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1. UVOD

Supstituirani analozi prirodnih nukleozida bioloSki su aktivni spojevi te pokazuju
pozitivno djelovanje u sprje€avanju diobe malignih stanica, dok neki pokazuju i antivirusna
svojstva. (Ewald i sur., 2008). Organometalni derivati nukleobaza konjugati su koji sadrze
metalocen i nukleobazu koji zbog svojih elektrofornih i bioaktivnih svojstava nalaze primjenu u
medicinskoj i bioanalitickoj kemiji (Kowalski, 2016). Ferocen je najpoznatiji i najbolje istrazen
metalocen, a njegovi derivati posjeduju razliCita bioloSka svojstva te su kao bioloSki aktivni
spojevi zanimljivi u procesu istrazivanja i razvoja novih lijekova (Chellan i Sadler, 2020). U
prijasnjim istraZivanjima u Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta, u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost, HRZZ-IP-2016-06-1137: ,Kvanto-
kemijski dizajn, priprava i bioloSka svojstva organometalnih derivata nukleobaza” ispitano je
nekoliko postupaka za pripravu N-ferocenoiliranih derivata nukleobaza, pri éemu karbonilna
skupina povezuje heterociklicki i organometalni dio. Rezultati istrazivanja na uracilu i njegovim
analozima ukazuju da u reakciji izmedu nezastiCene baze i reaktanata za aciliranje nastaje
N1- i/lli N1/N3-supstituiranih produkata $to ovis o uvjetima reakcije. Cilj ovog diplomskog rada
priprava je organometalnih derivata nukleozida, biokonjugata 1'-metoksikarbonil ferocena i C5-
supstituiranih derivata uracila s karbonilnom skupinom kao razmaknicom (slika 1), te
ispitativanje utjecaj esterske skupine u acilirajuéem reagensu, 1'-metoksikarbonilferocenoil
kloridu, na reakciju kopulacije. Za karakterizaciju strukture nastalih kopulata koristit ¢e se IR,
1H i 13C NMR spektroskopija.
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Slika 1. Biokonjugati 1'-metoksikarbonilferocenoila i C-5 derivata uracila



2. TEORIJSKI DIO
2.1. FEROCEN | FEROCENSKI DERIVATI

U proteklih nekoliko godina spojevi koji sadrze metal-ugljikove veze, poznati kao
organometalni spojevi, privukli su zna€ajnu paznju znanstvenika zbog svoje jedinstvene
kemijske strukture i bioloskih aktivnosti. Ferocen, kemijska formula Fe(CsHs)2, je najpoznatiji
organometalni spoj koji pripada skupini metalocena koji sadrze karakteristi¢nu ,sendvic*
strukturu s dvije slobodno rotiraju¢e ciklopentadienilne jedinice koordinirane na srediSnji

Zeljezov atom Fe?*, tvoredi tako stabilni kompleks (slika 2). Metalni centar jednako je udaljen

od oba prstena, a sve su C—C veze jednake duljine. IstraZivanja su pokazala

atomi ciklopentadienilnih jedinica nagnutni prema Zeljezu i tako se omogucuje bolje

preklapanje orbitala zeljeza s 11- orbitalama ciklopentadienilnih jedinica.

¢

Slika 2. Struktura ferocena (Gritzner i Kuta, 1984)

Ferocen je otkriven 1951. godine i od tada se intezivno istraZuje radi svog aromatskog
karaktera koji omogucuje funkcionalizaciju ciklopentadienilnih prstena. Stabilan je u vodi i na

zraku, nije toksi¢an, lipofilan je te elektrokemijski aktivan pri Cemu prikazuje reverzibilnu

oksidaciju Fe?" u Fe®* (slika 3) (Gritzner i Kuta, 1984).

oksidacija
’ A - ’
\ }
| = |
||"62+ redukcija ||:63+
} }

= —

Slika 3. Prikaz oksidacijskih stanja zeljeza u ferocenu (Gritzner i Kuta, 1984)

kako su vodikovi

Ferocen je posebno prepoznat kao siguran dodatak gorivima,

onecidéenje okolida ili opasnosti za zdravlje. Tvrdi se da, ako se koristi kao katalizator za

ne uzrokujudi



raketna goriva, moZe poboljSati brzinu izgaranja, smanijiti temperaturu ispudnih cijevi, moze
eliminirati dim, Stedjeti energiju i smanijiti onec€iS¢enje zraka (Gritzner i Kuta, 1984).

Zbog svog aromatskog karaktera i stabilnosti, ferocen je sli€an benzenu, ali zamjenom
benzena ferocenom u bioloSki aktivnim spojevima dolazi do promjene u kemijskim svojstvima
te u bioloSkoj aktivnosti. Ferocen je &vrsti kristaliniCni spoj narancaste boje, koji posjeduje
dijamagnetska svojstva. Njegova izrazena stabilnost pri sobnoj temperaturi, otpornost na
utjecaj zraka i vode te reverzibilne redoks karakteristike ¢ine ga dobrim izborom kao polaznog
materijala u sintezi raznolikih ferocenil derivata Cija bioloSka aktivnost se prepisuje redoks
aktivnosti i sposobnosti stvaranja reaktivnih kisikovih oblika (engl. reactive oxygen species)
(Singh i sur. 2019). Pojava mikroorganizama s rezistencijom na antibiotike velika je prijetnja
ljudskom zdravlju te njihova pojava vodi k sve viSim cijenama u zdravstvu. Rasprostranjenost
takvih mikroorganizama smanjuje ucinkovitost lije¢enja mnogih zaraznih bolesti. Stvaranje
reaktivnih kisikovih oblika tijekom terapije s antibioticima, jedna je od novih strategija borbe
protiv mikroorganizama. Reaktivni kisikovi oblici definiraju se kao vrlo reaktivne molekule koje
sadrze Kkisik, poput superoksidnog aniona (O>), vodikovog peroksida (H20>) i hidroksilnih
radikala (OH"). Aerobnim bakterijama potreban je kisik za respiraciju i oksidaciju nutrijenata
potrebnih za stvaranje energije. Reaktivni kisikovi oblici stvaraju se endogeno, a njihovo
stvaranje moZze se pospjeSiti egzogenim stresom. Stalno stvaranje i uklanjanje unutar stani¢nih
reaktivnih kisikovih oblika ovisi o dobro uravnotezenom stani€nom redoks sustavu. Oksidativni
stres, koji uzrokuju reaktivni kisikovi oblici, moze uzrokovati oStec¢enje makromolekula, poput
proteina, DNA i lipida te tako uzrokovati promjene u bioloSkoj aktivnosti, poticati mutagenezu
i naposljetku dovesti do stani€ne smrti. Kako bi se zastitile od Stetnih utjecaja reaktivnih
kisikovih oblika, aerobne bakterije sadrze enzime, poput katalaza, koje mogu detoksicirati
takve oblike, StoviSe imaju i regulatorne mehanizme poput SOS regulona. Reguloni su grupe
operona koje regulira zajednicki regulacijski protein. Geni SOS regulona se eksprimiraju kada
se DNA osteti. Ti geni kodiraju za proteine uklju¢ene u popravak DNA. Stvaranje Stetnih
reaktivnih kisikovih oblika moze doprinijeti stani¢noj smrti bakterija uzrokovanih antibioticima.
U metabolomickoj analizi E. Coli koja je tretirana beta-laktamima i aminoglikozidima pokazalo
se kako stanice pokazuju citotoksicne promjene koje ukazuju na oksidativni stres (dvostruki
lomovi u DNA, oksidacija nukleotida, visoka razina karboniliranih proteina). Zbog svojih
antimikrobnih mogucnosti, reaktivni kisikovi oblici koriste se kao potencijalna antimikrobna
strategija. Tretmani s visokim koncentracijama reaktivnih kisikovih oblika, rezultiraju mo¢énim i
u€inkovitim mikrobiocidnim alatom. Medutim, postoji opasnost radi potencijalnog toksi¢nog
utjecaja na zdrave stanice i tkiva (Lam i sur., 2020).

Bioorganometalni spojevi povezuju organometalnu kemiju prijelaznih metala s bioloski

aktivnim molekulama u interdisciplinarno podrucje bioorganometalne kemije koja povezuje

3



biologiju, biokemiju i kemiju s medicinom. Prednost ferocena nad ostalim metalocenima je to
$to sadrzi atom Zeljeza, dok neki drugi metaloceni sadrze teSke metale. Zeljezo je esencijalni,
netoksicni element koji pomaze odrzavanju normalne funkcije tijela te je najzastupljeniji metal
u ljudskom tijelu (Vessie, 2019). Najpoznatiji ferocenski kompleksi su feroceron, ferokin i
ferocifen.

Feroceron (slika 4) je prvi ferocenski lijek dostupan na trziStu 70-ih godina proslog
stolje¢a, a koristio se za lijeCenje deficijencije zeljeza. Korisnost ferocenilnih skupina nije
ograniena samo na podrucje istrazivanja protiv raka ili antibakterijskih sredstava, vec¢ i
organometalni spojevi mogu djelovati i kao inhibitori enzima i kao antiparazitski i antifungalni
agensi. Metaloceni, zbog svoje strukture imaju moguc¢nost ispunjavanja hidrofobne Supljine na
nacin na koji to fenilna ili druga (hetero)aromatska skupina ne moze napraviti. Stoga lijekovi
koji sadrZze metalocene mogu biti mocniji inhibitori enzima od njihovih Cisto organskih analoga
(Patra i Gasser, 2017).

O Na* 4H,0

o

)

Slika 4. Struktura ferocerona (Patra i Gasser, 2017)

Ferokin (slika 5) je ferocenski derivat antimalarika klorokina. Ovaj spoj nalazi se u
drugoj fazi klini¢kih istrazivanja. BioloSka aktivnost ferokina temelji se na dva mehanizma, a to
su stvaranje reaktivnih hidroksilnih radikala te nakupljanja u vakuolama parazita Plasmodium
falciparum. Dokazano je kako je stvaranje hidroksilnih radikala inducirano ferokinom, dok se
oni ne pojavljuju u slu€aju klorokina. Takoder, ferokin, u odnosu na klorokin, ima bolju

lipofilnost te elektrokemijsku aktivnost, $to poboljSava biolosku aktivhost ovog derivata (Biot i

sur., 2018).
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Slika 5. Struktura ferokina (Biot i sur.,2018)
Ferocifen (slika 6) je ferocenski derivat tamoksifena gdje je ferocenski prsten zamijenio
fenilnu skupinu. Na stanicama raka dojke izazivaju nastajanje reaktivnih kisikovih oblika, a
pokazuju i antiproliferativni u€inak prema stanicama melanoma te su selektivni na zdrave
stanice astrocita i melanocita. Mehanizam se temelji na tome da zbog redoks aktivnosti
ferocenskog dijela molekule, mogu se oksidirati i stvoriti intermedijer koji je podlozan napadu

endogenih nukleofila (Jaouen i Vessieres, 2015).

/
AV

Slika 6. Struktura ferocifena (Jaouen i Vessieres, 2015)

Takoder postoje ferocenski derivati halkona. Halkoni su konjugirani sustavi, u kojima
su dva aromatska prstena povezana s a,3-nezasi¢enim ketonom (slika 7). Mogu se pronaci u
prirodi, a mogu se i sintetizirati. Opc¢enito, halkoni su bioloski aktivni spojevi koji, imaju
antikancerogenu aktivnost prema stanicama raka dojke, inhibiraju odredene enzime,
antioksidansi su i posjeduju antimikrobna, protuupalna i antihepatotoksi¢na svojstva. Oni sluze
kao prekursori za mnoge spojeve. (Alsina-Sanchez i sur., 2023).
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Slika 7. Halkonski skelet s dva aromatska prstena, povezan sa a,B-nezasi¢enim
ketonom (Alsina-Sanchez i sur., 2023)
Organometalni fragment moZe se uvesti u strukturu halkona kao prsten A ili kao prsten
B. Takvi ferocenil halkoni podijeljeni su u dvije grupe koje se zovu sistem 1 i sistem 3. Ferocen

kao prsten A odgovara sistemu 1, a ferocen kao prsten B odgovara sistemu 3 (slika 8).



Slika 8. (a) Ferocenil halkoni sistema 1 i (b) ferocenil halkon sistema 3 (Alsina-
Sanchez i sur., 2023)

Drugi aromatski supstitut takoder ima vaznu ulogu za odredivanje bioloskih i kemijskih

svojstava ferocenil halkona. Supstitucija s heterociklickim spojevima pruza farmakoloska i
farmakokineti¢ka svojstva te takvi spojevi predstavljaju dobre kandidate za daljnji razvoj kao
potencijalni terapeutici. Supstitucija s heterocikliCkim spojevima moze utjecati na stupan;j
ionizacije spoja pri fizioloSkom pH te tako utjecati na bazi¢nost i lipofilnost spoja. Sistem 1
ferocenil halkona pokazuje veéu otpornost na oksidaciju u usporedbi sa sistemom 3. Medutim,
ferocenil halkoni sistema 3 pokazali su bolju citotoksiénu aktivhost u odnosu na analoge
sistema 1. Antikancerogena aktivnost derivata sistema 3 sugerira oksidativni mehanizam

djelovanja (Alsina-Sanchez i sur., 2023).

2.2. NUKLEOBAZE | DERIVATI NUKLEOBAZA

Adenin, gvanin, uracil, timin i citozin prirodne su nukleobaze, oni su osnovni gradivni
blokovi nukleinskih kiselina DNA i RNA. Vezani su na Secernu podjedinicu ( 2'-deoksiribozu u
sluaju DNA ili na ribozu u slu¢aju RNA) pomocéu N-glikozidne veze. Fosfatni esteri nukleozida
su nukleotidi. Nukleotidi sudjeluju u biosintezi DNA i RNA, proizvodnji i prijenosu energije,
djeluju kao intrastanicni i interstanic¢ni prijenosni signali te sudjeluju u regulatornim kaskadama
i U biosintezi proteina. Stvaranjem vodikovih veza izmedu gvanina i citozina te adenina i timina
nastaje dvostruka uzvojnica DNA. Citozin, uracil i timin pirimidinske su baze, a adenin i gvanin
purinske baze (slika 9) (Pu i sur., 2018).
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Slika 9. Pirimidin i purin te najvaznije baze (Pu i sur., 2018).

Purin kao takav, ne postoji u prirodi, no mnogi derivati purina nalaze se u prirodnim
izvorima. Nastaju kao produkt metabolizma i kao produkt biotransformacija. Mokraéna kiselina
i ksantini nastaju kao produkt metabolizma purina. Ksantanski alkaloidi, od kojih su najpoznatiji
kafein i teobromin, posjeduju razna bioloSki aktivha svojstva zbog kojih imaju Siroku primjenu
u medicini. Inhibiraju aktivnost fosfodiesteraza, pokazuju protuupalni u€inak, antagonisti su
adeninskih receptora. Derivati nukleobaza djeluju kao diuretici, stimulatori srediSnjeg Ziv€anog

sustava, imunomodulatori, a neki pokazuju i antitumorsku aktivnost (Singh i sur., 2018).

Pirimidini su alkaloidi koji takoder imaju antiparazitska, antihistaminska i antitumorska
svojstva. Pokazuju in vitro aktivnost prema virusima, imaju anti-Hiv aktivnost, nailaze i na
Siroku primjenu u kardiovaskularnoj medicini te su sluzili kao bitan alat u prou¢avanju strukture

i funkcije kalcijskih kanala (Kappe, 1993).

Modifikacijom nukleobaza nastaju njihovi analozi koji mogu biti bioloski aktivni. Nastali
derivati imaju veliku primjenu u istrazivanju lijekova te se koriste kao antivirusni lijekovi i
kemoterapeutici. Analozi se mogu pripraviti N-alkiliranjem, metiliranjem, otvaranjem prstena,
halogeniranjem, za$titom hidroksilnih i amino skupina te raznim modifikacijama Secera i
heterociklicke baze (Malthum i sur., 2017).

Jedan od poznatijih antitumorskih lijekova je gemcitabin, kemijski analog nukleozida
deoksicitidina (slika 10). Na C2- atomu deoksicitidina, dva atoma vodika zamijenjena su s dva
atoma fluora. Gemcitabin se koristi za lijeCenje raka gusterace, dojke i plu¢a. Medutim, unutar
tijela, enzim citozinske deaminaze pretvara ga u 2',2'-difluorodeoksieuridin, neaktivni derivat.
Brza metabolizacija enzimom i brzo izlu€ivanje putem bubrega smanjuju njegovu u€inkovitost,
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zbog Cega se preporuCuje uzimanje visokih doza gemcitabina, $to moZe rezultirati
gastrointestinalnom toksi¢no$¢éu. Osim toga, mnogi karcinomi razvijaju otpornost na
gemcitabin. Kako bi se poboljSala njegova citotoksi¢na aktivnost i metabolicka stabilnost,
potrebne su inovativne tehnologije. Za rjeSavanje ovih nedostataka razvijeno je mnogo novih
metoda, poput stvaranja prolijekova. Prolijek je bioloski neaktivni oblik glavnog lijeka koiji
unutar tijela zahtijeva kemijsku transformaciju kako bi oslobodio lijek, ¢esto s poboljSanim
oslobadanjem lijeka u usporedbi s originalnom molekulom. Gemcitabin, kao prolijek, unutar
stanice pretvara se u difluorodeoksicitidin monofosfat pomocu enzima deoksicitidin kinaze. Taj
monofosfat zatim se pretvara u dva aktivnha metabolita: gemcitabin difosfat (dFdCDP) i
gemcitabin trifosfat (AFdCTP). dFCTP natjeCe se s dCTP za ugradnju u DNA lanac. Kada se

ugradi u lanac, DNA polimeraza staje i elongacija se zaustavlja (Singh, 2020).
NH,

HO

H H
OH F

Slika 10. Struktura gemcitabina (Singh,2020)

2.2.1. Analozi uracila

Uracil je bezbojna, kristalna nukleobaza C&iju strukturu &ini heterociklicki aromatski
prsten s dvije keto skupine na C2- i C4- polozaju. Uracil i njegovi derivati imaju vaznu ulogu u
istraZivanju lijekova sa Sirokim spektrom bioloSke aktivnosti. Derivati uracila imaju antivirusna
i antitumorska svojstva, a neki pokazuju i antimikrobno djelovanje. Analozi uracila s halogenom
supstitucijom na polozaju C5- (slika 11) predstavljaju vaznu klasu spojeva zbog njihove
antiviralne i mutagene aktivnosti. Skupina na C5- polozaju povoljna je za kemijske
transformacije, a selektivnost antivirusnog djelovanja raste s povecanjem veli€ine

supstituenata (Blewett i sur., 2001).
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Slika 11. Struktura C5-supstituiranih derivata uracila (Blewett i sur., 2001)

Antivirusni potencijal derivata uracila temelji se na inhibiranju kljuénog koraka u
replikaciji virusa HIV-a, hepatitisa B i C te herpes virusa. Mehanizam se temelji na pretvorbi 5-
fluorouracila u 2'-deoksi-5-fluorouridin-5'-dihidrogen fosfata nakon ¢ega dolazi do inhibicije
enzima timidilat sintaze, $to kao rezultat blokira replikaciju i diobu stanica (Abdel-Mottaleb i
Abdel-Mottaleb, 2016). 5-fluorouracil koristi se kao lijek za lijeCenje oboljelih od raka dojke i
raka jetre. Buduéi da je 5-fluorouracil slabo toksi¢an, tek kada se metabolizira, primjecuje se
njegova bioloSka aktivnost. Uz inhibiciju timidilat sintaze, razmatrano je jo$ nekoliko mogucih
mehanizama za citotoksi¢no djelovanje 5-fluorouracila, a jedan od puteva uklju€uje aktivaciju
5-fluorouracila u ribonukleozid, 5-FUrd te njegovu naknadnu fosforilaciju i ugradnju u RNA.
Osim toga, stupanj inhibicije procesiranja uzrokovan uklju€ivanjem 5-fluorouracila u nuklearnu
RNA korelirao je s gubitkom klonogenskog preZivljavanja. Kada su stanice koje sadrze 5-
fluorouracil oznaenu preribosomsku RNA (prRNA) izloZzene bakterijskoj RNA polimerazi,
dolazi do degradacije prRNA i formiranja dvostrukih lan€anih RNA, uz povecanje stani¢ne
smrtnosti. Ugradivanje 5-fluorouracila u tRNA, takoder doprinosi pobolj$anju smrtnosti stanica
bakterija i sisavaca. tRNA zamjene unutar antikodon regije bile su puno manje ucinkovite u
poticanju sinteze polipeptida, nego $to su to bile netaknute tRNA molekule. Takoder je
uklju€ivanje 5-fluorouracila inhibiralo aktivnost tRNA metilransferaze.

5-Bromouracil i 5-klorouracil povezani su s upalama zbog prisutnosti u upalnom tkivu.
5-klorouracil je sintetiziran 50-ih godina proSlog stolje¢a. Rani su eksperimenti pokazali kako
5-klorodeoksiribonukleozid pokazuje antimikrobnu aktivnost prema bakteriji E. Coli tako da se
ugraduje u DNA. Oni takoder inhibiraju timidilat sintazu. Kada su stanice sisavaca izloZzene
ovom spoju, osim njegove ugradnje u DNA, on takoder izaziva ve¢u podloznost mutacijama
(Morris, 1993).



2.3. FEROCENSKI DERIVATI NUKLEOBAZA

Od otkri¢a ferocena, ferocenilni je fragment vezan uz mnoge bioloSke spojeve, poput
Secera, peptida i nukleozida. Ferocen se konjugira i s nukleobazama radi poboljSanja bioloske
aktivnosti i za razvoj novih terapeutika. U ferocenilnim derivatima nukleobaza, ferocenska
podjedinica zamjenjuje Secerni dio u nukleozidu te je kovalentno povezana s razli€itim
skupinama vezanih na nukleobazu. Funkcionalizacijom oba prstena ferocena mogu se
pripraviti 1,1'-diferocenski derivati (slika 12). Nukleobaze mogu imati razli€itu bioloSku
aktivnost, formiraju parove baza u RNA i DNA preko vodikovih veza i hidrofobnih interakcija te
tako imaju antitumorsku i antivirusnu aktivnost. Ferocenski dio, zahvaljuju¢i svojim
elektrokemijskim svojstvima, moze graditi strukturnu premosnicu u biomolekulama. Zbog tih
svojstava, takvi derivati imaju potencijalnu terapeutsku primjenu te se koriste kao
elektrokemijski i biokemijski senzori (Kowalski, 2016).

_Nukleobaza _Nukleobaza

HO Nukleobaza @ @
o) v "
' |

Fe Fe /Nukleobaza
' l /,\r
OH  OoH —r —y
Nukleozid ferocenil-nukleobaza 1,1'-diferocenil-nukleobaza

Slika 12. Osnovna struktura ferocenil- i 1,1'-diferocenil nukleobaza (Kowalski, 2016)

Organometalna derivatizacija nukleozida direktno utje€e na njihovu molekularnu
geometriju, dipolni moment, elektrostatski potencijal, topljivost u vodi. Ovisno o metalu koji se
koristi u modifikaciji nukleozida, oni mogu poprimiti nova svojstva poput redoks aktivnosti,
radioaktivnosti, jedinstvenog IR signala te sposobnosti ulaska u nove nacine sparivanja baza.
Ta nova svojstva omogucuju im koriStenje kao potencijalnih novih lijekova te luminiscentne i
IR probe. Postoji nekoliko klasa organometalnih derivata nukleozida (slika 13). Spojevi klase
A predstavljaju konjugate u kojima se organometalni entitet M veZe izravno ili putem veznika
na C5- (klasa Al) i N3 (klasa A2) polozaje pirimidinske baze ili na C8- (klasa A3) polozaj
purinske baze. Spojevi klase B predstaviljaju sluCajeve u kojima je visoko modificirana
nukleobaza unesena, medutim komponenta Secera nukleozida ostaje nepromijenjena. U
spojevima klase C1-, C2- i C3-, entitet M povezan je s ribozom na polozajima C5'-, C3-i C2'-.

U spojevima klase D, tri-karbonoil-Zeliezo povezano je Ttr-vezama s odgovarajuce
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modificiranom ribozilnom komponentom nukleozida. Takoder, postoje derivati koji ne

odgovaraju striktno ovim podjelama (Kowalski, 2021).
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Slika 13. Organometalni nukleozidi klase A, B, C, D (Kowalski, 2021)

N-supstituirani ferocenilmetil-adein bio je medu prvim sintetiziranim derivatima
ferocena s nukleobazama. Dobiven je reakcijom nukleofilne supstitucije klorpurina i
metilaminoferocena. Nastala je smjesa imala dva produkta, vecinski produkt N6-ferocenilmetil
adenina i N6,9-diferocenmetil-adenina (shema 1). Takoder je, na sli¢an nacin, sintetiziran i
ferocenilaminoalkil-timinski derivat. On je u elektrokemijskim istraZzivanjima pokazao
reverzibilnu jednoelektronsku oksidaciju i sposobnost vezanja na molekule DNA. Nakon toga,
sintetizirali su se citozinski, timinski i uracilski derivati metilferocena, dok je reakcija s gvaninom

bila neuspjesna zbog lose topljivosti nukleobaze u vodi (Chen, 1980).

CH,Fc CHyFc
Cl NH NH
N AN N X N X
N N N
/ | + FcCHyNH, CHOCH,CH,OH > / | / ‘
_ refluks ) )
N N N P N =
CHsFc

Shema 1. Reakcija derivata ferocena i derivata adenina (Chen, 1980)

Izmedu organometalnog i heterociklickog fragmenta, alkilna je poveznica postupno

modificirana uvodenjem keto skupine. Tako nastaju ferocenoil-alkilirani derivati nukleobaza.
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Propionilferocenil-adenin sintetiziran je reakcijom 3-brompropionilferocena i adenina u
bazi¢nim uvjetima pri ¢emu je nastao N9 izomer. Taj spoj podvrgnut je intenzivhom
elektrokemijskom istrazivanju kao supramolekulski sustav, sposoban vezati se na povrSinu
uracilom modificirane elektrode. Primije¢eno je formiranje vodikovih veza izmedu adenina i
uracila kao i prijenos elektrona s ferocenske podjedinice na povrsinu elektrode te iznimna
stabilnost sustava.

Sintetizirani su konjugati ferocena s timinom, uracilom i 5-fluororacilom, pri éemu je
karbonilna skupina koriStena kao razmaknica izmedu ferocena i baze. Ta kopulacija
nukleobaza i ferocenoil klorida (FcCOCI) ili ferocenoil-etil-karbonata (FCCOOCOEt) izvedena
je uz koristenje deprotonirajuéeg agensa natrijeva hidrida (NaH) u dimetilformamidu (DMF)
(shema 2). Ovim postupkom, ferocen se regioselektivno vezao na N1-polozaj pirimidinske
nukleobaze bez potrebe zadtite N3-poloZzaja nukleobaze. Redoks potencijali ferocenail
nukleobaza odredeni su ciklickom voltametrijom i kvantno-kemijskom metodom.
Eksperimentalne i izraCunate vrijednosti redoks potencijala pokazuju kako su konjugati bolji
oksidansi od roditeljskog ferocenskog sustava. Preliminarna ispitivanja pripravljenih konjugata

pokazuju potencijalnu bioloSku aktivnost (Lapi¢ i sur., 2015).

O
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Shema 2. Regioselektivno N1-aciliranje pirimidinskih nukleobaza (Lapi¢ i sur., 2015)

Ferocenski derivati nukleobaza mogu se stvoriti na razliite nacine, osim onih vec
navedenih. Ti derivati mogu se sintetizirati kroz reakcije kao Sto su Michaelova nukleofilna
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adicija, Mitsonobu reakcija s trifenil fosfinom (PPh3), paladijem katalizirane reakcije unakrsnog
spajanja te bakrom katalizirana azid-alkin cikloadicija (CUAAC), gdje se uvodi triazolni prsten
kao poveznica izmedu dva fragmenta (Ewald i sur., 2008). Odabir odredenog reakcijskog puta
omogucuje prilagodbu svojstava kopulata i zeljenih funkcionalnih skupina u molekulskom
mostu. Takoder, mogucnost naknadne kemijske transformacije omogucéuje dodatnu
prilagodbu svojstava dobivenih derivata (Chen, 1980).

Toma i suradnici su u reakcijama adeninskog aniona sa supstitucijom na polozaju N6 i
ferocenil klorida pokazali kako dolazi do formiranja dva regioizomerna produkta, a to su N7 i
N9 ferocenilirani adenini (shema 3), a nikada ne nastaju N1-, N3- ili N6- produkti. Koristeéi
razli¢ite supstituente na C-6 polozaju purinskog prstena, moze se utjecati na omjer izomera.
Kada postoji nesupstituirani purin, regioselektivnost ovisi o elektrokemijskim svojstvima poput
nukleofilnosti i elektrofilnosti. Regioselektivnost reakcije iznosi 60 % Sto ukazuje kako je
formacija N7- i N9- izomera kompetitivni proces te kako se adeninski anion pona$a kao
nukleofil s dva kompetitivha reakcijska centra na polozajima N7-i N9-. N7- Atom je nukleofilniji
od N9- atoma u svim sintetiziranim adeninskim derivatima, Sto znaci kako je N-7 dusik u
adeninskom prstenu reaktivniji. Medutim, dobiveno je viSse N9- produkata, Sto govori kako,
osim intrinziCne nukleofilnosti, omjer produkata ovisi o sterickom utjecaju supstituenta na N6-
poloZaju s trendom poveéanja omjera N9/N-7, s povecanjem veli€ine supstituenta. Pokazano
je da kada na C6- polozaju postoji samo vodikov atom, tada prevladava N-7 produkt (Toma i

ur., 2022).
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Shema 3. Sinteza ferocenskih derivata razliito supstituiranih purinskih nukleobaza (Toma i
ur., 2022)
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2.4. BIOLOSKA AKTIVNOST FEROCENSKIH DERIVATA NUKLEOBAZA

Ferocenil-nukleobaze privlate sve veéu paznju istrazivaCke zajednice zbog njihove
potencijalne primjene u biologiji i farmaciji (slika 14). Brojne publikacije detaljno opisuju sintezu
ovih spojeva, elektrokemijsku analizu te karakterizaciju bioloskih svojstava u in vitro i in vivo
sustavima. In vitro bioloSka ispitivanja pokazala su raznovrsne aktivnosti ferocenskih
nukleobaza, uklju€ujuci citotoksi¢nost prema tumorskim stanicama, antiparazitsko djelovanje,
antibakterijsku aktivnost te sposobnost stvaranja reaktivnih vrsta kisika (ROS). Osim toga, neki
od tih spojeva manifestirali su antitumorsku aktivnost i u in vivo modelima (Simenel i sur.,
2009).

Radioaktivne, IR i luminiscentne sonde

Sinteza i = :
ucleoside C :
kemijske Sparivanje baza
o \ posredovano
transformacije . metal
metalom

Antikancerogena i antivirusna svojstva

Slika 14. Prikaz svojstava i primjene derivata nukleozida u biologiji i farmaciji (Kowalski,
2021)

Jedan od istrazivanih spojeva, N1-ferocenilmetil-timin, pokazao je zna€ajnu inhibiciju
rasta tumorskih stanica adenokarcinoma dojke i Lewisovog karcinoma plué¢a. Kombinacija tog
spoja s ciklofosfamidom pokazala je sinergijsko inhibicijsko djelovanje na stanice Lewisovog
karcinoma pluc¢a u usporedbi sa samim ciklofosfamidom (slika 15) (Simenel i sur., 2009).

R O R

R =H, Me, Et, Ph

Slika 15. Ferocenski derivati timina, adenina, citozina i jodocitozina te njihova iskoristenja
(Simenel i sur., 2009)
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Istrazivanja su proSirena na ferocenske 1,2-nukleozidne analoge s hidroksialkilnom
skupinom. Ti spojevi ispitivani su kao citostatici in vitro na stanicama T-limfocitima i stanicama
raka grlica maternice, pokazujuci citotoksi¢nost prema tim stanicama (Nguyen i sur., 2014).

Sintetizirani su i ferocenski derivati purina i purinskih izostera s triazolnim prstenom kao
poveznicom. Neki od ovih spojeva pokazali su dobru toksi¢nost prema stanicama
kolorektalnog adenokarcinoma, ali istovremeno manifestirali su znacajnu toksi¢nost prema
stanicama humanih fibroblasta (Rep i sur., 2020).

Analize mono- i bis- ferocenilnih derivata uracila pokazale su bolju antiproliferativhu
aktivnost bis-ferocenilnih spojeva u usporedbi s mono-supstituiranim analogama. Ovi spojevi
selektivno su djelovali na stanicama kolorektalnog adenokarcinoma i Burkittova limfoma,
uzrokujuéi indukciju reaktivnih kisikovih skupina, apoptoze i mitohondrijsku disfunkciju. Utjecaj
biomolekule konjugirane s ferocenom i skupine u premosnici izmedu dva fragmenta, utje€u na
elektrokemijska i bioloSka svojstva derivata te su od velike vaznosti u dizajnu novih molekula
temeljenih na ferocenu. Elektronska struktura metalocena, skupine na molekulskom mostu te
poloZaj supstitucije na heteroatomskom prstenu, utjeCu na elektrokemijsko ponasanje

molekula te na razli€itu bioloSku aktivnost (slika 16) (Djakovi¢ i sur., 2021).

R | /E N o ]
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R=H,CH;; R'=H, CH;, F, Cl,Br, F Q

Slika 16. Prikaz strukture mono- i bis- ferocenskih derivata uracila s triazolnom

poveznicom (Djakovi¢ i sur, 2021)

Rana i suradnici sintetizirali su ferocennukleozid 1-(S,Rp) punog imena (S,Rp)-1-[o-
metil-(3-(hidroksi)propil)]-2-[(timinil)etil]-ferocen. (slika 17) koji se pokazao citotoksiCnim prema
stanicama duktalnog adenokarcinoma gusteraCe i to prema stani¢nim linijama koje su

rezistentne prema gemcitabinu (Rana i sur, 2022).
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Slika 17. Struktura ferocennukleozida 1-(S,Rp) (Rana i sur, 2021)

Biokemijska istrazivanja pokazala su kako mehanizam djelovanja nukleozidnog
analoga (1-(S,Rp) uzrokuje indukciju lomova jednostrukog lanca DNA u novo sintetiziranoj
DNA, &to rezultira stresom replikacijske vilice, zadrzavanjem u S-fazi i apoptozom (slika 18).
U tim spojevima, petoclani ciklopentadienilni prsten ferocena djeluje kao bioizoster furanoznog
prstena u nukleozidu. Razvijeni spoj sadrzi timin i hidroksialkilni dio povezan s ferocenom te
je ustanovljeno kako su oba dijela potrebna za Zeljenu citotoksi¢nost. Zbog svoje ucinkovitosti
i aktivnosti u stanicama koje su rezistentne na gemcitabin i novog nacina djelovanja, 1-(S,Rp)
je obecavajuéi kandidat za razvoj novih tretmana za lijeCenje duktalnog adenokarcinoma

gusteraCe (Rama i sur, 2022)
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Slika 18. Mehanizam djelovanja 1-(S,R,) (Rama i sur, 2022)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

Acetonitril (CH3sCN) (t, = 82 °C) i dioksan (t, = 101 °C) destiliraju se na bezvodnom
magnezijevom sulfatu te prebace u tikvicu s molekulskim sitima (4 A) do upotrebe. Ostali
kupovni reagensi i kemikalije koriSteni su bez prociS¢avanja. Najveéi dio pokusa izveden je u
atmosferi inertnog plina i u bezvodnoj sredini. Od laboratorijskih uredaja koristeni su analiticka

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

Tablica 1. Popis kemikalija koriStenih prilikom izrade eksperimentalnog dijela rada

NAZIV FORMULA PROIZVODAC
2-klorbenzoil klorid C7H4Cl20 Sigma-Aldrich, SAD
Aluminijev klorid AICls Sigma-Aldrich, SAD
Acetonitril CHsCN Kemika, Hrvatska
Trietilamin (C2Hs)sN Thermo Flgge[; Scientific,
Diklormetan CH2Cl> PBF, Hrvatska
Aceton CH3COCHs3 PBF, Hrvatska
Piridin CsHsN Kemika, Hrvatska
Oksalil klorid C2Cl202 Sigma-Aldrich, SAD
Dimetilformamid (CH3)2NC(O)H Kemika, Hrvatska

Tablica 2. Popis koristenih nukleobaza

NAZIV M(;Loiﬁ';i“ PROIZVODAC
5-klorouracil, 98 % C4H3CIN2O> TCI, Japan
5-jodouracil, 97 % C4H3IN2O2 Alfa Aesar, SAD

5-bromouracil, 98 % C4HsBrN2O> Alfa Aesar, SAD

5-fluorouracil, 97 % C4H3FN20- TCI, Japan
Uracil, 98 % C4HsN20- TCI, Japan
Timin, 98 % CsHsN202 TCI, Japan

17



3.2. METODE RADA

Reakcijski tijek pratio se metodom tankoslojne kromatografije (slika 19). Ta metoda sluzi
za razdvajanje smjesa. Provodi se na plo¢ama presvuéenim slojem adsorbensa koji sluzi kao
stacionarna faza. Nakon dodatka uzorka, plo¢a se stavlja u sustav otapala, odnosno u mobilnu
fazu. Razli€iti analiti razdvajaju se razli¢itom brzinom i tako se postiZze separacija uzorka. Ta
metoda moze se koristiti za pracenje napretka reakcije, za identifikaciju spojeva prisutnih u
uzorku te za odredivanje Cisto¢e uzorka. Separacija spojeva temelji se na razlici u polarnosti,
polarniji spoj stupa u jace interakcije sa silika gelom te je njegova R; vrijednost tada manja
(Jumde i Gurnule, 2019). Tankoslojna kromatografija provedena je na plo¢ama 60F-254
presvucenim slojem silika gela (Merck) u odgovaraju¢em sustavu otapala. Nakon provedene
tankoslojne kromatografije svih reakcijskih smjesa u sustavu diklormetan:aceton = 10:0.2,

izmjerene su Ry vrijednosti produkata na ploicama silika gela.

Slika 19. Tankoslojna kromatografija

Za prociScavanje dobivenih produkata koriStena je preparativna tankoslojna i kolonska
kromatografija. Preparativna tankoslojna kromatografija (slika 20) provedena je na staklenim
plo¢ama prevucenim silika gelom, (Merk, Kisagel 60 HF25), a za mobilnu fazu koristen je
sustav otapala diklormetan/aceton = 10:0.1.
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Slika 20. Preparativna tankoslojna kromatografija

Kromatografija u koloni (slika 21) provedena je na silika gelu Fluka, 0.063-0.2 mm.
Staklene kolone punjene su pod utjecajem gravitacijske sile, a kao eluens sluzio je sustav
CHCI,:CH3COCH3 = 10:0.1, CH2Cl,:CH3COCHs3 = 10:0.2 te Cisti CH2Cl..

Slika 21. Kromatografija u koloni

Svi FTIR-spektri snimljeni su pomocéu Brukerovog ALPHA-FT-IR-spektrofotometra i
odgovarajuéeg radunalnog programa. Spektri tH-NMR i 3C-NMR snimljeni su na spektrometru
Bruker Avance od 300 i od 600 MHz. Princip rada nuklearne magnetske rezonancije bazira se
na tome da ako se jezgra atoma smijesti u jako vanjsko magnetsko polje te bude izlozena
elektromagnetskom pulsu, ona ¢e rezonirati na specifi¢noj frekvenciji tog zra¢enja. Tako se
dobiva spektar koji daje informacije o strukturi uzorka koji se promatra (Nemet, 2019). Svi

uzorci otopljeni su u CDCIl3; i DMSO-ds i mjereni pri 298 K u NMR cjevdici od 5 mm. Kemijski
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pomaci (d) u *H-NMR i *C-NMR spektrima izraZeni su u ppm u odnosu prema tetrametilsilanu
(TMS, 6 0,0 ppm), a konstante sprege (J) u hercima (Hz). Pojedinaéne rezonancije asignirane
su 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, g = kvartet, m = multiplet.

Najveci dio pokusa izveden je u atmosferi inertnog plina (argon) i u bezvodnoj sredini.
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3.3. SHEME ZA PRIPRAVU KOPULATA

3.3.1. Shema za pripravu 1'-metoksikarbonilferocenoil klorida (5)

= o
1
@ COOH @ COOCH;
'; (c) i (d)

(a) CH3COC|/A|C|3/C|CH2CH2C|, (b) Brz, diOksan; (C)CH3OH, BF3 X Etzo,
(d) NaOH/H,0/CH3;0H; (e) oksalil-klorid, piridin, CH,Cl,
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3.3.2. Shema za pripravu 1'-metoksikarbonilferocenoil konjugata (6a-f i 7a-f)

: N 3 NH (a) ili (b)

Fle + Fle
@—COOCH3 @—coocm
6a-f Ta-f

(a) NaH/ dimetilformamid
(b) EtsN/ acetonitril

3.4. PROTOKOLI ZA PRIPRAVU SPOJEVA

3.4.1. 1,1'-Diacetilferocen (1)

Suspenziji aluminijeva klorida (17,2 g, 0,13 mol) u suhom diklormetanu (30 mL) dokapa
se otopina acetil-klorida (10,7 mL, 0,15 mol) u istom otapalu (20 mL). Na taj nacin pripravljen
Perrierov kompleks zagrije se do temperature vrenja te mu se preko lijevka za dokapavanje
polako dokapa otopina ferocena (10 g, 0,054 mol) u suhom diklormetanu (40 mL). Nakon 5
sati refluksiranja, reakcijska se smjesa prebaci u ¢asu s ledom i askorbinskom kiselinom te se
ekstrahira diklormetanom. Organski se sloj dobro ispere 5 %-tnom otopinom NaHCO3, 5 %-
tnom otopinom KOH i zasi¢enom otopinom NaCl do neutralnog, a zatim osusi bezvodnim
Na SO, i upari do suhog stanja pri ¢emu je dobiveno 12,9 g (88 %) narancastih kristala t; =

116-125 °C.
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3.4.2. Ferocen-1,1'-dikarboksilna kiselina (2)

Otopini natrijeva hidroksida (49,05 g, 1,23 mol) u vodi (240 mL) ohladenoj na 0°C
dodaje se brom (18,3 mL, 0,35 mol) i dokapava se dioksan (148,2 mL, 1,73 mol) te se pri
temperaturi 0-5°C u obrocima dodaje 1,1'-diacetilferocen (1) (12 g, 0,044 mol). Nakon pola
sata mijeSanja, dodaje se vodena otopina natrijeva metabisulfita, Na>S.Os (17 g) te se
reakcijska smjesa profiltrira i filtrat se zakiseli koncentriranom klorovodiénom kiselinom, HCI
pri ¢emu se istalozi 11,8 g (90 %) narancastih kristala ferocen-1,1'-dikarboksilne kiseline (2);
t; >250 °C.

3.4.3. Dimetilferocen-1,1'-dikarboksilat (3)

Otopini kiseline (2) (6,83 g, 0,025 mol) u metanolu (142 mL) dodaje se svjeze
predestiliran bor trifluorid eterat, BFs-Et,O (14,2 mL). Nakon 7 sati refluksiranja, reakcijska se
smjesa zaluzi 5 %-tnom NaHCOj3; do pH~8-9, ekstrahira se s diklormetanom, ispere zasi¢éenom
otopinom natrijeva klorida, NaCl, osusi bezvodnim natrijevim sulfatom, Na,SO. i upari do

suhog stanja. Time se dobiva 6,10 g (81 %) narancastih kristala; t;= 108-110 °C.
IR (CH2Cl,) V max/cm™: 1715 j (C=0, COOCH5).
3.4.4. 1'-Metoksikarbonilferocen-1-karboksilna kiselina (4)

U otopinu (3) (6,10 g, 0,02 mol) u metanolu (82 mL) dodaje se otopina natrijeva
hidroksida (808 mg, 0,02 mol) u vodi (2,7 mL). Nakon 50 minuta zagrijavanja, pri 80 °C,
reakcijska se smjesa ekstrahira diklormetanom. Alkalna vodena faza zakiseli se
koncentriranom HCI pri emu se istalozi 2,5 g (43 %) narancastih kristala (4); t=145.8-146.7
°C.

IR (CH2Cl2) ¥ ma/em™: 3120 & (OH, COOH), 1719 j (C=0, COOCHs), 1682 sr (C=0,
COOH).

3.4.5. 1'-Metoksikarbonilferocen klorid (5)

Suspenziji 1'-metoksikarbonilferocen-1-karboksilne kiseline (600 mg, 2,11 mmol) u
diklormetanu (5 mL) dodaje se 0,72 mL oksalil klorida (8,44 mmol) i kap piridina. Smjesa se
refluksira 4 h te se upari do suhog stanja. Sirovi produkt zagrijava se u petroleteru na 80°C
tijekom 10 minuta. Zatim se organski sloj profiltrira preko vate te se upari do suhog stanja.
Postupak se ponovi jo$§ dva puta pri ¢emu je dobiveno 470 mg (73 %) crvenih kristala, 1'-
metoksikarbonilferocen klorida.

IR (CH2Cly) ¥V max/cm™®: 3104, 3089, 2955, 1755 (j, C=0), 1715 (j, C=0).
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3.4.6. 1'-Metoksikarbonilferocenoil-uracil derivati (6a-f i 7a-f)

Opéi postupak A: Nukleobaze (0,202 mmol) suspendiraju se u 1 ml DMF-a te
deprotoniraju dodatkom NaH (0,202 mmol) kroz sat vremena na sobnoj temperaturi uz
konstantno mijeSanje. Nakon toga, reakcijskoj smjesi dodaje se prethodno pripremljen 1'-
metoksikarbonilferocen klorid (5) (0,262 mmol). Dobivena reakcijska smjesa mijeSa se oko 60
min, a zatim neutralizira s 10 %-tnom limunskom kiselinom i ekstrahira diklometanom.
Organski sloj ispire se vodom, a potom upari na rotacijskom vakuum uparivaéu do suhog
stanja. ProciS¢avanjem produkta kolonskom kromatografijom uz eluens diklormetan:aceton
10:1 te daljnjim uparavanjem dobiveni su kristali, N1-kopulat 6a-f u iskoristenju od 40 % do
80 %.

Tablica 3. Rezultati provedenog eksperimenta postupkom A

Otapalo N1 m (mg) n (%)
6a;R=H 48.24 73.3
6b; R = CHs 27.2 67.1
6c;R=F 52.02 65.4

DMF
6d; R=ClI 55.03 67.2
6e; R =Br 55.16 69.1
6f; R =1 59.21 66.5

Op¢i postupak B: Uracil i njegovi C5- supstituirani derivati (0,202 mmol) suspendiraju se
u 1 mL CHsCN i deprotoniraju dodatkom EtsN. Aktivacija baze odvija se s EtsN na sobnoj
temperaturi kroz 60 minuta. Nakon toga dodan je pripremljeni 1'-metoksikarbonilferocen klorid
(5) (0,262 mmol). Suspenzija se mijeSa narednih 60 minuta na sobnoj temperaturi te obradi
kako je opisano u postupku pod A. Uparena reakcijska smjesa procCiScuje se na koloni sa
sustavom diklormetan:aceton = 10:0.5. Razdvajanjem na koloni dobivena su dva produkta
N1-kopulat 6a-f i N1/N3-kopulat 7a-f.
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Tablica 4. Rezultati provedenog eksperimenta postupkom B

Otapalo N1 m 0 m o N1: N1/N3
p (mg) | " (%) N1/N3 mg) | " (%) 5.7
6a: R=H 35.7 | 430 | 7aaR=H | 273 | 201 72:28

6b; R = CHs 67.1 | 80.5 | 7b;R=CHs | 19.2 13.8 85:15

6C.R=F 427 | 484 | 7c;R=F | 35 | 254 | 6337
CH:CN Feq R =Cl 548 | 606 | 7d,R=Cl | 394 | 27.4 | 69:31
6e;R=Br | 584 | 584 | 7e;R=Br | 53.1 | 346 | 6337
6 R=1 560 | 508 | 7 R=1 | 502 | 30.7 | 6337

1'-Metoksikarbonil-N1-ferocenoil-uracil (6a): naran¢asto-crveni kristali, Rr = 0,462.

IR (KBr) ¥ max/cm™: 3370 (sl., NH), 3020 (sl., CH aromatski), 2957(sl., CH, alifatski),
1738 (j., C=0, ester), 1706 (j, C=0, amid), 1682 (j., amid 1), 1445 (sr), 1414 (sr), 1186 (sr),
1106 (j.).

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K) &/ppm: 11,51 (1H, s, NH), 5,73 (1H, d, H-C5),
7,99 (1H, d, H-C6), 4,84 (2H, s, CH-Fc), 4,74 (2H, s, CH-Fc), 4,84 (2H, s, CH-Fc), 4,74 (2H, s,
CH-Fc), 3,61 (3H, s, OCHa).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C) &/ppm: 173,58 (Fc-CO), 163,86 (C4), 149,88
(C2), 141,33 (C6), 102,9 (C5), 71,05 (Fc,Cq), 74,11 (C-Fc), 71,21 (C-Fc), 74,11 (C-Fc), 71,21
(C-Fc), 52,10 (COOCHs3)

1'-Metoksikarbonil-N1-ferocenoil-5-timin (6b): crveni kristali, R =0,470.

IR (KBr) V max /cm™: 3377(S. sl., NH), 3074, 3040(sl., CH, aromatski), 2957(sl., CH,
alifatski), 1740 (j., C=0, ester), 1710 (j, C=0, amid), 1573(j., amid).

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K) &/ppm: 11,55 (1H, s, NH), 7,85 (1H, d, H-C6),
4,85 (2H, s, CH-Fc), 4,72 (2H, s, CH-Fc), 4,82 (2H, s, CH-Fc), 4,60 (2H, s, CH-Fc), 3,68 (3H,
s, OCHs), 1,87 (s, 3H, CHa).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C) &/ppm: 172,90 (Fc-CO), 164,50 (C4), 149,90
(C2), 136,3 (C6), 102,9 (C5), 111,00 (Fc,Cq), 74,60 (C-Fc), 73,40 (C-Fc), 74,80 (C-Fc), 72,60
(C-Fc), 52,10 (COOCHs3), 12,4 (CH3).
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1'-Metoksikarbonil-N1-ferocenoil-5-fluorouracil (6¢): crveni kristali, Re = 0,483.

IR (KBr) ¥ max /cm™: 3362, (sl., NH), 3022 (sl., CH aromatski), 2957(sl., CH, alifatski),
1740 (j., C=0, ester), 1700 (j, C=0, amid), 1677 (j., amid I).

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K) &/ppm: 11,98 (1H, s, NH), 8,42 (1H, d, H6), 4,89
(2H, s, CH-Fc), 4,72 (2H, s, CH-Fc), 4,84 (2H, s, CH-Fc), 4,74 (2H, s, CH-Fc¢), 3,65 (3H, s,
OCHs).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C) &/ppm: 172,73 (Fc-CO), 158,17 (C4), 148,62
(C2), 142,16 (C6), 139,83 (C5), 71,99 (Fc,Cq), 73,97 (C-Fc), 71,19 (C-Fc), 74,11 (C-Fc), 71,21
(C-Fc), 52,10 (COOCHs3)

1'-Metoksikarbonil-N1-ferocenoil-5-klorouracil (6d): tamnocrveni kristali, Re = 0,510.

IR (KBr) V max /cm™: 3367, (sl., NH), 3020 (sl., CH aromatski), 2957(sl., CH, alifatski),
1744 (j., C=0, ester), 1704 (j, C=0, amid), 1682 (j., amid I).

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K) &/ppm: 12,02 (1H, s, NH), 8,46 (1H, d, H-C6),
4,90 (2H, s, CH-Fc), 4,75 (2H, s, CH-Fc), 4,84 (2H, s, CH-Fc), 4,74 (2H, s, CH-Fc), 3,71 (3H,
s, OCHs).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C) &8/ppm: 171,94 (Fc-CO), 159,28 (C4), 148,56
(C2), 139,63 (C6), 108,75 (C5), 71,96 (Fc,Cq), 73,63 (C-Fc), 71,51 (C-Fc), 74,11 (C-Fc), 71,21
(C-Fc), 52,10 (COOCH:s).

1'-Metoksikarbonil-N1-ferocenoil-5-bromouracil (6e): crveni kristali, R = 0,485.

IR (CH2Cl,) V max /cm™: 3362, (sl., NH), 3027 (sl., CH aromatski), 1736 (j., C=0, ester),
1702 (j, C=0, amid), 1630 (j., amid ).

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K) &/ppm: 11,84 (1H, s, NH), 8,36 (1H, d, H-C6),
4,87 (2H, s, CH-Fc), 4,73 (2H, s, CH-Fc), 4,84 (2H, s, CH-Fc), 4,74 (2H, s, CH-Fc), 3,71 (3H,
s, OCHs).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C) &/ppm: 172,24 (Fc-CO), 159,79 (C4), 149,23
(C2), 140,24 (C6), 97,88 (C5), 71,06 (Fc,Cq), 74,08 (C-Fc), 72,00 (C-Fc), 74,11 (C-Fc), 71,21
(C-Fc), 52,10 (COOCHs3).

1'-Metoksikarbonil-N1-ferocenoil-5-iodouracil (6f): tamnocrveni kristali, R = 0.520.

IR (KBr) ¥ max /cm™: 3364, (sl., NH), 3023 (sl., CH aromatski), 1744 (j., C=0, ester),
1708 (j, C=0, amid), 1617 (j., amid ).

H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K) &/ppm: 11,67 (1H, s, NH), 8,46 (1H, d, H-C6),
4,88 (2H, s, CH-Fc), 4,77 (2H, s, CH-Fc), 4,84 (2H, s, CH-Fc), 4,74 (2H, s, CH-Fc), 3,61 (3H,
s, OCHs).

26



13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C) 8/ppm: 172,47 (Fc-CO), 161,32 (C4), 149,62
(C2), 144,89 (C6), 72,50 (C5), 71,83 (Fc,Cq), 74,14 (C-Fc), 71,97 (C-Fc), 74,11 (C-Fc), 71,21
(C-Fc), 52,10 (COOCHs).

1'-Metoksikarbonil-N1/N3-ferocenoil-uracil (7a): crveni kristali, Rr =0.610.

IR (CH2Cl,) ¥ max /cm™: 3020 (sl., CH aromatski), 2957(sl., CH, alifatski), 1736 (j., C=0,
ester), 1704 (j, C=0, amid), 1682 (j., amid ).

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): & 8,17 (d, 1H, H6), 5,97 (d, 1H, H5), 4,93
4,88 (s, 2H, CH-Fc), 4,76 (s, 4H, CH-Fc), 4,71 (s, 4H, CH-Fc), 4,65 (s, 2H, CH-Fc), 4,32 (s,
4H, Fc-Cp), 3,68 (3H, s, OCHs3), 3,62 (3H, s, OCHs).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C, ppm): 8 173,11 (C=0), 172,81 (C=0), 162,04
(C4), 148,38 (C2), 141,46 (C6), 102,59 (C5), 75,21, 74,31, 73,94, 70,79 (Cq, Fc), 75,23, 74,50,
72,97, 73,81, 73,30 72,47, 72,20, 71,90 (Fc-Cp), 52,30, (COOCHs3), 52,28 (COOCH).

1'-Metoksikarbonil-N1/N3-ferocenoil-5-timin (7b): naran&asto-crveni kristali, Rr =0,540.

IR (CH2Clp) V¥ max /cmt: 3074, 3040 (sl., CH, aromatski), 2957(sl., CH, alifatski), 1704
(j, C=0), 1573(j., amid), 1445 (sr), 1414 (sr), 1186 (sr), 1106 (j.).

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): d 7,54 (1H, q, H6), 4,89 4,88 (s, 2H, CH-
Fc), 4,76 (s, 4H, CH-Fc), 4,71 (s, 4H, CH-Fc), 4,65 (s, 2H, CH-Fc), 4,38 (s, 4H, Fc-Cp), 3,65
(3H, s, OCHg), 3,60 (3H, s, OCHs3), 2,05 (d, 3H, CHs).

13C NMR (DMSO-dg, 100 MHz, 25 °C, ppm): 6 172,60 (C=0), 172,59 (C=0), 161,75
(C4), 147,99 (C2), 134,75 (C6), 111,46 (C5), 75,12, 74,10, 72,94, 71,97 (Cq, Fc), 73,61 (2CH-
Fc), (2CH-Fc), 72,31, 71,97 70,94 (Fc-Cp), 70,93 (Fc-Cp), 52,10 (COOCHs), 51,89 (COOCH3),
12,69 (CHs).

1'-Metoksikarbonil-N1/N3-ferocenoil-5-fluorouracil (7c): crveni kristali , Rr = 0,572.

IR (CH2Cly) V max /cm™: 3022 (sl., CH aromatski), 2957(sl., CH, alifatski), 1704 (j., C=0),
1677 (j., amid I).

H NMR (CDCls, 400 MHz, 298 K, ppm): & 7,81 (s, 1H, H6), 4,89 (s, 2H, CH-Fc), 4,76
(s, 4H, CH-Fc), 4,71 (s, 4H, CH-Fc), 4,65 (s, 2H, CH-Fc), 4,37 (s, 4H, Fc-Cp), 3,63 (3H, s,
OCHs3), 3,58 (3H, s, OCH3).

13C NMR (CDCls, 100 MHz, 25 °C, ppm): & 170,99 (C=0), 170,44 (C=0), 155,26 (C4),
146,11 (C2), 123,1 (C6), 53,3 (C5), 75,12, 74,10, 72,94, 72,58 (Cq, Fc), 71,57 (2CH-Fc),
72,81,72,30 71,47, 71,20, 70,62, 70,61 (Fc-Cp) 52,95 (COOCHS3), 52,75 (COOCHs3).

1'-Metoksikarbonil-N1/N3-ferocenoil-5-klorouracil (7d): crveni kristali, R =0,602.
IR (CH2Cl2) V max /cm™: 3020 (sl., CH aromatski), 2957(sl., CH, alifatski), 1714 (j., C=0),
1682 (j., amid I).
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): d 8,66 (s, 1H, NH), 5,04 (s, 2H, CH-Fc), 4,76 (s,
4H, CH-Fc), 4,70 (s, 4H, CH-Fc), 4,68 (s, 2H, CH-Fc), 4,35 (s, 4H, Fc-Cp), 3,71 (3H, s, OCH5),
3,63 (3H, s, OCH5).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C, ppm): & 172,16 (C=0), 171,70 (C=0), 158,25
(C4), 147,64 (C2), 138,39 (C6), 108,98 (C5), 75,31, 74,82, 73,91, 70,72 (Cq, Fc), 74,50, 74,28
(2CH-Fc), 73,81, 73,30 72,47, 69,92 (2CH-Fc), 52,23 (COOCH:s3), 52,10 (COOCH:s3).

1'-Metoksikarbonil-N1/N3-ferocenoil-5-bromouracil (7e): crveni kristali, Rr =0,593.

IR (CH2Cl,) ¥ max /cm™: 3027 (sl., CH aromatski), 1709 (j., C=0), 1628(j., amid I).

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, 298 K, ppm): & 8,03 (s, 1H, H6), 4,87 (s, 2H, CH-Fc),
4,77 (s, 4H, CH-Fc), 4,70 (s, 4H, CH-Fc), 4,61 (s, 2H, CH-Fc), 4,35 (s, 4H, Fc-Cp), 3,63 (3H,
s, OCHzs), 3,61 (3H, s, OCH3) .

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, 25 °C, ppm): & 171,29 (C=0), 171,19 (C=0), 157,51
(C4), 147,26 (C2), 138,34 (C6), 98,14 (C5), 75,21, 74,31, 73,94, 70,79 (Cq, Fc), 74,02, 73,65
(2CH-Fc) 73,81, 73,30 72,20, 71,08 (Fc-Cp), 52,35 (COOCHSs), 52,30 (COOCHs).

1'-Metoksikarbonil-N1/N3-ferocenoil-5-iodouracil (7f): tamnocrveni kristali, Rr = 0,605.

IR (CH2Cl,) V max /cm™: 3023 (sl., CH aromatski), 1710 (j., C=0), 1617 (j., amid I).

H NMR (CDCls, 400 MHz, 298 K, ppm): & 8,13 (s, 1H, H6), 4,88 (s, 2H, CH-Fc), 4,76
(s, 4H, CH-Fc), 4,71 (s, 4H, CH-Fc), 4,65 (s, 2H, CH-Fc), 4,38 (s, 4H, Fc-Cp), 3,65 (3H, s,
OCHs3), 3,60 (3H, s, OCHs3).

13C NMR (CDCls, 100 MHz, 25 °C, ppm): & 171.07 (C=0), 170,74 (C=0), 157,94 (C4),
147,13 (C2), 142,96 (C6), 75,33 (C5), 75,21, 74,31, 73,94, 70,79 (Cq, Fc), 74,5, 74,32, 73,94,
73,30, 72,47, 71,52, 70,64, 70,79 (Cq, Fc), 52,10 (COOCHs3), 52,03 (COOCHs3).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Nukleozidi i nukleotidi imaju dugu tradiciju primjene u medicinskoj kemiji. Prirodni
nukleozidi predstavljaju jedinstvenu start poziciju za razvoj lijekova zbog svoje uloge u brojnim
bioloskim procesima kao i €injenice da sluze kao gradivni blokovi DNA i RNA molekula.
Trenutno se na trziStu nalazi viSe od 30 analoga nukleozida koji se koriste za lijeCenje raznih
bolesti, a mnogo vise ih se nalazi u fazama pretklini¢kih i klini€kih istrazivanja. Nukleozidi se
sastoje od Secerne podjedinice i nukleobaze, a nukleotidi uz to sadrze barem jednu fosfatnu
skupinu. Pet najces¢ih nukleozida uklju¢enih u DNA i RNA te druge bioloSke procese su
adenozin, guanozin, citozin, timidin i uridin. Zbog toga i mala promjena u njihovoj strukturi
moze imati zna€ajne ucinke. U idealnim situacijama analozi nukleozida imaju strukturu nalik
na prirodne nukleozide tako da ih stani¢ni enzimi mogu prepoznati, ali da zbog modifikacija u
strukturi mogu omesti replikaciju i druge bioloSke procese. Kada se razmatra o modifikaciji
nukleozidnog skeleta, postoji nekoliko potencijalnih lokacija za modifikaciju, a u to spadaju
SeCerna podjedinica, aromatska heterociklicna nukleobaza, glikozidna veza izmedu
podjedinica te fosfatna skupina, ukoliko se radi o nukleotidima. Analozi nukleozida imaju
esencijalnu ulogu u lije€enju bolesti, stoga razvoj novih analoga moze dovesti do otkrivanja
novih terapeutskih proizvoda (Seley-Radtke i Yates, 2018). Organometalni derivati nukleobaza
su konjugati koji sadrze povezani metalocen s nukleobazama i pripadaju skupini spojeva s
antikancerogenim, antibiotskim i antivirusnim svojstvima. Ferocen je najpoznatiji i najbolje
istrazen metalocen, a njegovi derivati posjeduju razliCita bioloSka svojstva te su kao bioloski

aktivni spojevi zanimljivi u procesu istrazivanja i razvoja novih lijekova (Kowalski, 2016).

Cilj ovog diplomskog rada priprava je organometalnih derivata nukleozida,
biokonjugata 1'-metoksikarbonilferocena i C5-supstituiranih derivata uracila s karbonilnom
skupinom kao razmaknicom (slika 22). Karbonilna skupina uvedena kao ,linker” izmedu
organometalnog i heterociklickog aromatskog sustava, osim $to definira prostornu relaciju,
omogucuije i elektronsku komunikaciju dvaju fragmenata ovih biokonjugata. S obzirom da su
u Laboratoriju za organsku kemiju provedena istrazivanja aciliranja uracila i njegovih derivata
s ferocenoil kloridom, pri Cemu je uo€eno nastajanje N1-izomera ili smjese N1- i N3- izomera,
Ciji udio ovisi o reakcijskim uvjetima (Kuzman, 2020), cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj
esterske skupine u aciliraju¢em reagenu, 1'-metoksikarbonilferocenoil kloridu (5), na reakciju
kopulacije, ovisno o reakcijskim uvjetima s posebnim osvrtom na regioselektivnost reakcije. U
prvom dijelu rada sintetizirao se supstrat za aciliranje, 1'-metoksikarbonilferocenoil klorid (5),
koji se zatim kopulirao s uracilom i njegovim C5-derivatima pri razli€itim uvjetima; postupak A:
postupak A: uporaba NaH kao deprotonirajuce baze u dimetilformamidu; postupak B: uporaba

EtsN kao deprotonirajuce baze u acetonitrilu.
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Slika 22. 1'-Metoksikarbonilferocenoil-5-supstituirani uracilni derivati 6a-f i 7a-f

U drugom dijelu dobiveni su se biokonjugati pro€is¢avali te se njihova struktura potvrdila
koriStenjem IR- i NMR- spektroskopije.
4.1. SINTEZA | SPEKTRALNA ANALIZA
4.1.1. Ferocen-1,1'-dikarboksilna kiselina (2)

Prema opisanim literaturnim postupcima pripravijena je ferocen-1,1'-dikarboksilna
kiselina (1) oksidacijom 1,1'-diacetilferocena (2) s bromom, dok je 1,1'-diacetilferocen

pripravljen reakcijom Perrierovog kompleksa s ferocenom u iskoristavanju od 87 % (shema 4).
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Shema 4. Shema pripreme ferocen-1,1'-dikarboksilne kiseline (2)

Esterifikacijom dikiseline (2) te djelomi¢nom hidrolizom nastalog estera (3) dobiva se
ester-kiselina (4) u iskoriStavanju reakcije od 68 %. Neizreagirani supstrat (3) ponovno se
podvrgne istom postupku s ciljem dobivanja ester-kiseline (4) u $to boljem iskoriStenju (81 %)

(shema 5). Struktura dobivenih spojeva potvrdena je IR i NMR spektroskopijom.



COOH COCI

oksalil klorid, Py, CHyClp _ ‘.

Fe Fe
! !
4 5

Shema 5. Shema pripreme 1'-metoksikarbonilferocen-1-karboksilne kiseline 4

4.1.2. 1'-Metoksikarbonilferocenoil klorid (5)

U nastavku je pripravljen kljuéni intermedijer daljnjih reakcija, 1'-metoksi
karbonilferocenoil klorid (5), u iskoriStavanju od 78 % (shema 6). On nastaje u reakciji ester-
kiseline i oksalil-klorida u suhom diklormetanu uz prisustvo piridina, a nakon uparavanja, sirovi
produkt prociS¢ava se viSestrukim zagrijavanjem u petroleteru te uparavanjem filtriranog
produkta.

COOH COOCH3

CH3OH, BF; x Et,0
t

NaOH/H,O/CH3OH \

Shema 6. Shema pripreme 1'-metoksikarbonilferocenoil klorida (5)
U IR spektru ester-klorida (5) vidljiva je karakteristiCna vrpca za kiselinske kloride pri

1755 cm™ i apsorpcijska vrpca pri 1715 cm™, karakteristicna za karbonilnu skupinu estera

vezanog na 1'-ciklopentadienilni prsten ferocena.
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4.1.3. Sinteza 1'-metoksikarbonilferocenoil-N1-uracilnih derivata (6a-f) i 1'-metoksikarbonil-

ferocenoil-N1/N3-uracilnih derivata (7a-f)

Sljedeci dio istrazivanja ovog rada posvecen je pripravi 1'-metoksikarbonilferocenoil-
uracilnih derivata. U tu svrhu ispitana su dva otapala uz razliCite deprotoniraju¢e reagense,
dimetilformamid uz natrijev hidrid i acetonitril uz trietilamin (shema 7). U reakcijama kopulacije
uporabom natrijeva hidrida kao deprotonirajuéih agenasa u dimetilformamidu nastaju 1'-
metoksikarbonilferocenoil-N1-uracilni derivati (6a-f). U nastavku je ista reakcija kopulacije
provedena uporabom trietilamina kao deprotonirajuéih agenasa u acetonitrilu pri Eemu nastaje
smjesa dvaju kopulata, 1'-metoksikarbonilferocenoil-N1-uracilni derivati (6a-f) i 1'-
metoksikarbonilferocenoil-N1/N3-uracilni derivati (7a-f).
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Shema 7. Shema pripreme 1'-metoksikarbonilferocenoil-N1-uracilnih derivata (6a-f) i 1'-

metoksikarbonilferocenoil-N1/N3-uracilnih derivata (7a-f)
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Prvi stupanj sinteze zapoc€inje aktivacijom pirimidinske baze s deprotoniraju¢im
reagensom u izabranom otapalu (acetonitril ili dimetilformamid) kroz 30 minuta, pri ¢emu
nastaje sol pirimidinske baze. Deprotonirana baza, zbog negativnog naboja na dusikovom
atomu, jak je nukleofil u reakciji kopulacije s acilirajuéim agensima, $to upucuje kako se
reakcija kopulacije aktivirane nukleobaze i ester-klorida (5) odvija S\AC mehanizmom. Sama
reakcija odvija se prili€éno brzo uz jasnu promjenu boje iz naran€asto-zute u tamnocrvenu, a
tijek reakcije prati se tankoslojnom kromatografijom. Dobiveni produkt izolira se na nacin da
se nakon zavrsene reakcije, reakcijska smjesa neutralizira, ekstrahira diklormetanom i upari
do suhog stanja. Sirovi produkt procisti se kromatografijom na koloni silika gela uz eluens
diklormetan/aceton 10:1. U reakcijama kopulacije, kada je koriSten dimetilformamid uz NaH
kao deprotonirajuci reagens, nastaju jednozna¢no N1-konjugati uz iskoristenje reakcije od 43
% do 80 % i moze se zakljuéiti da su te reakcije regiospecificne. Samo iskoridtenje reakcije
sli¢no je kao i kod reakcija uracila i njegovih 5-supstituiranih derivata s ferocenoil kloridom i
moze se zakljuCiti kako esterska skupina na drugom ciklopentenilnom prstenu nije znatno
utjecala na tijek reakcije. U nastavku istrazivanja koristen je suhi acetonitril kao otapalo uz
trietilamin deprotonirajuci reagens te je uo€eno nastajanje N1/N3-kopulata 7a-f uz N1-kopulat
6a-f. Kopulati 6a-f dobiveni su u iskoristavanju 48-80 % kao crveni kristali, a kopulati 7a-f u

iskoristavanju 14-35 % kao tamnocrveni kristali.

Tablica 5. Usporedba rezultata kopulacije 1'-metoksikarbonilferocenoil-klorida s C-5-

derivatima uracila s rezulatima kopulacije ferocenoil-klorida i C-5-derivata uracila

1'-Metoksikarbonilferocenoil- Ferocenoil-uracil derivati
uracil derivati (Kuzman, 2020)
N1 N1/N3 Odnos N1 N1/N3 Odnos
N1:N1/N3 N1:N1/N3

R=H 43 % 20 % 72:28 43 % 27 % 60:40
R=CHs | 80 % 14 % 85:15 59 % 22 % 74:26
R=F 49 % 25% 63:37 48 % 32 % 59:41
R=Cl 61% | 27 % 69:31 23% | 35% 50:50
R =Br 58 % 35 % 63:37 35% 30 % 52:48
R= 51 % 31 % 63:37 34 % 32 % 54:46
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Usporedujuci iskoristenja i medusobni udio dobivenih N1 i N1/N3 kopulata u reakciji 1'-
metoksikarbonilferocenoil klorida s C5-derivatima uracila s rezultatima dobivenim u reakciji
ferocenoil klorida pri istim uvjetima (tablica 5), primjecuje se kako nastaje vise N1-kopulata u
odnosu na N1/N3 kopulat i uz vece iskoristenje dobivenih produkata. Najveci udio N1 produkta
dobiven je u reakciji s timinom $to moze biti posljedica elektrodonorske metilne skupine na
polozaju C5- baze. U reakcijama 1'-metoksikarbonilferocenoil klorida s 5-
fluoro/kloro/bromo/jodo-uracilom odnos N1-:N1/N3-konjugata pomite se prema N1/N3-
konjugatu u odnosu na reakciju s uracilom. lako i dalje prevladava N1-konjugat, nastaje vise
N1/N3- konjugata u odnosu na oshovnu reakciju, $to bi se moglo prepisati elektron
akceptorskom karakteru halogenih elemenata. Veli¢ina halogenih elemenata nema prevelik
utjecaj na odnos N1- i N1/N3-konjugata i oni ostaju priliéno konzistentni za sve reakcije.
Slijedom gore navedenog, moze se zakljuCiti kako metoksi skupina vezana na ferocenu nije
utjecala na sam tijek reakcije, odnosno nastajanja N1- i N1/N3-kopulata. Medutim, ve¢ udio
N1-produkta u ovim reakcijama u odnosu na reakciju ferocenoil klorida s derivatima uracila
moze se pripisati sterickim smetnjama same skupine pri reakciji kopulacije dviju ferocenskih

podjedinica na nukleobazu.

4.1.4. Strukturna karakterizacija 1'-metoksikarbonilferocenoil-N1-uracilnih derivata (6a-f) i 1'-

metoksikarbonilferocenoil-N1/N3-uracilnih derivata (7a-f)

Svim sintetiziranim ferocenskim biokonjugatima nakon proc&iS¢avanja, struktura je
potvrdena IR-, *H i 3C-NMR spektroskopijom. U IR spektrima kopulata 6a-f snimljenim kao
KBr pastile, zabiljezene su apsorpcijske vrpce koje odgovaraju isteznim frekvencijama NH-
skupini pri 3370 cm™ te apsorpcijska vrpca oko 1740 cm™ koja je dokaz karbonilne skupine
metilnog estera. U svim spektrima zabiljeZena je dodatna apsorpcijska vrpca jakog intenziteta
oko 1680 cm™ §to potvrduje prisutnost karbonilne skupine koja sluzi kao poveznica ferocena i
baze i karbonilnih amidnih skupina nukleobaze. Amidna skupina dodatno je dokazana

apsorpcijskom vrpcom oko 1670 cm? (slika 23).
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Slika 23. IR spektar spojeva 6a-f

U IR spektrima spojeva 7a-f snimljenih kao diklormetanske otopine, izostaje
apsorpcijska vrpca za NH skupinu 8to ukazuje na disupstituciju baze, odnosno vezivanje
ferocena na oba duSikova atoma. Apsorpcijska vrpca karakteristi¢na za karbonilnu skupinu,
zabiljezena je oko 1740 cm™ i dokaz je karbonilne skupine metilnog estera, dok je amidna
karbonilna skupina, koja sluzi kao linker, potvrdena apsorpcijskom vrpcom pri 1700 cm™. U
kopulatima zabiljezena je apsorpcijska vrpca jakog intenziteta oko 1670 cm™ $to ukazuje na
prisutnost amidne karbonilne skupine same nukleobaze. Odsutnost apsorpcijske vrpce u svim
snimljenim spektrima kopulata, pri 1755 cm, koja se pripisuje kiselinskom kloridu, potvrduje

uspjesnost provedene kopulacije (slika 24).
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Slika 24. IR spektar spojeva 7a-f

NMR spektri svih derivata snimljeni su u DMSO-u pri 298 K u NMR cjevcici od 5 mm.
U 'H-NMR spektru spojeva 6a-f vidljiv je signal oko & 12 ppm koji potvrduje prisutnost protona
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nesupstituirane amidne skupine baze (N3-) i signal u podrucju od & 7,99 do 8,46 ppm, koji
odgovara kemijskom pomaku protona na polozaju C6-pirimidinskog prstena. U spektru
uracilnog derivata 6a asigniran je dodatni signal koji je vidljiv kao dublet pri & 5,73 ppm, koji
odgovara protonu na polozaju C5- nukleobaze, dok u spektrima ostalih derivata izostaje taj
signal, zbog supstituenta vezanog na polozaju 5 nukleobaze. U spektru derivata 6b asigniran
je signal pri & 1,87 ppm koji ukazuje na prisutnost tri protona metilne skupine vezane na
polozaju 5- timina. U 'H-NMR spektrima, iz kemijskih je pomaka potvrdena prisutnost
ferocenske podjedinice, odnosno Cetiri signala u podrucju od & 4,90 do & 4,60 ppm pripisuju
se CH skupinama ciklopentadielnih prstena koji odgovaraju heteroanularno supstituiranom
ferocenskom derivatu. U spektrima je asigniran i jedan singlet pri & 3,68 ppm, koji se pripisuje

metoksi skupini estera, koja je vezana na 1"-prstenu ferocena (slika 25).
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Slika 25. *H NMR spektar 1'-metoksikarbonilferocenoil-N1-5-flouracila (6¢)

U BC NMR spektru spojeva 6a-e vidljiv je signal oko & 172 ppm koji se pripisuje
ugljiikovom atomu karbonilne skupine, koji je poveznica ferocena i nukleobaze. Signali oko &
160 i 150 ppm pripisani su karbonilnim ugljikovim atomima pirimidinskog prstena C2-, i C4-,

dok signal oko & 140 ppm C6- pripisuje se ugljikovom atomu pirimidinske podjedinice. Signal
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koji potvrduje prisutnost C5- ugljikovog atoma, asigniran je u podruéju od & 70 do 130 ppm,
ovisno o supstituentu na tom ugljikovom atomu. U podrucju od & 75 i 70 ppm asignirano je 6
signala od ¢ega se dva pripisuju kvaternim ugljikovim atomima, a Cetiri ferocenskim ugljikovim
atomima prstena, $to potvrduje supstituciju na oba ciklopentadienilna prstena. U spektru
derivata, 6b ugljik metilne skupine timina potvrden je signalom pri 12,4 ppm, dok je u svim
spektrima, metoksi skupina estera vezanog na 1'-prstenu ferocena potvrdena signalom pri
52.1 ppm (slika 26).
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Slika 26. 13C NMR spektar 1'-metoksikarbonilferocenoil-N1-floruracila (6¢)

U *H-NMR spektru biskopulata 7a-f snimlienom u DMSO-u izostaje signal oko 12 ppm
Sto ukazuje kako je doslo do supstitucije na oba dusSikova atoma pirimidinskog prstena. Protoni
na C6-polozaju asignirani su na slicnim kemijskim pomacima kao i kod kopulata 6a-e. Takoder,
u spektru uracilnog derivata 7a asigniran je signal za proton u C5-polozaju pri § 5.65 ppm kao
dublet, a u spektru derivata 7b signal pri & 1.80 ppm, kao triplet intenziteta 3H koji potvrduje
metilnu skupinu timina. U *H-NMR spektrima vidljiva su Cetiri signala u podrucju od & 4,90 do
4,60 ppm ukupnog intenziteta 16H koji su pripisani ferocenskim protonima ciklopentadienilnih
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jezgara, Sto ukazuje na supstituciju dvije ferocenske podjedinice na pirimidinski prsten (slika
27).
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Slika 27. *H NMR spektri 1'-metoksikarbonilferocenoil-N1/N3-uracila (7a)
U svim spektrima, kemijski pomaci za protone metoksi skupine vezane na ferocenu u

polozZaju 1" asignirani su u podrucju oko 6 3 ppm i to kao dva singleta inteziteta 3H Sto dodatno

potvrduje prisutnost dviju ferocenskih podjedinica u kopulatima 7a-f (slika 28).
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Slika 28. Dio *H NMR spektra kopulata N1-kopulat (6a) i N1/N3-kopulat (7a)

U 13C NMR spektru spojeva 7a-f vidljiva su dva signala pri & 170 ppm koji se pripisuju
ugljikovom atomu karbonilne skupine, koji je poveznica ferocena i baze. Signali pri d 164,5 i
149,9 ppm pripisani su karbonilnim ugljikovim atomima pirimidinskog prstena (C2-, C4-), a pri
140 ppm ugljikovom atomu C6-. Signal C5- ugljikovog atoma zabiliezen je ovisno o

supstituentu u podrucju 6 125 ppm, za spoj 7b pri & 70 ppm (slika 29).
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Slika 29. 3C NMR spektar 1'-metoksikarbonilferocenoil-N1/N3-uracila (7a)

Ferocenskim ugljikovim atomima pripisani su kemijski pomaci od & 78 do 70 ppm pri
¢emu su u svim spektrima vidljiva 4 kvaterna ugljikova atoma, $to upuéuje na prisutnost dvije
ferocenske podjedinice u samim kopulatima i heteroanualnu supstituciju na samom ferocenu.
Dva signala asignirana u podrucju oko & 52 ppm potvrduju prisutnost dviju metoksi skupina
estera vezanog na 1'-prstenu ferocena, odnosno vezivanje dvije ferocenske podjedinice na
N1- i N3- polozaju baze (slika 30).
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Slika 30. Dio 3C spektra N1-kopulat (6a) i N1/N3-kopulat (7a) u podru¢ju od & 78 do 70 ppm

Na temelju provedene reakcije kopulacije ester-klorida (5) i nezasticene nukleobaze uz
NaH, kao deprotoniraju¢eg sredstva, DMF kao otapala te provedene spektralne analize svih
dobivenih produkata, moze se uociti nastajanje isklju€ivo samo N1-regioizomera bez uporabe
zastite N3- polozaja baze. U reakcijama provedenim u acetonitilu s trietilaminom kao

deprotoniraju¢om bazom, dobiveni su N1- i N1/N3- biokonjugati.
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. ZAKLJUCAK

Visestupanjskom sintezom pripravljen je intermedijar 1'-metoksikarbonilferocenoil klorid
(5) koji je u reakciji s uracilom i njegovim 5-supstituiranim derivatima preveden u
monokonjugate 1'-metoksikarbonilferocenoil-N1-uracil derivate 6a-f i biskonjugate 1'-
metoksikarbonilferocenoil-N1/N3-uracil derivate 7a-f.

U reakcijama ester-klorida i nezasi¢ene nukleobaze uz natrijev hidrid kao deprotonirajuéeg
reagensa u dimetilformamidu, nastaje iskljucivo N1-izomer §to ukazuje na regiselektivnost
ove reakcije.

U reakcijama provedenim u acetonitrilu uz trietilamin uo€eno je nastajanje N1/N3-kopulata
7a-f uz N1-kopulata 6a-f. Najveéi udio N1-biokonjugata dobiven je u reakciji s timinom §to
moze biti posljedica elektrodonorske skupine na polozaju C5-nukleobaze, dok se u
prisutnosti elektronakceptorske skupine povec¢ava udio biskonjugata.

Metoksi skupina estera vezanog na 1'-prstenu ferocena nije utjecala na sam tijek reakcije,
odnosno nastajanja N1- i N1/N3-kopulata. Veci udio N1-produkta moZe se pripisati
steri¢kim smetnjama same skupine pri reakciji kopulacije dviju ferocenskih podjedinica na
nukleobazu.

Strukture svih priredenih spojeva potvrdene su FTIR, H i *C NMR spektroskopijom. Na
osnovu kemijskih pomaka u spektrima spojeva, potvrdena je supstitucija pirimidinske baze
s jednom ferocenskom podjedinicom u spojevima 6a-f, dok je kod spojeva 7a-f potvrdena

supstitucija dviju ferocenskih podjedinica na nukleobazu.
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