4,71 (m, 1H, CH-Fc); 4,57 (m, 1H, CH-Fc); 4,51 (m, 1H, CH-
Fc); 4,32 (s, 5H, Fc-Cp).
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13C NMR (DMSO-dg, 100 MHz, 25 °C, ppm): § 174,66 (C2); 173,02 (C=0); 159,69 (C4);
142,09 (C6); 105,42 (C5); 73,50 (CH-Fc); 72,68 (CH-Fc); 72,76 (Cq, Fc); 71,18 (Fc-Cp); 70,84
(CH-Fc); 70,54 (CH-Fc).

N1/N3-ferocenoil-2-tiouracil (6a, R=H): crvena praskasta krutina
IR (CH2Cl,) vmax/cm™: 3049 (sl., CH aromatski), 1733 (j., C=0), 1444 (j., C=0, amid).

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): § 8,25 (d, 1H, H6); 6,41 (d, 1H, HS); 4,95
(s, 1H, CH-Fc); 4,86 (s, 1H, CH-Fc); 4,84 (s, 2H, CH-Fc); 4,80 (s, 2H, CH-Fc); 4,75 (s, 1H, CH-
Fc); 4,64 (s, 1H, CH-Fc); 4,42 (s, 5H, Fc-Cp); 4,36 (s, 5H, Fc-Cp).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C, ppm): & 173,37 (C=0); 173,30 (C=0); 172,45
(C2); 159,05 (C4); 142,19 (C6); 106,77 (C5); 74,96 (CH-Fc); 74,87 (CH-Fc); 74,64 (CH-Fc);
73,81 (CH-Fc); 73,13 (CH-Fc); 72,69 (CH-Fc): 71,34 (Fc-Cp): 71,30 (Fc-Cp); 71,24 (Cq, Fo):;
71,21 (Cq, Fc); 71,03 (CH-Fc); 70,92 (CH-Fc).

S/IN3-ferocenoil-2-tiouracil (7a, R=H): crvena praskasta krutina
IR (CH2Cl2) vmax/cm™: 3049 (sl., CH aromatski), 1739 (j., C=0), 1556 (j., C=0, amid),
1417 (j., C=0, tioester)

IH NMR (CDCIS3, 400 MHz, 298 K, ppm): & 8,83 (d, 1H, H6); 7,25 (d, 1H, H5); 4,98 (s,
2H, CH-Fc); 4,91 (s, 2H, CH-Fc); 4,55 (s, 4H, CH-Fc); 4,34 (s, 10H, Fc-Cp).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C, ppm): & 187,94 (C=0); 168,96 (C=0); 165,46
(C6); 164,99 (C2); 161 (C4); 113,31 (C5); 78,30 (Cq, Fc); 73,59 (CH-Fc); 73,50 (CH-Fc); 71,35
(CH-Fc); 71,32 (CH-Fc); 71,04 (CH-Fc); 70,54 (CH-Fc); 69,93 (CH-Fc); 69,72 (CH-Fc); 71,12
(Fc-Cp); 70,60 (Fc-Cp); 68,00 (Cq, Fc).

N3-ferocenoil-6-metil-2-tiouracil (5b, R=CHj3): crvena praskasta krutina
IR (CH2Cl2) vmadcm™: 3374, 3240 (sl., NH), 3017 (sl., CH aromatski), 1734 (j., C=0),
1694 (j., C=0, amid).

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): § 12,31 (s, 1 H, NH); 5,94 (d, 1H, H5);
4,88 (s, 1H, CH-Fc); 4,70 (s, 1H, CH-Fc); 4,56 (s, 1H, CH-Fc); 4,50 (s, 1H, CH-Fc); 4,31 (s, 5H,
Fc-Cp); 2,13 (s, 3H, CH3).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C, ppm): & 172,62 (C2); 173,09 (C=0); 159,13 (C4);
153,66 (C6); 103,34 (C5): 74,98 (Cq, Fc); 72,98 (CH-Fc); 72,15 (CH-Fc); 71,18 (Fc-Cp); 71,08
(CH-Fc); 71,01 (CH-Fc); 18,21 (CHs).
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S/IN3-ferocenoil-6-metil-2-tiouracil (7b, R= CH3): crvena praskasta krutina
IR (CH2Cl2) vmax/cm™: 3363, (sl., NH), 3017 (sl., CH aromatski), 1733, 1700 (j., C=0),
1616 (j., C=0, amid).

IH NMR (CDCI3, 400 MHz, 298 K, ppm): & 7,09 (d, 1H, H5); 4,98 (s, 2H, CH-Fc); 4,91
(s, 2H, CH-Fc); 4,55 (s, 4H, CH-Fc); 4,34 (s, 10H, Fc-Cp); 2,63 (s, 3H, CH3).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C, ppm): & 188,47 (C=0); 168,81 (C=0); 171,26
(C6); 165,43 (C2); 164,90 (C4); 110,87 (C5); 78,74 (Cq, Fc); 72,64 (CH-Fc); 72,44 (CH-Fc);
70,93 (CH-Fc); 70,80 (Fc-Cp); 70,27 (Fc-Cp); 69,51 (CH-Fc); 68,37 (Cq, Fc); 24,32 (CHs).

N3-ferocenoil-6-propil-2-tiouracil (5¢, R=CH2CH2CHa): crvena praskasta krutina,
IR (CH2Cl2) vmax/cm™: 3373, 3258, 3161 (sl., NH), 3008 (sl., CH aromatski), 1734 (j.,
C=0), 1694 (j., C=0, amid).

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): & 11,22 (s, 1H, NH): 5,91 (s, 1H, H5); 4,88
(pt, 1H, CH-Fc); 4,71 (pt, 1H, CH-Fc); 4,57 (pt, 1H, CH-Fc); 4,49 (pt, 1H, CH-Fc); 4,32 (s, 5H,
Fc-Cp); 2,38 (pt, 2H, CHy); 1,60 (m, 2H, CH,); 0,91 (t, 3H, CHs) .

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C, ppm): § 174,57 (C2); 173,13 (C=0); 159,71 (C4);
157,50 (C6); 103,08 (C5); 75,37 (Cq, Fc); 73,44 (CH-Fc); 72,69 (CH-Fc); 71,17 (Fc-Cp); 70,91
(CH-Fc); 70,70 (CH-Fc); 33,70 (CH2); 20,91 (CHy); 13,72 (CHa).

SIN3-ferocenoil-6-propil-2-tiouracil (7c, R=CH2CH>CHz): crvena praskasta krutina
IR (CH2Cl2) vmax/cm™: 3363, (sl., NH), 3017 (sl., CH aromatski), 1733, 1700 (j., C=0),
1616 (j., C=0, amid).

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): § 7,06 (s, 1H, H5); 4,98 (pt, 1H, CH-Fc);
4,91 (pt, 1H, CH-Fc); 4,54 (pt, 2H, CH-Fc); 4,34 (s, 5H, Fc-Cp); 2,82 (pt, 2H, CHy); 1,83 (m,
2H, CH,); 1,02 (t, 3H, CHs) .

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C, ppm): & 188,43 (C=0); 168,84 (C=0); 175,07
(C6): 165,46 (C4); 164,93 (C2); 110,21 (C5); 78,78 (Cqg, Fc); 72,66 (CH-Fc); 72,62 (CH-Fc);
72,43 (CH-Fc); 70,92 (CH-Fc); 70,79 (Fc-Cp); 70,27 (Fc-Cp); 70,19 (CH-Fc); 69,50 (CH-Fc);
69,00 (Cq, Fc); 39,81 (CHy); 22,08 (CHs); 13,74 (CHs).
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Tablica 2. Iskoristenja reakcija ferocenoliranja nukleobaza

Iskoristenje (%)
Nukleobaza | Otapalo Baza :
4a-c 1 5a-c 6a-c 7a-Cc
2-tiouracil 24 34 18
6-metil-2-
71 15
tiouracil NaH
6-propil-2-
I_O P _ 63 14
tiouracil o
i ___| acetonitril
2-tiouracil 36 11 55
6-metil-2-
17 59
tiouracil EtsN
6-propil-2-
_p P _ 27 68
tiouracil
2-tiouracil 7 34 18
6-metil-2-
_ _ NaH 13 44
tiouracil
6-propil-2-
P P ) 9 44
tiouracil _
dioksan
2-tiouracil 10 8 40
6-metil-2-
_ _ 10 62
tiouracil EtsN
6-propil-2-
I_O P _ 9 43
tiouracil
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Tablica 3. Odnosi monokopulata (N1- i N3-) i biskopulata (N1/N3- i S/N3-)

Odnos
Nukleobaza Otapalo Baza
mono- : bis-kopulata N1:N3 N1/N3 : S/N3
2-tiouracil 31:68 40 : 60 65:35
6-metil-2-
82 :18 23:77 0:100
tiouracil NaH
6-propil-2-
) ) 83:17 13: 87 0:100
tiouracil o
acetonitril
2-tiouracil 33:67 40 : 60 17 :83
6-metil-2-
22:78 23:77 0:100
tiouracil EtsN
6-propil-2-
) ) 25:75 13:87 0:100
tiouracil
2-tiouracil 14 : 86 40 : 60 65 :35
6-metil-2-
) ) NaH 27:73 23:77 0:100
tiouracil
6-propil-2-
) ) 30:70 13:87 0:100
tiouracil )
dioksan
2-tiouracil 19:81 40 : 60 17 :83
6-metil-2-
) ) 15:85 23:77 0:100
tiouracil EtsN
6-propil-2-
P P ) 17 : 83 13: 87 0: 100
tiouracil
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Organometalni nukleozidi su vazna skupina spojeva s antikancerogenim i antivirusnim
djelovanjem, a uz to se koriste kao biosenzori te reaktivni meduprodukti u sintetskoj kemiji.
Pirimidinske nukleobaze i njihovi derivati supstituirani u polozajima C5 i C6 pirimidinskog
prstena istiCu se snaznim bioloSkim djelovanjem te su proucavani kao antivirusna sredstva,
neradioaktivni fluorescentni markeri za DNA i antitumorski lijekovi (Taher i Abou-seri, 2012).
U Laboratoriju za organsku kemiju PBF-a provedeno je ispitivanje reakcija N-ferocenoiliranja
uracila kao modelne reakcije. Ispitivanja su potvrdila da reakcije kopulacije ferocenoila i
nezasti¢ene pirimidinske baze uracila u N,N-dimetilformamidu vode iskljucivo do nastajanja N1-
konjugata. Reakcije su regiospecifi¢ne neovisno o ispitanoj deprotekcijskoj bazi i aciliraju¢em
agensu te vremenu deprotekcije baze. U nastavku su provedene reakcije ferocenoiliranja uracila
u acetonitrilu pri istovjetnim uvjetima kao reakcije u DMF-u. Rezultati ukazuju na nastajanje i
N1/N3-biskopulata uz N1-kopulat, a njihov medusobni udio ovisi o uvjetima reakcije. Najveci
udio N1/N3-ferocenoil uracila (40 %) dobiven je reakcijom u acetonitrilu, upotrebom trietilamina
kao deprotekcijske baze te produljenim vremenom aktivacije baze (60 minuta) (Kuzman, 2020).
Imajuéi u vidu gore navedeno, cilj ovog diplomskog rada je priprava organometalnih derivata
nukleobaza, biokonjugata ferocena i 2-tiouracila, odnosno C6 supstituiranih derivata 2-tiouracila

4a-c, 5a-c, 6a-c te 7a-c s karbonilnom skupinom kao razmaknicom (slika 15).

[0]

(T, ﬁﬁ© o
Q/& KKNJK@ @/& — ‘N

4a-c 5a-c 6a-c Ta-c

a;R=H
b; R = CH,4
¢; R = CH,CH,CH;,

Slika 15. N1, N3, N1/N3, S/N3-ferocenoil-2-tiouracilni derivati

Posebna pozornost posvetit ¢e se utjecaju reakcijskih uvjeta (otapala i deprotonirajuceg
reagensa) na iskoristenje i regioselektivnost reakcije N-ferocenoiliranja nukleobaze. Ovaj rad je
podijeljen u dva dijela pri ¢emu se prvi dio odnosi na sintezu supstrata za aciliranje, ferocenoil

klorida, koji se zatim kopulira s 2-tiouracilom i njegovim C6 supstituiranim derivatima. U
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drugom dijelu su strukture sintetiziranih spojeva potvrdene koriStenjem IR- i NMR-

spektroskopije.

4.1. SINTEZA | SPEKTRALNA ANALIZA PREKURSORA

4.1.1. Ferocenkarboksilna kiselina (2)

Ferocenkarboksilna kiselina (2) pripravljena je u 2 stupnja gdje se u prvom provede
reakcija ferocena s 2-klorbenzoil kloridom uz AICIs pri ¢emu nastaje 2-klorbenzoil-ferocen (1)
u visokom iskoristenju (92 %), a u drugom koraku provede se reakcija hidrolize 2-klorbenzoil-
ferocena (1) uz t-C4HoO" K" dajuéi tamnoZutu kristalini¢nu tvar, ferocenkarboksilnu kiselinu (2)
uz iskoristenje od 89 % (shema 6) (Biehl, 1973). Jedan dio sirovog produkta 1 prociscen 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 $iroka 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.

i
Cl\ AlCL @ ¢ @
Fe CH2C12 Fe C]

©COOH
1-C 4 Ho-OK.

Fe

CH,OCH,CH,OCH; @

2

Shema 6. Priprema ferocenkarboksilne kiseline (2)
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4.1.2. Ferocenoil klorid (3)

U nastavku je pripremljen klju¢ni meduprodukt, ferocenoil klorid (3), reakcijom
ferocenkarboksilne kiseline (2) i oksalil-klorida u suhom diklormetanu uz prisutnost piridina.
Reakcija se zavrSava viSestrukim zagrijavanjem sirovog produkta u petroleteru te se filtrirani
produkt uparava. Ferocenoil klorid (3), crvena kruta tvar, dobiven je u iskoriStenju od 77 %
(shema 7) (Knobolch i Raucher, 1961).

@COOH @ CoCl

CICOCOCI

GFE Py, CH,Cl, OFe
2 3

Shema 7. Priprema ferocenoil klorida (3)

U IR spektru 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
budu¢i da su signali vidljivi u rasponu od 6 4,38 do 4,91 ppm i to kao jedan singlet i dva tripleta.
U ¥C 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 podru¢ju od 6 70,4 do 73,3 ppm.

4.2. SINTEZA | SPEKTRALNA ANALIZA BIOKONJUGATA FEROCENA |
DERIVATA 2-TIOURACILA

4.2.1. Sinteza ferocenoil-2-tiouracilnih derivata (4a-c, 5a-c, 6a-c,-7a-c)

Ovaj dio istrazivanja posveten je reakcijama kopulacije ferocenoil klorida s
nukleobazom pri razli¢itim reakcijskim uvjetima. U svrhu toga reakcije su provedene u
acetonitrilu te dioksanu uz koriStenje natrijeva hidrida i trietilamina kao deprotonirajucih
agenasa, pri ¢emu su dobiveni N1-izomeri (4a-c), N3-izomeri (5a-c), N1/N3-izomeri (6a-c) te
S/N3-izomeri (7a-c) (shema 8).
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CH;CN ili dioksan

-
L

NaH ili Et;N

Ta-c

Shema 8. Reakcija aciliranja 2-tiouracila i njegovih C6 supstituiranih derivata

Deprotekcija baze provedena je uporabom deprotoniraju¢eg reagensa u otapalu tijekom
60 minuta, slijedi kopulacija aktivirane nukleobaze i ferocenoil klorida (3), koja se odvija
prili¢no brzo uz jasnu promjenu boje iz crvene u tamnocrvenu. Izolacija Zeljenog produkta je
provedena na nacin da se upari otapalo, te se dobiveni sirovi produkt proc¢is¢ava kolonskom
kromatografijom uz SiO, kao adsorbens (stacionarna faza). Sirovi produkt, radi vrlo slabe
topljivosti, nanesen je na sloj adsorbensa u koloni kao homogena smjesa baze i silika gela te je
provedena eluacija s razli¢itim otapalima od slabo polarnih (CH2Cl2) do polarnih (smjesa CH2Cl-

I CH3COCH3 kojem se povecavao volumi udio tijekom eluacije).
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U svim provedenim rekcijama ferocenoiliranja nukleobaza nakon provedene kolonske
kromatografije izolirana je smjesa izomera, N1 i N3 i biskonjugata S/N3, dok je u reakciji s 2-
tiouracilom izoliran i biskonjugat N1/N3. U svrhu dobivanja c¢istih pojedinih kopulata
procis¢avanje je provedeno jo§ jednom preparativnom tankoslojnom kromatografijom u sustavu
CHCl2:CH3COCHz = 10:0,1. Derivati 4a-c i 5a-c dobiveni u svim reakcijama su smjesa dvaju
izomera N1i N3 sto je potvrdeno na osnovi snimljenih NMR spektara. Buduc¢i da se uporabom
kolonske i preparativne tankoslojne kromatografije dobiveni izomeri nisu mogli razdvojiti njihov
medusobni udio u smjesi izracunat je na osnovi signala u *H NMR spektru snimljenih spojeva
(slika 16).
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Slika 16. Dio *H-NMR spektra smjese N1- i N3- izomera spojeva 4a-c i 5a-c

U reakcijama kopulacije 2-tiouracila s ferocenoil kloridom provedenih u acetonitrilu i
NaH kao deprotoniraju¢im reagensom nastaju u vecem iskoristenju biskonjugati (6a) N1/N3-
izomer (34 %), i (7a) S/N3-izomer (18 %), te smjesa N1- i N3-izomera (4a i 5a) u iskoristenju
od 24 %. U reakcijama kopulacije s 6-metil-2-tiouracilom i 6-propil-2-tiouracilom u istim
uvjetima u veéem iskoristenju oko 65 % nastaje smjesa produkata N1 i N3, dok biokonjugati

S/N3-izomer (7b/7c) nastaje u iskoristenju od 15 %. Uporabom EtsN kao deprotonirajuc¢eg
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reagensa u istom otapalu u reakcijama ferocenoliranja 2-tiouracila u najve¢em postotku od 55 %
nastaje S/N3- izomer (7a) te N1/N3-izomer (6a) u 18 % iskoriStenju. Do¢im u reakcijama s 6-
metil-2-tiouracilom i 6-propil-2-tiouracilom nastaje S/N3-produkt (7b/7¢) u iskoristenju oko 60
% dok smjesa izomera N1 i N3 nastaju u iskoristenju od 17 % odnosno 27 %, sto ukazuje da se
uporabom trietilamina reakcija usmjerava prema nastajanju bisprodukata. U reakcijama
provedenim u dioksanu uporabom oba deprotoniraju¢a reagensa smjesa izomera N1 i N3 (4a-C i
5a-c) nastaje u iskoristenju od 7 do 16 % dok bisprodukti nastaju u iskoristenju od 44 do 54 %,
a ukupno iskoristenje reakcije je manje nego u reakcijama provedenim u acetonitrilu (tablica 2).

Ovisno o reakcijskim uvjetima ferocenoiliranja nukleobaza dobiveni su razli¢iti odnosi
mono- i bis-kopulata, kao i udio N1- i N3-izomera. U reakciji ferocenoiliranja 2-tiouracila u svim
reakcijskim uvjetima prevladavaju izomeri N1/N3 i S/N3. Medusobni odnos izomera, N1-
izomera (4a) i N3-izomera (5a) je 40:60 u svim reakcijskim uvjetima dok odnos izomera N1/N3
naspram S/N3 ovisi o deprotekcijskom agensu. Slijedom toga, pri upotrebi NaH ve¢i je udio
N1/N3-izomera (6a) dok je u reakciji s EtsN udio S/N3-izomera (7a) znatno veci. U reakcijama
ferocenoiliranja 6-metil-2-tiouracila i 6-propil-2-tiouracila primije¢eno je da nastaje veci udio
monoprodukata naspram bisprodukata, u reakcijama provedenim u acetonitrilu uporabom NaH.
U svim drugim reakcijskim uvjetima udio S/N3-bprodukta je znatno veci i krece se od 70 do 80.
Medusobni odnos N1- i N3- izomera u svim reakcijama za spojeve (4b) i (5b) je 23:77 odnosano
za spojeve (4c) i (5c) 13:87 sto ukazuje da poveéanjem ogranka na polozaju 6-nukleobaza

usmjerava reakciju u smjeru nastajanja N3-izomera (tablica 3).

4.2.2. Strukturna karakterizacija ferocenoil-2-tiouracilnih derivata (4a-c, 5a-c, 6a-

c,7a-c) IR i NMR-spektroskopijom

Prociéenim kopulatima 4a-c, 5a-c, 6a, i 7a-C struktura je potvrdena IR-, H i *C-NMR
spektroskopijom. Zbog potvrde mjesta kopulacije ferocena na nukleobazu, svi pripravljeni
ferocenoil-2-tiouracil derivati podvrgnuti su analizi NOESY spektroskopijom.

29



4.2.2.1. IR-spektroskopija ferocenoil-tiouracila

4ci5c¢

T (%)

4bi5b
W W
4aiba
"—_\/—\—\\’\/f \W el
3400 2900 2400 1900 1400

valni broj (cm-1)

Slika 17. IR-spektri smjese N1- (4a-c) i N3-izomera (5a-c) ferocenoil-2-tiouracila

U IR spektrima svih monoderivata ferocenoil-2-tiouracila snimljenim kao

diklormetanska otopina zabiljeZene su apsorpcijske vrpce za NH skupinu pri 3375 cm™ te

apsorpcijska vrpca za karbonilnu skupinu pri 1730 cm™. Amidna karbonilna skupina potvrdena

je apsorpcijskom vrpcom jakog intenziteta oko 1700 cm™ (slika 17).
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Slika 18. IR-spektri N1/N3-izomera (6a) i S/N3-izomera (7a-c) ferocenoil-2-tiouracila

U IR spektrima spojeva 6a i 7a-c snimljenih kao diklormetanske otopine izostaje
apsorpcijska vrpca za NH skupinu §to ukazuje na disupstituciju baze. Apsorpcijska vrpca
karakteristi¢na za karbonilnu skupinu zabiljeZena je oko 1740 cm™, dok je za amidnu karbonilnu
skupinu potvrdena apsorpcijska vrpca pri 1700 cm™. U kopulatima 7a-c zabiljezena je dodatna

apsorpcijska vrpca jakog intenziteta oko 1680 cm™ §to ukazuje na prisutnost tioestera odnosno
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na nastajanje S- i N-aciliranih bisderivata 2-tiouracila. Odsutnost apsorpcijske vrpce u svim
snimljenim spektrima kopulata, pri 1755 cm™ koja se pripisuje kiselinskom kloridu potvrduje

uspjesnost provedene kopulacije (slika 18).

4.2.2.2. NMR- spektroskopija derivata ferocenoil-2-tiouracila
Procis¢enim kopulatima ferocenoil-2-tiouracila struktura je potvrdena H i ¥C-NMR
spektroskopijom. Zbog potvrde mjesta kopulacije ferocena na nukleobazu, svi pripravljeni

ferocenoil-2-tiouracil derivati podvrgnuti su analizi NOESY spektroskopijom.

U 'H-NMR spektru (slika 22) monosupstituiranih derivata snimljenom u DMSO vidljiv
je signal pri 6 11,5 ppm koji potvrduje prisutnost protona nesupstituirane amidne skupine i signal
za proton pirimidinskog prstena (H-5) pri 6 6,2 ppm. Kemijski pomak za proton u polozaju H-6
zabiljeZen je pri & 8,07 ppm kao dublet. U 'H-NMR spektru iz kemijskih je pomaka potvrdena
prisutnost ferocenske podjedinice, jedan monosupstituirani (tripleti pri 6 4,9 i 4,7 ppm) i jedan
nesupstituirani (singlet pri & 4,3 ppm) ciklopentadienilni prsten. U *H-NMR spektru asigniran je
dodatan set signala za ferocenske protone i protone pirimidinskog prstena 2-tiouracila pri vi§im

kemijskim pomacima $to ukazuje da je produkt smjesa dvaju izomera ¢iji je medusobni odnos

60 : 40 (slika 19).

U H-NMR spektru (slika 19) biskopulata 6a odnosno 7a snimljenom u DMSO iz
kemijskih je pomaka potvrdena prisutnost dviju ferocenskih podjedinica, dva nesupstituirana
prstena (Cp) pri 6 4,39 i 4,36 ppm, te pomaci koji karakteriziraju CH skupine supstituiranih Cp
prstena. 1zomer 6a u protonskom spektru ima signale protona pirimidinskog prstena u viSem
polju (pri nizem kemijskom pomaku) u odnosu na 7a izomer. Signali koji odgovara kemijskom
pomaku protona pirimidinskog prstena su pri 6 8,24 i 6,39 ppm za 6a te 8,97 i 7,95 ppm za

izomer ferocenoil-2-tiouracila (7a).
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Slika 19. 'H NMR spektar ferocenoil-2-tiouracila (4a, 5a), N1/N3-bisferocenoil 2-

tiouracila (6a) i S/IN3-bisferocenoil 2-tiouracila (7a)

U NOESY spektru 6a izomera (slika 20) vidljiv je krizni signal H-5 i H-6 protona
(6,39/8,24 ppm), te krizni signal izmedu ferocenskih protona i protona H-6 (4,24/8,24ppm). U
NOESY spektru spoja 7a (slika 21) vidljiv je krizni signal ferocenskih protona dvije ferocenske
podjedinice. Ovakvi NOESY spektri ukazuju na supstituciju ferocena na bazu u polozaju N1 i

N3 u spoju 6a odnosno na polozaju S i N3 u spoju 7a.
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Slika 20. NOESY spektar biskonjugata ferocenoil-2-tiouracila (6a)
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Slika 21. NOESY spektar biskonjugata ferocenoil-2-tiouracila (7a)

U 3C-NMR spektru (slika 22) monosupstituiranih derivata vidljiv je signal pri & 173,6
ppm koji se pripisuje ugljikovom atomu karbonilne skupine koji je poveznica ferocenske i
pirimidinske podjedinice. Signal pri 6 163,8 ppm pripisan je karbonilnom ugljikovom atomu, pri
6 141,31 102,9 ppm ugljikovim atomima C6 i C5, dok je signal pri & 174,0 ppm pripisan
ugljikovom atomu pirimidinskog prstena. Ferocenskim ugljikovim atomima, supstituiranog
ciklopentadienilnog prstena pripisani su kemijski pomaci pri & 74,1, 72,6 i 70,9 ppm, dok
kemijski pomak pri & 71,2 ppm odgovara ugljikovim atomima nesupstituiranog
ciklopentadienilnog prstena. U 1*C-NMR spektru uo¢en je dodatan set signala za ugljikove atome

Sto potvrduje prisutnost dodatnog monoizomera.

U 3C-NMR spektrima (slika 22) izomera 6a i 7a vidljiva su dva signala koji se pripisuju
ugljikovom atomu karbonilne skupine koji nisu uklju¢eni u aromatski prsten, i to pri 6 173,34 i
1723,3 ppm u izomeru 6a, te pri 6 187,9 i 168,9 ppm u izomeru 7a, dok je signal oko 6 160 ppm
pripisan karbonilnom ugljikovom atomu pirimidinskog prstena. Signal pri 6 172,5; 142,21 106,6
ppm odnosno & 164,9; 165,52 i 1013,3 ppm pripisuju se ugljikovim atomima tiouracilne
podjedinice (C2, C6 i C5). Signali za ferocenske ugljikove atome u izomerima 6a i 7a ukazuju
na prisutnost dvije ferocenske podjedinice vezane za nukleobazu. U literaturi je poznato da se u
13C-NMR spektrima kemijski pomaci za ugljikove atome pirimidinske baze razlikuju ovisno o

mjestu supstitucije na bazi. Signal za C2 ugljikov atom u supstituiranom derivatu pomice se u
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viSe polje u usporedbi s nesupstituiranom bazom ako se supstitucija odvija na sumporu, dok se
signal kemijskog pomaka za C6 ugljikov atom pomice u niZe polje ako je supstitucija na bazi u
polozaju N3. Buduc¢i da je u spektru derivata ferocenoil 2-tiouracila 7a kemijski pomak za C2
ugljikov atom baze pomaknut u viSem polju a signal za C6 atom u nizem polju moze se zakljuciti
da se radi o biskopulatu gdje je ferocen vezan na sumporu i dusiku na polozaju 3 u pirimidinskom

prstenu.
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Slika 22. 3C NMR spektar smjese ferocenoil-2-tiouracila (4a i 5a) N1/N3-bisferocenoil

2-tiouracila (6a) i S/N3-bisferocenoil 2-tiouracila (7a)

Na temelju razlika u spektrima i dvodimenzijske spektralne analize, moze se zakljuciti
da u svim reakcijskim uvjetima nastaje smjesa dvaju monosupstituiranih izomera N1-ferocenoil-
2-tiouracila (4a) i N3-ferocenoil-2-tiouracila (5a). Takoder nastaju i dva biskopulata pri ¢emu su
dvije ferocenske podjedinice vezane na nukleobazu i to u polozaju N1/N3- kod kopulata 6a
odnosno S/N3- kod kopulata 7a.
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U *H-NMR spektru (slika 23) monoderivata snimljenom u DMSO vidljiv je signal pri &
12,5 ppm koji potvrduje prisutnost protona nesupstituirane amidne skupine i signal za proton
pirimidinskog prstena (H-5) pri 6 5,9 ppm. Kemijski pomak za protone metilenske skupine u
spoju zabiljezen je pri & 2,13 ppm kao singlet. Takoder je uocen i dodatni set signala za sve

protone $to ukazuje da je kopulat smjesa dva monoizomera N1 i N3 a njihov medusobni odnos

je 23 : 77 (slika 16).

U 'H-NMR spektru biskopulata 7b (slika 23) vidljiv je signal pri & 7,09 ppm koji odgovara
kemijskom pomaku protona na polozaju C5 pirimidinskog prstena i dublet pri 6 2,63 ppm
protonima metilne skupine. U *H-NMR spektrima vidljiva su tri signala pri & 4,97; 4,90 i 4,55
ppm koji su pripisani dvama monosupstituiranim ciklopentadienilnim jezgrama, a jedan kemijski
pomak vidljivi kao singlet pri & 4,34 ppm potvrdio je prisutnost dva nesupstituirana

ciklopentadienilna prstena.
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Slika 23. 'H NMR spektar ferocenoil-6-metil-2-tiouracila (5b), S/N3-bisferocenoil 6-
metil-2-tiouracila (7b)

U NOESY spektru 7b izomera (slika 24) vidljiv je krizni signal H-5 i metilenskih protona
(2.62/7.09 ppm), te krizni signal ferocenskih protona dvije ferocenske podjedinice. Ovakav

NOESY spektar ukazuje na supstituciju ferocena na bazu u polozaji S i N3.
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Slika 24. NOESY spektar biskonjugata ferocenoil-6-metil-2-tiouracila (7b)

U BC-NMR spektru monoderivata (slika 25) vidljiv je signal pri & 173,1 ppm koji je
pripisan ugljikovom atomu karbonilne skupine uz ferocensku podjedinicu, signal pri & 159,0
ppm pripisan je karbonilnom ugljikovom atomu pirimidinskog prstena, a pri 6 172,5; 154,0 i
103,8 ppm ugljikovim atomima tiouracilne podjedinice (C2, C6 i C5). U spektru su takoder
vidljivi i kemijski pomaci metilne skupine na C6-poziciji tiouracila pri 6 18,3 ppm. Ferocenskim
ugljikovim atomima supstituiranog ciklopentadienilnog prstena odgovaraju kemijski pomaci pri
8 74,9 (Cq); 728,71 72,5 ppm, dok kemijski pomak pri & 70,7 ppm odgovara ugljikovim atomima
nesupstituiranog ciklopentadienilnog prstena. U **C-NMR spektru spoja 7b (slika 25) vidljiva
su dva signala koja se pripisuju ugljikovom atomu karbonilne skupine pri 6 188,5 i 168,8 ppm.
Signal pri & 164,2 pripisan je karbonilnom ugljikovom atomu (C4) pirimidinskog prstena,
171,26; 165,41 110,8 ppm ugljikovim atomima tiouracilne podjedinice (C6, C2 i C5), a signal
pri & 24,3 ppm pripisan je ugljikovom atomu metilne skupine. Ferocenski ugljikovi atomi koji
se pripisuju ugljikovim atomima nesupstituiranog ciklopentadienilnog prstena nalaze se pri o
70,91 70,8 ppm.
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Slika 25. *C NMR spektar ferocenoil-6-metil-2-tiouracila (5b) i S/N3-bisferocenoil-6-metil- 2-
tiouracila (7b)

Na temelju spektralne analize i uoenih pomaka signala u *C-NMR spektru moze se zakljuéiti
da u provedenim reakcijskim uvjetima nastaje u vec¢inskom udjelu monosupstituirani kopulat

ferocenoil-6-metil-2-tiouracila N3-izomer (5b) i S/N3-bisferocenoil-6-metil- 2-tiouracila (7b).

U 'H-NMR spektru smjese ferocenoil-6-propil-2-tiouracila (slika 26) snimljenom u
DMSO, vidljiv je karakteristi¢an kemijski signal pri & 12,6 ppm koji potvrduje prisutnost protona
amidne skupine i signal za proton pirimidinskog prstena (H-5) pri 6 5,9 ppm. Kemijski pomaci
za protone propilnog supstituenta asignirani su u podrucju od & 0,9- 2,4 ppm i to kao triplet
intenziteta 2H na 2,38 ppm 1 multiplet intenziteta 2H pri 1,58 ppm za metilensku skupinu i triplet
intenziteta 3H za metilnu skupinu pri 0,91 ppm. U spektru su asignirana i 3 signala u podrucju
od & 4,32 do 5,00 ppm i to kao jedan singlet i dva tripleta Sto potvrduje supstituciju na jednom
ciklopentadienilnom prstenu ferocena. Dodatni signali u viSem polju (pri nizem kemijskom
pomaku) u spektru ukazuje na prisutnost drugog N1-izomera, a medusobni odnos je 17:83 u
korist N3-izomera (slika 16). U spektru biokonjugata 7¢ (slika 26) signali za protone nukleobaze
zabiljezeni su u niZzem polju naspram signala za monoderivate dok su signali za ferocenske
protone asignirani u podrucju od & 4,32 do 5,00 ppm i ukazuju na supstituciju dvije ferocenske

podjedinice na tiouracilu.
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Slika 26. 'H NMR spektar ferocenoil-6-propil-2-tiouracila (5c), S/N3-bisferocenoil- 6-
propil-2-tiouracila (7¢)

U NOESY spektru spoja 7c (slika 27) vidljiv je krizni signal ferocenskih protona dviju
ferocenskih podjedinica dok krizni signal izmedu ferocenskih protona i protona propilenske

skupine vezane na polozaj C6 baze ne postoji. Ovakvi su NOESY spektri karakteristi¢ni za S/N3-

kopulate.
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Slika 27. NOESY spektar biskonjugata ferocenoil-6-propil-2-tiouracila (7c¢)

U 3C-NMR spektru spoja 5¢ vidljiv je signal pri & 169,7 ppm koji se pripisuje ugljikovom

atomu karbonilne skupine koji je poveznica ferocenske i 2-tiouracilne podjedinice. Signal pri &
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172,6 ppm pripisuje se C2 ugljikovom atomu, pri 6 159,0 ppm karbonilnoj skupini pirimidinskog
prstena, a signali oko 6 154,0 ppm C6 ugljikovom atomu. Signal C5 ugljikovog atoma zabiljezen
je pri & 103,7 ppm. Ferocenskim ugljikovim atomima, supstituiranom ciklopentadienilnom
prstenu pripisani su kemijski pomaci pri 6 74,11 72,6 ppm, dok kemijski pomak pri 6 71,56 ppm
odgovara ugljikovim atomima nesupstituiranog ciklopentadienilnog prstena (slika 28). U *C-
NMR spektru spoja 7c (slika 28) signali koji se pripisuje ugljikovom atomu karbonilne skupine
koji je poveznica ferocenske i 2-tiouracilne podjedinice asignirani su pri 6 188,51 168,8 ppm,
dok je signal pri 6 159,0 ppm pripisan karbonilnoj skupini pirimidinskog prstena. Signali pri &
171,2; 165,41 110,8 ppm pripisani su ugljikovim atomima tiouracilne podjedinice (C6, C2 i C5),
a signali pri 6 39,3; 22,1 13,74 ppm ugljikovim atomima propilne skupine vezane u polozaju 6

nukleobaze.

.......................................

Slika 28. *°C NMR spektar N3-ferocenoil-6-propil-2-tiouracila (5¢) S/N3-bisferocenoil-6-
propil-2-tiouracila (7¢)

Na temelju NOESY spektra i kemijskih pomaka u *3C spektrima koji ukazuju da je signal

za ugljikova atom baze C2 pomaknut u visem polju i signal za C6 u nizem polju moze se
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zakljuciti da u provedenim reakcijskim uvjetima nastaje smjesa monoizomera gdje prevladava
N3-izomer ferocenoil-6-propil-2-tiouracila (5c), te bisferocenoil-6-propil-2-tiouracila (7c) gdje

je ferocen vezan na sumpor i dusik koji se nalazi na polozaju 3 u pirimidinskom prstenu.

Nakon provedene spektralne analize i uoCenih razlika u spektrima, struktura svih spojeva

nedvojbeno je odredena.
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5. ZAKLJUCAK

1. Visestupanjskom sintezom pripravljen je intermedijar ferocenoil klorid koji je u reakceiji
s 2-tiouracilom i njegovim 6-supstituiranim derivatima uz deprotoniraju¢u bazu (NaH ili
EtsN) u otapalu (acetonitril ili dioksan) preveden u mono- (4a-c i 5a-c) i biskonjugate
(6ai 7a-c).

2. U reakcijama provedenim s 2-tiouracilom u svim reakcijskim uvjetima nastaju uz dva
monoderivata, N1- i N3-izomer, i dva bisderivata, N1/N3- i S/N3-izomer. Dok u reakciji
sa 6-supstituiranim 2-tiouracilom uz monoderivate nastaje isklju¢ivo samo jedan
bisderivat S/N3-izomer.

3. Porastom veli¢ine skupine u 6-supstituiranim derivatima 2-tiouracila dolazi do
poveéanog udjela N3-izomera, odnosno S/N3-izomera, te se moze zakljuciti da na
regioselektivnost ovih reakcija utjece veli¢ina supstituenta u polozaju 6.

4. Strukture svih priredenih spojeva potvrdene su FTIR-, tH- i 1*C- NMR spektroskopijom.
Na osnovu kemijskih pomaka u *H spektrima spojeva 4a-c i 5a-c potvrdena je supstitucija
pirimidinske baze na jednom ciklopentadienilnom prstenu ferocena, dok je kod spojeva
6a i 7a-c potvrdena supstitucija baze s dvije ferocenske podjedinice.

5. Signal za C2 atom u kopulatima 7a-c u *C-NMR spektru asigniran je u visem polju
naspram tog ugljikovog atoma kod nesupstituirane baze $to potvrduje supstituciju na
atomu sumpora.

6. U NOESY spektru konjugata 6a vidljiv je krizni signal ferocenskih protona i protona H5,
a kod konjugata 7a-c vidljiv je krizni signla ferocenskih protona izmedu dvije ferocenske
podjedinice §to ukazuje da je konjugat 6a N1/N3-izomer, dok su konjugati 7a-c S/N3-

izomeri.
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