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mogu upotrijebiti za sintezu posebne vrste peptidomimetika- depsipetida.

U ovom radu prikazana je sinteza ferocenskog alkohola COOMe-Fn-CH,OH (3) koji se
dobiva iz ferocenske ester-kiseline selektivnom redukcijom karboksilne skupine u prisutnosti
LiAlH4. Osim ferocenskog alkohola, za potrebe priprave depsipeptida, pripravljen je alaninol-
Boc-Ala-CH,OH (7). Tehnikama infracrvene spektroskopije te spektroskopije nuklearne
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Abstract:

The formation of small ferrocene-containing molecules that can be used as precursors
for the formation of larger, more complex and potentially biologically active molecules is an
extremely interesting area of bioorganometallic chemistry. Such compounds include ferrocene
alcohols, which can be used for the synthesis of a special type of peptidomimetics - depsipe-

tides.

In this paper, the synthesis of the ferrocene alcohol COOMe-Fn-CH>0H (3) is presented,
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1. UuvOoD

Bioorganometalna kemija je nova znanstvena disciplina na granici anorganske kemije i
organometalne kemije utemeljena krajem 20. stoljec¢a. To je podrucje koje obuhvaca konjugate
organometalnih spojeva i biomolekula, a od osobite vaznosti su spojevi metalocena s
nukleinskim kiselinama, aminokiselinama i peptidima. Spomenuti metaloceni imaju Sirok
spektar bioloskog djelovanja, te su razna istrazivanja pokazala da imaju citostatsku,

antimalarijsku, antifugalnu te mnoge druge bioloske aktivnosti [1].

Ferocen, kao jedan od vaznijih spojeva koji pripada skupini metalocena, kemijski je
stabilan i netoksi¢an [2,3]. Zbog udaljenosti izmedu ciklopentadienilnih prstenova od 3,3 A
omogucéeno je nastajanje intramolekulskih vodikovih veza [IHB, (engl. Intramolecular

Hydrogen Bond)], izmedu peptidnih lanaca vezanih za ferocensku jezgru.

Cilj ovog zavrsnog rada bio je priprava ferocenskog alkohola COOMe-Fn-CH,OH (3) (slika
1) koji ¢e u daljnjim istrazivanja biti kondenziran s karboksilnom skupinom alanina u
odgovarajuéi depsipetidni analog ferocenskog dipeptida s alaninom. Takoder, za buducu
esterifikaciju karboksilne kiseline ferocenske podjedinice, koristit ¢e se alaninol Boc-Ala-

CH,OH (7), pripravljen redukcijom karboksilne skupine iz alanina (slika 1).

NHBoc
Fe : OH
H3C/\/

3

Slika 1. Struktura ferocenskog alkohola 3 i alaninola 7

Spektroskopska analiza pripravljenih spojeva provedena je standardnim spektroskopskim

metodama (IR- i NMR-spektroskopija).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Ferocen

2.1.1. Otkrice i razvoj ferocena

Ferocen, organometalni spoj zelijeza kemijske formule Fe(CsHs)., otkriven je 1951.
godine. Njegovo otkri¢e i razjaSnjavanje aromatske ,sendvi¢“ strukture dovelo je do brzeg
razvoja i razumijevanja organometalne kemije koja prou€ava organometalne spojeve koiji
sadrze bar jednu vezu izmedu atoma ugljika i metala. [2] Otkri¢e se dogodilo neovisno i skoro
istodobno od strane dvije grupe istrazivaca koji su ispitivali istovrsne spojeve. Jednu grupu je
predvodio Peter Pauson na Sveucilistu Duquesne, dok su drugu grupu predvodili Samuel A.
Miller i John A. Todd u jednoj britanskoj kompaniji. Pausonova grupa, je prilikom sinteze
fulvalena, slu¢ajno sintetizirala novi spoj za kojeg se tek kasnije ispostavilo da je ferocen.
Miller i Todd su takoder s ciliem prou€avanja reakcije ciklopentadiena sa Zeljezom, takoder
sintetizirali ferocen. [2,3] To¢nu strukturu ferocena prvi su objasnili Robert B. Woodward i Ernst
Otto Fischer koji su za svoj doprinos u istrazivanju dobili Nobelovu nagradu iz kemije 1973.

godine.

2.1.2. Struktura i svojstva ferocena

Ferocen se sastoji od dva ciklopentadielna prstena izmedu kojih se nalazi atom Zeljeza.
Atom zeljeza ima oksidacijski broj +2, dok mu svaki ciklopentadienilni prsten donosi po jedan

negativan naboj (slika 2). [4]

Y |"' N4
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STRUKTURA | STRUKTURAI
Slika 2. Struktura ferocena [4]
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Zbog svoje aromatske strukture i konfiguraciji od 18 elektrona (6 elektrona od Fe?" i 6
elektrona iz svakog ciklopentadienilnog liganda), ferocen je vrlo stabilan spoj niske toksiénosti
na Ciju strukturu ne utjeCu voda, kisik, jake baze ni visoke temperature.[3] Na sobnoj
temperaturi je prah naran€aste boje koji je dobro topljiv u vecini organski otapala, ali netopljiv
u vodi. Ciklopentadienilni prstenovi su bogati elektronima pa se mogu koristiti kao nukleofili u
elektrofilnim aromatskim supstitucijskim reakcijama kao $to je Friedel-Craftsovo aciliranje uz

anhidrid octene kiseline koji djeluje kao elektrofil, a fosfatna kiselina kao katalizator (slika 3).

[5]

0
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Slika 3. Friedel-Craftsovo aciliranje [5]

2.1.3. Sinteza ferocena

Prvu pripravu ferocena proveli su Pauson i Kealy koristeci ciklopentadienilni magnezijev
bromid (Grignardov reagens) na koji se adira zeljezov (lIl) klorid u bezvodnom dietil eteru.
Danas se koristi ucinkovitiji nacin koji uklju€uje natrijev ciklopentadienil ili svjeze pripremljen
anion dobiven iz ciklopentadiena uz koristenje kalijevog hidroksida za deprotoniranje.
Ciklopentadienilni anion zatim reagira sa zeljezovim (ll) kloridom u bezvodnom otapalu. [6]
Miller je takoder proveo sintezu ferocena tako da je elementarno Zeljezo tretirao sa plinovitim
ciklopentadienom na poviSenoj temperaturi. Danas se ferocen uspjesno sintetizira reakcijom
zeljezova (Il) etoksida i ciklopentadiena. Kao nusprodukt ove reakcije nastaje etanol, koji

uspjesno katalizira cijelu reakciju. [7]



2.1.4. Primjena ferocena

Ferocen i veliki broj njegovih derivata u danasnje vrijeme su nasli raznoliku primjenu pa
se mogu Koristiti u gorivu za benzinske motore, zamjenjujuci do sada koridteno tetraetilolovo,
pri Eemu je uoCeno smanjenje formiranja nepotrebnih Eestica. [4] Takoder se istrazuje njihova
primjena kao potencijalnih preparata u borbi protiv raka jer je otkriveno da su ferocenijeve soli
ucCinkovite protiv Ehrlichovih ascitesnih tumora (nakupina tekucine u peritonealnoj Supljini) kao
posliedica kisikovih radikala koji uzrokuju ostecenje DNA i time smrt stanice. lako su
antitumorski lijekovi od iznimne vaznosti u medicini te su istrazivanja i rad na njima uvijek
aktualna, najkoristeniji lijek na bazi ferocena su ipak antimalarijski lijekovi, a jedan od primjera
je ferokin. [6] Osim primjene kao antitumorski i antimalarijski lijekovi, derivati ferocena se
takoder primjenjuju kao senzori. Jedan od takvih primjera je ferocen/ferocenij ion oksidacijsko
redukcijski par koji se primjenjuje u odredivanju glukoze u krvi, sto omoguéava jednostavno

mjerenje razine glukoze dijabeticara. [6]

2.2.  Alkoholi

2.2.1. Svojstva alkohola

Alkoholi (R-OH) su skupina organskih spojeva koje karakterizira prisutnost hidroksilne
skupine (-OH) koja je vezana na lanac ugljikovodika. Glavna karakteristika hidroksilne skupine
je velika razlika u elektronegativnosti izmedu kisikova (koeficijent elektronegativnosti iznosi
3,44) i vodikova atoma (koeficijent elektronegativnosti iznosi 2,20) zbog Cega zajednicki
elektronski par viSe privia€i kisikov atom. Time dolazi do razdvajanja naboja i nastanka
parcijalnog pozitivhog nabija na vodikovu atomu i parcijalnog negativnog nabijana kisikovom

atomu $to rezultira jako polarnom vezom (slika 4). [8]

\ 8 4 &
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Slika 4. Polarnost hidroksilne skupine [8]



Prisutnost ovog tipa veze omogucéuje medusobno povezivanje molekula alkohola
vodikovim vezama, $to znacajno utjeCe na fizikalna svojstva alkohola kao $to je povecanje
temperature talista i vrelista. Sposobnost sudjelovanja u vodikovim vezama povecava
topljivost alkohola u vodi i drugim polarnim otapalima sve dok je hidrofobni ugljikovodi¢ni lanac
manje molekulske mase. Nadalje, hidroksilna skupina moZe donirati svoj proton zbog ¢ega
ima karakteristike slabe kiseline. Reakcije u kojima mogu sudjelovati alkoholi su:

o dehidratacija - reakcija u kojoj dolazi do formiranja alkena

e oksidacija — reakcija u kojoj se primarni alkoholi pretvaraju u aldehide, a sekundarni u

ketone,

o esterifikacija — reakcija s karboksilnom kiselinom ili acil-kloridom u kojoj nastaju esteri.

Takoder se na alkoholima provode reakcije u kojima se hidroksilna skupina moZze prevesti

u druge funkcijske skupine kao $to je formiranje alkil-halogenida ili etera.

2.2.2. Postupci dobivanja alkohola

Najvaznije kemijske reakcije dobivanja alkohola su: [9]
I.  hidratacija alkena
e izravna hidratacija — alkeni reagiraju s vodom u prisutnosti kiselog katalizatora
e reakcija sa Zzivom — alkeni reagiraju sa Zivinim (lI) acetatom u vodi nakon ¢ega slijedi
redukcija s natrijevim borovim hidridom (NaBH4)
e reakcija hidroboracija-oksidacija — alkeni reagiraju s diboranom nakon &ega slijedi
oksidacija s vodikovim peroksidom.
II.  redukcija spojeva s karbonilnom skupinom
e redukcijom aldehida odnosno ketona dobivamo primarne odnosno sekundarne
alkohole uz redukcijsko sredstvo kao $to su natrijev borov hidrid (NaBH.) ili litijev
aluminijev hidrid (LiAIH4)
e redukcijom karboksilnih kiselina i estera do primaranih alkohola uz litijev aluminijev
hidrid (LiIAIH4)
lll.  Grignardova reakcija — reakcija Grignardovog reagensa (RMgX) s karbonilnom
skupinom aldehida ili ketona u bezvodnim uvjetima

IV.  hidroliza alkil-halogenida — alkil-halogenidi reagiraju s NaOH ili KOH u vodi



2.2.3. Primjena alkohola

Alkoholi kao organski spojevi nalaze svakodnevnu primjenu u razli¢itim podrucjima,
primjerice etanol najéesce nalazimo u alkoholnim pi¢ima kao $to su pivo, vino ili jaka alkoholna
pi¢a. [10] Koristi se, uz izopropanol, i kao antiseptik za dezinfekciju rana ili kao dezinfekcijsko
sredstvo pri €iS¢enju povrSina. Kao otapalo se, uz metanol, koristi u proizvodnji parfema,
lakova ili boja, ali i u kemijskim reakcijama i ekstrakcijama koje se provode u laboratoriju. Moze
biti koriSten i kao biogorivo odnosno dodatak komercijalno dostupnim gorivima. Butanol se
moze koristiti kao sredstvo za sterilizaciju u medicini i industrijskim procesima. Takoder n-
butanol se koristi u proizvodniji lijekova kao $to su antibiotici i vitamini. [10] Pentanol se moze
koristiti kao sredstvo pri sintezi drugih organskih spojeva, ali i kao otapalo. Siroka je primjena
i sorbitola koji zamjenjuje Secer u prehrambenim proizvodima, ali se koristi i u proizvodniji
vitamina C. U obradi otpadnih voda fenol i derivati fenola imaju poseban znaéaj, a mogu se

koristiti i u farmaceutskim pripravcima kao 3to su losioni za herpes ili kapi za oci i nos. [11]

2.3. Ferocenski alkoholi

Tvorba malih molekula koje sadrzavaju ferocen, kao $to su disupstituirani ferocenski
alkoholi, a mogu se upotrijebiti kao prekursori za tvorbu vecih, kompleksnih i potencijalno
bioloski aktivnin molekula mogu posluziti za sintezu posebne vrste peptidomimetika-
depsipetida. [12]

Peptidomimetici su peptidni ili nepeptidni spojevi Cija je glavna karakteristika oponaSanje
ili mimikrija osnovnih motiva sekundarne strukture peptida (a-uzvojnice, B-nabrane plohe te
B- i y- okreta), odnosno spojevi €ija su sekundarna strukturna svojstva analogna prirodnim
peptidima uslijed Cega mogu oponasati njihove bioloske funkcije kao §to su enzimska kataliza,
prijenos i pohrana drugih molekula, prijenos Ziv€anih impulsa, molekulsko prepoznavanje,

kontrola rasta i diferencijacija. [12]



2.3.1. Priprava ferocenskih alkohola

(/) Najnizi homolog ferocenskih alkohola, nestabilni hidroksiferocen ili ferocenol (ll) pripravlja
se reakcijom ferocenilacetata (I) s fenilmagnezijevim bromidom, uz naknadnu obradu s COs.
[13]

' / OMgBr
@—OH NaOH
—— s, HFEOCOCHs

Fe CeHsCOCI

-

(/1) Njegov viSi homolog ferocenil-metanol (IV) pripravlja se redukcijom ferocenkarbaldehida
(1) s NaBH.. [14]

CH,OH

CH4CH,OH
ili CH,OH

T
- -

" v

U Laboratoriju za organsku kemiju PBF-a isti spoj pripravljen je hidrolizom N,N,N-

trimetilferocilamonijeva jodida (V). [15]

©—CH2N(CH3)3I @—CHZOH

Fo KOH

S AN BN Fe
- " -
\Y v
(iif) Ferocenil-etanol (VIl) s dimetilenskom razmaknicom izmedu hidroksilne skupine i

ferocenske jezgre pripravlja se redukcijom feroceniloctene kiseline (VI) s LiAlH4 u eteru pri

sobnoj temperaturi. [15,16]
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(iv) Kiralni monokarbinoli IX dobivaju se redukcijom acilferocena VIl djelovanjem NaBH.. [17]

@COR @CH(R)OH
Fe Fe
(- (-

NaBH,

—_——

R =H, CgHs, p-CH3CgH,,
p-ClCsHs)

VIl IX

(v) Kondenzacijom ferocena s karbonilnim spojevima X u koncentriranoj sumpornoj kiselini
nastaje a-alkilferocenilmetanol (XIl) preko odgovarajuéeg a-ferocenilnog karbokationa XI. [18]
@C OH)RR'
. HySO, . NaHCO; (OH)
2
X x (-

Xl

Ferocenilkarbinoli XIV takoder mogu nastati redukcijom ferocenil-ketona Xlll s

trifenilkositrovim(IV) hidridom uz UV-zracenje ili u prisutnosti azobisizobutironitrila. [19]

COCgHs Ay @CH(OH)CGHs

Fe

T <
X1V

(-4

Xl

(vi) Redukcijm karbonilne skupine i dvostruke veze iz B-arilvinil-ferocenil-ketona (XV)

djelovanjem LAH u smjesi THF i etera nastaje alkohol XVI. [20]

@COCH=CHAr @CH(OH)CHQCHzAr
Fe

LAH e

-

XV XVI



(vii) Redukcijom ferocenilalkena XVII smjesom NaBH4 i BF3s-Et;O u THF, uz naknadnu

oksidaciju s H>O», nastaje smjesa a- i B-alkohola XVIII i XIX u razli¢itim omjerima. [21]

©—CH OH)CH,R
NaBH,/BF;Et,0 (OH)CH,

C10H9F€CH=CHR -
H202

Fe

XVII

CH,CH(OH)R
(R =Me, Ph, p-MeCgH,, p-BrCgH,, p-NO,CgH,)

(¢

XIX

Kiralni alkohol XXI (R = Me) u naSem je Laboratoriju pripravljen redukcijom metanolne

otopine odgovarajuceg ketona XX s NaBH.. [15]

©C00H20H3 NaBH, @CH(OH)C|—|2CH3

Fe —_— Fe

@ MeOH @

XX XXI

(viii) 2-Ferocenil-1-feniletanol (XXIII) pripravijen je u nasem Laboratoriju reakcijom benzil-
ferocil-etera (XXIlI) otopljenog u suhom THF dokapavanjem heksanske otopine BulLi. [15]

> cHyon L cH,00H,Ph st S CHAPhICH,OH
Fe
<

HOAc, —_bull g

PhCH,OH é heksan é

v XXII XXIi

(ix) Visi derivati ferocenskih alkohola u kojima je hidroksilna skupina preko metilenskih
razmaknica razliCitih duljina vezana na ferocensku jezgru mogu se pripraviti redukcijom
odgovarajucih ferocenskih kiselina s LAH. [14] Sinteza 2-ferocenilbutan-1-ola (XXV) iz y-

ketokiseline XXIV moze posluziti kao primjer takve sinteze.
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Q
/ \

oc’ co L -CH(O)CH,CH,COOH o
—_— Fe —

AICI, -

CroHgFe AICT, Fe
XXIV

XXV

(ix) U Laboratoriju za organsku kemiju PBF-a pripravljeni su disupstituirani ferocenski alkoholi,
od kojih HO2HC-Fn-NHBoc (XVII) predstavlja jako potentan ferocenski kalup, buduci da se
deprotekcijom amino skupine gornji lanac moze ugraditi u peptidnu vezu, dok hidroksilna
skupina na donjem lancu moze posluziti kao prekursor za tvorbu esterske veze. Takvi spojevi
predstavljaju idealne molekule za sintezu depsipeptida. Priprava alkohola XVII opisana u
ovom radu sastojala se iz redukcije karbonilne skupine estera ferocenske amonokiseline uz

reducirajuci reagens, LiAlHa4. [12]

Fe

LiAIH, E
dietil-eter e
Yy coome oy CHeoH
XVI XVII
Strukturna karakterizacija organskih spojeva u otopiniprovodi se IR- i NMR-

spektroskopijom, dok se utvrdivanje strukture u &vrstom stanju provodi kristalografskom
analizom. Nadalje, koriste se i DFT analize u svrhu predikcije trodimenzijske strukture

organskih molekula,

2.3.2. Bioloska aktivnost ferocenskih alkohola

Swarts i suradnici ispitivali su odnos strukture i antitumorske aktivnosti serije ferocenskih
alkohola prateci njihov utjecaj in vitro na stani¢ne linije HeLa (humani karcinom cerviksa) kroz
7 dana kontinuirane inkubacije. [22] Utvrdeno je da su alkoholi s duljim metilenskim
razmaknicama aktivniji (pokazuju nizi redukcijski potencijal zbog cCega lakSe podlijezu

enzimskoj oksidaciji, generirajuci tako aktivne ferocenske vrste) (tablica 1).
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Tablica 1. Kemosenzitivnost lijekova (izrazena kao I1Cso)

C1oHoFe(CH2)mOH (XXVIII) E°'/VP |Cs0/uM
m=1 0.111 >100
m=2 0.029 35.0
m=3 0.029 17.0
m=4 0.026 5.7
ICso predstavlja koncentraciju nekog spoja inhibitora pri kojoj se postize 50 % maksimalne inhibitorne
aktivnosti.
2.4.  Alanin

2.4.1. Strukturne znacajke alanina

Alanin je jedna od neesencijalnih aminokiselina, glavnih gradivnih elemenata proteina.
Sve aminokiseline gradene su od a-ugljikovog atoma na koji su u tetraedarskom rasporedu
vezane karboksilna skupina, amino skupina, jedan vodikov atom i jedna specifiCna skupina
(pobocni ogranak ili aminokiselinski ogranak). Zbog tetraedarskog rasporeda Cetiriju
navedenih grupa, aminokiseline su opti¢ki aktivne i pojavljuju se kao D- i L- izomera. Proteini
su gradeni iskljucivo od L-aminokiselina. Pobocni ogranci aminokiselina razlikuju se po veli€ini,
obliku, naboju, sposobnosti stvaranja veza i kemijskoj reaktivnosti. [23] Alanin kao pobocni
ogranak ima jednu metilnu skupinu §to ga &ini nepolarnom aminokiselinom, buduéi da ugljik i

vodik imaju vrlo malu razliku u elektronegativnosti (slika 5). [24]

0O

CH
HO 3

NH,
Slika 5. Struktura alanina [24]
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2.4.2. Funkcija i vaznost alanina

Alanin, kao jedna od aminokiselina koja sudjeluje u sintezi proteina i aminokiselina,
sudjeluje i u glukoza-alaninskom ciklusu koji omogucuje transport dusika i piruvata iz miSi¢nog
tkiva u jetru. U miSiénom tkivu piruvat reagira s glutamatom u reakciji transaminacije i daje
alanin koji se krvozilnim sustavom dovodi u jetru. U jetri rekaciju transaminacije alanina
provodi alanin-aminotransferaza i njome nastaju glutamat i piruvat. Piruvat mozZe potom uéi u
glukoneogenezu, metaboli¢ki put kojim dobivamo glukozu za opskrbu misi¢nog tkiva u slucaju
kada organizmu nedostaje energije. Isto tako glutamat dobiven u jetri moze uéi u ciklus uree,
Ciji je produkt amonijak koji se na ovaj nacin izluCuje iz organizma $to je vazno zbog njegove
toksicnosti. Klinicka vaznost alanina lezi u njegovoj ulozi u metaboli¢kim procesima. Koristi se
za mjerenje koncentracije alaninske aminotransferaze (ALT) u krvi, &ija poviSena
koncentracija ukazuje na ostecenja ili bolesti jetre. Isto tako poremecaiji u glukoza-alaninskom
ciklusu upuc¢uju na metabolicke nestabilnosti povezane s dijabetesom, ali i na miSi¢ne ozljede.
Povecane koli€ine alanina mogu biti povezane s poremeéenom funkcijom bubrega, koji ima
kljuénu ulogu u metabolizmu aminokiselina. Jos se provode ispitivanja metabolizma alanina
kod tumorskih stanica koje koriste poveéane koncentracije alanina te tako znamo na koje

stanice moramo primijeniti terapiju. [25]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Sve kemikalije korisStene u sintezi bile su analiticke Cistoée, dok su otapala koristena u
radu procCiSc¢ena prema standardnim postupcima. [26] Toluen se susi iznad kalijeva hidroksida
i zatim destilira (tv= 107 ° C). Piridin se suSi iznad natrijeva hidroksida i zatim destilira pri 110
°C. Destilat se ¢uva nad molekulskim sitima. Tetrahidrofuran (THF) se susi refluksiranjem
iznad LiAIH, i zatim destilira (ty = 66 °C). Dietil-eter osu$en je destilacijom iznad kalcijeva
hidrida, te stajanjem iznad natrija. Apsolutni etanol se pripravlja refluksiranjem s CaH; u apa-

raturi za apsolutizaciju.

3.2. Metode

Tijek reakcija i kontrola CistoCe sintetiziranih spojeva ispitivani su tankoslojnom
kromatografijom (TLC) na plo€icama silikagela (Fluka Silica Gel) s fluoroscentnim indikatorom
(254 nm). Produkti su prociséeni tankoslojnom preparativnhom kromatografijom na silikagelu
(“Merck”, Kiselgel 60 HF 2s4) uporabom smjesa diklormetan/etil-acetat = 5:1 kao eluensa, te n-
BuOH : octena kiselina : H.O =60:15:25 kao eluensa. Karakterizacija sintetiziranih spojeva
provedena je pomocu infracrvene spektroskopije (IR) i spektroskopije nuklearne magnetske

rezonancije (NMR). Talista su odredena na Reichert Thermovar HT 1 BT 11 i nisu korigirana.

IR-spektri uzoraka snimljeni su na spektrofotometru Perkin Elmer Spectrum Two 100
u CH.Cls.

IH- i ¥C-NMR-spektri odredeni su u CDCl; i DMSO na Bruker Advance DRX 600 uz
tetrametilsilan kao unutrasnji standard. Kemijski pomaci (3) izrazeni su u ppm. Najveci dio

pokusa izveden je u atmosferi inertnog plina i u bezvodnoj sredini.

Na shemama 1 i 2 prikazan je sintetski put priprave ciljnih spojeva 3i 7.
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PCls, piridin LAHeter
toluen eter

1

Shema 1.Priprava ferocenskog alkohola 3

Fe

3.3.  Priprava COOMe-Fn-COCI (2)

Otopini 1 (3 g, 10.41 mmol) u toluenu (100 mL) dokapa se PCl; (9 mL, 103.15 mmol) i
piridin (1.5 mL, 18.62 mmol). Nakon 2 sata zagrijavanja pri 90 °C reakcijska se smjesa
profiltrira i upari do suha pri Eemu se dobije 2.87 g (90%) crveno-narancastih kristala 2; t; =
50-53 °C.

IR (CH2Cl) vmax/cm™®: 1759 j (C=0, COCI), 1717 j (C=0, COOCHy3).

3.4. Priprava COOMe-Fn-CH,OH (3)

Otopini ester-klorida 2 (2 g, 6.5 mmol) u suhom dietileteru (5 mL) prethodno ohladenoj
u ledenoj kupelji, polagano se dokapa eterska otopina LiAlH4 (6.92 mL, 1.6 mmol). Potom se
reakcijska smjesa prelije u ¢asSu s hladnom vodom i ekstrahira eterom. Eterski se ekstrakti
isperu sa zasi¢éenom otopinom NaCl, osuSe bezvodnim Na,SO. i upare do suha.
Procis¢avanjem sirovog produkta tankoslojnom preparativnom kromatografijom (diklormetan

: etilacetat = 10 : 1) dobiveni su zuti kristali 3 (1.3 g, 72%); t; = 48 -52 °C.

IR (CH2Cl2) vmax/cm™: 3000 § (OH), 1716 j (C=0, COOCHs3).

IH-NMR (CDCls) 8/ppm: 4.75 (s, 2H, CH,), 4.38 (s, 2H, Fn), 4.27 (s, 2H, Fn), 4.20 (s,

2H, Fn), 4.16 (s, 2H, Fn), 3.79 (s, 3H, COOCHj3), 2.34 (s, 1H, OH).

13C-NMR, APT (CDCls) 8/ppm: 172.87 (COOCHSs), 90.48 (C-1/, Fn), 71.56 (2C, Fn),

71.15 (C-1, Fn), 70.33 (2C, Fn), 69.24 (2C, Fn), 68.54 (2C, Fn), 60.02 (CH.), 51.73

(COOCHE).
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NH, NH,HCI
PN HCI : NEt,, (Boc),O
1~ plinovitiy, /\ 3 2=y
H,;C COOH  etanol . HsC COOMe  diklormetan
4 5
l;lHBOC l;lHBOC

CaCl, NaBH, OH
HgC/\COOMe C/\/

metanol, THF  Hs

6 7

Shema 2. Priprava alaninola

3.5.  Priprava HCI-NH:-Ala-COOMe (5)

U suspenziju L-alanina (5 g, 56 mmol) u metanolu (35 mL) kroz 15 minuta se uvodi
plinoviti HCI. U suspenziji se primje¢uju mjehurici plina nastalog reakcijom NaCl i sumporne
kiseline. U zasi¢enoj atmosferi klorovodi¢ne kiseline nastavlja se mijeSanje kroz naredna 24
sata. Nakon $to se tankoslojnom kromatografijom ustanovi da je reakcija zavr§ena, metanol
se upari, a u sirupasti produkt se doda dietil-eter. Stajanjem u frizideru, dolazi do talozenja
produkta u obliku bijelih kristala (98 %). R: = 0.3 (n-BuOH : octena kiselina : H,O =60:15:25)

IR (CH2Cl,) vmax/cm™®: 3420 § (NH), 1716 j (C=0, COOCHj).

IH-NMR (DMSO) &/ppm: 8.71 (s, 1H), 8.52 (s, 2H), 4.05-3.71 (m, 1H), 3.37 (s, 3H), 1.62-
1.19 (d, 3H).

3.6.  Priprava NHBoc-Ala-COOMe (6)

Hidroklorid L-alanina 5 (1 g, 7,2 mmol) se suspendira u 6 mL diklormetana, te mu se
doda izraCunata koli¢ina NEts (1,45 g, 2 mL, 14,3 mmol). Reakcija je burna, te se nakon
zavrSetka neutralizacije hidroklorida s navedenomn luZzinom, doda (Boc).O (1,9 g, 8,7 mmol)
otoplien u diklormetanu (2 mL). Reakcijska smjesa se mijeSa pri sobnoj temperaturi kroz
narednih 5 sati u zasic¢enoj atmosferi klorovodi¢ne kiseline. Tijek reakcije se prati TLC-om, a
nakon Sto se utvrdi potpuna potroSnja poCetnog reaktanta 5, u reakcijsku smjesu se doda

voda te se produkt vise puta ekstrahira diklormetanom. Objedinjeni diklormetanski slojevi se
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isperu vodom, zasi¢enom otopinom NaCl te se osuSe na bezvodnom NaSO.. Nakon
uparavanja diklormetana, dobiveno je 1.4 g (90 %) NHBoc-Ala-COOMe (6) u obliku bijelih
kristala. Rf = 0.6 (DCM:EtOAc = 5:1).
IR (CH2Cl,) vmax/cm™: 3438 sr (NHBoc), 1743 j (C=0, Boc).,1716 j (C=0, COOCH).
H-NMR (DMSO) &/ppm: 7.28 (d, 1H, NH), 4.18-3.86 (m, 1H, CHax), 3.81(s, 3H, CHa.
coome), 1.36 (s, 9H, [(CH3)3-goc], 1.02-0.97 (d, 3H, CHazaa).

3.7.  Priprava NHBoc-Ala-CH:OH (7)

U 1 mL metanola i 2 mL THF doda se svjeze zdrobljeni CaCl; (300 mg), koji se nakon
mijeSanja kroz pola sata otopi, nakon ¢ega se pripremljena otopina dobro ohladi u ledenoj
kupelji. Doda se 210 mg (5,5 mmol) NaBH. i lagano dokapa NHBoc-Ala-COOMe (6) (500 mg,
5,46 mmol) otopljen u tetrahidrofuranu. Smjesa se lagano zagrijava do 70 °C te se ostavi da
refluksira na toj temperaturi naredna 24 sata. Nakon zavr3etka reakcije, reakcijska smjesa se
izlije u hladnu vodu, te se produkt ekstrahira viSe puta diklormetanom. Organska faza ispere
se vodom, zasi¢enom otopinom NaCl te se posusi na bezvodnom NaSOa4. Nakon uparavanja
diklormetana, dobiveno je 90 % Zutog sirupa. Rs = 0.3 (DCM:EtOAc = 5:1).

IR (CH2Cl,) vmax/cm™®: 3430 sr (NHBoc), 3310 § (OH, CH,0OH).,1731 j (C=0, Boc).

'H-NMR (CDClIg) &/ppm: 4.68 (d, 1H, NH), 3.98-3.46 (m, 1H, CHaja), 3.55-3.45 (m, 2H,

CH.0H), 2.72 (s, 1H, CH,OH), 1.45 (s, 9H, [(CH3)3-goc], 1.14 (d, 3H, CHza).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta trenutno se
provode aktivnosti na projektu ‘Ferocenski analozi biomolekula: strukturna karakterizacija i
bioloska evaluacija' Ciji je jedan od ciljeva priprava depsipeptidnih analoga ferocenskih
peptida- u kojima je jedna od amidnih skupina zamijenjena s esterskom skupinom. Za tvorbu
estera potrebni su alkohol i karboksilna kiselina te kiseli katalizator, a uz ester nastaje i voda.

Rije€ je o reverzibilnoj Fisherovoj esterifikaciji (shema 3).

) . ESTERIFIKACIJA
OH HIDROLIZA O
KARBOKSILNA ALKOHOL ESTER

KISELINA
Shema 3. Opcenita reakcija priprave estera

Kao §to je predvideno radnim planom Projekta, cilj ovog zavr$nog rada bio je priprava
ferocenskog alkohola Boc-Ala-Fn-CH>OH koji ¢e esterifikacijom karboksilne skupine alanina
(COOH-Ala-NHBoc) dati esterski depsipetidni analog disupstituiranog ferocenskog dipeptida

s alaninom.

)J\/ YOtBu @HJ\KHYOtBu
0

NaOH Fe
MeOH

|
N
Boc-Ala-Fn-OMe Boc-Ala-Fn-OH
salil-klorid \_NaBH,
diklormetan /\\CE\ClZ

o Iz

Fe

Q

J HF / MeOH
(@]
u
N N
N wr N Y
NaBH,~ Me ©
a Fe
|O EtoH <
dietil-eter
Cl OH
Boc-Ala-Fn-Cl Boc-Ala-Fn-CH,OH

Shema 4. Neuspjeli pokusaj priprave ferocenskog alkohola Boc-Ala-Fn-CH,OH
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Kao $to je vidljivo iz sheme 4. prvi korak koji smo napravili je hidroliza esterske skupine
na donjem ferocenskom prstenu, te naknadna pretvorba u klorid dobivene karboksilne kis-
eline. Takav klorid se podvrgnuo djelovanju NaBH4 s ciliem selektivne redukcije karbonilne
skupine iz klorida. NazZalost, reakcija nije dala o¢ekivani produkt te smo zbog toga odustali od

ovog nacina priprave ferocenskog alkohola.

S obzirom na neuspjesnu sintezu Zeljenog ciljnog spoja, morali smo pripraviti prekursore
s funkcijskim skupinama podloznim esterifikaciji, a da sadrze alaninsku i ferocensku podjedin-
icu. Uzimajuci u obzir da ferocenska podjedinica mora sadrzavati u isto vrijeme i hidroksilnu
skupinu, kao i to da na drugom prstenu mora biti skupina koja bi omogucila veéi broj naknadnih

kemijskih reakcija, logian izbor bio je priprava ferocenskog alkohola 3.

Pocetni spoj je ferocenska ester-kiselina 1 koja se u nadem Laboratoriju pripravlja dobro
uhodanim putem iz ferocenske dikiseline. [27] Imajuéi na umu da daljnji tijek reakcije zahtijeva
selektivnu redukciju karboksilne skupine, uz o€uvanje esterske skupine,, u sljede¢em smo
koraku spoj 1 djelovanjem PCls i piridina u toluenu preveli u 90% reaktivhog ester-klorida 2.
Njegovom selektivnom redukcijom (slika 6) s eterskom otopinom LAIH. uz hladenje pripravljen
je ciljni ester-alkohol 3 (72%).

Slika 6. Reakcijska tikvica s ester-alkoholom 3 (vlastita fotografija)

Sirovi ester.alkohol 3 je prociS¢en tankoslojnom kromatografijom na plo€ama silikagela

u sustavu diklometan:etil-acetat = 5:1. Kapalicom s vatom na vrhu se nanese otopljeni uzorak
18



na plo€e, nakon €ega se stavi u kadu s pripremljenim otapalom (slika 7, lijevo).

Slika 7. Prikaz ploCe s uzorkom 3 u kadi sa sustavom otapala (lijevo); skidanje mrlje

produkta 3 s ploCe (desno) (vlastita fotografija)

Nakon Sto se utvrdi da je fronta uzorka dosegla svoj maksimujm, plo¢a se izvadi iz
sustava otapala, posusi te se uzorak zajedno sa silikagelom postruze (slika 7, desno) i
prenese u Sinterov lijevak (slika 8). Ispere se otapalom koje je pogodno za eluiranje uzorka

sa silikagela. U naSem slu&aju to je bio etil-acetat.

Slika 8. Sinterov lijevak s uzorkom 3 (vlastita fotografija)

Otapalo se upari, uzorak se izvaze te se podvrgne spektroskopskom dokazivanju
strukture. Tvorba klorida 2 o€ituje se apsorpcijskom vrpcom karbonilne skupine iz acil-klorida
pri 1759 cm™'. Sljede¢om reakcijom u IR spektru nestaje karbonilna skupina iz acil-klorida, a
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javlja se Siroka vrpca hidroksilne skupine pri 3000 cm™'. 1z eksperimentalnog dijela je vidljivo

da su odgovarajuci H i C-atomi asignirani u 'H i "*C-NMR spektrima ester-alkohola 3.

Drugi prekursor koji smo pripravili bio je L-alaninol 7, koji sadrzi hidroksilnu skupinu
pogodnu za esterifikaciju. Komercijano dostupni L-alanin 4 (NH2-Ala-COOH) izlozi se
djelovaniju plinovitog HCI u metanolu prilikom ¢ega dolazi do esterifikacije karboksilne kiseline
uz istodobno stvaranje hidroklorida amino-skupine u spoju 5. Djelovanjem (Boc).O i NEt; na
hidroklorid spoja 5, tvori se karbamatna skupina u zasticenom Boc-alaninu 6. Zavrs$ni korak
obuhvaca redukciju karbonilne skupine iz estera djelovanjem NaBH. prilikom ¢ega se dobija

L-alaninol 7.

Sve reakcije pratile su se kromatografski u sustavu n-BuOH:octena kiselina:voda =
60:15:25, ili diklormetan:etil-acetat = 5:1 uz naknadno Spricanje TLC plo€ica s ninhidrinom.
Reakcija alaninskih spojeva 4-7 s ninhidrinom daje ljubi¢asto obojenje mrlje $to omogucéava

vizualnu detekciju spojeva i praéenje reakcije (slika 9).

Slika 9. Vizualizacija produkta 7 ninhidrinom (vlastita fotografija)
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5. ZAKLJUCCI

1)

2)

3)

4)

5)

Priprava ferocenskog alkohola Boc-Ala-Fn-CH.OH nije bila uspjeSna, pa se

pristupilo sintezi dvaju prekursora potrebnih za pripravu Zeljenog alkohola.

Pripravljen je ciljni ferocenski ester-alkohol 3 u iskoriStenju od 72%.

Struktura spoja potvrdena je IR- i NMR-spektroskopijom. Tvorba klorida 2 ocituje
se apsorpcijskom vrpcom karbonilne skupine iz acil-klorida pri 1759 cm™. U
sljedecoj reakciji u IR spektru nestaje karbonilna skupina klorida, a javlja se Siroka
vrpca hidroksilne skupine pri 3000 cm™. 'H i ®C-NMR spektrimi potvrduju

predlozenu strukturu ester-alkohola 3.

Pripravljen je i derivat alanina: alaninol (7)- Boc-Ala-CH>OH u izvrsnom iskoriStenju
(90 %).

Alaninski spojevi detektirani su pomocu ninhidrina, te su na taj nacin pra¢ene

reakcije.
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IZJAVA O [ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

nisam Koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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