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1. UVOD



Ovaj se zavrSni rad uklapa u istrazivanje na p&drunetalocend koja su u okviru
znanstveno-istraziéiog projekta br. 058-1191344-3122 Metalocenski biokonjugati,
heterocikli i makromolekulefinanciranog od strane Ministarstva znanosti, pbvanja i
Sporta RH, vé niz godina izvode u Laboratoriju za organsku kemirehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu.

Cilj ovog zavrsnog rada jest priprava ferocenskdahtoina 6a-c¢), a u nastavku istrazivanja
pripremitce se i disupstituirani ferocenski hidantoini¢te im se odrediti bioloSka aktivnost
zbog vrlo zanimljivih farmakoloskih svojstava oJaipine spojeva.

6a, R=H
6b, R=CH,
6c; R=CH(CH),
U prvom dijelu rada paznja je posema pripravi Zeljenih spojeva, a drugi dio obulava

identifikaciju pripremljenih spojeva ponto IR, *H- i **C-NMR spektroskopije.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Uvod

Otkri¢e ferocena (slika 1), najvaznijeg predstavnika toetma, dogodilo se 1951. godine
zahvaljuju¢i Pausonu i Kellyu te je upravo ono bilo zasluzn@ eksplozivan razvoj
organometalne kemije. Ferocen je spoj, koji nastajerakcijom Zeljeza i ugljika u
nezastenim ciklickim ugljikovodicima. U toj vezi sudjeluje ukupno I&ektrona, Sto je
svojstveno strukturi plemenitoga plina te ukazuge stabilnost ferocena. U usporedbi s
benzenom utvena je véa reaktivnost, prdemu su limitirajii faktori sklonost protoniranju i
reakcijama s Lewisovim kiselinama te (reverzibi)noksidaciji Zeljeza u fericenijev ion [1].
Mnogi fizikalno-kemijski postupci u istrazivanjurskture ferocena su pokazali njegovu
plosnu strukturu, tzv. strukturu ,sendaf, zahvaljujéi kojoj se molekula odlikuje posebnom
stereokemijom odnosno kiropkim svojstvima. Ferocen ima vaznu ulogu u procesima
molekularnog prepoznavanja [2]. Ferocenski derivae primjenjuju u biokemiji,
mikrobiologiji i medicini, a nalaze primjenu i u anosti o materijalima (kompleksi s
prijenosom naboja, termotropni teku kristali, ferocenski polimeri i dendrimeri,
elektrooptéki materijali, ferocenski senzori itd.). Tak@r koriste se i kao neeksplozivni
agensi u gorivu za benzinske motore. Neke feroeersdi pokazuju antikancerogeno
djelovanije, a prijavijen je i probni lijek, koji jierocenijska verzija tamoxifena. Zamisljeno je

da se tamoxifen veZze na vezna mjesta estrogermdjaisgLi citotoksino djelovanje [3].

Fe

Slika 1. Ferocen

2.2. Opticka aktivnost i kiralnost

Stereokemijge znanstvena disciplina koja se bavi @awanjem trodimenzionalne strukture
molekula, odnosno pr@éava prostorni raspored atoma u molekulama i steoeweriju
spojeva. Prostorni odnosi izde atoma unutar molekule mogu znatno utjecati nigkaz i

kemijska svojstva spojeva [4%tereoizomerimaju istu molekulsku formulu i isti redoslijed



kovalentno vezanih atoma ili skupina, a r&émh prostorno usmjerenje tih atoma ili skupina.
Stereoizomeri se dijele n&onformacijskei konfiguracijske a konfiguracijski opet na
geometrijska opticke izomereRazlika u prostornom rasporedu atoma unutar nutgekoze
uzrokovati razliku u bioloskim svojstvima ofiih sterecizomera, odnosno enantiomera i
dijastereomerakonformacijski izomerse razlikuju prema prostornom rasporedu atoma, a n
sobnoj temperaturi lako prelaze jedan u drugi,difien oko jednostruke €C veze.Cis- i
trans-izomeriimaju isti slijed sastavnih atoma, ali se razlikypo tome Sto je polozaj
pojedin&nih atoma zbog oddenih razloga sputan. U Sirem smislu se takvi izonmergu
svrstati u konfiguracijske izomere, a javljaju sedkciklickin spojeva te spojeva sa
dvostrukom vezomCis- i trans- izomeri se odlikuju razitim fizickim i kemijskim
svojstvima i zato se ofino mogu lako razdvoijiti [5]. Kodransizomera pojedine skupine
atoma su smjeStene sa suprotnih strana prstedaagitruke veze, dok su kads4zomera
smjeStene sa iste strane prstena ili dvostruke. ¥gmntiomerimanazivamo molekule koje se
odnose kao predmet i zrcalna slika, odnosno ne rmegizajamno preklopiti. Enantiomeri se
odnose kao lijeva i desna ruka i kiralne su molek#liralnost je posljedica asimetrije
molekula, a srediSte asimetrije predstavj@alni centar. Enantiomeri zakkal ravninu
polariziranog svijetla, a to svojstvo prvi jecim J. B. Biot 1815. god. lako je kiralnost
neophodna za ogku aktivnost molekule, kiralni spoj ne mora pokaivopticku aktivnost.
Takvi spojevi su smjesa jednakih kKatia enantiomera, nazvamacemtna smjesate se
ozn&ava sa (x). Razlikuju seetiri oblika kiralnosti:srediSnja, osna, planarna i helikoidalna
kiralnost(slika 2a, b, ci d).

H3C OH

HOOC ‘
/I‘%uH >:C='Q\\2| (CH2)s l%‘

a b c
Slika 2.Cetiri oblika kiralnosti: sredinja (a), osna (blpmarna (c) i helikoidalna (d) (2).

Kod molekula je n&e&a sredisnja kiralnost. Kiralna molekula (slika 2iag asimetreno
srediste, tj. centar asimetrijeada su na nekom atomu (ugljik, dusik, fosfor, pam drugi)
vezanaetiri razlicita supstituenta usmjerena u vrhove tetraedraj6]ekule koje imaju dva,
tri ili n kiralnih centara imaju "2stereoizomera. Postoje dva sustava nomenklatuaniki

spojeva: relativna i apsolutna konfiguracijaRelativna konfiguracijaozna&ava kiralne



strukture sa>- (desnozakr@ici, dextrorotatory) iL- (lijevozakreuci, levorotatory), odnosno
(+) i () s obzirom na stranu zakretanja ravnine polamogasvjetla kada ono prolazi kroz
otopinu enantiomerndéistog spoja. Drugi sustav nhomenklature, Cahn-Indgtielogova (CIP)
nomenklatura, ozrava apsolutnu konfiguracijuoznakama konfiguracijgR (lat. rectus
desno) ili S (lat. sinister lijevo) s obzirom na raspored prioritetnih skupioko kiralnog,

asimetrénog sredista (slika 3.).

e — 1

S-enantiomer

R-enantiomer

Slika 3. Primjer odréivanja apsolutne konfiguracije enantiomera (ndhjg kiselina)

Ova nomenklatura rangira supstituente na kiralnemtra s obzirom na atomski broj atoma
direktno vezanog na kiralni centar. Atomi¢eg atomskog broja imaju visi prioritet, no ako
dva supstituenta na kiralnom srediStu imaju isiontet, sljedéi atomi vezani na prvi atom
takader se rangiraju dok se nedisazlika. Visestruke veze se promatraju kao odgmuéi

broj jednostrukih veza s atomom istog atomskogabroj

Dijastereoizomeri (dijastereomersu stereoizomeri spojeva s dva ili viSe kiralnémtara koji
se ne odnose kao predmet i njegova zrcalna slika. rdzliku od enantiomera,

dijastereoizomeri obho nemaju stina fizikalna i kemijska svojstva [7].

Meso-oblicisu akiralni (iako sam spoj sadrzi kiralne centtejpe opticki inaktivni, zbog toga
Sto posjeduju ravninu simetrije koja dijeli spojahaa dijela koja se mogu preklopiti, odnosno
jedan kiralni centar zakée ravninu polariziranog svjetla u jednu stranuragdu suprotnu

stranu za isti iznos pa je ukupno zakretanje jedmahi.

2.3. Priprava hidantoina

Hidantoini su vazni prekursori u organskoj sintezrodnih i neprirodnih aminokiselina, koje
se dobivaju kiselinsko-baznom ili enzimskom hidrotn [8]. U literaturi su opisani raziii
postupci dobivanja hidantonina i njihovih derivé¢éate u ovom dijelu biti kratak osvrt na te

metode priprave.



2.3.1. Dobivanje hidantoina izaminokiselina

Priprava hidantoina adicijom cijanata, izocijaniadierivata uree na-aminokiseline poznat je
pod nazivom Readova sinteza (shema 1.), a supfetdndrolizi hidantoina. Hidantoini
nastaju ciklizacijom odgovaraja hidantoinske kiseline u kiseloj sredini, a onastaj@
reakcijom a-aminokiselina sa alkalnim cijanatima. Modificirapiostupak u kojemu su
aminokiseline zamijenjene-aminonitrilima, poznat je kao Streckerova sinte@antoina, jer
upuuje na reakciju koja se primjenjuje za dobivanf@aminonitrila iz aldehida i ketona.
KoriStenjem izocijanata umjesto alkalnih cijanatabidaju se 3-supstituirani hidantoini
polaz€i bilo od aminokiselina ili aminonitrila [9]. Predenje a-cijanokiselina u
odgovarajde hidantoine stina je ovim reakcijama, a odvija se uz Curtiusovegpadnju.
Kondenzacijom raztitih derivataa-aminokiselina (kloridi, amidi, esteri) sa ureorkdder se

mogu pripraviti odgovarafi hidantoini.

- COOH . COOH R O
_
OH
NH, HN\H/NHZ HN\”/NH

O
O

Shema 1. Readova sinteza hidantoin@&minokiselina

2.3.2. Dobivanje hidantoina iz aldehida i ketona

Naj¢egi natin priprave hidantoina iz aldehida i ketona je Beran-Bergsova reakcija, u kojoj
se hidantoini dobivaju djelovanjem natrij-cijanidamonijeva-karbonata na aldehide i ketone.
Kao polazni spojevi mogu se Koristiti i oksimi, skarbazoni i tiosemikarbazoni. Bucherer-
Bergsovom i Readovom sintezom hidantoina iz cilkaabna dobivaju se epimerni produkti,
koji su zn&ajni za pripravu stereoselektivnih aminokiselinaol&irom da 5-supstituirani
hidantoini pokazuju bioloSku aktivnost, opisana nghova sinteza pontm Bucherer-
Bergsove reakcije. Priprava 5-(alk-3-enil)-hidantoiz nezasenih aldehida, ketonadt-alil-

B-ketoestera provedena je viSestupanjskom sintezeisokom prinosu [8].



S (NHp),CO;3
R3 Ri NacCN
R>
la-e 2a-e
la R1:R2:R4:H, R3:Me 2a R1:R2:R4:H, R3:Me
1b: R1:R3:R4:Me, R2:H 2b: R1:R3:R4:Me, RZIH
lc R;=Me, R,=COOEt, R=R,=H 2¢. Ri=Me, R,=COOEt, R=R4=H
1d: Ry=Et, R,=COOEt, R=R,=H 2d: Ri=Et, R=R;=R,=H
le:Ry=n-Pr, R=COOEt, R=R,=H 2e:Ry=n-Pr, R=R;=R,=H

Shema 2. Bucherer-Bergs-ova sinteza 5-alkenil hodiaa

Na ovaj ndin pripravljen je hidantoira iz trans-4-heksenala uz zadrzavanje konfiguracije
dvostruke veze (shema 2). NeZasi ketonlb preveden je u hidantoiBb koji se dalje

prevodi u odgovarajti N-1-acetilni derivaB refluksiranjem sa acetanhidridom (shema 3).

Q Q

7—NH J—NH
Ac,O
HN refluks, 3h AcN
N O N O

2b 3 (81%)
Shema 3N-1-Acetiliranje 5-alkenilhidantoindab

Sinteza 5-alkenilhidantoina i@-ketoestera provedena je u dva stupnja. Prvi sjujgan-
alkilacija B-ketoestera alil-kloridom u bezvodnom etanolu sygnosti natrijeva etoksida kao
baze, a u sljedem stupnjw-alil-B-ketoesteri se supstituiraju Bucherer-Bergsovorkaigam

te nastaje 2-etil(4-alkil-2,5-diokso-imidazolin3-pent-4-enoata2c. Medutim, samo je u
slwtaju 2-alil-etilacetoacetata dobiven ovaj produldk di sl&aju kada su supstratid i 1e
nastaju potpuno dekarboksilirani produkti (shemga Bo dekarboksilacije dolazi tijekom

obrade nakon adicije HCI.



O O o) y—NH
+ HN
(@) ~ (b H
MOE': —»_COZ N @)

COOEt

R=Et, n-Pr (a) alilklorid, EtON&{OH
(b) (NHCOs, NaCN, EtOH/HO

Shema 4. Sinteza 5-alkenilhidantoingiketoestera

Dobiveni dekarboksilirani produkti su potencijaltoloski aktivni spojevi te se taker

mogu upotrijebiti u sintezi biciktkih hidantoina i neprirodnih aminokiselina.

2.3.3. Dobivanje hidantoina iz tiohidantoina

Reakcijom aldehida ili ketona s ugljikovim disulich, amonijevim kloridom ili natrijevim
cijanidom nastaju 2,4-ditiohidantoini. 4-tiohidaimiose dobivaju u reakciji amonijeva klorida
i kalijeva cijanida s ugljikovim disulfidom te seatim prevode do odgovard&h hidantoina
(shema 5).

R S

| o R-H
CICH COOH
o NH4CCI:, KCN> HN NH 2
S

Rl

R
0
1) (CHy),SO, .
2) H', H,0 H" H,0
NR"
CN s, M R'NH, M
R! e
NH, \H/ \H/
0

Shema 5. Sinteza hidantoina iz odgovati@juiohidantoina

2.3.4. Dobivanje hidantoina iz aminoestera

Upotreba tehnologije mikrovalnog Zenja u organskoj sintezi postala je &maa u procesu

istrazivanja lijekova. Mikrovalno ztanje direktno zagrijava reaktante korésteposobnost



nekih tekdina i krutina, da pretvaraju elektromagnetskotenge u toplinu. Kratko vrijeme
reakcije te vé izbor reakcija postignuti mikrovalnim zZtanjem te povezani s reakcijama na
¢vrstoj fazi, omogtuju djelotvornu pripravu hidantoina. Nakon Sto jgpjeSno provedena
prva sinteza hidantoina n#&vrstoj fazi, razvijene su razlite metode sinteze na smoli ili
polietilen glikolu. Posebno zanimanje bilo je zakdje ciklizacije i skidanja nastalog spoja s
¢vrstog nosé&a u jednom koraku. Glavna prednost ove metode jeswlnacinjenici da
produkti koji nisu sposobni za ciklizaciju ostajezani nacvrstoj fazi pri ¢emu nastaju

spojevi visokog stupnjéistoce.

0 O H
NR
NH, OCNR, No_O baza 2
R HN
1 \R2

Ry

Shema 6. Reakcija smole sa izocijanatom

Kao jedna od znjnijih metoda za sintezu hidantoina hastom nosé&u moZe biti uporaba
komercijalno dostupnih smola d&zasSttenim aminokiselinama. Pogodrddeprotekcija
aminokiseline préena reakcijom smole s izocijanatom daje odgovéauajueu. Obrada ovog
intermedijera bazom, omoguie nukleofilni napad na estersku (ili amidnu) sk pricemu
se oslobda hidantoinski produkt (shema 6.). U ovakvim uvjetiurea se skida sa noéaa
dok aminokiselina ostaje vezana &astu fazu. Zeljeni se produkt skidanjenésste faze
nalazi u otapalu te je na tajdma olakSano préis¢avanje. Kako bi se nasSla najprikladnija
smola za ovu transformaciju, ispitana su i usgena djelovanja razlitih smola pod istim
mikrovalnim uvjetima. U tu svrhu koriStene su réité kombinacije smola, razmaknica,

linkera ili aminokiselina [10]. Osnovni put sintez#janih molekula prikazan je na shemi 7

NH2

Rz (o]
Ry . R, R4 )CJ)\ “N—/(
I i i - iii
O linker |—0. PG e |inkerl—o . O—W Q LRy o
\FH\H o_‘_ T(L J H H MW O NH
Q 0 o}

=3

i- smjesa piperidina i diklormetana ili tetrahiduodina i diklormetana; ii-fNCO, THF; iii-EtN | THF/DMF.
Shema 7. Sinteza hidantoina na razin smolama
Nakon N-deprotekcije aminokiseline (Boc ili Fmoc zastislaipine) pri sobnoj temperaturi,

sljedea su dva koraka provedena pod mikrovalnim uvjetirddrada slobodne amino

skupine, aminokiseline vezane na smolu, sa izagigan je postignuta u tetrahidrofuranu



(THF) u mikrovalnom reaktoru. Smola je zatim atema sa BN u sustavu THF/DMF
(tetrahidrofuran/dimetilformamid) u mikrovalnom ktaru. Ovaj opi protokol moze se
primijeniti za smole koje su esterskom vezom pomezaaminokiselinom, a u svrhu priprave
razlicitih hidantoina s dobrim ili odtnim prinosom. Pokazalo se da se koriStenjem
mikrovalnog zréenja, u odnosu na konvencionalni k&asi n&in, moze pripraviti niz

razlicitih hidantoina u visokom prinosu, visokog stupéigtoce u kratkom vremenu.

Konvencionalne metode sinteze za pripravu hidaataikljucuju reakciju uree s razitim
prirodnim i neprirodnim aminokiselinama [11]. Zaigsavu 5-mono- i 5,5-disupstituiranih
hidantoina pogodne su Readova i Bucherer-Bergsoteza. No, hidantoinski derivati mogu
biti sintetizirani i drugim metodama, ali one imajunoge nedostatke kao Sto su niski prinosi,
skupi supstrati te Zestoki reakcijski uvjeti. Dasli izbjegli ti nedostatci, razni hidantoinski
derivati su dobiveni posredstvom dibutilfosfat (DBRa shemi 6. prikazana je priprava
hidantoina7a-g patevsi od estera prirodnih aminokiselina hidroklorié-g pri cemu su

dobivena dobra iskoriStenja reakcija.

NaHCOs,
R dietil-eter, R
CNBr (1.0 equiv.), /k
0°C, 2 h NG
HCI HyN COOMe > N COOMe
4a-g Sa-g
O 5c, DBP DBP H R
JI\ B (2 equiv.) 5 (2 equiv.) /
- > 0
H,N N COOMe toluen toluen —\
H 110°C, 0.5 h 110°C, 2 h N o
6 7

Shema 6. Sinteza derivata hidantoina

Fenilalaninski derivat hidantoina pripravljen je dva stupnja polaze od estera L)-
fenilalanin hidroklorida 4c). U prvom stupnju djelovanjem CNBr u dietil-etema spoj4c
nastaje metil esteN-cijano-fenilalanina5c koji refluksiranjem s dibutilfosfatom u toluenu
daje neciklki disupstituirani derivat ure@ Medutim, produljenjem refluksiranja na dva sata
dobiven je Zeljeni produkt fenilalanin-hidantoifc. U optimalnim reakcijskim uvjetima
sintetizirano je sedam derivata hidantoirexg pocevsi od metilnih ester aminokiselinskih

hidroklorida4a-gu visokom prinosu (tablica 1.).



Tablica 1. Vrijednosti vremena trajanja i iskori§te reakcije sinteze aminokiselinskih
hidantoinaza-g

Ulaz | Produkti R Vrijeme Iskoristenje (%)
1 7a H 15 75
2 7b CHjs 2 79
3 7c CH,Ph 2 73
4 7d CH(CH), 2 85
5 7e CH(CH;) CH, CH; 15 82
6 7f CH, CH(CHg), 2 77
7 79 CH,CO,CHjs 2 74

2.4. BioloSka aktivnost

Hidantoini (imidazolidin-2,4-dioni) predstavljajweprisutnu strukturnu jezgru koja se moze
nai u brojnim prirodnim produktima i bioaktivnim heteiklickim spojevima. Sinteza
hidantoina i njihovih derivata intenzivno se ispgtizbog njihovih farmakoloSkih svojstava
kao Sto su antifungalna, antibakterijska, antiupakantitumorska, a taker se rabe i kao
lijekovi za lijecenje hipoglikemije, antidepresivi, antiepileptitd.i [12] RazlEiti alkaloidni
spojevi izolirani iz morskih organizama i bakterti@kaier imaju hidantoinsku jedinicu u
svojoj strukturi. [13] Hidantoini su Klgni intermedijeri u sintezi nekih op#i cistih
prirodnih i neprirodnih aminokiselina. [10] Hidamtoi 5-supstituirani derivati su prisutni u
velikom broju razkitin lijekova, kako u prirodnom tako i u svom sititgkom obliku.
Spirohidantoini su zr@jni kod tretmana krotnih problema dijabetesa, fenitoin (5,5-
difenilhidantoin) se koristi u ligenju epilepsije, dok je nilutamid (5,5 dimetilhidaim)
odobren za lijgenje karcinoma prostate [14]. Uienjem ferocenske jedinice na poziciji N(1)
ili na C(5) hidantoinskog prstena nilutamida (nesténi antiandrogen) pripravljen je prvi
ferocenil-aril-hidantoin. N-supstituirani kompleksi pokazali su slab do uniere
antiproliferacijski efekt (IC50 oko 6@M) na hormon-ovisne i hormon-neovisne stanice raka
prostate, dok C(5)-supstituirani spojevi pokazujuplita véu tokstnost (IC50 oko 5,44M).
[15] Nilutamid je cisti antiandrogen koji inhibira sintezu steroidrilormona testisa, koji
djeluje tvoréi komplekse sa citoplazmatskim hormonskim receptariReceptori ne mogu
biti translocirani u jezgru te se na tagmablokira veina bioloskih odgovora ciljane stanice
na androgene. S druge strane, 5-supstituirani todansu vazni kao intermedijeri u
industrijskoj sintezi aminokiselina. Aplisinopsimzolirani iz morskih organizama su primjer

spojeva koji sadrZze hidantoine (prirodne) te pokaaitotoksitnost prema kancerogenim



stanicama i &inak na neurotransmitere [16]. 3,5-disupstituiraidantoini su zné&ajni po
svom citostatikom i antiviralnom djelovanju. Od svih spojeva, @ihidril-5-izopropll
hidantoin pokazao je slabo, altiokovito djelovanje protiv virusa koji uzrokuje kige
boginje. 3-cikloheksil-5-fenil hidantoin je pokazaohibitornu aktivnost protiv karcinoma
vrata maternice (HelLa) , karcinoma dojke (MCF-@)i jsto tako i citotoksino djelovanje na
normalne ljudske fibroblaste (WI 38) . Suprotno &8tbenzhidril-5-izopropil hidantoinski
derivat (G2H18N20,) je pokazao ublazeno djelovanje na HelLa, MCF-T¢cikam gusSterée
(MiaPaCa-2), karcinom péa (H 460) i karcinom debelog crijeva, no nentaka na WI 38.
Hidantoinski derivati (1,3-imidazolidindioni) pokaj razlcite i zanimljive farmakoloSke
osobine. Nekoliko takvih derivata (fenitoin, mef®m, norantoin, methetoin, ethotoin,
fosfenitoin) su poznati kao antikonvulzivni lijekowstali 5-supstituirani hidantoini, poput
5,5-ditienilhidantoina, 5,5-dipiridilhidantoina, isptiohidantoina, tiohidantoina i dihidantoina
takader posjeduju antikonvulzivno djelovanje. Derivaitldntoina mogu biti i antiaritrki i
antimikrobni agensi (nitrofurantoin), sredstva zau$tanje misia (dantrolen) i nesteroidni
antiandrogeni (nilutamid), dok se alantoin korigao keratolitik, astringent, antacid,
antipsorijatik te za lijgenje rana. Hidantoini taker pokazuju antidepresivne, antiviralne i
antitrombocitne &inke, kao i inhibitorno djelovanje na neke enzimmurfanu aldoza
reduktazu i humanu elastazu iz leukocita). NajbédjanakoloSka djelovanja hidantoina su
postignuta lipofilnim derivatima hidantoina supgtianim cikloalkilima, fenilima ili
benzhidrilima [12a]. Hidantoin, tiohidantoin i inehidantoin¢ine Siroku i tijesno povezanu
skupinu derivata koji pokazuju raglia kemijska i bioloSka svojstva. Osim toga predigu
okosnicu potencijalno bioaktivnog i strukturnotebg spoja, 2-aminoimidazola. Jednostavan
prirodni spoj koji sadrzi 2-iminoimidazolin-4-onsiekreatin. Prisutnost 2- iminohidantoina u
aktivnim supstancama lijekova doprinosi réitiin farmakoloSkim aktivnostima poput
antikonvulzivnosti, inhibiciji B-sekretaze, protein kinaze, inhibiciji NF-kB aktije te

lijecenju malarije [16].



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Materijali

Benzense suSi kuhanjem u aparaturi s kalcijevim hidridpmtemperaturi refluksa. Ostali
kupovni reagensi i kemikalije su koriSteni bezgéavanja.

3.2. Metode

Snimljeni su IR spektricvrstih tvari u kalijevu bromidu te uljasto-smoldstivari u
diklormetanu na IR spektrofotometru Bomem MB 100dMiT. 'H- i *C-NMR-spektri
otopina uzoraka u CDgknimljeni su na spektrometrima Varian EM 360 i idarGemini

300 s tetrametilsilanom kao unutarnjim standardom.

Intermedijeri i produkti su pkaSéeni preparativnom tankoslojnom kromatografijom na

silikagelu (,Merck®, Kieselgel 60 HF254 ) koriStem izabranih otapala kao eluensa.
Tuma’enje spektroskopskih oznaka i kratica:

IR spektri v = rastezanje (stretchind),= deformacije (bending), j. = jaka vrpca, sr.=dsja

vrpca, 8. = Siroka vrpca, r = rame (infleksijak vrlo.

'H-NMR-spektri s = singlet, d = dublet, t = triplet, q = kvartet = multiplet.



Priprava ferocenil-izocijanata
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Priprava ferocenskih hidantoina
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3.3. N,N-difenilferocenkarboksamid (1)

Suspenziji aluminijeva klorida (3.58 g, 26.8 mmal)suhom dikloretanu (27 ml) doda se
otopina PENCOCI (6.23 g, 26.8 mmol) u istom otapalu (27 mfokapa 1,2-dikloretanska
otopina ferocena (5 g, 26.8 mmol). Nakon 24 sdtaksranja reakcijska se smjesa prenese u
¢asSu s ledom i ekstrahira diklormetanom. Organslsiggispere zasenom otopinom NacCl,
osusi bezvodnim N&Q, i upari do suha piemu zaostaje sirovi amitl(8.5 g). Za snimanje
IR- i NMR-spektra 200 mg sirova produkta @iggeno je tankoslojnom preparativnom
kromatografijom (eluens: Ci&l,) pri ¢emu je dobiveno 120 mg (60%) natastih kristala
amidal; t;= 179-182 °C.

IR (CH,Cl) Vmadcmis: 1642 j, 1594 s, 1492 s (C=0, CONPHH-NMR (CDCl) &/ppm:
7.39 (4H, t,Ph), 7.25 (6H, tPh), 4.26 (s, 5H, Fc nesupst. prsten), 4.21 (d, 442, H-3 H-4
H-5, Fc).'®*C-NMR, APT (CDC}) &/ppm: 171 CONPh), 143.9 (2CqPhy), 129.1 (4C, o,
Phy), 127.59 (4C, mPhy), 126.37 (2C, pPhy), 76.1 (C-1, Fc), 70.1 (C-2, C-5, Fc), 71.6 (C-3,
C-4, Fc), 69.8 (Fc nesupst. prsten).

3.4. Ferocenkarboksilna kiselina (2)

Sirovi se amidl (8.3 g) otopi u 20%-tnoj otopini kalijeva hidroldlai u etanolu (260 ml).
Reakcijska se smjesa refluksira 22 sata nalkega se upari do suha, otopi u 5%-tnoj vodenoj
otopini NaHCQ i ekstrahira diklormetanom. Organska se faza espastenom otopinom
NacCl, osusSi bezvodnim N8O, i upari, pricemu je dobiveno 4.05 g neizreagiranog supstrata
1. Zakiseljavanjem alkalne vodene faze koncentrimandCl istalozi se 3.98 g (80%)
tamnozutih kristala kiselin t;= 193-200 °C [2].

IR (CH,Cl,) Vmaycmi: 3100-2700 § (OH, COOH), 1657 j (C=0, COOH).

3.5. Ferocenkarboksazid3)

Kiselina2 (550 g, 2.37 mmol) suspendira se u vodi (0.5 othpi dodatkom malo acetona i
ohladi na 0 °C. Uz mijeSanje dokapa se otoping {EB85 ml, 2.79 mmol) u acetonu (5 ml),
a potom otopina CICOOEt (0.385 ml, 4.05 mmol) wnstotapalu (2 ml). Nakon 15 minuta
mijeSanja u reakcijsku se smjesu doda otopinazN&8&2 mg, 4.75 mmol) u vodi (1.6 ml).
Nakon 90 minuta mijeSanja pri 0 °C, reakcijska s@esa razrijedi ledenom vodom i
ekstrahira diklormetanom. Organski se sloj ispe&¥etbom otopinom NaHC$) zaséenom
otopinom NaCl, osuSi bezvodnim PO, i upari na rotacijskom vakuum-uparéwa
Dobiveno je 400 mg (65.68%) natastih kristalat; = 193-200 °C [2].



IR (CH,CL,) Vma/cm®: 2132 j (C=0), CON *H-NMR (CDCk) &/ppm: 4.83 (s, 2H, H-2, H-
5', Fc), 4.52 (s, 2H, H3'-H4', Fc), 4.27 (s, 5H,desupst. prstenj?C-NMR, APT (CDCh)
dppm: 176.7 (C=0, CO¥, 72.55 (2C, C2-C5), 72.0 (1C, Cqg), 70.10 (5C, rfesupst.
prsten), 76 (C-1, Fc), 70.1 (C-2, C-5, Fc), 71.63(@C-4, Fc), 69.8 (C-1’, C-2’, C-3’, C-4’, C-
5’, Fc nesupst. prsten).

3.6. Ferocenil-izocijanat (4)

Otopina spoja& (400 mg, 1.56 mmol) u suhom benzenu (20 ml) zaggijse pri 85 °C. Nakon
3.5 sata zagrijavanja iz reakcijske se smjese Uparzen, a zaostaje smjesa izocijarhta

polaznog azid& [2].

IR (CH,Cl,) vma/cmi; 2273 j (N=C=0), 2136 j (), 3683 j (CON).

3.7. Ferocenski ureidopeptidi 5a-c

U otopinu smjesd (0.969 mmol) u diklormetanu doda se AA-OMe pretimgripravijen iz
AA-OMe-HCI (0.72 mmol) dodatkom NEgt Nakon 30 minuta mijeSanja pri sobnoj
temperaturi u reakcijsku smjesu doda s®H ekstrahira diklormetanom. Organski sloj se
ispere zasenom otopinom NaCl do neutralnog, osusi bezvodn&a8Ry i upari na vakuum-
uparivau. Dobiveni ostatak razdijeljen je s pofnaankoslojne preparativhe kromatografije
CH,CI,/EtOAC (10 : 1).

Fc-NH-CO-Gly-OMe (5a): dobiveno m=211 mg (20%) zuti kristali.

IR (CH.Cly) vma/cm’: 3430 (sr, NH, slobodnaB361 (sl, NH, asociranal,746 (j, C=0,
ester), 1677 (j, C=0, amid I), 1530 (j, C=0, aml)d 1H-NMR (CDCk) &/ppm: 6.12 (1H, s,
NH), 5.76 (1H, d, NHy), 4.39 (2H, s, CpH), 4.27 (5H, s, CiH), 4.12 (2H, s, CH), 4.07
(2H, d, CH, @), 3.78 (3H, s, OCh). *C-NMR, APT (CDC}) &/ppm: 171.30 (C=0, ester),
156.71 (C=0, urea), 70.44 (C, Fc), 69.45 (Fc-ndsygsten), 65.81 (§, C4, Fc), 63.87 (G
Cs, Fc), 52.24 (-OCk), 42.08 (CH gy).

Fc-NH-CO-Ala-OMe (5b): dobiveno m=42 mg (23%) nar&aste smole.

IR (CH,Cly) Vma/cm™: 3426 (NH, slobodna367 (NH, asocirana),740 j (C=0, ester), 1675
(i, C=0, amid 1)."H-NMR (CDClk) &ppm: 5.70 (1H, s, NH), 5.63 (1H, d, Mk), 4.46 (1H,
dg, CHaa), 4.38 (2H, pt, CiH), 4.27 (5H, s, C), 4.14 (2H, pt, CH), 3.73 (3H, s,
OCH), 1.40 (3H, d, CH aw). X*C-NMR, APT (CDC}) 8/ppm: 174.51 (C=0, ester), 156.00



(C=0, urea), 70.32 (C, Fc), 69.77 (Fc-nesupstep)stt5.92 (g, Fc), 65.83 (G Fc), 63.17
(Cy, Fc), 62.74 (G Fc), 52.41 (-OCh), 48.81 (G ai), 18.99 (CH. ai).

Fc-NH-CO-Val-OMe (5c¢): dobiveno m=251 mg (74%) zuti kristali.

IR (CH.Cly) vma/cm’: 3426 (sr, NH, slobodnaB365 (sl, NH, asociranal,735 (j, C=0,
ester), 1675 (j, C=0, amid 1), 1526 (j, C=0, aml)d 1H-NMR (CDCk) &/ppm: 6.37 (1H, s,
NH)), 5.82 (1H, d, Ni), 4.49 (1H, m, Cllva), 4.35 (2H, s, CfH), 4.25 (5H, s, CH), 4.07
(2H, s, CpH), 3.75 (3H, s, OCH), 2.15 (m, 1H, Ckk), 0.97 (3H, d, Chl va), 0.92 (3H, d,
CHs, va). *C-NMR, APT (CDC#) d/ppm: 173.52 (C=0, ester), 156.74 (C=0, urea), Z0.3
(C, Fc), 69.33 (Fc-nesupst. prsten), 65.49, @ Fc), 63.46 (g Fc), 62.89 (g Fc), 58.19
(CHq, va)), 52.03 (-OCH), 31.46 (G, va), 19.11 (CH, va), 18.99 (CH, va).

3.8. Ferocenski hidantoini 6a-c

U otopinu smjese ureidopepti&g0,103 mmol) u metanolu (1.14 mL) doda se HCIFQuPR)
te refluksira oko 3-4 sata. Nakon toga grijanjas&§uci i reakcijska se smjesa mijeSa preko
noci na sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa se upaccisti preparativnom tankoslojnom

kromatografijom uz eluens EtOAc.
6a: dobiveno m=34 mg (36%) Zuto-natasti kristali.

IR (CH.Cly) Vmadcm™: 3434 (sr, NH, slobodnaB361 (vrlo sl, NH, asociranal,781 (sl
C=0), 1725 (j, C=0), 1687 (sr, C=0, amid 1), 1529 C=0, amid Il).*H-NMR (CDClk)
dlppm: 5.29 (1H, s, NH), 4.33 (2H, s, &f); 4.25 (5H, s, CpH), 4.12 (2H, s, C), 4.03
(2H, d, CH, ay). *C-NMR, APT (CDC}) &ppm: 172,00 (C=0), 81.5 (C, Fc), 69.49 (Fc-
nesupst. prsten), 65.334@,, Fc), 62.51 (g Cs, Fc), 42.05 (CH).

6b: dobiveno m=38.2 mg (59%) natasti kristali.

IR (CH,Cly) Vma/cmy: 3445 (NH, slobodna)1781 (sl, C=0), 1725 (j, C=O}H-NMR
(CDCl) &/ppm: 5.58 (1H, s, NH), 4.95 (1H, s, @H4.2 (5H, s, CpH), 4.13 (4H, m, CgH),
1.51 (3H, d, CH). °C-NMR, APT (CDC}) &/ppm: 172.79 (C=0), 155.61 (C=0), 84.25 (C,
Fc), 69.49 (Fc-nesupst. prsten), 65.343, (C, Fc), 62.55 (¢ GCs, Fc), 52.19 (CH), 18.05
(CH).

6¢. dobiveno m=25 mg (50%) zuti kristali.



IR (CH.CL) Vma/cm®: 3439 (sr, NH, slobodna},776 (sl, C=0), 1726 (j, C=0), 1682 (j,
C=0, amid 1), 1524 (sl, C=0, amid If-NMR (CDCk) &ppm: 6.02 (1H, s, NH), 4.26 (2H,
s, CpH), 4.19 (5H, s, Cpd), 4.09 (2H, s, Cpd), 3.94 (m, 1H, CH), 2.27 (2H, m, CH),
1.20(3H, d, CH), 0.97 (3H, d, Ch). *C-NMR, APT (CDC}) &/ppm: 171.73 (C=0), 158.0
(C=0), 88.95 (C, Fc), 69.96 (Fc-nesupst. prsteB)2B (G, C4 Fc), 61.61 (¢Cs, Fc), 58.15
(CH), 30.43 (CH), 17.99 (C§), 15.97 (CH).



4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1. Uvod

Cilj ovog zavrsnog rada jest priprava ferocenskdahtoina 6a-c¢), a u nastavku istrazivanja
pripremitce se i disupstituirani ferocenski hidantoini¢te im se odrediti bioloSka aktivnost

zbog vrlo zanimljivih farmakoloskih svojstava oJdaipine spojeva.

@)

Fe (0]

—

6a, R=H
6b, R=CH,
6c, R=CH(CH)»

Slika 4.

U prvom dijelu rada paznja je posema pripravi Zeljenih spojeva, a drugi dio obulava

identifikaciju pripremljenih spojeva ponto IR, *H- i *C-NMR spektroskopije.

4.2. Ferocenil-izocijanat 4

Polazni spoj u sintezi ciljanih ferocenskih hidan&o6 je ferocenski-izocijana#t koji se
priprema viSestupanjskom sintezom (shema 1.) oRretje djelovanjenN,N-difenilkarbamoil
klorida na otopinu ferocena u dikloretanu dobivé®o N,N-difenilferocenkarboksamiddl.
Hidrolizom spojal u etanolnoj otopini kalijeva hidroksida nastajet®nkarboksilna kiselina
(2) [2]. Djelovanjem smjese reagensa BEIICOOEt i NaN na kiselinl2 u vodenoj otopini
pripravljen je azid3. Curtisovom pregradnjom azi@szagrijavanjem u benzenu pripravljen je

ferocenil-izocijanat4) [2].
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Shema 1. Priprava ferocenil-izocijandta

Sinteza azid® odvija se uz pretpostavku sljégg mehanizma: reakcijom NEtCICOOEt s
karboksilnom skupinom kiselin2 nastaje nestabilni mjeSoviti anhidrid koji se djenjem

vodene otopine Naf\prevodi u azid (75%), a samo manjim dijelom raspada se na polaznu

ferocenkarboksilnu kiselinty.
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Shema 2. Mehanizam nastajanja adda

IR-spektar azid8 pokazuje karakteristiu apsorpcijsku vrpcu azida pri 2138 tmH-NMR-
spektar ferocenkarboksazi@gpotvrduje supstituciju na jednom ciklopentadienilnom @nst

ferocena, a°C-NMR-spektri azida sadrze vrpcu karbonilna ugliz@toma azida pf 176.1

ppm.
Tijek Curtiusovih pregradnja (shema 3.) azidaé¢pmaje IR-spektroskopijom smanjenjem
karakteristinih apsorpcijskih vrpca azid& (2138 i 1687 crit) odnosno pow@njem vrpca



svojstvenih za NCO-skupinu spoia (2273 cnt). Daljnjim zagrijavanjem nastaje i mala
kolicina N,N-diferocenilurea tipaA te zbog toga reakcija nije izvedena do kraja. Famje

produkataA moze se objasniti terdkom odgradnjom izocijanatd u tvorbi sa zeljezom
stabiliziranog nitrena koji u reakcijskim uvjetindaje intermedijarni amin. Nukleofilna

adicija tog intermedijara na izocijaratiaje simetdnu ureuA.
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Shema 3. Mehanizam Curtiusovih pregradnja a2ida

PratiS¢avanje produkata i njihovih prekursora tankoslojnamparativnom kromatografijom
nije bilo mogue jer azidi i izocijanati imaju iderithe R-vrijednosti.

4.3. Ferocenski ureidopeptidi 5a-c

Kopulacijom sirovog produktd s AA-OMe (dobivenog iz AA-OM@CI| dodatkom NEf do
pH 8), nastaju ureidopeptidia-c u 20-75% iskoriStenju (shema 4.), nakon ¢@&avanja

preparativnom tankoslojnom kromatografijom.

o

NN
@—Nco @ E OMe
Fe AA-OMe: HCI/ CHCI, + NEt; Fo
4 5a R=H
5b; R=CH,

5¢; R=CH(CH),

Shema 4. Priprava ureidopeptioia-c

IR-spektri (CHCI,) konjugatab ukazuju na prisutnost jedne slobodneHNoko 3426 i jedne
asocirane NH oko 3363 crit. U 'H-NMR spektru (CDG)) ureidopeptida vidljiv je proton



NH-skupine o0dd 5.63 ppm koji je dodijeljen alaninskoj podjedinid 5.76 ppm koji je
dodijeljen glicinskoj podjedinici, dé 5.82 ppm koji je dodijeljen valinskoj podjedinidNH-
proton iz ureilenske podjedinice p¥15.70 ppm za Ala-podjedinic 6.12 ppm za Gly-
podjedinicu i d 6.37 ppm za Val-podjedinicu. Metinski proton afemke podjedinice
registriran je prid 4.46, a valinske podjedinice pyi4.49 i 2.15 ppm, a metilenski protoni
glicinske podjedinice registrirani su @i4.07 ppm. Metilni su protoni zabiljeZeni @ril.40
ppm za Ala-podjedinicu, odnosno @i0.97 i 0.92 ppm za Val-podjedinicu. Metilni proton
esterske skupine za sva tri ureidopeptida regsiirisu okod 3.75 ppm. Karbonilni ugljikovi
atomi esterske skupine i ureilenske podjedinitiéuju se u**C-NMR spektru signalima za
sva tri ureidopeptida ok® 173 i 156 ppm. Metinski, metilenski odnosno metiigljkov atom

ureidopeptidda-cnalaze se pri uotajenim vrijednostima kemijskih pomaka.

4.4. Ferocenski hidantoini 6a-c

Iz Teorijskog uvoda vidljivo je da su do sada ope#érojne priprave hidantoinskih derivata
iz raznih prekursora. U ovom radu opisana je sanferocenskih hidantoina (shema 5.) gdje
su kao polazni spojevi koriSteni ferocenski uremjmli 5a-¢ pri kojoj se uspjesSno
pripravljaju spojevi6a-c u dobrom iskoriStenju (vidi sec. 3.8.). Tijek regd& nije bilo
mogute pratiti tankoslojnom kromatografijom s obziromgiai polazni spoj (ureidopeptid) i
konani spoj (hidantoin) imali iste Rrrijednosti te se u svrhu pi@nja reakcije koristila IR-
spektroskopija. U ovoj reakciji dolazi do nastaganpve apsorpcijske vrpce oko 1780 tm

Sto odgovara cikékim spojevima poput hidantoinskog prstena.

o]
" PN
NHCOCHNHCOOCH H
Fe HCI/CH;OH/A Fe o
S 6a, R=H
6b, R=CH;

6¢; R=CH(CHy),

Shema 5. Priprava ferocenskih hidantddaac

Mehanizam ove ciklizacije uklfwje protoniranje esterske skupine ureidopeptidalikism
(HCI) te se ona prevodi u dobru odlézeskupinu, nakortega slijedi nukleofilni napad N-

atoma aminoskupine vezane uz ferocen i dolazi t@eanja prstena (shema 6.).
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Shema 6. Mehanizam nastajanja hidantoinskog prstena
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IR-spektri (CHCI,) spojeva6a-c ukazuju na prisutnost ¥mom samo jedne vrpce koja se
pripisuje slobodnoj NH oko 3440 crit i jedne vrlo slabe apsorpcijske vrpce, samo zg spo
6a, pri 3361 crit koja odgovara asociranoj NH skupini. Tdko je kod svih spojevéa-c
zamijetena apsorpcijska vrpca oko 1780 tislabog intenziteta, koja odgovara karbonilnoj
skupini hidantoinskog prstena.’t-NMR spektru (CDGJ) hidantoinskih derivata vidljiv je
samo jedan signal koji se pripisuje protonu NH-skepod 6 5.29 do 6.02 ppm koji su
dodijeljeni aminokiselinskim podjedinicama. Nainkemijski pomak koji je bio prisutan
NMR spektrima ureidopeptidd, a pripisan je NH-skupini direkto vezanoj na femockod
ovih spojeva nije zamigen Sto je dodatna potvrda nastajanja hidantoingkstgna. Metinski
proton alaninske podjedinice registriran je dA.95, a valinske podjedinice [@i3.94 i 2.27
ppm, a metilenski protoni glicinske podjedinice istgrani su prid 4.03 ppm. Metilni su
protoni zabiljeZzeni prd 1.51 ppm za Ala-podjedinicu, odnosno §ri.2 i 0.97 ppm za Val-
podjedinicu. Karbonilni ugljikovi atomi hidantoins prstena vidljivi su d*C-NMR spektru
oko d 172 i 155 ppm. Metinski, metilenski odnosno metilgljkov atom spojevéa-c nalaze

se pri uobiajenim vrijednostima kemijskih pomaka karakteésitn za te skupine.



5. ZAKLJU CAK



ViSestupanjskim sintezama uspjeSno su pripravljpomoanularno supstituirani
ferocenski hidantointa-cu dobrom iskoristenju.

U FTIR-spektrima pripravljenih spojevéa-c prisutna apsorpcijska vrpca ~3440tm
(c = 10% M) upléuje na prisutnost slobodne NH-skupine, te slabarapiiska vrpca
registrirana pri 1781 cthi jaka ~1726 cnt ukazuju na prisutnost hidantoinskog
prstena.

'H- i 3C-NMR spektri snimljeni u CDGlpri ¢ = 1 x 10 M takader su potvrdili
strukturu pripravljenih spojeva. Kemijski pomak fmoea NH-skupine direktno vezane
uz ferocensku podijedinicu spojeBa-c (6 = 5.7 do 6.37 ppm) nakon ciklizacije nije
prisutan u 'H-NMR spektrima spojevaba-c, $to dodatno potduje nastanak
hidantoinskog prstena.

U nastavku istrazivanja bée ispitana bioloSka aktivnost pripremljenih hidansiih

derivataba-c
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